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Resumo

MOREIRA-NUNEZ, Victoria. Influéncia da compatibilidade sexual e vegetativa na
variabilidade morfoldgica, fisiologia e agressividade de populacbes de Bipolaris
oryzae. 2017. 106f. Dissertacdo (Mestrado em Fitossanidade) — Programa de Poés-
Graduacgéo em Fitossanidade, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2017.

Entre as principais doencas que afetam a cultura do arroz, a mancha parda, causada
por Bipolaris oryzae destaca-se em importancia, sendo mencionada nos ultimos anos
entre as doencas mais frequentes nas regides produtoras do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina. Este patdgeno se caracteriza por apresentar alta variabilidade, tanto
na morfologia como na agressividade. Desta forma, esse trabalho teve como objetivo
estudar o comportamento de populacfes segregantes de B. oryzae apés reproducéo
sexuada e anastomose de hifas, quanto as caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
de agressividade, comparando-as com 0sS seus respectivos genitores. Os genitores
utilizados foram provenientes de diferentes regides do Rio Grande do Sul. Foram
avaliados 11 genitores e 48 isolados descendentes da reproducdo sexual para as
caracteristicas morfolégicas, e 5 genitores e 30 descendentes para a agressividade
em sementes e plantulas e atividades enziméaticas. Para anastomose de hifas foram
utilizados 10 genitores e 13 descendentes em avaliacbes da compatibilidade
vegetativa, caracteristicas morfolégicas e agressividade em sementes. Foi observado
nas populacdes segregantes tanto da fase sexuada como da anastomose de hifas,
uma elevada variabilidade quanto as caracteristicas morfoldégicas das colonias,
principalmente na coloracdo, além de variacdo nas dimensdes dos conidios e
crescimento micelial. Para a compatibilidade vegetativa, observou-se que a partir de
55 cruzamentos apenas 13% foram compativeis vegetativamente, 9% mostraram-se
incompativeis e os demais foram parcialmente compativeis. Os resultados do ensaio
de agressividade mostraram variacao no indice da doenca e na taxa de transmissao,
tanto nas sementes como nas plantulas para ambos descendentes. A atividade
enzimatica para as progénies descendentes da reproducédo sexuada apresentaram
variacdes na producao das enzimas amilase, celulase e pectinase, porém nao tiveram
atividade para esterase e protease. Para todas as variaveis analisadas verificou-se
gue as progénies apresentaram valores inferiores, intermediario ou superiores aos
seus respetivos genitores, para ambos tipos de reproducao. Desta maneira, pode-se
inferir que a reproducdo sexuada e a anastomose de hifas podem gerar novos
individuos com caracteristicas diferentes, com possibilidades de resistentes as
condi¢cOes desfavoraveis.

Palavras-chave: Oryzae sativa, mancha parda, reproducao sexual, anastomose de
hifas, populacdes segregantes.



Abstract

MOREIRA-NUNEZ, Victoria. Influence of sexual and vegetative compatibility on
the morphological variability, physiology and aggressiveness of populations of
Bipolaris oryzae 2017. 106p. Dissertation (Master Degree in Phytosanitary) —
Programa de Pdés-Graduacdo em Fitossanidade, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Among the major diseases that affect rice cultivation, the brown spot caused by
Bipolaris oryzae has been noteworthy, being mentioned in recent years among the
most frequent diseases present in the producing regions of Rio Grande do Sul and
Santa Catarina. This pathogen is characterized by its high variability in both
morphology and aggressiveness. Thus, this study aimed to study the behavior of
segregating populations of B. oryzae after sexual reproduction and anastomosis of
hyphae, as well as morphological, physiological and aggressive characteristics,
comparing them with their respective parents. The parents used were from different
regions of Rio Grande do Sul. Eleven parents and forty-eight descendants of the sexual
reproduction were evaluated for the morphological characteristics, five genitors, and
thirty descendants for the characteristics of aggressiveness in seeds and seedlings
and enzymatic activities. In addition, for anastomosis of hyphae, ten parents and
thirteen descendants were used for evaluations of vegetative compatibility,
morphological characteristics and aggressiveness in seeds. It was observed that the
sergeants populations of both sexed phase and anastomosis of hyphae, a high
variability as the morphological characteristics of the colonies, mainly in the coloration,
as in the dimensions of conidia and mycelial growth. For vegetative compatibility, it
was observed that from fifty-five crosses between the different isolates, 13% were
compatible vegetatively, 9% were incompatible, and the others were partially
compatible. The results of aggressiveness tests showed variation in disease index
and in the rate of transmission in both seeds and seedlings for both offspring. The
enzymatic activity for the progenies descended from the sexual reproduction showed
variations in the production of the enzymes amylase, cellulase and pectinase, but they
did not present activity for esterase and protease. For all the analyzed variables, it was
verified that the progenies had inferior values, intermediate or superior comparing to
their respective parents, for both types of reproduction. Therefore, it can be inferred
that the sexual reproduction and anastomosis of hyphae can generate new individuals
with different characteristics, with possibilities them resistant to unfavorable conditions.

Key-words: Oryzae sativa, brown spot, sexual reproduction, hyphae anastomosis,
segregating populations.
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Introducéo geral

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos alimentos mais importantes para a nutricao
humana, sendo responsavel por suprir as calorias e proteinas necessarias na dieta
basica (AZAMBUJA; VERNETTI; MAGALHAES, 2004). E cultivado e consumido em
todos os continentes, destacando-se por sua producdo e é&rea de cultivo,
desempenhando um papel estratégico tanto no aspecto econémico quanto no social.
(PEREIRA; BANDEIRA; FREIRE, 2005; EPAGRI, 2013).

No mundo, o arroz € o terceiro grdo mais cultivado, sendo superado apenas
pela soja e milho. Anualmente s&o cultivados aproximadamente 165 milhdes de
hectares, produzindo 740 milhGes de toneladas, sendo cerca de 75% desta producao
oriunda do sistema de cultivo irrigado (FAOSTAT, 2014). A China € o maior produtor
com 208 milhdes de toneladas, seguida pela india (157 milhdes de toneladas) e
Indonésia (71 milhdes de toneladas) (FAOSTAT, 2014).

O Brasil ocupa o nono lugar na produgcao mundial de arroz, com 10,8 milhdes
de toneladas, em uma area de 1.448 mil hectares de area plantada em sistema
irrigado, ocupando o terceiro lugar em area cultivada com culturas anuais, depois da
soja e trigo (FAOSTAT, 2014; CONAB, 2017). A regido sul é responsavel por mais do
81% da producédo nacional, onde 71% concentra-se no Rio Grande do Sul com 8,7
milhdes de toneladas, seguido do estado Santa Catarina com 1,5 milhdo de tonelada
e Parana com 160 mil toneladas (CONAB, 2017).

O arroz durante todo o seu ciclo de cultivo é afetado por diversas doencas que
reduzem a qualidade dos gréos, tornando-se um fator limitante na produtividade da
cultura (SANTOS; RABELO, 2008). Entre as doencas ocasionadas por fungos, a
mancha parda, causada por Bipolaris oryzae (Shum.) Subr. & Jain, destaca-se numa
posicdo economicamente importante devido a susceptibilidade da maioria das
cultivares em uso, sendo mencionado nos ultimos anos como a doenca mais frequente
nas regioes produtoras do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (FUNCK; KEMPF,
2008). Os sintomas nas folhas sdo manchas ovaladas com centro escuro, circundadas
com um halo castanho-amarelado, o qual pode ocasionar manchas dos graos
(FARIAS, 2011). O numero de graos por inflorescéncia e seu peso podem ser
reduzidos até um 30%, podendo ocorrer reducdo da produtividade de até 74%
(MOLETTI; GIUDICI; VILLA,1997; MALAVOLTA et al., 2002; MOURA et al. 2014).
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Nas sementes, destaca-se como o principal patégeno (AMARAL et al., 1985;
CELMER et al., 2007; RODRIGUES et al. 2011), sendo sua principal fonte de inoculo,
ocorrendo nos estagios iniciais da cultura, atuando como meio de sobrevivéncia e
disseminacdo (BARLARDIN, 2003; NUNES; RIBEIRO; TERRES, 2004; FUNCK;
KEMPF, 2008; LOBO et al., 2014). Em condi¢des favoraveis a doenca causa reducéo
na germinacdo das sementes, queima ou morte das plantulas e reducdo na
produtividade quando incide na folha bandeira e nas paniculas (MALAVOLTA et al.,
2002).

Uma caracteristica tipica deste género é a elevada variabilidade existente entre
isolados, evidenciadas tanto por aspectos morfoldgicos e fisiolégicos assim como
também pela agressividade (SOUSA; RIBEIRO; GALLI, 1984; BEDENDO; PRABHU,
2005, SAFARI; ANVARI, 2010). A variabilidade € explicada devida ao grande nimero
de nucleos presente nas células das hifas e conidios o qual proporciona heterocariose.
Também pela ocorréncia de processos como mutacdes, possibilidade de diploides e
haploides recombinantes através do ciclo parasexual, muitas vezes evidenciada pela
presenca de setores nas coldnias, assim como também pela reproducdo sexual
(AZEVEDO, 1976; VIEGAS, 1989; CAMARGO, 1995; GLASS et al., 2000;
MCDONALD; LINDE, 2002).

Os fungos que se reproduzem de forma sexual, na maioria dos casos,
encontram-se entre 0os que apresentam maior variabilidade genética, além de dar
origem a novos genotipos e a seus genitores em diferentes caracteristicas, embora
varias similaridades permanecam mantidas. (MICHEREFF, 2013). Segundo Galbieri
e Urashima (2008), a existéncia da fase sexual € importante, devido a maior
capacidade de gerar diversidade genética, e consequentemente apresentar
importancia direta nas medidas de controle da doenca. Porém este tipo de reproducao
ainda nao foi descrito, nem para 20% das espécies de fungos identificadas (CARLILE
et al., 2001; Nl et al., 2011).

Para B. oryzae o principal mecanismo de propagacdo é a reproducao
assexuada, uma vez que a reproducéo sexuada no Brasil ainda ndo foi relatada em
condi¢bes naturais, somente em in vitro, no qual foi observado a formacéo da fase
meiosporica de diferentes espécies de Bipolaris spp. provenientes de lavouras
orizicolas do estado Rio Grande do Sul (FARIAS et al., 2007).
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A fase telomorfica segundo Farias (2011) de espécies de Bipolaris, apresentam
caracteristicas heterotalicas e homotalicas secundarias. No primeiro caso, a
reproducdo sexuada sO ocorre entre individuos pertencentes a grupos diferentes, ja
no sistema homotalico pode ocorrer por autofecundacao, dando origem a formacéao
de pseudotécios com ascas e ascosporos. Isto indica que em condicdes favoraveis e
em presenca de espécies compativeis in vitro a fase sexuada podera ocorrer, assim
nao descartando-se a possibilidade da ocorréncia dessa fase em condi¢cdes naturais.

Além do ciclo sexual, a anastomose de hifas, ou seja fusdo entre hifas de talos
opostos (compativeis), possibilita a troca do conteddo celular entre individuos
diferentes, podendo ocorrer recombinacdo entre cromossomos homodlogos nas
divisbes mitdticas de nucleos diploides na qual podem gerar novas variantes
genéticas, aumentando a variabilidade em fungos (KRNJAJA et al., 2013). Quando a
fusd@o da-se entre hifas de organismo diferentes, ha a formagédo de um heterocario, ou
seja, um unico talo contendo dois ou mais nucleos de organismos geneticamente
distintos (GLASS et al, 2000, ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Nos fungos filamentosos, a formacdo de heterocéario esta relacionada aos
processos de recombinacfes parassexuais e sexuais, sendo uma caracteristica
bastante comum. Porém, este mecanismo pode ndo ocorrer, devido a
incompatibilidade vegetativa ou somética, formando uma barreira entre cruzamentos
de organismos semelhantes geneticamente (GLASS et al., 2000).

Anadlise de compatibilidade somatica € um método simples de reconhecer
gendtipos em fungos, onde por meio de confrontamentos de isolados em placas
observa-se a compatibilidade, mediante um continuo crescimento micelial, indicando
gue ambos isolados pertencem ao mesmo grupo de compatibilidade vegetativa
(GCV), (RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2003; POLONI et al., 2009).

Existem varias pesquisas sobre a existéncia de GCV em diferentes espécies
de fungos como por exemplo em Verticillium dahliae (STRAUSBAUGH et al., 2016);
Monilinia fruticola (DE CAL et al., 2014), Bipolaris sorikiniana (ARABI; JAWHAR, 2007;
POLONI et al., 2008), Colletotrichum spp. (RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2003),
Fusarium oxysporum (RODRIGUEZ-MOLINA et al., 2013).

Os eventos, ciclo sexual e anastomose, podem gerar individuos
morfologicamente e fisiologicamente diferentes de seus descendestes. Apessar

inexistam estudos de como estes mecanismos influenciam na variabilidade para B.



19

oryzae, relatos em outros patossistema demostram que em populagdes segregantes
apo0s uma reproducdo sexual podem ter suas caracteristicas alteradas, como foi
observado em Bremia lactucae (MICHELMORE; INGRAM, 1981), Phytophthora
infestans (GAVINO et al., 2000), P. capsici (Bl et al.; 2014) ficando evidenciado a
importancia da fase telomorfica na epidemiologia e na geracdo de novos fenotipos.
Estudos Também afirmam a capacidade de gerar novas variantes genéticas a partir
da anastomose de hifas e segregacao do ciclo parasexual, como em Colletotrichum
lindemutthianum (RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2003) e C. acutatum (FRANCO et al.;
2011).

Além disso, estes mecanismos podem levar alteracdes na fisiologia, podendo
ser evidenciada a partir da producdo de enzimas. Assim métodos que avaliem a
producao de diferentes enzimas também podem fornecer informacéo da variabilidade
fisiologia em relacdo a capacidade dos isolados em degradar ou n&o determinadas
enzimas, como amilase, celulase, pectinase, protease e esterase. Juntos com estes
métodos a avaliacdo de agressividade, tanto em sementes inoculadas como em
plantulas, pode ajudar a inferir sobre a variabilidade patogénica em fungos.

Entender a variacdo e a diversidade da populacédo de B. oryzae, assim como
0s mecanismos que influenciam as alteracdes morfolégicas, fisioldgicas e da
agressividade na geracdo de novos individuos a partir dos mecanismos como
reproducdo sexuada e de anastomose de hifas, que sdo de grande importancia na
sua compreensdo de como ocorrem , pois podem auxiliar nas estratégias de controle
da doenca.

Assim esses estudos sd0 necessarios, pois espécies deste género sdo
reportadas na literatura como um dos principais agentes causais de inUmeras doengas
de varias culturas de expresséo econémica para o Brasil.

Desta forma o objetivo deste estudo é estudar o comportamento de populacdes
segregantes de B. oryzae ap0s passar pela fase sexuada e por anastomose de hifas
guanto as caracteristicas fisiol0gicas, genéticas e de viruléncia, comparando-as com

0S seus respectivos genitores.



2. Capitulo 1

Caracteristicas morfolégicas em popula¢cdes segregantes de Bipolaris oryzae
2.1. Introducéo

A cultura do arroz (Oryza sativa L.) esta sujeita ao ataque de varias doencas,
as quais podem prejudicar a produtividade e a qualidade dos graos colhidos. No Rio
Grande do Sul a mancha parda, causada por Bipolaris oryzae e de ocorréncia comum
e frequente na cultura (SOSBAI, 2014).

Os sintomas tipicos desta doenca sdo lesdes marrons circulares a ovais,
rodeadas por uma margem marrom avermelhada que podem manifestar-se no
coledptilo, nas bainhas das folhas e principalmente nas laminas das folhas, glumelas
e graos (BOREM; RANGEL, 2015).

O principal meio de sobrevivéncia e disseminagdo de B. oryzae sao as
sementes, nas quais quando associado podem apresentar menor poder germinativo
e causar a morte de plantulas. Nas lavouras, sementes infectadas, podem reduzir o
estande inicial de plantulas, além de provocar danos na ordem de 12 a 30% no peso
de grados (GOPALAKRISHNAN et al., 2010; BOREM; RANGEL, 2015).

O patégeno, B. oryzae, tem como principal mecanismo de propagacao a
reproducdo assexuada, visto que a existéncia da reproducéo sexuada em condi¢des
naturais no Brasil ainda néo foi relatada, porém néo descarta-se a possibilidade da
ocorréncia da fase meiosporica ja que, em condic¢des in vitro, a mesma foi observada
em diferentes espécies de Bipolaris provenientes do mesmo campo de produc¢éo do
estado Rio Grande do Sul (FARIAS et al., 2007; FARIAS et al., 2011).

A fase anamoérfica é caracterizada pela formagdo de conidios levemente
curvos, mais largos no centro e gradativamente mais finos em direcdo as
extremidades, com 6 a 14 septos transversos, medindo em largura e comprimento 11
a 17um e 35 a 170um, respectivamente. Quando maduros, possuem coloracao
marrom e frequentemente germinam através das células apical e basal. O numero de

nacleos presentes em cada célula do conidio pode variar de 1-14, sendo mais
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comumente encontradas células binucleadas (SIVANESAN, 1987, WEBSTER,;
GUNNEL, 1992; OLIVEIRA et al., 2004).

A fase teleomorfica (Cochliobolus miyabeanus) apresenta pseudotécios de cor
marrom escuro, globosos a elipticos, 360-780um de diametro com a parede exterior
marrom escuro. As ascas sao bitunicadas, de forma clavadas, cilindricas, levemente
curvadas, medem de 140-235 x 21-26um, contendo em média 1-8 ascOsporos por
asca. Os ascosporos sao hialinos ou verdes azeitona palida, filiformes, com 8-12
septos, medem 235-648 x 4-9um e sao rodeados por uma bainha mucilaginosa de
forma heleicoidal, enrolados nos ascos (OU, 1985; HANLIN, 1990; WEBSTER,
GUNNEL, 1992).

Segundo Farias (2007) a compatibilidade sexual de espécies de Bipolaris spp.
no Sul do Brasil apresenta caracteristicas heterotalicas e heterotalicas secundarias,
quando isolados monospoéricos crescem de forma pareada. Por tanto nesta condicao
a possibilidade da ocorréncia da fase teleomorfica sé ocorrerd devido a eventual
presenca de isolados sexualmente compativeis em uma mesma lavoura. Individuos
produzidos por um processo sexual sao diferentes um do outro e de seus genitores
em diferentes caracteristicas, embora varias similaridades sejam mantidas. Esta
reproducao, geralmente apresentam maior variabilidade fitopatogénica, dando origem
a novos individuos que com melhor adaptacéo as condi¢cdes adversas (KAUFMANN;
WELDEMANN, 1996; CARLILE et al., 2001).

Existem evidéncias de que B. oryzae apresenta alta variabilidade morfolégica,
em relacdo a cor da colbnia, padrédo de crescimento micelial, producéo de esporos, e
comprimento e largura dos conidios (CASA-COILA, 2008; KUMAR et al.,, 2011;
KUMAR et al.,, 2016), porém na literatura nacional inexistem trabalhos sobre a
caracterizacao da variabilidade quanto a morfologia de populagdes segregantes deste
patogeno (CASA-COILA, 2008).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e estudar o comportamento de
populacdes segregantes de B. oryzae, ap0s passar pela fase sexuada, em relacéo a

aspectos morfolégicos comparando com 0S seus respectivos genitores.
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2.2. Materiais e métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes e Fungos
Fitopatogénicos da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas (FAEM-UFPel), no Municipio de Capéao do Leédo- RS.

Os isolados (genitores) utilizados para os cruzamentos foram provenientes da
colegéo do Laboratério de Patologia de Sementes e Fungos Fitopatogénicos, FAEM-
UFPel. Tendo como origem as diferentes regides produtoras de arroz do Rio Grande
do Sul (Tabela 1). Sendo os isolados identificados a partir do sequenciamento da
regido ITS e GPD, para isso a extragcdo do DNA total dos isolados foi realizada
conforme descrito por Doyle e Doyle (1991, Anexo 1) e comparadas com sequéncias

disponiveis no GenBank (Tabela 2).

Tabela 1. Isolados massais utilizados no experimento, segundo a cultivar hospedeira, regido e
municipio.

Isolado Cultivar Regido* Municipio

LPS05 Irga 424 Campanha Dom Pedrito
LPS06 Irga 424 Zona Sul Pelotas

LPSO7 Irga 424 Costa interna Camaqua

LPS08 Irga 424 Depresséo central Santo Antdnio da Patrulha
LPS09 BRS Queréncia Costa externa Cachoeira do Sul
LPS10 Puita Inta CL Planicie Costeira Interna Tapes

*segundo regides estabelecidas pelo Instituto Rio Grande de Arroz (IRGA).

Tabela 2. Relacdo dos isolados e similaridades, com os cAdigos de acesso ao GenBank, resultantes
da comparacéo com sequéncias parciais da regido ITS e com o gene GPD FAEM, UFPel, Pelotas/RS,
2017.

Similaridade com B. oryzae (%) Acesso
Isolado
ITS GPD ITS GPD

LPS05 94,0 94,0 HF934932 KF688971
LPS06 97,0 94,0 KU499544 KX344513
LPS07 92,0 94,0 KU715189 JF521648
LPSO08 83,0 100,0 HF934932 XM007701
LPS09 99,0 94,0 HQ116408 KX344513
LPS10 96,0 94,0 JIN943398 KF688971
LPS11 97,0 90,0 HF934932 KF688971
LPS12 98,0 94,0 DQ300199 KX594830
LPS13 99,0 87,0 KU499546 AY277280
LPS14 95,0 96,0 KU499546 KX344512
LPS15 96,0 95,0 KX452455 AF081381
LPS16 99,0 92,0 KU499546 KC333442
LPS17 98,0 98,0 KT900951 KM042894
LPS18 99,0 96,0 KU499545 KX835137

LPS19 96,0 93,0 KF725804 KX835137
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Foram realizados cinco monospaoricos a partir da selecdo massal dos isolados.
Para a obtencdo dos monosporicos foi feita uma suspencdo de conidios com agua
destilada estéril, na qual 100uL de cada isolado foi transferido e espalhado sobre a
superficie, utilizando meio de cultura agar-agua em placas de Petri. Apds, com auxilio
de um microscépio estereoscopico e de um estilete, um Unico esporo foi retirado e
colocado em placas com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubados em
sala de crescimento a 23£1°C.

Em seguida, foi realizado o pareamento entre os isolados para a obtencéo da
fase sexuada, onde discos de micélio das bordas das col6nias de dois isolados
monosporicos foram mergulhados em tubos com agua destilada esterilizada formando
suspensdes de esporos. Logo, a suspensao foi vertida em placas de Petri contendo
como substratos papel mata-borrdo e sobre esse, folhas de Typha sp. e papel filtro,
esterilizados (Figura 1).

Foram testadas todas as combinacdes possiveis, 5 x 5 (5 locais x 5
monosporico) incluindo os cruzamentos entre 0 mesmo isolado, sendo um total de 75
cruzamentos possiveis. Trés placas por cruzamento foram utilizadas, sendo
incubadas em sala crescimento a 23°C+1°C, fotoperiodo de 12 horas luz por um
periodo de aproximadamente 30 dias, ou até o aparecimento dos pseudotécios
(FARIAS et al., 2011).

Figura 1. Substrato utilizado (papel mata-borrédo, folhas de Typha sp. e papel filtro esterilizados) para
a obtencéo da fase sexuada de Bipolaris oryzae.

Passado o periodo de incubacao as placas foram cuidadosamente examinadas
em microscopio estereoscoépico, verificando-se a presenga dos pseudotécios. Os
mesmos, quando presentes, foram retirados do papel com auxilio de estilete e
transferido para laminas, contendo 10uL de agua destilada autoclavada e macerados

para liberacdo das ascas e ascosporos (Figura 2). Estes foram transferidos, com
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auxilio de um microscopio estereoscopico e estilete, para placas contendo meio de
cultura BDA e incubados em sala crescimento a 23+1°C, fotoperiodo de 12 horas luz

por um periodo de 14 dias, para obtencdo novamente da fase assexuada.

S : \ o Al AN
Figura 2. Cochliobolus miyabeanus (anamérfico Bipolaris oryzae). A- Pseudotecio, B- ascas com
ascosporas, C- ascéspora.

A partir dos diferentes cruzamentos entre os isolados foi obtido seis casais
compativeis, com um total de 48 individuos descendentes (Tabela 3) os quais foram

usados para as avaliagées do presente estudo.

Tabela 3. Numero de populacéo, isolado compativeis e niumero de individuo obtidos a partir dos
cruzamentos de Bipolaris oryzae

NuUmero Isolado compativeis Numero de individuos
Populacao 1 LPS010.1 x LPS07.3* 4
Populacao 2 LPS07.1 x LPS05.3 6
Populagéo 3 LPS07.2x LPS05.1 8
Populagéo 4 LPS010.4x LPS07.4 8
Populagéo 5 LPS08.1 x LPS09.2 10
Populagéo 6 LPS06.1 x LPS07.4 12

*Numero depois do ponto indica 0 numero de monosporicos utilizado

Para avaliar a variabilidade gerada a partir da reproducéo sexuada os genitores
e as populacdes segregantes foram caracterizados quanto o crescimento micelial,
morfologia (macroscopicas das coldnias e microscopicas dos conidios) e esporulacéo.

Para analise da morfologia macroscépica e do crescimento micelial, colocou-
se um disco (5mm) de micélio no centro de cada placa contendo meio BDA, em
seguida as placas foram incubadas em camara de crescimento com temperatura de
25+1°C e fotoperiodo 12 horas.

Para o crescimento micelial, as avaliacdes foram efetuadas diariamente até o

sétimo dia, levando-se em consideracdo a média de dois didmetros ortogonais das
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colénias em desenvolvimento. Foi avaliado o indice de crescimento micelial (ICM) a

partir da formula:

C1+C2+..C7
N1+N2+---N7

ICM =

Onde: ICM= indice de crescimento micelial; C1, C2 e C7 = crescimento das colonias na
primeira, segunda e ultima avaliacdo; N1, N2e N7 numero de dias (Rey et al., 2009).

As caracteristicas macroscépicas avaliadas nas colonias foram, a forma, a
margem e a elevacdo de acordo com a chave descrita por Microbiology Society, (2016)
(Anexo 2), cor predominante da colénia com auxilio da escala de Mussel e presenca
de setores.

Para a avaliacdo das caracteristicas microscopicas dos conidios,
primeiramente foram realizadas laminas microscépicas, contendo fragmentos do
fungo e, com ajuda de um microscépico 6ptico formam capturadas fotos. Estas,
posteriormente foram analisadas com auxilio do software Motic Images Plus 2.0
(2010), onde foram realizadas as medicGes de comprimento e largura dos conidios,
contagem do numero de septos, de 20 esporos para cada isolado.

Para avaliacdo da esporulacéo, cinco discos de micélio de 5 mm de didmetro
foram retirados maneira igual para todas as colénias e colocados em tubos de ensaio
com 5mL de agua estéril autoclavada e agitados por 5 segundos em agitador.
Posteriormente, as suspensdes foram retiradas para a contagem de esporos com
auxilio da cAmara de Neubauer.

A partir dos dados de ICM e esporulacdo foram construidas histogramas de
distribuicdes de frequéncia para conhecer o comportamento das populacdes do
patégeno. As caracteristicas macroscopicas foram avaliadas por meio de analises
multivariadas, através do método de agrupamento hierarquico UPGMA (Unweighted
Pair Group Method using Arithmetical Average), foi utilizado como medida de
dissimilaridade a distancia euclidiana média, e o ajuste entre a matriz de distancias e
a matriz de agrupamento foram estimados pelo coeficiente de correlagédo cofenética
(CCQ).

2.3. Resultados e discusséo
Em relacéo ao ICM pode-se observar nos graficos de distribuicéo de frequéncia

a variabilidade das populacdes comparado com seus genitores (Figura 3). Nota-se
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uma segregacao transgressiva, isto €, individuos com valores mais extremos que
qualquer um dos genitores (Figura 3).

Na populacéo 1, quase 80% das progénies encontra-se dentro da categoria de
4-8, apresentando um menor ICM em relagéo aos genitores (Figura 3A). Na populacéo
3, observa-se que 100% das progénies foi totalmente diferente a seus genitores, onde
tiveram valores do ICM menores a 8, enquanto que seus genitores encontrassem com
valores acima de 12 (Figura 3C). Em relacéo a populacao 6, somente 30% foi similar
a um dos genitores LPS06.1, encontrando-se dentro da categoria de 12-16, enquanto
gue os restantes estavam nas categorias 8-12 (20% das progénies) e de 16-20 (50%
das progénies, Figura 3F). Somente as populacbes 4 e 6, apdés um ciclo sexual,
apresentaram individuos com ICM superior a seus genitores.

Considerando-se como critério de variabilidade de cada populacdo, pode-se
observar maior percentagem nas populagbes 2, 4, 5 e 6, onde as progenies
encontram-se distribuidos em trés categorias (Figura 3).

Isto leva crer que as populacfes com maiores variabilidades entre as progénies
foram obtidas pelo cruzamento entre 0s genitores que sdo geneticamente mais
distantes e mais divergentes (DE CAL et al., 2014).
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Figura 3. Histogramas de distribuicdo de frequéncia relativa para o indice de crescimento micelial (ICM)
nas populacdes dos cruzamentos de Bipolaris oryzae. Setas indicam o valor médio dos genitores. A-
populacéo 1; B- populagéo 2; C- populacéo 3; D- populacéo 4; E- populacdo 5; F- populacéo 6.

Dentro das caracteristicas macroscopicas, quanto a forma das col6nias, foi

registrada as formas filamentosa, circular e irregular (Tabela 4). Sendo observada nas

populacdes 1 e 2 que 100% das progénies apresentaram forma irregular, igual ao

genitor LPS07.3 e a LPS07.1, respectivamente. Ja para as outras progénies nota-se

uma maior variabilidade na forma, sendo registrados trés tipos. Para a populacéo 3,
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100% dos isolados foram diferentes aos dois genitores para esta caracteristica,
registrando-se forma circular e irregular das colonias. Na populacédo 4, 62.5% da
progénie tiveram forma irregular igual ao genitor LPS07.4 e 25% forma filamentosa
igual ao genitor LPS10.4. Na populacéo 5, 40% teve forma filamentosa igual ao genitor
LPS08.1, 40% apresentou forma irregular igual o genitor LPS09.1, e 20% forma
circular mostrando-se diferente aos dois genitores. Ja ha populacéo 6, 58% teve forma
irregular igual aos dois genitores, porém foi registrado que o restante teve forma
filamentosa comportando-se de forma diferente aos seus genitores.

Dados semelhante foram obtidos por Farias (2007) avaliando as caracteristicas
morfologicas em diferentes espécies de Bipolaris spp., onde foi observou as formas
irregular e circular. Da mesma maneira, Christensen (1922), também descreveu as
formas das colonias de Helminthosporium sativum sendo a forma irregular a mais
comum.

Quanto a margem das colbnias, esta apresentou variabilidade nas populacdes
1, 2, 3, e 4, observando-se alguns individuos diferentes aos genitores, na qual foram
registradas coldénias com margem filiforme, ondulada e inteira, sendo a primeira mais
frequente. Ja as populacdes 5 e 6 ndo apresentaram variabilidade em relagéo a esta
variavel, onde 100% das progénies foram iguais a seus genitores com margem
filiforme (Tabela 4). Isto concorda com estudos realizados por Farias (2007), na qual
observou em B. oryzae que as colbnias apresentavam margens inteiras e onduladas.
Para espécies B. sorokiniana, autores observaram a margem ondulada e lisa como a
mais frequente (VIEGAS, 1989; SILVA, 1995; FRAZZON et al., 2002), no entanto,
neste estudo a margem predominante foi a filiforme.

Para elevagédo das col6nias foi observada a predominéncia do tipo elevada,
mas também, registrou-se a forma Umbonada em menor frequéncia nas populagfes
1, 3 e 4. Resultados semelhantes foram obtidos por Farias (2007), onde a forma
elevada foi a mais frequente para B. oryzae.

A coloragdo das colonias foi a caracteristicas que apresentou maior
variabilidade. Na populacdo 1, 75% da populacéo apresentaram coloracéo diferente
aos seus genitores. Na populacdo 2, 66% foi de coloragéo cinza igual ao genitor
LPS05.3, e 33% apresentou-se diferente para os dois genitores. Para a populacéo 3,
25% foi igual ao genitor LPS07.2 com coloragéo cinza esverdeado, 12.5% foi de cor
cinza apresentando-se igual ao genitor LPS05. Para a populacao 4, 37% foi igual ao
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genitor LPS010.4, sendo os demais diferente aos dois genitores. Ja as populacdes 5
e 6 destacam-se com a maior diversidade, observando-se cinco cores diferentes, que
variaram de cinza claro a cinza muito escuro. Estas populacdes foram as que
apresentaram maior quantidade de individuos com coloragfes de cinza a cinza claro,
em quanto que as populacdes 3 e 4 apresentaram colora¢cdes mais escuras na maioria
dos individuos, variando de cinza a cinza esverdeado muito escuro (Tabela 4, Figura
4).

Tabela 4. Caracteristicas morfologicas das coldnias dos genitores e suas progénies de populagdes
segregadas por cruzamentos dos genitores de Bipolaris oryzae

Isolado Forma* Margem* Elevacao* Coloragao** i?;i?:
Populagédo 1- LPS010.1 x LPS07.3
Genitores LPS010.1 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
LPS07.3 Irregular Inteiro Elevada Cinza esverdeado (6/10Y Gley 1) A
Cinza esverdeado muito escuro (3/N
1 Irregular Filiforme Elevada Gley 1) A
Cinza esverdeado escuro (4/10Y Gley
Populacéo 2 Irregular Ondulado  Elevada 1) A
Irregular Filiforme Umbonada Cinza muito escuro (3/N Gley 1) P
Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
Populacdo 2- LPS07.1 x LPS05.3
Cinza esverdeado muito escuro (3/10Y
Genitores LPSO07.1 Irregular Inteiro Elevada Gley 1) A
LPS05.3 Filamentosa  Filiforme Umbonada Cinza (5/N Gley 1) A
Cinza esverdeado escuro (4/10Y Gley
1 Irregular Filiforme Elevada 1) A
2 Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
Populacio 3 Irregular Inteiro Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
4 Irregular Inteiro Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
5 Irregular Filiforme Elevada Cinza (6/N Gley 1) A
6 Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
Populacdo 3- LPS07.2 x LPS05.1
Genitores LPS07.2 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
LPS05.1 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
1 Irregular Ondulado  Elevada Cinza muito escuro (3/N Gley 1) A
2 Irregular Inteiro Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
3 Irregular Filiforme Umbonada Cinza muito escuro (4/10Y Gley 1) P
_ 4 Circular Filiforme Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
Populagéo . .
5 Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) P
6 Irregular Filiforme Umbonada Cinza escuro (4/N Gley 1) A
7 Irregular Filiforme Umbonada Cinza escuro (4/N Gley 1) P
Cinza esverdeado muito escuro (3/10Y
8 Circular Inteiro Elevada Gley 1) A

* Forma, margem e elevacdo com base a chave descrita por Microbiology Society (2016).
** Coloragéo das col6nias com base a escala de solos de Mussel (1954).
*** P= presencga de setores/ A= Auséncia de setores
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Tabela 4 (Cont.). Caracteristicas morfologicas das colénias dos genitores e suas progénies de
populacdes segregadas por cruzamentos dos genitores de Bipolaris oryzae

Isolado

Forma*

Margem*

Elevacédo*

Coloragao**

Sector P/A***

Populacéo 4- LPS010.4 x LPS07.4

] LPS010.4 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
Genitores Cinza esverdeado escuro (4/10Y Gley
LPS07.4 Irregular Filiforme Elevada 1) A
Cinza esverdeado muito escuro (3/10Y
1 Circular Filiforme Elevada Gley 1) A
2 Irregular Ondulado  Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
3 Irregular Filiforme Umbonada Cinza muito escuro (3/N Gley 1) A
Populag&o 4 Irregular Ondulado  Elevada Cinza muito escuro (3/N Gley 1) A
5 Irregular Filiforme Umbonada Cinza (5/N Gley 1) A
6 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza muito escuro (3/N Gley 1) A
7 Irregular Filiforme Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
8 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
Populacgéo 5- LPS08.1 x LPS09.2
. LPS08.1 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza (6/N Gley 1) A
Genitores
LPS09.1 Irregular Filiforme Elevada Cinza (6/N Gley 1) A
1 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) P
2 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza escuro (4/N Gley 1) A
Cinza esverdeado escuro (4/10Y Gley
3 Irregular Filiforme Elevada 1) A
4 Circular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
Populacéo 5 Circular Filiforme Elevada Rosa (2.5 YR 8/4) P
6 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza claro (7/N Gley 1) P
7 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza (6/N Gley 1) P
8 Irregular Filiforme Elevada Cinza claro (7/N Gley 1) A
9 Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
10 Irregular Filiforme Elevada Cinza escuro (4/N Gley 1) A
Populacéo 6- LPS06.1 x LPS07.4
] LPS06.1 Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) P
Genitores Cinza esverdeado escuro (4/10Y Gley
LPS07.4 Irregular Filiforme Elevada 1) A
1 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza esverdeado claro (7/10Y Gley 1) A
2 Irregular Filiforme Elevada Cinza claro (7/N Gley 1) P
3 Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
4 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza escuro (4/N Gley 1) A
5 Irregular Filiforme Elevada Cinza esverdeado (6/10Y Gley 1) A
~ 6 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza (6/N Gley 1) A
Populagéo
7 Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
8 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza escuro (4/N Gley 1) P
9 Filamentosa  Filiforme Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
10 Irregular Filiforme Elevada Cinza (6/N Gley 1) P
11 Irregular Filiforme Elevada Cinza esverdeado claro (7/10Y Gley 1) A
12 Irregular Filiforme Elevada Cinza (5/N Gley 1) P

* Forma, margem e elevacao com base a chave descrita por Microbiology Society (2016).
** Coloragdo das colénias com base a escala de solos de Mussel (1954).
*** P= presenca de setores/ A= Auséncia de setores
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Populagdo 1

Populagéo 2

Populagédo 3

Populagéo 4

Populagdo 5

Populacédo 6

GENITORES

LPSO07.
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Figura 4. Coloniais com 10 dias de crescimento dos genitores e de suas progénies em cada populacgéo.
Populagdo 1: LPS010.1 x LPS07.3; Populagdo 2: LPS07.1 x LPS05.3; Populagdo 3: LPS07.2 x
LPS05.1; Populacéo 4: LPS010.4 x LPS07.4; Populagéo 5: LPS08.1 x LPS09.2; Populagdo 6: LPS06.1

x LPS07.4.
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Quanto a presenca de setores nas colbnias, evidenciada por é&reas de
crescimento micelial de coloracdo mais claras que a colénia normal, ou auséncia,
percebe-se que as populagbes 2 e 4 ndo apresentaram setores, 0 mesmo ocorreu
com seus genitores. Para as demais populacdes foram observado nas progénies tanto
auséncia quanto a presenca de setores. A formacgao dos setores na colonia pode ser
uma fonte de variabilidade ja que revela mutacdes somaticas (CAMARGO, 1995),
podendo ser uma possivel causa de geracdo de novas variantes genéticas do
patogeno.

As caracteristicas macroscoépicas avaliadas tanto nos genitores quanto nas
progénies (Tabela 4), permitiram realizar a analise multivariada e a geracdo de
dendrogramas (Figura 5). Observando-se a formacé&o de varios agrupamentos dentro
de cada populacao, variando de 3 a 7 grupos.

A populagdo 2 com base nas caracteristicas macroscopicas da col6énia formou
menor ndmero de grupos comparado com 0s demais, indicando que 83% das
progénie da populacdo € semelhante ao genitor LPS07.1, (Figura 5B). Porém as
populacdes 3, 4, 5 e 6 foram as que formaram maior nUmeros de grupos, sendo a
populacdo 6 a que apresentou maior quantidade de agrupamentos (sete grupos),
(Figura 5). Na populacdo 3, somente 0 genétipo 4 agrupou-se junto com os dois
genitores, e o restante (87% da populacao) formaram grupos diferentes (Figura 5C).
Na populacdo 4, o gendtipo 7 foi similar ao genitor LPS07.4, enquanto que 0s
gendtipos 1,z 6 e 8 foram similares ao LPS10.4, sendo que, os demais individuos,
mais de 60% formaram grupos diferentes (Figura 5D). J& para a populacdo 6 os
gendtipos 7 e 3 foram semelhantes ao genitor LPS07.4, ficando dentro do mesmo
grupo, e somente o genotipo 12 foi similar ao genitor LPS06.1, com 75% da populacdo

restante formando parte de grupos diferentes aos seus genitores (Figura 5F).
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Figura 5. Dendrogramas representando a dissimilaridade morfolégica entre os gendtipos das progénies
e genitores Bipolaris oryzae avaliados obtidos pelo método agrupamento UPGMA, utilizando a distancia
Euclidiana média com base as caracteristicas macroscopicas das coldnias (cor, forma, elevacao,
margem e presenca de setores). A- populacdo 1 (CCC= 0.92); B- populagdo 2 (CCC= 0.93); C-
populacdo 3 (CCC= 0.84); D- populacdo 4 (CCC= 0.89); E- populagédo 5 (CCC= 0.84); F- populagéo 6
(CCC=0.82). Ponto de corte considerado= média da distancia Euclidiana média.

Em relagédo as caracteristicas microscopicas dos conidios observa-se uma

elevada variabilidade nas populacbes segregantes (Tabela 5), apresentando valores
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médios semelhantes aos citados por Sivanesan (1987), mas para largura e nimero
de septos foram observados valores extremos que os citados, variando de 8 a 19 um
e 3a 10, respectivamente. Em relacdo ao comprimento e largura, 100% das progénies
da populacdo 1 apresentaram valores maiores que seus genitores (>70,3um de
comprimento e >14,3um de largura), porém 100% da populacao 2 apresentou valores
intermédiario dos seus genitores para comprimento e 50% apresentaram valores de
largura abaixo dos genitores. Para a populacdo 3, obtiveram valores médios entre
62% e 37%, de comprimento e largura respectivamente, acima de seus genitores.
Mais de 70% da progénie 4 e 5 obtiveram valores também acima de seus genitores

para o comprimento.

Tabela 5. Comprimento, largura e nimero de septos médio, minimos e maximos dos genitores e suas
progénies de populagfes segregadas por cruzamentos dos genitores de Bipolaris oryzae

Isolado Comprimento (um) Largura (um) N° de septos
Média Min-Max Média Min - Max Média Min - Max
B. oryzae - 35-170 - 11-17 - 6-14

(SIVANESAN, 1987)

Populacéo 1: LPS10.1 x LPS07.3

. LPS10.1 688 52,2-815 14,3 11,8-16,6 6 5-8
Genitores

LPSO7.3 70,3 50,6-90,7 139 11,9- 16,2 5 4-6

1 706 48,3-89,2 14,6 12,5-16,1 6 4-8

N 2 83,0 508-112,8 15,0 10,8-17,0 6 3-7
Populacao

3 92,4 61,3-108,8 14,9 12,8 -17,3 7 4-10

4 71,2 54,2-894 14,3 11,2 - 16,7 5 4-7

Populagao 2: LPS07.1 x LPS05.3

. LPS07.1 885 61,3-1234 14,7 11,7 -17,6 6 5-8
Genitores

LPS05.3 686 56,7-828 13,6 9,2-16,4 6 5-8

1 728 50,2-99,3 12,6 11,0-14,2 5 3-8

2 68,3 56,7-952 13,0 10,2 - 15,3 5 4-8

. 3 86,0 505-103,5 155 10,0 - 16,7 5 4-7
Populacao

4 77,8 50,6-102,2 13,7 9,6-18,1 5 4-7

5 77,3 58,6-98,1 12,0 8,0-14,6 5 4-6

6 71,8 56,4-116,1 1338 11,8-17,4 6 4-9

Populacéo 3: LPS07.2 x LPS05.1

) LPS07.2 63,6 44,7-83,1 12,2 9,7-15,0 4 3-6
Genitores

LPS05.1 75,1 594-946 15,0 12,5-16,9 6 5-7

1 755 54,4-90,1 14,3 11,8-17,6 6 5-8

2 78,8 46,9-110,4 131 9,2-154 5 3-7

3 82,38 52,7-110,3 15,8 13,7-17,8 6 4-8

N 4 63,7 44,3-90,7 12,9 11,2-14,3 5 3-8
Populacao

5 855 62,6-117,7 157 11,8-19,8 6 4-8

6 76,7 32,2-109,0 14,2 95-17,2 6 4-8

7 87,5 59,3-110,7 158 13,4 - 18,7 6 4-9

8 76,0 509-110,6 14,9 11,7-18,1 5 3-9
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Tabela 5 (Cont.). Comprimento, largura e nimero de septos médio, minimos e maximos dos genitores
e suas progénies de populacfes segregadas por cruzamentos dos genitores de Bipolaris oryzae

Isolado Comprimento (um) Largura (um) N° de septos
Média Min - Max Média Min - Max Média Min - Max
Populagéo 4: LPS010.4 x LPS07.4

, LPS010.4 72,4 516-935 133 10,0 - 16,3 6 5-8
Genitores

LPSO7.4 706 57,4-893 11,8 10,0- 14,0 5 3-7

1 78,1 55,7-101,0 14,7 12,1-18,0 6 4-7

2 75,4 56,3-89,8 13,7 10,0- 17,5 6 5-8

3 83,0 48,1-107,2 15,3 13,1-18,2 7 5-9

N 4 91,2 58,0-117,6 144 8,8-16,7 6 3-9
Populacao

5 852 559-1074 15,7 12,3-18,7 7 4-10

6 81,4 585-102,7 14,3 11,3-18,6 6 5-8

7 68,8 53,1-86,6 11,2 9,4 -14,7 4 3-6

8 70,9 54,7-90,5 14,6 12,6 - 19,3 6 4-8

Populacéo 5: LPS08.1 x LPS09.1

. LPS08.1 75,2 49,4 - 97,7 14,5 12,1-18,1 6 4-8
Genitores

LPS09.1 81,8 650-103,3 12,7 10,0 - 15,8 7 4-10

1 70,8 53,1-96,5 14,1 12,6 - 15,9 6 4-9

2 732 61,4-883 12,7 11,1-147 7 6-8

3 80,0 589-980 139 11,7 -15,0 7 6-9

4 716 554-97,8 14,1 10,1-17,5 6 5-8

N 5 70,0 56,9-88,1 145 11,8-17,0 6 4-8
Populacao

6 72,1 52,0-104,1 13,0 10,0- 16,4 5 3-8

7 62,6 50,6 - 81,1 13,3 11,7 - 15,6 5 4-7

8 855 65,0-109,2 139 12,0-17,3 7 6-9

9 69,4 44,3-869 14,1 11,5-16,0 7 5-8

10 84,0 70,0-100,8 139 11,7-17,9 7 5-8

Populagao 6: LPS06.1 x LPS07.4

i LPS06.1 78,8 54,9-118,3 15,0 12,6 -17,8 6 5-9
Genitores

LPSO7.4 706 57,4-893 11,8 10,0- 14,0 5 3-7

1 65,4 49,2-783 13,3 11,4-14,9 6 4-8

2 71,3 50,1-109,5 13,1 10,0 - 15,9 6 3-7

3 745 54,3-92,1 14,9 12,4-17,2 6 5-9

4 82,8 509-110,5 14,6 11,2-18,3 7 6-9

5 76,2 58,1-914 13,2 11,2-16,5 5 4-7

. 6 92,2 653-116,1 14,0 10,5-16,5 7 6-9
Populacao

7 73,8 57,1-89,1 14,2 11,7 -17,6 6 5-6

8 78,6 605-104,6 14,4 11,0-16,1 7 5-9

9 749 56,6-942 11,2 91-154 5 3-6

10 77,5 59,2-980 13,8 11,3-16,5 6 4-8

11 78,3 51,8-96,5 14,5 11,7- 16,6 6 4-8

12 735 60,6-96,1 15,2 11,7-19,9 6 4-8
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A populacgéo 6 foi a Unica que obteve comportamento diferente, onde mais de
75% das progénies segregantes foi similar a seus genitores tanto para o comprimento
como para largura dos conidios.

Em relacdo ao niumero médio de septos dos conidios, na populagéo 1, 75% das
progénies apresentaram valores intermediarios aos genitores, sendo que o isolado 3
apresentou média de 7 septos por conidio, maior que os obtidos pelos genitores. Na
populacao 2, 83,3% foram inferiores aos seus genitores, observando-se uma meédia
de 5 septos por conidio. Na populacdo 3, 100% obtiveram uma média intermediaria
entre os dois genitores. A populacédo 4, apresentou 12,5% da progénie abaixo (4
septos) dos genitores e 25% acima (7 septos). Na populagéo 5, 80% da progénie
encontram-se com valores intermediarios entre os genitores (6-7 septos) e 20%
inferiores (5 septos). Ja para a populacédo 6, 75% tiveram valores intermédios (5-6
septos) e 25% foram superiores aos genitores (7 septos, Tabela 5).

Resultados similares foram obtidos por trabalhos conduzidos por Casa-Coila
(2008), em Pelotas (RS-Brasil), avaliando as caracteristicas microscopicas dos
esporos de B. oryzae apds passar por fase sexuada. Teve como resultado alta
variabilidade das progénies no cruzamento dos isolado de Camaqué e de Rosério do
Sul, na qual 58% e 33%, para comprimento e largura respetivamente, foram
superiores aos seus respectivos genitores, enquanto que para 0s cruzamentos dos
isolados de Uruguaiana e Rosario do Sul, somente o 13% foi superior tanto para
comprimento como para largura.

A variadvel esporulacdo apresentou segregacdo transgressiva para as
populacdes 2, 3 e 4, com individuos exibindo valores superiores a seus genitores
(Figura 6).

Menor variabilidade foi observada nas populagcdes 5 e 6 agrupando todos seus
individuos em apenas uma categoria (0 a 2x10* esporos mL™?, Figura 6E e 6F).
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Figura 6 Histogramas de distribuicdo de frequéncia relativa para a esporulacédo (esporos x10% ml) nas
progénies dos cruzamentos de Bipolaris oryzae. Setas indicam o valor médio dos genitores. A-
populacéo 1; B- populagéo 2; C- populacéo 3; D- populacéo 4; E- populacdo 5; F- populacéo 6.

Trabalhos referente a fase sexuada em B. oryzae inexistem, porém conforme
observado neste estudo ocorreu uma elevada variabilidade nas populacdes
segregantes quando comparadas com seus genitores em todas as variaveis

analisadas, confirmando a influéncia do ciclo sexual.
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Individuos com maior e menor ICM que seus genitores foram observados, ap6s
a fase sexuada. Trabalhos realizados por Kumari et al. (2015), ndo encontraram uma
correlacdo entre o crescimento micelial e a agressividade, mas observaram que
algumas colbnias de crescimento lento apresentavam-se mais agressivos, e outras
com rapido crescimento menos agressivos. Inferindo-se que isolados ap0s passar
pela fase sexuada podem aumentar sua agressividade.

Quanto as caracteristicas macroscoépicas, para a coloracao das colbnias, pode-
se observar uma grande variabilidade na forma, margem e elevacdo, sendo as
populacdes 3 e 4 as que apresentaram colora¢gées mais escura variando de cinza a
cinza muito escuro. Observando-se nestas populagbes individuos com maiores
qguantidades de esporos, variando entre 0 a 6x10* esporos/mL e 0 alOx10*
esporos/mL, para as populacdes 3 e 4, respectivamente. Entretanto, colbnias com
coloracées mais claras, como foi observado na maioria das populacdes 5 e 6,
apresentaram menores quantidades de esporos, agrupando as duas populacdes na
categoria de 0 a 2x10* esporos/mL. Estes resultados concordam com Kumari et al.
(2015), no qual observaram que as colénias escuras apresentaram maior esporulacao
gquando comparadas com as mais claras, que obtiveram menor quantidade de
esporos. Sendo isto de suma importancia para constatar-se sobre a agressividade do
patdgeno, ja que trabalhos realizados por CHAND et al. (2003) e KUMAR et al. (2011)
afirmam que as col6énias mais escuras sao as mais agressivas.

Quanto a presenca dos setores poucos individuos foram capazes de forma-los,
visto que estes sdo mutacdes somaticas, por isso sua ocorréncia é considerada como
um mecanismo importante podendo influir na variabilidade do patdgeno.

Em relacdo as caracteristicas microscopicas dos conidios observa-se uma
elevada variabilidade nas populacdes segregantes, onde as dimensfes dos esporos
apos fase sexuada foram afetadas. Isto concorda com estudos de Casa-Coila (2008)
gue observou modificagcdes nos conidios de B. oryzae apds a formacao desta fase.
N&o foi possivel correlacionar as variaveis analisadas com o local de origem dos
isolados, concordando com outros pesquisadores, que estudando a variabilidade
genética de B. oryzae observaram pouca relagdo entre a estrutura genética do
patdgeno e regido de origem geografica do mesmo (WEIKERT-OLIVEIRA et al., 2002;
ARCHANA et al., 2014).
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A variabilidade observada é esperada ja que a reproducdo sexuada permite a
troca de material genético o que gera novos descendentes, sendo um mecanismo de
ampliacdo desta variabilidade, embora muitas caracteristicas sejam mantidas (NI et
al., 2011).

Além do ciclo sexual, outros fatores intrinsecos ao patégeno e ao ambiente
como temperatura, luz, umidade, pH e a disponibilidade de nutrientes também
contribuem para esta variabilidade (CHAMBERLAIN; INGRAM, 1997).

Neste trabalho, fica evidenciado a geracdo de uma nova populacéo, diferente
aos seus genitores apés fase sexuada. Coincidindo como estudos em outros
patosistemas, como em Botrytis cinerea onde os pesquisadores Burdon e Roelfs
(1985), estudando o efeito da fase sexuada, observaram que este é um meio
potencialmente eficaz em gerar novas variantes genéticas em populacdes naturais.
Também os autores Czembor e Arseniuk (2000) em estudos avaliando a segregacao
e recombinac&o por meio de marcadores nas progénies de origem de cruzamento da
espécies de Phaeosphaeria, destacam, mediante a evidéncias moleculares, a geracao
de novos recombinantes do patégeno. Souza et al. (2010), observou que em
populacdes de Colletotrichum lindemuthianum a recombinacéo sexual desempenha
um papel de importéncia na determinacgéo de variabilidade. De mesmo modo, outras
pesquisas confirmam os resultados encontrados para Peronospora parasitica (MOSS
et al., 1994); em Aspergillus fumigatus (GORMAN et al., 2009), em Monilinia fruticola
(SANOMUANG, et al., 1995);

Trabalhos sdo conduzidos, em geral, entre isolados e néo considerando a
populacdo segregantes em relacdo a crescimento micelial, caracteristicas
macroscopicas e microscopicas e esporulagdo. O conhecimento da existéncia da fase
sexuada e da variabilidade que pode causar em sua descendéncia ¢ de suma
importancia, pois auxiliam trabalhos taxon6micos fornecendo subsidios para
identificacdo do real agente causal da doenca, sabendo-se que taxonomia classica,
baseada em caracteristicas fenotipicas, muitas vezes levam a identificacdo errbnea
visto a ampla variabilidade que estes agentes podem apresentar. Sendo que esta
variabilidade pode ser em decorréncia de fatores ambientais, intrinsecos a espécie,
distnacia genética dos genitores e também por mecanismos que geram variabilidade,

entre eles o ciclo sexual.
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3.4. Conclusodes

A fase sexuada pode ter uma grande importancia e influéncia na geracao de
uma nova populacdo, principalmente quando seus genitores sdo geneticamente
diferentes quanto aos aspectos morfolégicos.

Populacdes de B. oryzae da fase sexuada apresentaram coloracdo, forma,
margem e elevacdo das coldnias alteradas, assim como, o comprimento, largura e
namero de septos dos conidios podem ser modificados, apresentando valores

diferentes a seus genitores.



3. Capitulo 2

Variabilidade na agressividade e na fisiologia de populacdes segregantes de

Bipolaris oryzae

3.1. Introducéao

No Brasil, o arroz (Oryza sativa L.) ocupa o terceiro lugar entre as culturas
anuais, com uma producao de 10,8 mil toneladas em &reas irrigadas distribuidas em
1.448 mil hectares, sendo a regido sul responsavel por mais de 81% da producéo
nacional (CONAB, 2017).

Nos ultimos anos a mancha parda, causada por Bipolaris oryzae, tem sido
mencionada entre as doencas fungicas mais frequentes nas regides produtoras do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Podendo causar danos significativos na
produtividade, além de ser o principal patégeno associado as sementes de arroz
(CELMER et al., 2007; RODRIGUES et al. 2011).

O patégeno quanto associado as sementes pode causar debilitacdo e morte de
plantulas, servindo como fonte de inéculo primério, podendo ocasionar danos nos
diferentes estadios fenoldgicos. (BA; SANGCHOTE, 2006; GOPALAKRISHNAN, 2010).
Nas folhas, o sintoma tipico sdo manchas ovaladas, circundadas por um halo
castanho-amarelado e centro escuro, o que leva a perdas na producao pela reducéao
da area foliar fotossintética (FUNCK e KEMPF, 2008; FILHO e FARIAS, 2012).
Podendo também causar manchas dos graos levando a perdas no rendimento de
engenho onde estes ficam manchados, estéreis ou gessados (PINTO, 1989;
MALAVOLTA et al., 2002).

Uma caracteristica tipica do género Bipolaris € a elevada variabilidade,
evidenciadas tanto por aspectos morfologicos, fisiolégicos como na agressividade
(SOUSA; RIBEIRO; GALLI, 1984; BEDENDO; PRABHU, 2005, SAFARI; ANVARI,
2010). As informacdes sobre esta variabilidade nas populacées de mancha parda séo
limitadas (BURGOS, et al., 2013).



42

Estudos comprovam que B. oryzae além de reproduzir-se assexuadamente, que
€ sua forma mais frequente, ndo descarta-se a possibilidade da fase telomorfica
acontecer em condi¢des naturais, ja que foi observada sua existéncia in vitro (FARIAS
et al., 2011). Estes mecanismos, juntamente com mutacdes, heranca citoplasmatica,
heterocariose e recombinacdo parassexual podem gerar variabilidade genética em
fungos (CAMARGO 1995).

A recombinacdo genética pode causar alteracfes na patogenicidade, gerando
niveis diferentes de agressividade, como verificado em Pyricularia grisea por Levy et
al. (1993), assim como por Dyer e Lucas (1995) em Tapesia yallundae que favoreceu
0 aparecimento de ragcas mais agressivas.

Para B. oryzae, inexistem estudos do efeito da recombinacdo genética na
geracado de novos individuos em relacéo as variabilidades patogénicas e fisioldgicas.
No entanto, autores afirmam que este patdégeno apresenta grande variacdo quanto a
patogenicidade, podendo-se identificar trés tipos de lesbes em folhas inoculadas,
mancha oval com centro marrom, mancha linear com centro marrom e circular com
centro café claro (WEIKERT-OLIVEIRA et al., 2002). Estudos relatam diferencas na
severidade em diferentes cultivares, e a existéncia de variagdo na agressividade em
sementes inoculadas causando falhas na germinacao de 20 a 84%, morte de plantulas
pds- emergéncia e reducdo no rendimento (RIBEIRO, 1977; PRABHU et al., 1999;
KAMAL; MIA, 2009; LOBO et al., 2014).

Para que os patdgenos consigam causar danos em plantas, é necessario a
retirada de nutrientes para o0 seu metabolismo. Para atividades vegetativas e
reprodutivas, sendo necessario que penetrem no tecido do hospedeiro. Para isso,
devem vencer as barreiras externas formadas pela cuticula e/ou parede celular, assim
como promover a colonizacéo interna dos tecidos. A penetracdo pode ocorrer nas
aberturas naturais, ferimentos ou por forca mecanica através de estruturas
especificas, este processo € acompanhado por secrecdes enzimaticas assim como
por producdo de toxinas e hormonios cuja importancia varia nas diferentes interacoes
hospedeiro-patégeno (LEITE; STANGARLIN, 2008; PASCHOLOTI, 2011).

Estudos sobre a producgéo de enzimas extracelulares em B. oryzae sao limitados,
mas existem relatos em outros patossistemas na qual demostram maior ou menor
capacidade dos fungos em produzirem as enzimas amilase, celulase, pectinase,

protease e esterase por meio da difusdo em substratos solidos especificos (FILHO et



43

al. 2012; SERRA et al., 2008; ELIAS et al 2015). Além disso, inexiste4m trabalhos
envolvendo alteragdes fisioldgicas em populacdes segregantes de fungos. No entanto,
sabe-se que recombinacdes genéticas como mutacdes, heterocarios, dissociacao de
heterocarios, possibilidade de diploides e haploides, parassexualidade e reproducao
sexuada favorecem o surgimento de novas variantes que podem conter diferentes
genes de viruléncia podendo esse ser evidenciado pela produgcdo de enzimas
(AZEVEDO, 1976; VIEGAS, 1989; CAMARGO, 1995; GLASS et al., 2000;
MCDONALD; LINDE, 2002).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a agressividade e a producéo de
enzimas extracelulares in vitro de individuos descendentes de B. oryzae apos

reproducdo sexuada, comparando-0s com seus genitores.

3.2. Materiais e métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes e Fungos
Fitopatogénicos (LPSFF) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas (FAEM-UFPel).

Os isolados (genitores) utilizados foram selecionados a partir de estudos
anteriores, com compatibilidade conhecida para formar a fase sexuada, e com base
nas caracteristicas macroscopicas (coloracdo, forma, margem, elevacédo e presenca
de setores) e microscopicas (comprimento, largura e nimero de septos dos conidios),
assim como, quanto ao indice de crescimento micelial. Na tabela 6 encontram-se as
caracteristicas dos genitores e na Tabela 7 os isolados compativeis com o nimero de

progénie utilizados para as avaliacdes neste estudo.

Tabela 6. Isolados massais utilizados no experimento, segundo a cultivar hospedeiro, regido, municipio

de coleta.
Isolado Cultivar Regido* Municipio
LPS06 Irga 424 Zona Sul Pelotas
LPSO7 Irga 424 Costa interna Camaqua
LPSO08 Irga 424 Depresséo central Santo Anténio da Patrulha
LPS09 BRS Queréncia Costa externa Cachoeira do Sul
LPS10 Puita Inta CL Planicie Costeira Interna Tapes

*Segundo regides estabelecidas pelo Instituto Rio Grande de Arroz (IRGA).
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Tabela 7. Isolado compativeis e nimero de individuo obtidos a partir dos cruzamentos de Bipolaris

oryzae utilizados

Numero da progénie Genitores Numero de individuos
Progénie 1 LPS010.4x LPS07.4 8
Progénie 2 LPS08.1 x LPS09.2 10
Progénie 3 LPS06.1 x LPS07.4 12

3.2.1. Obtencéo da populacédo segregantes de Cochliobolus miyabeanus

Para a obtencéo da fase sexuada foram realizados cruzamentos com isolados
monosporicos de B. oryzae com compatibilidade conhecida.

Os isolados monospdéricos foram obtidos a partir de uma suspencéo de conidios
com agua destilada estéril, na qual 100uL de cada isolado foi transferido e espalhado
sobre a superficie, utilizando meio de cultura agar-agua em placas de Petri.
Posteriormente, com auxilio de microscépio estereoscépio, um unico esporo foi
retirado e colocado em placas com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e
incubados em sala de crescimento a 23+1°C.

Posteriormente, para obter a fase meiosporica, foram realizados pareamentos
entre dois isolados monospéricos de B. oryzae com compatibilidade sexual conhecida.

Para a formacao desta fase foram utilizadas placas de Petri contendo como
substrato, papel mata-borréo e sobre esse, folhas de Typha sp umedecidas e papel
filtro, esterilizados (FARIAS et al., 2011). Foi vertida uma suspensdo de esporos,
realizada a partir de discos de micélio das bordas das col6nias de dois isolados
monosporicos, e mergulhados em tubos com agua destilada esterilizada. Por ultimo,
as placas foram incubadas em sala crescimento a 23°C+1°C, fotoperiodo de 12 horas
luz por um periodo de mais de 30 dias, ou até o aparecimento dos pseudotécios
(FARIAS et al., 2011).

Os pseudotecios, quando presentes, foram retirados do papel com auxilio de
estilete e transferidos para laminas, contendo 10uL de agua destilada autoclavada e,
macerados para liberagdo das ascas e ascosporos. Estes foram transferidos
individualmente, com auxilio de microscopio estereoscopio e estilete, para placas
contendo meio de cultura BDA e incubados em sala crescimento a 23+1°C,
fotoperiodo de 12 horas luz por um periodo de 14 dias, para novamente a obtencao
da fase assexuada.
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3.2.2. Avaliagdo da agressividade de isolados genitores e segregantes de B.
oryzae

Para a avaliacdo da agressividade dos isolados foram utilizadas sementes de
arroz do cultivar BRS Sinuelo CL, classificada como moderadamente resistente a
mancha parda. Foram realizados teste de transmissdo de semente para plantula e

inocula¢des em plantulas.

Transmissao de isolados genitores e segregantes de B. oryzae

Para a transmissdo, sementes previamente desinfetadas com hipoclorito de
sédio a 1% por 1 min, foram depositas nas col6nias de cada isolado com cinco dias
de crescimento. O meio utilizado para o crescimento do fungo foi Batata-Dextrose-
Agar modificado osmoticamente com sacarose a -0,6 Mpa, para evitar a germinacéo
das sementes durante o processo de inoculacdo (COUTINHO et al., 2001).
Posteriormente foram incubados a 23+1°C, com fotoperiodo de 12 horas luz por 72
horas.

A testemunha consistiu em sementes desinfestadas e depositadas sobre o
meio BDA modificado osmoticamente sem o fungo. Ap6s o tempo de incubacéo, as
sementes foram retiradas das placas, desinfetadas novamente com hipoclorito de
sédio a 1% por 1 min, e secadas em estufa com circulacéo de ar a 30°C por trés horas.

Posteriormente, as sementes foram plaqueadas em caixas plasticas,
contendo papel mata borrdo umedecido, e foram incubadas 23+1°C com fotoperiodo
de 12 horas luz, por sete dias. Apds esse tempo, 25 sementes por isolados com
mesmo potencial de indculo foram transferidas para copos plasticos (de 50ml) com
vermiculita estéril. Os copos foram acondicionados dentro de caixas plasticas e em
camara de incubacéo a 23+1°C com fotoperiodo de 12 horas luz e irrigacéo diaria por
sete dias, para avaliagdo da transmisséo do patogeno.

Para avaliacdo da severidade as plantulas com sintomas foram classificados
de acordo com a escala do grau das lesGes estabelecidas por Cardoso (2012), (Anexo
3), atribuindo-se: EO = plantulas sem sintoma, E1 = plantulas com lesdes tipicas nas
folhas, E2 = plantulas com lesdes tipicas no coleodptilo, E3 = plantulas com lesdes
avaliacdo de sintomas tipicas no coledptilo e folhas, E4 = morte pds-emergéncia, E5

= morte de pré-emergéncia.
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Os valores obtidos de cada isolado foram utilizados para calcular a incidéncia
das escalas de severidade em plantulas, indice de doenca (ID%) e taxa de
transmissao (TT%).

O calculo do indice da doenca (ID) das plantulas foi realizado de acordo com a

férmula estabelecida por Mckinney (1923):

Valor da escala x N° de plantulas com esta nota
ID (%)= X L ) x100

N° de plantulas x valor maximo da escala de notas

A taxa de transmissdo TT (%), foi calculada seguindo a féormula utilizada
anteriormente por Malavolta et al. (2002):

Incidéncia de plantulas com sintoma
TT (%)= P x 100

Incidencia do patégeno na semente

Plantulas com sintomas tipicos foram acondicionadas em caixas plasticas com
papel umedecido, e incubadas a 23+1°C com fotoperiodo de 12 horas luz por 48 horas
para induzir a esporulacdo e confirmar a presenca de B. oryzae e posteriormente,
foram analisadas em microscépio Optico quanto a presenca de estruturas
caracteristicas do agente causal. Os dados foram analisados de forma descritiva para
TT e ID.

Severidade de mancha parda em plantulas de arroz inoculadas com isolados
genitores e segregantes de B. oryzae

Vinte sementes por isolado foram semeadas em gerbox (10 sementes/ gerbox)
utilizando como substrato uma mistura 1:1 de substrato comercial para plantas e
vermiculita. As plantas no estadio V2 foram colocadas por 48 horas em camara umida,
e posteriormente foram inoculadas com uma concentracéo de 1x10* esporos/mL com
auxilio de um aspersor manual. Estas foram mantidas em camara imida por 48 horas
apos a inoculagéo.

As avaliacdes foram realizadas aos 2 e 6 dias ap0s inoculacao (d.a.i.). O grau
de severidade foi avaliado segundo a escala diagramética desenvolvida por
International Rice Research Institute (IRRI, 2013) para avaliar plantas até o inicio da
fase de perfilhamento (Anexo 4). Os dados foram analisados de forma descritiva, para

incidéncia aos 2 e 6 d.a.i. e severidade aos 6 d.a.i.
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3.2.3. Producéao de enzimas extracelulares por isolados genitores e segregantes
de B. oryzae

Os isolados foram avaliados quanto a sua capacidade de producédo das
enzimas extracelulares amilase, celulase e pectinase e em meio solido. Para isso
discos de 5mm de diametro das colonias foram transferidos para placas de Petri
contendo meio minimo e o substrato da enzima correspondente a ser avaliada (Anexo
5), foram realizadas trés repeticées para cada enzima. As placas foram incubadas em
camara de crescimento por 5 dias a temperatura de 25+10C e fotoperiodo 12 horas.

Para avaliagdo da producéo das diferentes enzimas extracelulares foi utilizada
a seguinte metodologia descrita por Poloni (2008):

A producédo de amilases foi observada em meio minimo acrescentando-se 1%
de amido soluvel ao meio de cultura. Apos o crescimento do fungo, foi adicionado
lugol & placa de Petri. O halo formado ao redor da coldnia, em contraste com o0 meio
escurecido, indicou a atividade amilolitica.

Para avaliar a producdo de celulases, foi acrescentado 1% de
carboximetilcelulose (CMC) ao meio minimo. Apos o crescimento fungico, a producao
de celulase extracelular foi detectada adicionando-se na placa solugao de vermelho-
congo por 15 minutos. Posteriormente o corante foi removido utilizando-se uma
solucéo de NaCl 4N. A producéo de celulases foi detectada pela formacgéo de um halo
alaranjado em contraste com o meio avermelhado.

Para a analise de esterases, foi utilizado meio minimo suplementado com 1%
de Tween 20 (monooleato de polioxietileno sorbitan), o qual foi autoclavado
separadamente e adicionado ao meio antes de verté-lo nas placas de Petri. ApGs o
crescimento fangico, as placas foram refrigeradas a 4°C por 48h. A producédo de
esterases foi detectada pela formacédo de um halo esbranquicado, visivel devido a
formacéo de cristais de sais de calcio, em contraste com o meio transparente.

Para detectar a atividade pectinolitica foi utilizado meio minimo modificado para
pectinases acrescido de 1% de pectina citrica. Apés o crescimento do fungo, foi
adicionado solugéo de brometo de hexadeciltrimetilaménia a 1%. O halo transparente
formado ao redor da coldnia, em contraste com o meio esbranquicado, indicou a
atividade pectinolitica.

A producao de protease foi observada acrescentando 4% de gelatina ao MM.

Apoés o periodo de incubacao foi adicionada solucdo saturada de (NH4)2SOa, cujo
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precipitado tornou o agar mais opaco, revelando as zonas claras ao redor das
colénias, onde ocorreu a degradacao da gelatina.

A atividade enzimatica foi quantificada pela relacdo Halo (H)/ Colénia (C),
obtida pela divisdo da média do diametro do halo nas 3 repeticbes pela média do
didmetro da col6nia (C). Os resultados foram analisados com base na estatistica

descritiva, por meio de graficos da relacdo H/C para cada enzima.

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Avaliacdo da agressividade de isolados genitores e segregantes de B.
oryzae

A partir dos resultados na tabela 8, foi possivel observar uma variacédo no ID
e na TT comparando as populacdes segregantes com seus genitores nas trés
progénies analisadas (Apéndice 1). Em relacdo ao ID, na populagdo 1 obteve-se
37,5% dos segregantes superiores aos seus genitores (segregantes 5, 7 e 8), 62,5%
segregantes com ID entre os genitores, sendo que 0s segregantes 2, 3 e 6 encontram-
se proximos do genitor LPS07.4 e 0 quatro segregantes proximo ao genitor LPS10.4.
Na populacao 2, a progénie 2 apresentou ID abaixo dos seus genitores, 50% préximos
do genitor LPS09.2 (progénies 1, 3, 6, 8 e 10) e 40% préximos ao genitor LPS08.1
(progénies 4, 5, 7 e 9). Por outro lado, a populacéo 3 apresentou 75% dos segregantes
superiores a ambos genitores (progénies 1, 2, 4, 6, 7, 8, 10, 11 e 12) e 25% proximos
ao genitor LPS07.4.

Para a TT a populagdo 1 apresentou 50% dos segregantes igual ao genitor
LPS10.4 (progénies 1, 4, 5 e 8), 25% igual ao genitor LPS07.4 (progénie 2) e trés
intermediarios (isolado 3, 6 e 7). Na populacdo 3, oito progénies foram iguais ao
genitor LPS07.4 e 37,5% intermediario aos genitores (progénies 5, 7 e 9). Por outro
lado, a populacdo 2 ndo apresentou diferenca entre genitores e segregantes,
apresentando 100% de transmissao semente/plantula (Tabela 8).
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Tabela 8. Indice de doenca (ID) e taxa de transmisséo (TT) para os genitores e populacéo segregantes

de Bipolaris oryzae

Isolado ID TT (%)
Testemunha 0 0
Populacéo 1- LPS010.4x LPS07.4
LPS010.4 75,2 100
LPS07.4 47,2 68
1 74,4 100
2 50,4 68
3 47,2 80
4 63,2 100
5 84,8 100
6 54,4 88
7 80,0 96
8 88,8 100
Populagéo 2- LPS08.1 x LPS09.2
LPS08.1 92,8 100
LPS09.2 71,2 100
1 78,4 100
2 68,0 100
3 76,0 100
4 88,8 100
5 91,2 100
6 73,6 100
7 95,2 100
8 72,8 100
9 92,0 100
10 80,8 100
Populacéo 3- LPS06.1 x LPS07.4
LPS06.1 67,2 100
LPS07.4 47,2 68
1 89,6 100
2 92,0 100
3 42,4 100
4 77,6 100
5 44,0 68
6 80,8 100
7 80,0 88
8 74,4 100
9 52,8 88
10 92,0 100
11 76,0 84
12 79,2 100
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Neste estudo, pode-se inferir que todos os isolados originarios da fase sexuada,
guando inoculados nas sementes, foram agressivos, sendo que nenhum das
progénies apresentaram TT inferior aos genitores, no minimo igual, sendo possivel
observar diferentes danos nas plantulas e morte pré e pés-emergéncia (Figura 7).

Em relac&o ao ID os isolados segregantes apresentaram uma maior variagao
na agressividade, no entanto, 1,2 % apresentaram um ID menor que um dos genitores,
e em alguns casos, como na populacao 3, obteve-se 75% dos individuos com ID
superior a ambos genitores. Também foi possivel observar que alguns segregantes
mesmo apresentando baixo ID apresentaram elevada TT. Isso pode ser justificado
pelo fato que B. oryzae pode-se localizar em diferentes partes das sementes (BA,
SANGCHOTE, 2006) e a plantula originaria desta semente ao geminar, ja tem o
contato direto com o fungo propiciando uma elevada TT.

Outro fator a considerar é que quando o coledptilo, cotilédone, raiz seminal e
folha priméaria das sementes comecam a emergir apresentam tecidos mais finos e
tenros, onde possivelmente as barreiras fisicas das plantulas sejam mais faceis de
serem superadas pelo patégeno do que no estadio V2, como por exemplo os
mecanismos pré-formados de defesa, como menor espessura da cuticula, auséncia
de tricomas, levando a elevadas taxas de transmisséo e severidade. Assim como, 0S
fatores pés-formados também podem ser diferentes em 6rgdo mais jovens, por nao
estarem tdo desenvolvidos do que em estagio mais avancado, onde a planta
reconhece o patégeno e ativa seu sistema de defensa num menor tempo. Estudos
afirmam que a agressividade de B. oryzae é reduzida quando as plantas tornam-se
mais velhas (WEIKERT-OLIVEIRA et al., 2002), existindo a possibilidade de uma
resisténcia relacionada com a idade da planta. Também deve-se levar em conta que
a cultivar BRS Sinuelo CL é considerada moderadamente resistente a mancha parda,
esperando-se encontrar uma baixa severidade em folha (JUNIOR et al., 2010)
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Figura 7. Sintomas de populacdes genitoras e segregantes de Bipolaris oryzae observados na
transmissao semente-plantula de arroz na cultivar BRS Sinuelo CL, segundo a escala de severidade
proposta por Cardoso (2012). EO- Plantulas sem sintomas; E2- Plantulas com lesdes tipicas no
coledptilo; E3- Plantulas com leses tipicas no coledptilo e folhas; E4- Plantulas com morte de pos-
emergéncia; E5- Plantulas com morte de pré-emergéncia.

Em relacéo a inoculacdo em plantulas, foram observadas lesdes tipicas de cor
marrons circulares a ovais, rodeadas por um halo castanho amarelado caracteristico
de B. oryzae (Figura 8). Porém nem todos os isolados foram virulentos quando

inoculados nas folhas.

|Figura 8. LesBes de Bipolaris oryzae em folhas de arroz do cultivar BRS Sinuelo CL
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Pode-se observar no geral que a incidéncia de sintomas em plantulas manteve-
se igual aos dois e seis dias ap0s inoculacao (d.a.i.) nas trés populacfes. Enquanto a
severidade em folha apresentou no maximo 5% de sintomas, significando uma baixa
severidade (Tabela 9).

Em relag&o a progénie 1, a incidéncia foi similar nas duas datas avaliadas,
variando de 5 a 15%. Os isolados 2, 3 e 7 ndo apresentaram sintomas quando foram
inoculados nas folhas (Tabela 9).

A maior incidéncia foi observada na progénie 2, destacando-se o isolado 1 com
0 maior nimero de plantulas com sintomas dentro da progénie e em relacdo aos
genitores, na qual aos 2 d.a.i. apresentou 55% de incidéncia, chegando a 80% aos 6
d.a.i.,, mostrando 55% das plantas com severidade até 1%. Também destaca-se 0
genitor LPS09.2 com uma incidéncia de 35% nas duas datas avaliadas (Tabela 9).

Para a populagéo 3, nota-se que os primeiros sintomas nas folhas, na maioria
dos isolados, foram registrados aos 6 d.a.i, na qual apresentaram até 1% de
severidade. Observa-se que esta progénie mostrou um atraso no aparecimento dos
sintomas quando comparadas com as demais (Tabela 9).

Os isolados quando inoculados em folhas apresentaram uma variabilidade na
incidéncia dentro da populacdo segregante, e também gquando comparados com seus
genitores. Foram observadas lesfes pequenas, com baixa area foliar afetada,
apresentando de 1% a 5%. Burgos et al., (2013), trabalhando com B. oryzae nas
Filipinas, observou uma grande variagdo na agressividade quando inoculados em
plantas susceptiveis, e associam a menor agressividade a presenca de manchas
pequenas, mas sugere que o mesmo isolado pode causar mais de um tipo de leséo e
gue este fato depende da agressividade do patégeno, idade e susceptibilidade do

hospedeiro.
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Tabela 9. Percentagem de incidéncia aos 2 e 6 dias apds inoculacdo (d.a.i.) e severidade (%) aos 6

d.a.i. em plantulas segundo escala para os genitores e populacdo segregantes.

Isolado Incidéncia (%) Escala de severidade (%)* 6 d.a.i.
2d.a.i. 6 d.a.i. Nota 1 Nota 3
Populacao 1- LPS010.4x LPS07.4
LPS10.4 5 5 0 5
LPS07.4 5 15 15 0
1 5 5 5 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 5 15 5 10
5 15 15 5 10
6 5 5 0
7 0 0 0 0
8 15 15 15 0
Populacéo 2- LPS08.1 x LPS09.2
LPS08.1 5 5 5 0
LPS09.2 35 35 20 15
1 55 80 55 25
2 10 10 0
3 0 5 5 0
4 25 25 25 0
5 0 0 0 0
6 0 10 5 5
7 5 10 10 0
8 5 15 15 0
9 0 0 0 0
10 10 10 10 0
Populacéo 3- LPS06.1 x LPS07.4
LPS06.1 5 5 5 0
LPS07.4 5 15 15 0
1 0 5 5 0
2 5 5 5 0
3 0 5 5 0
4 0 10 10 0
5 0 5 5 0
6 0 5 0 5
7 10 10 10 0
8 0 15 10 5
9 0 5 5 0
10 10 10 0 10
11 0 0 0 0
12 0 5 10 0

*Escala de severidade segundo International Rice Research Institute, (2013).
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Casa-Coila (2008) relata que isolados monoascésporicos, que sao progénies
do cruzamento de isolados monosporicos de Bipolaris sp., ao retornar para fase
anamorfica apresentaram variagdes na agressividade quando inoculados em
plantulas de arroz. Estudos sobre o efeito da fase sexuada na variabilidade dos
diferentes patégenos sdo escassos, embora tenha-se relatos que o0 género
Cochliobolus apresenta uma elevada variabilidade na agressividade. Arab e Jawhar
(2004) ao analisar a agressividade de C. sativus em diferentes genétipos de cevada,
encontraram alta variacdo entre os isolados quanto a patogenicidade, indicando um
indicio de variabilidade. Variagcdo em agressividade também foi observada no Nepal
com isolados do mesmo fungo, onde 54% dos isolados foram moderadamente
agressivos e 38% altamente agressivos (MAHTO et al., 2012).

Trabalhos similares de variabilidade em populacdes segregantes foram
relatados nos Estados Unidos da América (EUA), onde a linhagem clonal US-11
proveniente da reproducdo sexual de Phytophthora infestans, mostrou-se mais

agressiva que seus genitores (GAVINO et al., 2000).

3.3.2. Producao de enzimas extracelulares em isolados genitores e segregantes
de B. oryzae

Os fungos para colonizar e infestar seu hospedeiro produzem substancias
como toxinas, hormonios e enzimas, assim podem decompor ou alterar as paredes e
os protoplasmas da célula vegetal, e com isso retirar 0s nutrientes para suas
necessidades metabdlicas (FERREIRA et al., 2014). Para verificar a existéncia de
uma correlacéo entre a agressividade e a producao de enzimas, as progénies de B.
oryzae foram avaliadas quanto a capacidade de produzir diferentes enzimas
extracelulares (amilase, celulase, pectinase esterase e protease), sendo estas
evidenciadas pela formacdo de halos de degradacdo presentes nos meios solidos
especificos (Figura 9).

Nota-se que houveram comportamentos diferentes na producéo das diferentes
enzimas, sendo que a maioria dos isolados foram capazes de degradar as enzimas
amilase, celulase e pectinase.

Para a enzima esterase foi observada a producao do halo somente no genitor
LPS08.1, enquanto para pectina nao foi observada a producdo em nenhum dos

isolados avaliados. Isto pode ser devido ao protocolo utilizado ndo ter sido
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suficientemente sensivel para detectar a produgdo destas enzimas, ou que o fungo
produza-as somente em contato com hospedeiro, ou pelo fato de precisar de um maior

periodo de contato para a expressao da producéo.

Figura 9. Halos produzidos por hidrélise dos substratos pelas enzimas A- amilase, B- celulase, C-
pectinase, D- esterase.

Para a atividade amilolitica, quase toda a populacdo 1 apresentou capacidade
de degradacdo de amido, na qual o isolado 6 foi 0 que teve maior valor de indice da
atividade enzimética (1,22) junto com os isolados 1, 2 e 4 (1,08; 1,02 e 1,08
respetivamente) o qual tiveram um comportamento similar ao genitor LPS10.4 (1,07)
(Figura 10A). Os demais isolados apresentaram comportamento semelhante ao
genitor, LPS07.4 (0,35), variando de 0,35 a 0,70, a excec¢éo do isolado 7 que néo foi
capaz de degradar a amilase.

Os menores valores da atividade enzimética de amilase foram observados na

populacdo 2, na qual 60% das progénies segregantes nao foi capaz de degrada-la.
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Os valores médios da populacdo segregantes variaram de 0,34 a 0,74. O genitor
LPS08.1 apresentou maior atividade com uma média de 1,46 (Figura 10B).

Na populacédo 3 observa-se que todos os isolados que formaram halos foram
superiores a seus genitores, e 33% da populacdo segregantes ndo mostraram
atividade para esta enzima. Os valores médios variaram de 0,69 a 1,13, sendo o

isolado 5 e 9 os que tiveram maior capacidade para degradar o amido (Figura 10C).
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Figura 10. Relagdo Halo/Colbénia dos genitores e populagéo segregantes para atividade de amilase. A-
Populagdo 1 (LPS010x07). B- Populacéo 2 (LPS08.1x09). C- Populacdo 3 (LPS06x07).

A amilose é um polimero linear constituido de unidades de D-glicose unidas por
ligagbes a-1,4; a amilopectina é formada por cadeias curtas de amilose ligadas entre
si de modo a formar uma estrutura ramificada por ligagdes a -1,6. Dois tipos de
polimeros estdo presentes na molécula de amido: amilose e amilopectina. (Bobbio &
Bobbio, 1992).

O amido constitui-se no principal polissacérideo de reserva nas células vegetais
(PASCHOLATI, 2011). A maioria dos microrganismos produzem amilases, mas
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desconhece-se sua atividade com a patogénese, e sua producdo depende de cada
género e espécie envolvida. Geralmente o amido pode ser usado pelos fungos como
uma fonte de energia para seu desenvolvimento e esporulacdo (NWUFO; FAJOLA,
1988; GRIFFIN, 1994).

A auséncia da producao de amilase in vitro também foi observado em outros
patdgenos como Alternaria citri, Botrytis cinerea, Fusarium roseum, F. solani,
Penicillium digitatum, Penicillium italicuml, Sclerotinia sclerotiorum, Trichothecium
roseum, Cylindrocladium spathiphylli (EL-SHAIEB; MALIBARI, 1995; MIGOTTO et al.,
2013).

Em relacéo atividade celulolitica, observa-se que na populacdo 1, a maioria dos
isolados apresentaram maiores valores que seus genitores, variando de 0,75 a 1,19,
destacando-se o isolado 8 com maior capacidade de degradacdo. Porém o isolado 6
nao foi capaz de degradar a enzima celulase (Figura 11A).

Na populacao 2, os isolados 5, 6 e 8 apresentaram valores similares aos seus
genitores, enquanto que os restantes tiveram uma menor capacidade de degradar
celulose, sendo o isolado 7 o que obteve menor atividade com 0,37. Também
observou-se que os isolados 3 e 10 ndo apresentaram habilidade para degradar esta
enzima (Figura 11B).

Para a populacdo 3, observa-se os maiores valores de degradacao da enzima
celulose comparada com as outras progénies, na qual variou de 0,67 a 1,25,
destacando-se os isolados 9 e 10 com maior atividade (Figura 11C).

A celulase € o principal componente estrutural da parede celular dos vegetais.
E degradada pela hidrélise enziméatica das celulases, um complexo celulolitico
composto por endo-B-1,4-glicanases, celobio-hidrolases e 8- glicosidades, que atuam
em sinergismo (BHAT, 2000). A degradacéo da celulose é finalizada pela liberacao de
moléculas de glucose (FERREIRA et al., 2014). A producdo de celulose ja foi
detectada em Sclerotina sclerotiorum. Rhizoctonia solani, Penicillium, Pythium
ultimum, Colletotrchum sp., porém existem poucos estudos da importancia desta
enzima na patogénese (PIERO; PASCHOLATI, 2000; PASCHOLATI, 2011).
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Figura 11. Relacdo Halo/Colbnia dos genitores e populacdo segregantes para atividade de celulose.
A- Populagdo 1 (LPS010x07). B- Populacéo 2 (LPS08.1x09). C- Populacéo 3 (LPS06x07).

A produgé&o de pectinase nas progénies segregante da populacdo 1 foi maior
que seus genitores variando de 1,05 a 1,22, a excec¢éo do isolado 3 que teve valores
menores (0,71), e o isolado 6 que nao teve a habilidade de degradar a pectina (Figura
12A).

Na populacéo 2, o isolado 4 destacou-se com maior atividade em comparacao
com os genitores com valor médio de 1,38, e os menores valores foram obtidos nos
isolados 2 e 7 com valores de 0,47 e 0,71, respetivamente. Cerca de 70% da
populacdo apresentaram atividade enzimatica com valores similares aos genitores
(Figura 12B).

Por outro lado para populacdo 3, observa-se que 75% das progénies
segregante obtiveram valores acima de seus genitores, enquanto que os isolados 4 e
10 tiveram abaixo de 0,37 e 0,36 respetivamente, e o isolado 7 nao foi capaz de
degradar esta enzima (Figura 12C).
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Figura 12. Relacdo Halo/Coldnia dos genitores e populacdo segregantes para atividade de pectinase.
A- Populagdo 1 (LPS010x07). B- Populacéo 2 (LPS08.1x09). C- Populacéo 3 (LPS06x07).

As pectinas sao constituintes importante da lamela média e da parede primaria
das células vegetais. As enzimas pectinases sao as mais estudadas quanto a sua
importancia na patogenicidade, porém sua indu¢do in vitro muitas vezes pode estar
ligada a obtencéo de nutrientes do que especificamente associada a patogenicidade.

Sua producdo depende da composicdo do meio de cultivo, dos isolados
utilizados, idade da cultura e outros fatores que possam regular sua sintese
(PASCHOLATI, 2011).

Considerando-se os resultados para todas as enzimas testadas em cada
populacdo, nota-se que na figura 13 a populacdo 1 foi a que teve maior atividade
enzimatica para amilase, enquanto que, para celulase a maior atividade foi para a
populacdo 3. Para pectinase, observa-se que as trés populagdes foram similares na
capacidade de degradacgédo, variando de 0,85 a 0,97, sendo a populacédo 3 a que

obteve menores valores médios.
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enzima. P1= Populacédo 1. P2= Populacdo 2. P3= Populagéo 3

Fungos fitopatogénicos sdo capazes de produzir grande numero de enzimas
hidroliticas extracelulares. O perfil enzimatico constitui ferramenta alternativa, simples
e rapida, para auxiliar na diferenciacdo de espécies ou entre isolados de uma mesma
espécie fungica (MAHMOUD E OMAR, 1994; COUTO et al., 2002). O uso de meio de
cultura sélido para a deteccdo de enzimas produzidas por fungos tem sido utilizado
hé& varios anos, na qual permite diferenciar isolados de uma mesma espécie de forma
simples (HANKIN E ANAGNOSTAKIS, 1974).

Alguns autores correlacionam as enzimas com a patogenicidade como Singh
e Saxena (1989) que descreveram que isolados de F. solani, patdgeno de couve-flor,
altamente agressivo, apresentaram tanto in vitro como in vivo, alta atividade da enzima
amilase e baixa da protease. Neste estudo, observa-se que a populacdo 2 e 3
apresentaram maior incidéncia de sintomas em plantulas e maior agressividade nas
sementes causando morte pos e pré-emergéncia, mas ndo observaram uma
correlagdo com as enzimas avaliadas, por serem deficientes em produzi-las.

Verifica-se uma grande variacdo na producdo de enzimas extracelulares.
Estas desempenham um papel crucial na interacdo hospedeiro-patdgeno na
degradacéo da parede celular dos vegetais. As trés progénies conseguiram produzir
em diferentes quantidades de amilase, celulase e pectinase. Esta ultima facilita a
entrada intra e intercelular dos patégenos nas células do hospedeiro, debilitando a
parede celular liberando polimeros para ser degradados pelas celulases (SONI;
BHATIA, 1981).

A auséncia de correlacdo da capacidade de degradacdo das enzimas

avaliadas com a agressividade em sementes e folhas pode ser devido ao patdgeno
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utilizar outros mecanismos de ataque para penetracdo nos tecidos, como as
fitotoxinas. Em relacdo a isto, estudos revelaram que fitoxinas ophiobolin A e
ophiobolin B produzidas por B. oryzae sdo responsaveis pela clorose nas folhas de
arroz (ORSENIGO, 1957; XIAO et al., 1991). Segundo Dallagnol et al., (2011), as
fitotoxinas podem levar a acumulacdo de espécies reativa de oxigénio como
consequéncia resultante da peroxidacao lipidica e de fugas de eletrdlitos, concluindo
gue este patdégeno afeta principalmente a fisiologia foliar através do dano de células a
nivel da membrana.

Existem trabalhos em outros patosistemas confirmando os resultados
observados neste estudo, onde a reproducéo sexual pode favorecer a geragcédo de
novos individuos. De acordo com Michelmore e Ingram (1981), ressaltam a
importancia da fase telomorfica na epidemiologia e na geracédo de novos fendtipos e
estruturas de sobrevivéncia em progénies a partir da reproducdo sexual de Bremia
lactucae. Bi et al. (2014) caracterizando a progénie de Phytophthora capsici quanto a
resisténcia a fungicida na China, observaram que a reproducéo sexual pode ocorrer e
aumentar o desenvolvimento da resisténcia aos fungicidas avaliados.

O éxito da infecdo e colonizacdo dos patégenos em seus hospedeiros
depende do isolado virulento, das condi¢des ambientais assim como dos mecanismos
de defensa do hospedeiro. Neste estudo, observa-se uma baixa severidade das
plantulas de arroz da cultivar BRS Sinuelo CL, considerada moderadamente
resistente, ressaltam-se para futuras pesquisas a importante de avaliar estes isolados
em cultivares que apresentam-se reacdo de susceptibilidade a mancha parda.
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3.4. Conclusdes

As progénies de diferentes populacbes apresentam comportamentos
diferentes quanto a viruléncia em relacdo a seus genitores, com severidade e
incidéncia alta ou baixa ap6s um ciclo sexual.

As diferentes populagdes apresentaram atividade enzimatica distintas, na qual
nao puderam ser correlacionadas com a agressividade em semente e plantulas.

Todos individuos tiveram capacidade de degradar amido, celulose e pectinas,

porém ndo apresentaram atividade para as enzimas esterase e protease.



Capitulo 3

Variabilidade morfolégica e agressividade em individuos descendentes de

Bipolaris oryzae a partir da anastomose de hifas.
4.1. Introducao

Mais da metade da populacdo mundial tem como alimento basico o arroz
(Oryza sativa L.). No Brasil este cereal ocupa o terceiro lugar em &reas cultivadas com
culturas anuais, seguido da soja e trigo (CONAB, 2017). A safra do arroz irrigado no
ano agricola 2016/2017 foi de 10,8 mil toneladas, com 1.448 mil hectares de area
plantada, destacando-se a regido sul com mais de 81% da produc¢éo nacional.

No entanto, a cultura ainda ndo expressa todo seu potencial produtivo e de
qualidade de graos em funcéo dos problemas fitossanitarios. Entre eles destaca-se
danos causados por fungos. Estes podem causar danos diretos, como diminui¢do no
estande inicial de plantas, menor peso e nimero de graos por paniculas e manchas
nos graos, como também danos indiretos por queda na produtividade (SOSBAI, 2014;
SCHEUERMAN, 2015).

As mudancas nos sistemas de produc¢éo da cultura do arroz no Rio Grande
do Sul (RS), associada a alterac6es nas praticas culturais, tem modificado o
comportamento da severidade das doengas endémicas e de pouco dano econdmico
e o surgimento de muitas outras (NUNES, 2013). Nos ultimos anos a mancha parda,
causada por Bipolaris oryzae (Haan) Shoe, tem se mostrado de forma frequente nas
regides de Rio Grande do Sul e Santa Catarina (SOSBAI, 2014).

A mancha parda esta amplamente distribuida nas regides orizicolas, sendo a
principal doenca responsavel por manchas nos graos tanto no arroz irrigado como no
arroz de sequeiro, causando gessamento afetando a qualidade e o rendimento do
engenho, podendo reduzir de 12 a 30% o0 peso dos graos e de 18 a 22% no numero
de graos cheios por panicula (PRABHU et al., 1980; SCHEUERMAN, 2015).
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As sementes quando infectadas pelo fungo juntamente com o0sS restos
culturais, assim como areas vizinhas de cultivos de arroz onde ocorre a doenca,
podem servir como fonte de inoculo primario. O patdgeno vinculado a semente, pode
sobreviver até quatro anos no seu interior, sendo disseminado, dando origem a uma
epidemia se as condiges climaticas forem favoraveis e o hospedeiro susceptivel
(FILHO; FARIAS, 2012; SCHEUERMAN, 2015). Além disso, as sementes quando
infectadas apresentam um menor poder germinativo podendo causar morte das
plantulas, comprometendo o estande inicial (SCHEUERMAN, 2015).

O género Bipolaris apresenta elevada variabilidade, que é uma caracteristica
tipica evidenciada tanto nos aspectos morfolégicos, como na agressividade (SOUSA
et al., 1984; BEDENDO; PRABHU, 2005, SAFARI; ANVARI, 2010; BURGOS, et al.,
2013). Entre os mecanismos que conferem variabilidade, em fungos, estdo as
mutacdes, parassexualidade, heterocariose e a recombinacédo soméatica (AZEVEDO,
1976; VIEGAS, 1989; CAMARGO, 1995; GLASS et al., 2000; MCDONALD; LINDE,
2002). Enquanto para a espécie B. oryzae as pesquisas quanto a estas caracteristicas
Sao escassas.

Trabalhos relacionados com a variabilidade na recombinacdo soméatica e os
grupos de compatibilidade vegetativa (GCV), assim como, sobre a caracterizagao dos
individuos descendentes a partir de uma anastomose de hifas em B. oryzae inexistem.
Os GCV se caracterizam pela fusdo de hifas permitindo com que ocorra a
comunicacdo entre os compartimentos das mesmas, processo denominado
anastomose (GLASS et al., 2000). Existem varias pesquisas sobre a existéncia de
GCV em diferentes espécies de fungos como por exemplo em Verticillium dahliae
(STRAUSBAUGH et al., 2016); Monilinia fruticola (DE CAL et al., 2014), Bipolaris
sorikiniana (ARABI; JAWHAR, 2007; POLONI et al.,, 2009), Colletotrichum spp.
(RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2003), Fusarium oxysporum (RODRIGUEZ-MOLINA
et al., 2013).

Entender a variacdo na populacdo de B. oryzae, quanto a morfologia das
colonias e agressividade, assim como 0os mecanismos que influenciam nas alteracbes
genotipicas e fenotipicas podem auxiliar nas estratégias de controle da doenca.

Desta forma o objetivo deste estudo foi analisar a ocorréncia de compatibilidade
vegetativa, assim como caracterizar os individuos descendentes apds anastomose de

hifas, em relacéo a variabilidade morfolégica e agressividade.
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4.2. Materiais e métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes e Fungos
Fitopatogénicos (LPSFF) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas (FAEM-UFPel), no Municipio de Capé&o do Ledo- RS, nos anos
2015 a 2017.

Os isolados utilizados neste estudo foram provenientes da colecdo do
Laboratorio de Patologia de Sementes e Fungos Fitopatogénicos, FAEM-UFPel.
Tendo como origem as diferentes regides produtoras de arroz do Rio Grande do Sul

(Tabela 10), conforme estabelecido pelo Instituto Rio Grande de Arroz (IRGA).

Tabela 10. Isolados utilizados no experimento, segundo a cultivar, regido e municipio

Isolado Cultivar Regido Municipio
LPS05 Irga 424 Campanha Dom Pedrito
LPS06 Irga 424 Zona Sul Pelotas
LPS07 Irga 424 Planicie Costeira Interna Camaqua
LPS08 Irga 424 Depresséo central Santo Anténio da Patrulha
LPS09 BRS Queréncia Costa externa Cachoeira do Sul
LPS10 Puita Inta CL Planicie Costeira Interna Tapes
LPS12 Puita Inta ClI Planicie Costeira Interna Tapes
LPS13 Irga 424 Costa externa Mostardas
LPS18 Irga 424 R1 Zona Sul Rio Grande
LPS19 Irga 424 R1 Zona sul Jaguarao
LPS17 Irga Br 424 R1 Zona Sul S&o Lourencgo

4.2.1. Avaliagcdo da compatibilidade vegetativa entre isolados de Bipolaris
oryzae

Foram utilizados um total de 11 isolados, na qual foram realizadas colbnias
monospaoricas para realiza¢do dos cruzamentos vegetativos possiveis de B. oryzae.

Para a obtencdo dos monosporicos foi feita uma suspencéo de conidios com
agua destilada estéril, na qual 100uL de cada isolado foi transferido e espalhado sobre
a superficie, utilizando meio de cultura agar-agua em placas de Petri. Posteriormente
com auxilio de um microscopio estereoscopico, um unico esporo foi retirado e
colocado em placas com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubados em
sala de crescimento a 23+1°C.

Para a avaliacdo da compatibilidade vegetativa de isolados de B. oryzae,

foram realizados o pareamento entre as coldnias monospoéricas de diferentes isolados.
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Para isso, discos de micélio das col6nias monosporicas, foram repicados para placas
de Petri contendo meio de BDA, sendo combinados dois a dois, a uma distancia de 2
cm um do outro, segundo a metodologia de Poloni et al. (2008). As placas foram
mantidas em sala de crescimento a 23+1°C e foi feito o acompanhamento do
desenvolvimento das colbnias diariamente (avaliacao visual) por 20 dias ou até atingir
0 borde das placas.

As avaliacbes de compatibilidade foram feitas de acordo com o
comportamento na area de encontro das hifas em cada combinacdo, sendo
classificadas em trés grupos de acordo com Roca et al (2004): o primeiro grupo
denominado incompativeis, foi considerado isolados que tiveram seu crescimento
inibido pela presenca das hifas do outro isolado, o segundo grupo denominado
compativeis vegetativamente, os isolados cresceram normalmente sem nenhuma
inibicdo pela presencga das hifas do outro isolado, e o terceiro grupo incluiu-se os
isolados que apresentam comportamento intermediario, ou seja crescimento que foi
afetado pela presenca do outro, porém nao completamente inibido, denominados
parcialmente compativel.

As colbnias que apresentaram compatibilidade vegetativa foram observadas
a presenca de anastomose, utilizando a metodologia descrita por Rodriguez - Guerra
et al. (2003). Para isso, laminas estéreis foram incorporadas em placas de Petri
contendo meio BDA, e fragmentos pequenos dos isolado compativeis foram repicados
a uma distancia de 0,5 cm um do outro, e incubados em sala de crescimento a 23+1°C.
Posteriormente foram observadas as regides de crescimento das hifas, as quais foram
coradas com azul de triptano-lacotefenol para observacdo no microscopio optico.

Os eventos de fusdo de hifas foram confirmados mediante a visualizagéo da
anastomose entre os isolados compativeis com auxilio de um microscépio optico

utilizando aumento de 10X e 40X.

4.2.2. Obtencédo dos individuos descendentes de B. oryzae obtida a partir de
compatibilidade vegetativa

A partir dos isolados agrupados dentro do grupo dois, ou seja, que foram
compativeis vegetativamente, realizaram-se repicagem da linha de encontro das
colbnias, onde ocorreu a compatibilidade, para meio de BDA. Desta forma obteve-se

um individuo apds recombinagcédo somatica.
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Posteriormente, os genitores e os individuos resultantes foram caracterizados
morfologicamente, quanto as caracteristicas macroscépicas das coldnias e
microscopicas dos conidios, crescimento micelial e esporulacdo. Como também foi
avaliada a agressividade dos isolados na transmissao das sementes para plantulas
de arroz. Sendo estas variaveis comparadas com as dos respectivos genitores para a
observacédo da variabilidade dos individuos descendentes.

4.2.3. Avaliacao morfoldgica das colbnias, crescimento micelial e esporulacao

Para analise da morfologia macroscépica, colocou-se um disco (5mm) de
micélio no centro de cada placa contendo meio BDA. As placas foram incubadas em
camara de crescimento com temperatura de 25+1°C e fotoperiodo 12 horas.

As colbnias foram avaliadas quanto as caracteristicas macroscopicas
observando-se a forma, margem e elevacdo de acordo com a chave descrita por
Microbiology Society (2016) (Anexo 2), assim como a colora¢éo com auxilio da escala
de Mussel (1954) e presenca de setores Para a avaliacdo das caracteristicas
microscopicas dos conidios, primeiramente foram realizadas laminas microscopicas,
contendo fragmentos do fungo e, com ajuda de um microscopico 6ptico foram
capturadas fotos. Estas, posteriormente foram analisadas com auxilio do software
Motic Images Plus 2.0 (2010), onde foram realizadas as medi¢cdes de comprimento e
largura dos conidios, contagem do numero de septos, de 20 esporos para cada
isolado.

Posteriormente, foi aplicado teste T para comprimento e largura por
apresentarem uma distribuicdo normal e teste de Mann-Whitney para o nimero de
septos para distribuicdo anormal, sendo este Ultimo um teste ndo paramétrico utilizado
para variaveis quantitativas discretas; com duas amostras independentes.

Para o crescimento micelial, as avaliacdes foram efetuadas diariamente até o
sétimo dia, levando-se em consideracdo a média de dois didmetros ortogonais das
colénias em desenvolvimento. Foi avaliado o indice de crescimento micelial (ICM) a

partir da formula:

Ci1+C2+..C7
N1+N2+---N7

ICM =
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Onde: ICM= indice de crescimento micelial; Ci1, C2 e C7 = crescimento das
colénias na primeira, segunda e Ultima avaliagcdo; N1, N2 e N7 nimero de dias (REY
et al., 2005).

Foi avaliado a esporulacéo dos genitores e dos individuos resultantes, para isto
cinco discos de micélio de 5 mm de didmetro foram retirados de igual maneira para
toda as colbnias e colocados em tubos de ensaio com 5mL de agua estéril autoclavada
e agitados por 5 segundos em agitador. Posteriormente, suspensdes foram retiradas

para a contagem de esporos com auxilio da camara de Neubauer.

4.2.4. Avaliagdo da agressividade dos genitores e individuos descendentes

Para a avaliacdo da agressividade dos isolados compativeis vegetativamente
e dos individuos resultantes de B. oryzae, foram utilizadas sementes de arroz do
cultivar BRS Sinuelo CL, fornecido pela Embrapa Clima Temperado, classificada
como moderadamente resistente a mancha parda.

As sementes foram inoculadas artificialmente pelo método de
condicionamento osmético, a fim de evitar a germinacdo durante o processo de
inoculagdo (COUTINHO et al., 2001). Para isto, discos de micélio de 5mm foram
transferidos para placas com meio BDA modificado osmoticamente, com sacarose a
-0,6 Mpa e incubados a 25+1°C, com fotoperiodo de 12 horas luz.

ApoOs cinco dias de crescimento do fungo, as sementes, previamente
desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% por 1 min, foram depositadas sobre as
colbnias, separadamente e em camada Unica, e incubadas 23+1°C em fotoperiodo de
12 horas por 72horas. A testemunha consistiu em sementes desinfetadas e
depositadas sobre o meio BDA modificado osmoticamente sem o fungo. ApGs o tempo
de inoculacdo, as sementes foram retiradas das placas, desinfestadas novamente
com hipoclorito de sédio a 1% por 1 min, e secadas em estufa com circulacdo de ar a
30°C por trés horas.

Posteriormente, as sementes foram plaqueadas em caixas plasticas do tipo
gerbox, contendo papel mata borrdo umedecido, e foram incubadas 23+1°C com
fotoperiodo de 12 horas luz, por sete dias. Apds esse tempo, 25 sementes por isolados
com o mesmo potencial de inoculo foram transferidas para copos plasticos (de 50mL)

com vermiculita estéril. Os copos foram acondicionados dentro de caixas plasticas e



69

em camara de incubacéo a 25+1°C com fotoperiodo de 12 horas luz e irrigagéo diaria
por sete dias, para avaliacado da transmissao da doenca.

Para avaliacdo da severidade da doenca, os sintomas foram classificados de
acordo com a escala do grau das lesdes estabelecidas por Cardoso (2012), (Anexo
3), atribuindo-se: EO = plantulas sem sintoma, E1 = plantulas com les@es tipicas nas
folhas, E2 = plantulas com leses tipicas no coleoptilo, E3 = plantulas com lesdes
avaliacdo de sintomas tipicas no coleoptilo e folhas, E4 = morte pés-emergéncia, E5
= morte de pré-emergéncia.

Os valores obtidos de cada isolado foram utilizados para calcular a incidéncia
das escalas de severidade em plantulas (E1 a E5), indice de doenca (ID%) e taxa de
transmissao (TT%).

O calculo do indice da doenca (ID) das plantulas foi realizado de acordo com a

formula estabelecida por Mckinney (1923):

Y(Valor da escala x N° de plantulas com esta nota
ID (%)= ( P ) x100

N°de plantulas x valor maximo da escala de notas

A taxa de transmissdo TT (%), foi calculada seguindo a férmula utilizada
anteriormente por Malavolta et al. (2002):

Incidéncia de plantulas com sintoma
TT(%)= P x100

Incidencia do patégeno na semente

Plantulas com sintomas tipicos foram acondicionadas em caixas plasticas com
papel umedecido, incubando-se a 25+1°C com fotoperiodo de 12 horas luz por 48
horas para inducéo da esporulacéo, posteriormente foram analisadas em microscopio
optico a presenca das estruturas caracteristicas do agente causal eram referentes ao

isolado inoculado nas sementes.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Avaliagdo da compatibilidade vegetativa entre isolados de Bipolaris
oryzae

A partir dos 55 cruzamentos identificou-se trés grupos, conforme a
classificacdo de Rocca (2004), em incompativeis, parcialmente compativel e

compativeis (Figura 14). Sendo que, 9% destes cruzamentos foram classificados
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como incompativel, 23% como compativel e 68% como parcialmente compativel

(Tabela 11). Todos os isolados quando confrontados entre si mostraram-se

compativel vegetativamente.

Figura 14. Compatibilidade vegetativa entre os isolados de Bipolaris oryzae. A- Cruzamento
incompativel entre os isolados LPS06.1 e LPS10.1. B- Cruzamento parcialmente compativel entre os

isolados LPS13.1 e LPS09.1. C- Cruzamento compativel entre os isolados LPS19.1 e LPS05.1.

Nos cruzamentos compativeis as coldnias apresentaram uma superposicao,

onde os isolados cresceram normalmente, sem nenhuma inibicdo pela presenca das

hifas do outro isolado. Nestes cruzamentos, foi possivel observar no microscépio

optico, a anastomoses entre as hifas mediante pontes entre as células das hifas

paralelas (Figura 15).

Tabela 11. Compatibilidade vegetativa dos isolados de Bipolaris oryzae

lsolados | LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPs LPS
081 091 171 191 051 131 122 181 071 101 061
LPS08.1 X PC*  PC PC PC PC PC C PC | PC
LPS09.1 X C C PC PC PC C | PC PC
LPS17.1 C C PC PC PC PC PC |
LPS19.1 C PC PC C PC PC
LPS05.1 X PC PC C PC PC PC
LPS13.1 X PC PC PC PC
LPS12.2 X PC PC PC PC
LPS18.1 X PC C PC
LPS07.1 X C |
LPS10.1 |
LPS06.1 X

*|= Incompativel. C= compativel, PC= parcialmente compativel
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Figura 15. Anastomose de hifas do tipo H entre os isolados de Bipolaris oryzae. A- Entre os isolados
LPS07.1 e LPS19.1. B- entre os isolados LPS18.1 e LPS09.1. C- entre os isolados LPS19.1 e LPS17.1.

De acordo com Glass et al. (2000), em isolados incompativeis pode-se
observar uma barreira na regido de contato indicando a morte das hifas. Isto esta de
acordo com o observado em 9% dos cruzamentos deste trabalho, indicando a
incompatibilidade entre os isolados.

Neste estudo foram poucos os isolados incompativeis comparados com o
trabalho de Poloni et al. (2009), no qual observaram que 58% dos 31 cruzamentos
testados para B. sorokiniana foram incompativeis, e somente 13% foram compativeis.
Os autores ressaltam a importancia de estudar-se a formacédo da fase sexuada do
fungo devido a baixa compatibilidade encontrada, visto que a fusdo das hifas antecede
a formacdo de heterocariose na recombinacdo sexual e parassexual, mecanismos
responsaveis pela variabilidade genética.

De acordo com os testes de compatibilidade, pode-se diferenciar 10 grupos
vegetativamente compativeis (GVC), onde dentro de cada grupo os isolados séo
compativeis entre eles (Tabela 12). Os dois primeiros grupos estdo compostos por
trés isolados, e os demais por somente dois isolado. Foi possivel constatar que néo
houve uma correlacéo entre os GVC e o local geogréfico, ja que isolados da mesma
regido foram compativeis, como por exemplo LPS09.1 e LPS17.1 da regido Sul, mas
ndo foram compativeis com o isolado LPS18.1 da mesma localidade. O mesmo
aconteceu para os isolados LPS09 e LPS13, ambos da regido Costa Externa, na qual
mostraram-se parcialmente compativel.
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Tabela 12. Grupos de compatibilidade vegetativa entre diferentes isolados de Bipolaris oryzae

Grupo vegetativamente compativel (GVC) Isolados
GVCI LPS09.1/ LPS17.1/ LPS19.1
GvCll LPS05.1/ LPS17.1/ LPS19.1
GVC I LPS13.1/ LPS12.2
GVC IV LPS13.1/LPS19.1
GVCV LPS18.1/ LPS08.1
GVC VI LPS18.1/ LPS09.1
GVC VI LPS18.1/ LPS05.1
GVC Vil LPS07.1/ LPS19.1
GVC IX LPS10.1/ LPS18.1
GVC X LPS10.1/ LPS07.1

Neste estudo a avaliacdo da compatibilidade foi feita em meio de cultura BDA,
segundo Poloni et al. (2009) ao avaliarem a compatibilidade de B. sorokiniana em
diferentes meios de crescimentos, e afirmam que os isolados podem responder de
forma diferentes segundo o meio de cultura, ou seja, que a disponibilidade de
nutrientes é um fator que pode estar influenciando na compatibilidade vegetativa.
Talvez muitos dos cruzamentos que classificaram-se como parcialmente compativeis
apresentem um comportamento distinto em outros meios com diferentes nutrientes.

Muitos estudos tém verificado a variabilidade da compatibilidade vegetativa
em varios patossistemas. Como por exemplo em Cochliobolus sativus onde os
pesquisadores Arabi e Jawhar (2007), a partir de 40 isolados avaliados, foram
agrupados em trés grupos. Roddriguez-Guerra et al. (2003), trabalhando com 19
isolados de Colletotrichum lindemuthianum formaram oito grupos. De Cal et al. (2014),
trabalhando com Monilinia fruticola identificaram cinco grupos compativeis
vegetativamente quando utilizados meios de cultura deficiente em nitrogénio e seis
grupos quando o meio foi BDA. No entanto, para B. oryzae este é o primeiro estudo

sobre a variabilidade da compatibilidade vegetativa entre diferentes isolados.

4.3.2. Avaliacdo morfoldgica das coldnias e crescimento micelial dos genitores
e descendentes
Foram avaliadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas das

colénias, assim como também seu crescimento micelial ao longo do tempo, dos
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individuos descendentes e comparadas com seus respetivos genitores para
observacédo da variabilidade apos anastomose de hifas.

Quanto as caracteristicas macroscopicas pode-se observar que a coloracdo
das col6nias teve uma elevada variacdo onde os individuos descendentes em sua
maioria apresentaram coloracdo cinza esverdeado, variando para cinza escura,
diferenciando-se dos genitores que obtiveram em sua maioria coloracéo cinza (Tabela
13).

Em relacdo a auséncia ou presenca de setores nas colbnias, observou-se que
a maioria dos individuos descendentes foram capazes de formar setores, exceto para
os individuos LPS19x07 e LPS09x17 (Tabela 13). Visto que, esta é uma importante
caracteristica para auxiliar no estudo da variabilidade, podendo ser uma possivel
causa de geracdo de novas variantes genéticas.

A formacao dos setores nas colbnias revela mutacdes somaticas que podem
ocorrer por erros na duplicagdo cromossdmica durante a mitose (KISTLER; MIAO,
1992; CAMARGO, 1995). Os individuos descendentes que ndo formaram setores
tiveram menor crescimento micelial comparados com os demais que formaram,
segundo Artigiani e Bedendo (1966) apds anastomose, 0s nuacleos haploides
fundiram-se, resultando em uma colbnia diploide, apresentando um crescimento

micelial mais rapido que a haploide, provocando-se sua formacéo.

Tabela 13. Caracteristicas morfologicas das coldnias dos genitores e suas progénies a partir de
anastomose de hifas de Bipolaris oryzae

Isolado Forma* Margem* Elevacao* Coloragédo** Setor
LPS17.1 Irregular Inteiro Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
LPS05.1  rregular  Filiforme Umbonada Cinza (5/N Gley 1) P
LPS17x05 Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) P
LPS08.1  regular  Filiforme Umbonada Cinza escuro (4/N Gley 1) A
LPS18.1 Irregular Inteiro Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
LPS08x18  |rregular  Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) P
LPS13.1 Irregular  Filiforme  Elevada Cinza (5/N Gley 1) P
LPS12.2  regular  Filiforme Umbonada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
LPS13x12 Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza (6/N Gley 1) P
LPS13.1  |rregular  Filiforme  Elevada Cinza (5/N Gley 1) P
LPS07.1  Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
LPS13x07  |rregular  Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (6/10Y Glay 1) P
LPS19.1 Circular  Undulate  Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
LPS07.1  Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
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LPS19x07 Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza escuro (4/N Gley 1) A
LPS17.1 Irregular Inteiro Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
LPS19.1 Circular Undulate  Elevada Cinza (5/N Gley 1) A

LPS17x19 Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) P
LPS09.1 Irregular Filiforme  Elevada Cinza (6/N Gley 1) P
LPS18.1 Irregular Inteiro Elevada Cinza (5/N Gley 1) A

LPS09x18  |rregular Filiforme  Elevada Cinza esverdeado escuro (4/10Y Gley 1) P
LPS09.1 Irregular Filiforme  Elevada Cinza (6/N Gley 1) P
LPS17.1 Irregular Inteiro Elevada Cinza (5/N Gley 1) A

LPS09x17  |rregular Filiforme Umbonada Cinza esverdeado muito escuro (3/10Y Gley 1) A
LPS19.1 Circular Undulate  Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
LPS13.1 Irregular Filiforme  Elevada Cinza (5/N Gley 1) P

LPS13x19 Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) P
LPS19.1 Circular Undulate Elevada Cinza (5/N Gley 1) A
LPS05.1 Irregular  Filiforme Umbonada Cinza (5/N Gley 1) P

LPS05x19  |rregular  Filiforme Umbonada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) P
LPS05.1 Irregular  Filiforme Umbonada Cinza (5/N Gley 1) P
LPS18.1 Irregular Inteiro Elevada Cinza (5/N Gley 1) A

LPS18x05 Filamentosa Filiforme Umbonada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) P
LPS07.1  Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (5/10Y Gley 1) A
LPS10.1 Irregular Filiforme  Elevada Cinza escuro (4/N Gley 1) A

LPS10x07 Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza esverdeado (6/10Y Glay 1) P
LPS09.1 Irregular  Filiforme  Elevada Cinza (6/N Gley 1) P
LPS19.1 Circular Undulate  Elevada Cinza (5/N Gley 1) A

LPS19x09 Filamentosa Filiforme  Elevada Cinza esverdeado escuro (4/10Y Gley 1) p

* Forma, margem e elevacdo segundo chave descrita por Microbiology Society (2016).
** Coloragdo das colbnias segundo escala de solos de Mussel (1954).
***P= presenca de setores/ A= Auséncia de setores

Para as caracteristicas microscépicas, como comprimento, largura e nimero
de septos, somente foi detectada diferenca significativa quando comparado o0s
individuos LPS08x18, LPS09x17 e LPS10x07 para seus dois genitores em relacao ao
comprimento dos conidios (Tabela 14, Figura 16) e os individuos LPS13x12,
LPS19xLPS07, LPS19x09 e LPS18x05 para a largura dos conidios. Ja para o numero
de septo a maioria dos individuos descendentes apresentaram diferenca significativa
para os dois genitores (Tabela 14).

Em relagcdo ao ICM, a maioria dos individuos descendentes obtiveram valores
entre os apresentados pelos genitores. Os individuos LPS13x12, LPS13x19 e
LPS18x05, foram 60%, 11% e 3% superiores respectivamente, em relacao ao genitor
de maior valor. Para LPS19x07 e LPS09x17 o ICM foi 26% inferior e para LPS17x19

foi de 19% inferior, em relacdo aos genitores de menor valor (Tabela 14).
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Tabela 14. Comprimento, largura e nimero de septos médio, maximo e minimos, e indice de
crescimento micelial (ICM) dos genitores e descendentes de cruzamentos compativeis vegetativamente
de Bipolaris oryzae.

Comprimento Largura Septo
Isolado — - — - — - ICM
Média Min - Max Média Min - Max Média Min - Max
LPS17.1 65,2 47,9-79,9 13,8 12,4 - 15,8 5¢ 3-7 11,67
LPS05.1 73,6 54,5 -87,1 13,6 12,2 - 15 5a 4-7 7,68
LPS17x05 92,2 66,6 - 139,9 13,9 11,5-15,7 8 4-11 8,88
LPS08.1 86,2* 70,7 -102,5 14,7ms 10,7- 18,1 79 5-9 7,15
LPS18.1 72,4* 57,0 - 90,7 13,8 11,5-15,9 6° 5-7 11,74
LPS08x18 112,3 71,5-129,2 14,3 10,1-16,4 10 7-13 11,73
LPS13.1 90,2* 43,0 -119,4 14,8* 11,2- 15,7 7ns 5-9 9,78
LPS12.2 76,5 57,4-97,1 14,6* 12,8-17,0 6¢ 5-9 9,97
LPS13x12 100,7 74,5 - 126,6 13,1 11,0-13,9 8 7-13 16,12
LPS13.1 90,2 43,0 -119,4 14,8 11,2- 15,7 7° 5-9 9,78
LPS07.1 63,6* 43,7 - 83,1 12,1* 9,7-15,0 4a 3-6 18,32
LPS13x07 103,3 76,2 -123,9 13,6 11,2-15,5 9 6-11 11,77
LPS19.1 67,6 53,3-82,5 13,9* 11,6-16,8 6 4-7 12,53
LPS07.1 63,6" 43,7 - 83,1 12,1* 9,7-15,0 4a 3-6 18,32
LPS19x07 79,1 52,1-120,5 10,9 8,4-12,2 6 3-10 9,24
LPS17.1 65,2 47,9-79,9 13,8 12,4 - 15,8 5¢ 3-7 11,67
LPS19.1 67,6 53,3-82,5 13,9 11,6 - 16,8 69 4-7 12,53
LPS17x19 98,61 55,0 - 123,8 12,9 12,3-18,0 8 5-11 9,47
LPS09.1 69,6"s 48,4 - 86,4 12,5 9,7-15,2 5a 3-7 13,02
LPS18.1 72,9 57,0 - 90,7 13,8 11,5-15,9 6° 5-7 11,74
LPS09x18 84,9 71,1-98,0 13,5 11,6 - 15,2 8 6-10 12,29
LPS09.1 69,6* 48,4 - 86,4 12,5 9,7-15,2 5a 3-7 13,02
LPS17.1 65,2* 47,9-79,9 13,8 12,4 - 15,8 5¢ 3-7 11,67
LPS09x17 92,7 68,8 - 131,3 111 91-129 9 6-12 8,64
LPS19.1 67,6* 53,3-82,5 13,9* 11,6-16,8 6" 4-7 12,53
LPS13.1 90,2* 43,0 - 1194 14,8* 11,2- 15,7 s 5-9 9,78
LPS13x19 88,8 79,2 -105,4 13,2 10,6 - 18,1 9 8-10 13,89
LPS19.1 67,6* 53,3-82,5 13,9 11,6 - 16,8 6¢ 4-7 12,53
LPS05.1 73,7 54,5-87,1 13,6 12,2-15 5¢ 4-7 7,68
LPS05x19 90,9 67,7-127,5 14,3 10,7 - 19,8 9 5-11 10,53
LPS05.1 73,7 54,5 -87,1 13,6* 12,2-15 5¢ 4-7 7,68
LPS18.1 72,4ms 57,0-90,7 13,8 11,5-159 6¢ 5-7 11,74
LPS18x05 102,0 87,7 -130,8 14,9 12,8 - 16,5 8 5-10 12,07
LPS07.1 63,5 43,7 - 83,1 12,1* 9,7-15,0 4a 3-6 18,32
LPS10.1 68,9* 52,2-81,5 14,3* 11,8-16,6 6° 5-8 5,42
LPS10x07 111,8 75,7 - 108,4 15,0 12,0-17,7 8 7-10 17,63
LPS09.1 69,6* 48,4 - 86,4 12,5* 9,7-15,2 5¢ 3-7 13,02
LPS19.1 67,6* 53,3-82,5 13,9 11,6 - 16,8 6¢ 4-7 12,53
LPS19x09 95,7 72,9 -103,5 14,5 12,6 - 14,1 9 9-10 11,35

Médias dos genitores acompanhadas por * diferem de sua progénie pelo teste t (p<0,05).
Médias dos genitores acompanhadas por ® diferem de sua progénie pelo teste Mann-Whitney (p<0,05).
"s= ndo apresentam diferencias significativas.
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Figura 16. Conidios de genitores e descendentes de Bipolaris oryzae apés anastomose de hifas. A-
LPS17, B- LPS09, C- LPS09x17 D- LPS18, E- LPS08, F- LPS08x18.

A partir das colbnias compativeis obteve-se o crescimento micelial dos
individuos descendentes e este foram comparados com seus genitores. Observa-se
na figura 17 que existem individuos que apresentaram comportamento similar aos
seus genitores, onde a curva de crescimento micelial ao longo dos dias situa-se entre
as curvas de seus respectivos genitores (Figura 17A, B, D, F, H, J, K e M).

Embora, obteve-se individuos onde o crescimento micelial ao longo dos dias
foram diferentes aos seus respetivos genitores, alguns apresentaram crescimento

superior (Figura 17C e L) e outros inferiores (Figura 17F e H).
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Figura 17. Crescimento micelial médio ao longo dos dias por genitores e individuo produzido a partir
dos cruzamentos compativeis de Bipolaris oryzae.
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Figura 17 (Cont.). Crescimento micelial médio ao longo dos dias por genitores e individuo produzido a
partir dos cruzamentos compativeis de Bipolaris oryzae.

Baseado no crescimento micelial das colénias aos cinco dias obteve-se
isolados com lento, moderado e rapido crescimento (Figura 18), segundo as
categorias sugeridas por Kumari et al., (2015). Nota-se que trés dos individuos
descendentes tiveram um rapido crescimento quando comparados com seus
respectivos genitores na qual foram de lento a moderado (Tabela 15).

O crescimento micelial € um parametro que vem sendo utilizado para abordar
diferencas quanto a agressividade do patdgeno. Desta forma, isolados ap0s serem
submetidos a uma recombinacdo obtiveram alteragcdes em seu crescimento. Este
rapido crescimento em patégenos, pode-se tornar uma vantagem no momento da

colonizacéo dos hospedeiros, podendo causar danos hum menor espaco de tempo.
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Figura 18. Classificagdo das colbnias quanto ao crescimento micelial. A- crescimento lento,
LPS17xLPS19. B- crescimento moderado, LPS19x07. C- crescimento rapido, LPS18x05

Tabela 15. Crescimento micelial e classificacéo dos isolados de Bipolaris oryzae

Isolados Individuos

Classificacdo (mm) Isolados genitores descendentes
| o
Crescimento lento (20 - 45) * LPS17x19
LPS12.2 LPS09x17
LPS07.1
LPS08x18
LPS09.1 LPS13x07
LPS17.1 LPS19x07
Crescimento moderado (50 - 70) LPS19.1 LPS13x19
LPS13.1 LPS05x19
LPS18.1 LPS10x07
LPS18x09
LPS13x12
Crescimento rapido (>70) LPS10.1 LPS18x05
LPS19x09

*Classificacdo adaptada segundo Kumari et al., (2015)

4.3.4. Avaliacdo da agressividade dos genitores e descendentes de Bipolaris
oryzae

A partir do estudo de transmissdo de B. oryzae, verifica-se que os individuos
descendentes e genitores conseguiram transmitir-se da semente para a plantula
causando diferentes sintomas na planta (Tabela 16, Apéndice 2), caracterizados com
lesbes de coloracdo pardo-escuras e forma ovalada, sendo identificados tanto no
coledptilo como nas folhas, assim como também, foi observado a capacidade dos
isolados em causar morte de pré e pés-emergéncia (Figura 8 e 19).
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Tabela 16. indice de crescimento micelial (ICM), Crescimento micelial (CM) aos cinco dias, Esporulacdo
(Esp), Indice de doenca (ID) e Taxa de transmissdo (TT) segundo os genitores e individuos

descendentes.
Isolado 52”5“3{25’ Esp x104/mL ID TT (%)
LPS17.1 53,36 0,50 72,0 88,0
LPS05.1 34,93 1,75 46,4 60,0
LPS17x05 42,87 1,00 72,8 100,0
LPS08.1 32,77 1,75 92,8 100,0
LPS18.1 51,10 0,50 73,6 92,f0
LPS08x18 53,77 0,00 74,4 100,0
LPS13.1 52,38 0,25 44,0 76,0
LPS12.2 44,32 1,00 79,2 96,0
LPS13x12 85,50 0,00 61,6 95,0
LPS13.1 52,38 0,25 44,0 76,0
LPS07.1 24,46 0,25 47,2 68,0
LPS13x07 58,99 0,00 64,0 100,0
LPS19.1 59,07 0,50 55,2 76,0
LPS07.1 24,46 0,25 47,2 68,0
LPS19x07 51,37 0,75 40,8 80,0
LPS17.1 53,36 0,50 72,0 88,0
LPS19.1 59,07 0,50 55,2 76,0
LPS17x19 39,05 0,50 58,4 95,0
LPS09.1 64,26 0,00 71,2 100,0
LPS18.1 51,10 0,50 73,6 92,0
LPS09x18 64,88 0,00 72,8 100,0
LPS09.1 64,26 0,00 71,2 100,0
LPS17.1 53,36 0,50 72,0 88,0
LPS09x17 41,56 0,50 53,6 100,0
LPS19.1 59,07 0,50 55,2 76,0
LPS13.1 52,38 0,25 44,0 76,0
LPS13x19 51,88 0,25 62,4 90,0
LPS19.1 59,07 0,50 55,2 76,0
LPS05.1 34,93 1,75 46,4 60,0
LPS05x19 65,11 0,00 72,0 100,0
LPS05.1 34,93 1,75 46,4 60,0
LPS18.1 51,10 0,50 73,6 92,0
LPS18x05 85,50 0,75 72,0 100,0
LPS07.1 24,46 0,25 47,2 68,0
LPS10.1 85,50 1,25 75,2 100,0
LPS10x07 60,20 0,50 62,4 100,0
LPS09.1 64,26 0,00 71,2 100,0
LPS19.1 59,07 0,50 55,2 76,0
LPS19x09 70,82 1,00 57,6 100,0
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Figura 19. Sintomas observados segundo a escala de severidade de Cardoso (2012). EO- Plantulas
sem sintomas; E2- Plantulas com lesdes tipicas no coledptilo; E3- Plantulas com lesdes tipicas no
coledptilo e folhas; E4- Plantulas com morte de pés-emergéncia; E5- Plantulas com morte de pré-
emergéncia.

Em relacdo ao ID verifica-se uma variacdo entre os isolados de 40 a 74.
Observa-se que os individuos descendentes LPS13x07, LPS13x12 e LPS05x10
apresentaram valores superiores aos seus genitores, de 35%, 13% e 30%
respetivamente, em relacdo ao genitor de maior valor. Porém, também registrou-se
valores inferiores aos seus genitores nos individuos LPS19x07 e LPS10x07, sendo
14% e 24% respetivamente ao genitor com menor valor.

Para a taxa de transmissdo (TT) de B. oryzae todos os isolados genitores
conseguiram ser transmitidos para plantulas, destacando-se os isolados LPS08.1,
LPS09.1 e LPS10.1 com 100%, e o LPS05.1 com a menor TT (60%). Todos os
individuos descendentes apresentaram uma TT iguais ou maiores aos seus respetivos
genitores com valores maiores a 80% (Tabela 16).

O crescimento micelial, assim como a esporulagdo, ndo apresentaram uma
correlacdo com a agressividade. Isolados que apresentaram crescimento lento
tiveram alto ID, como em LPS08.1, que obteve valores de 92,8 para ID e 100% na TT.
Todos os isolados com crescimento rapido tiveram uma TT de 95-100%, ja para o ID
foi mais variavel, com valores entre 57 a 75 (Tabela 16). Isto também concorda com
Kumar et al. (2016) onde trabalhando com variabilidade em B. oryzae, foi visto que, a
maior quantidade de esporos associava-se com isolados mais agressivos, porém isto

nao aconteceu para todos individuos avaliados.
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A localizacdo geografica dos isolados ndo associou-se com as caracteristicas
de compatibilidade e morfologia. Isto estd de acordo com outros estudos de
variabilidade genética com B. oryzae, que demostram pouca relagédo entre a estrutura
genética do patdgeno e a regido de origem geografica do mesmo (WEIKERT-
OLIVEIRA et al.,, 2002; ARCHANA et al., 2014). Os autores Zhong e Steffenson
(2001), também ndo encontraram associagdo entre a genética, os isolados e local
geografico nos diferentes isolados de C. sativus, sinalando este fato ao efeito da
recombinacdo parassexual nas populacdes de fungos e a migracdo do patdégeno
atraves das diferentes regioes.

Neste estudo, pode-se observar que as colbnias que apresentaram coloragao
mais escuras, cinza escuro ou cinza esverdeado apresentaram maiores taxas de
transmissao do patdégeno para as plantulas. Diferentes pesquisadores relatam que
existe uma correlacdo entre as caracteristicas da colénia e a agressividade, onde
geralmente as colonias com morfologia de cor preta sdo as mais agressivas (CHAND
et al., 2003; KUMAR et al., 2011). Outros pesquisadores trabalhando com
variabilidade em Bipolaris sorokiniana, observaram, de um total de 121 isolados
testados 5 grupos, com base no diametro radial, producéo de esporos e cor da colonia,
observando ainda, que as de coloracdo branca séo as que produziram menos conidios
(CHAND et al., 2003). Segundo Chand et al. (2003) e Jaiswal et al. (2007) existe uma
correlacédo entre a agressividade e a morfologia da col6nia, dos isolados de C. sativus,
onde o micélio de cor preta sdo 0s mais agressivos. Kamal e Mia (2009) avaliando a
agressividade de B. oryzae, encontraram diferencas segundo o isolado testado,
relacionados a variacdo em falhas da germinacao (20,5%-84,5%), mortes de plantulas
pés-emergéncia e reducdo dos rendimentos.

Nos individuos descendentes, quase todos formaram setores, ndo sendo
possivel relaciona-los com a coloracdo das colénias, ou tamanho e quantidades dos
esporos. A presenca de setores junto com o desenvolvimento micelial, producéo e
dimensdes dos esporos e cor das coldnias, € outra caracteristica utilizada para avaliar
a variabilidade em fungos, ja que sua presenca revela mutacdes somaticas
(CAMARGO, 1995; ARTIGIANI; BEDENDO, 1996). Existem estudos onde avaliando
a ocorréncia de setores em Helminthosporium oryzae, em diferentes meios de cultura
e temperatura de incubagéo, ndo conseguiram agrupar os isolados devido a grande
variabilidade que o fungo apresentou (ARTIGIANI; BEDENDO,1996).
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Pode se dizer que os individuos descendentes apresentaram-se mais
agressivos que seus genitores, devido ao maior nimero de plantulas com sintomas
de pré e pos-emergéncia e a maior taxa de transmisséo de B. oryzae de semente para
plantula.

Além da mutacao e reproducdo sexuada, a recombinacdo somatica também
€ um importante mecanismo que pode gerar variabilidade (KRNJAJA et al., 2013).
Neste trabalho, fica evidenciado que individuos originarios de uma anastomose entre
dois isolados compativeis, distantes ou ndo geograficamente, podem ser diferentes
aos seus genitores. Tanto em caracteristicas morfoldégicas, como dimensdes nos
conidios e coloracdo mais escuras das coldnias, como também nas caracteristicas
patogénicas, onde a severidade pode ser aumentada.

Isto € possivel porque nas divisdes mitdticas de nucleos diploides a
recombinacdo pode ocorrer entre os cromossomas homoélogos, como ocorre na fuséo
de hifas de um ciclo parasexual, onde a recombinacdo genética existe e podem gerar
novas variantes genéticas (KRNJAJA et al., 2013).

Estudo realizados por Rodriguez-Guerra et al., (2003) em outros patossistema
como em C. lindemutthianum, verificaram que a capacidade de anastomose entre
isolados de diferentes origens é frequente e podem ser capazes de gerar novas
variantes genéticas pela anastomose de hifas. Franco et al. (2011) em estudos de
compatibilidade vegetativa e segregacédo a partir do ciclo parasexual também sugere
gue este ciclo pode ser uma alternativa de variabilidade genética nos isolados de C.
acutatum.

Outro aspecto a considerar é que as cultivares de arroz que mostram-se
moderadamente resistente a B. oryzae, como a cultivar utilizado neste estudo (BRS
Sinuelo CL), podem-se mostrar susceptivel nos primeiros estadios da cultura, com
transmissao moderadamente alta. Isto pode comprometer o inicio de desenvolvimento
da cultura do arroz, onde o patdgeno pode atacar as plantulas antes ou apés
emergéncia, causando uma morte pré ou pés-emergéncia (“damping-off’), como foi

observado neste estudo.



84

4.4. Conclusodes

Constatou-se compatibilidade vegetativa nos isolados de diferentes localidades
no meio de BDA.

A anastomose de hifas aumenta a variabilidade de B. oryzae.

Individuos descendentes séo diferentes aos genitores apresentando alteracdes
principalmente na coloracéo e formacao de setores das col6nias, dimensdes e numero
de septos dos conidios e crescimento micelial, assim como no indice da doencga e taxa
de transmissao de semente para plantulas.

A variabilidade observada nas caracteristicas morfologicas e a agressividade

séo independentes do local geograficos dos isolados.
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5. Consideragdes finais

A reproducao sexuada e anastomose por hifas aumentam a variabilidade tanto
nas caracteristicas morfoldégicas como na agressividade das populacdes de B. oryzae.

Enquanto as caracteristicas macroscopicas, as coloracdes das coldnias foi a
gue aprestou maior variabilidade.

Enquanto as caracteristicas microscopicas as dimensdes dos conidios das
populacdes apresentaram valores superiores e inferiores aos seus genitores.

O crescimento micelial distingue-se como outro fator apresentando diferencas
nos padrdes de crescimento.

As populacdes ap6s passagem pelo ciclo sexual ou anastomose por hifas
podem tornar-se mais ou menos agressivos.

A compatibilidade vegetativa entre isolados de diferentes locais é possivel.

A origem dos diferentes isolados néo influi nas caracteristicas avaliadas.
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APENDICE 1. Percentagem de severidade segundo escala para os genitores e populacdo segregantes

de Bipolaris oryzae

Escala de severidade (%)*

Isolado
El E2 E3 E4 E5
Testemunha 100 0 0 0 0
Progénie 1- LPS010.4x LPS07.4
LPS010.4 0 8 20 60 12
LPS07.4 32 28 0 20 20
1 0 16 20 40 24
2 32 0 32 24 12
3 20 24 36 20 0
4 0 36 28 20 16
5 0 8 8 36 48
6 12 28 28 28 4
7 4 4 4 60 28
8 0 0 8 40 52
Progénie 2- LPS08.1 x LPS09.2
LPS08.1 0 4 8 8 80
LPS09.2 0 8 44 32 16
1 0 16 28 4 52
2 0 16 36 40 8
3 0 12 28 28 32
4 0 0 20 16 64
5 0 0 4 36 60
6 0 12 36 24 28
7 0 8 0 0 92
8 0 24 20 24 32
9 0 8 8 0 84
10 0 12 16 28 44
Progénie 3- LPS06.1 x LPS07.4
LPS06.1 0 28 8 64 0
LPS07.4 32 28 0 20 20
1 0 4 12 16 68
2 0 8 0 16 76
3 0 92 4 4 0
4 0 32 8 0 60
5 32 40 0 0 28
6 0 24 0 24 52
7 12 0 4 32 52
8 0 20 16 36 28
9 12 36 32 4 16
10 0 8 0 16 76
11 16 8 0 16 60
12 0 16 16 24 44

*Escala segundo Cardoso, (2012).
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APENDICE 2. Percentagem de severidade segundo escala para os genitores e descendentes apés

uma anastomose de hifas em Bipolaris oryzae

Escala de severidade (%)*

Isolado
EO E2 E3 E4 E5
Testemunha 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
LPS17.1 12,0 8,0 0,0 56,0 24,0
LPS05.1 40,0 0,0 24,0 20,0 16,0
LPS17x05 0,0 10,0 0,0 15,0 75,0
LPS08.1 0,0 4,0 8,0 8,0 80,0
LPS18.1 8,0 8,0 12,0 44,0 28,0
LPS08.1xLPS18.1 0,0 0,0 50 25,0 70,0
LPS13.1 24,0 44,0 0,0 28,0 4,0
LPS12.2 4,0 12,0 0,0 48,0 36,0
LPS13.1xLPS12.2 5,0 10,0 20,0 20,0 45,0
LPS13.1 24,0 44,0 0,0 28,0 4,0
LPS07.1 32,0 28,0 0,0 20,0 20,0
LPS13.1xLPS07.1 0,0 20,0 10,0 20,0 50,0
LPS19.1 24,0 24,0 0,0 32,0 20,0
LPS07.1 32,0 28,0 0,0 20,0 20,0
LPS19.1xLPS07.1 20,0 25,0 20,0 30,0 5,0
LPS17.1 12,0 8,0 0,0 56,0 24,0
LPS19.1 24,0 24,0 0,0 32,0 20,0
LPS17.1xLPS19.1 5,0 5,0 25,0 45,0 20,0
LPS09.1 0,0 8,0 44,0 32,0 16,0
LPS18.1 8,0 8,0 12,0 44,0 28,0
LPS09.1xLPS18.1 0,0 0,0 10,0 25,0 65,0
LPS09.1 0,0 8,0 44,0 32,0 16,0
LPS17.1 12,0 8,0 0,0 56,0 24,0
LPS09.1xLPS17.1 0,0 20,0 35,0 35,0 10,0
LPS13.1 24,0 44,0 0,0 28,0 4,0
LPS19.1 24,0 24,0 0,0 32,0 20,0
LPS13.1xLPS19.1 10,0 10,0 5,0 20,0 55,0
LPSO05.1 40,0 0,0 24,0 20,0 16,0
LPS19.1 24,0 24,0 0,0 32,0 20,0
LPS05.1xLPS19.1 0,0 50 50 25,0 65,0
LPS18.1 8,0 8,0 12,0 44,0 28,0
LPS05.1 40,0 0,0 24,0 20,0 16,0
LPS18.1xLPS05.1 0,0 0,0 50 40,0 55,0
LPS10.1 0,0 8,0 20,0 60,0 12,0
LPS07.1 32,0 28,0 0,0 20,0 20,0
LPS10.1xLPS07.1 0,0 20,0 15,0 20,0 45,0
LPS19.1 24,0 24,0 0,0 32,0 20,0
LPS09.1 0,0 8,0 44,0 32,0 16,0
LPS19.1xLPS09.1 0,0 15,0 25,0 45,0 15,0

*Escala segundo Cardoso, (2012).
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Anexo 1. Extracdo de DNA de Bipolaris oryzae (Adaptado de Doyle; Doyle, 1991)

a)

b)

c)
d)

e)

f)
g)

h)
i)
)

k)

)

Raspar a coldnia fungica a fim de retirar somente micélio;

Macerar o tecido na presencga de 400 uL de tamp&o de extragao (Doyle & Doyle)

aquecido em banho a 65 °C + 2,0 uL de B-mercaptoetanal,
Agitar no vortex por 5 segundos;
Incubar a 65°C por 30 minutos;

Esperar esfriar e adicionar 400 pL de cloroférmio e agitar por suaves inversdes

durante 5 minutos;
Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos;

Retirar 200 yL da fase aquosa e transferir para outro tubo (sobrenadante —

parte superior cuidando para ndo pegar solidos);

Adicionar 200 uL de isopropanol gelado e homogeneizar com suaves inversées

por 1 minuto;
Incubar a -20°C por no minimo 30 minutos (pode ficar até 1 hora);
Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos;

Descartar o sobrenadante (parte superior — isopropanol), tendo cuidado de ndo

perder o pellet formado;

Adicionar 200 pL de etanol 70 %;

m) Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos;

n)

P)
q)

Descartar 0o sobrenadante (etanol), tendo cuidado de ndo perder o pellet
formado. Manter de boca para baixo sobre papel absorvente para secar por

aproximadamente 20 min;
Ressuspender em 100 uL de TE+RNAse na concentragao final de 40 pL;
Incubar a 37°C por 30 minutos;

Verificar a qualidade da extragdo em eletroforese, utilizando 3,0 uL de DNA

ressuspendido.



Anexo 2. Chave utilizada para descrigdes fenologicas das coldnias em fungos.

FORM
Circular Irregular Filamentous Rhizoid
ELEVATION
Convex umbonate Crateriform
MARGIN ' l | |
Entire Undulate Filiform Curled Lobate

Fonte: Microbiology society (2016)
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Anexo 3. Desenho esquemaético representando os danos ocasionados na
transmissdo semente- plantulas de arroz por Bipolaris oryzae. 0- Plantulas sem
sintomas; 1- Plantulas com lesdes tipicas nas folhas; 2- Plantulas com lesdes tipicas
no coleoptilo; 3- Plantulas com lesdes tipicas no coledptilo e folhas; 4- Plantulas com

morte de pos-emergéncia; 5- Plantulas com morte de pré-emergéncia.

Fonte: Cardoso (2012)



Anexo 4. Escala de avaliagdo de severidade de Bipolaris oryzae nas folhas até o
estadio V4.

Index
valus

1

L% B - poe = >

50%

Leaf arga
affected

FONTE: International rice research institute, (2013)
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Anexo 5. Meio minimo e solucgdes para atividade enzimatica

Meio minimo para produgdo de exoenzimas.

106

Nutriente Sigla gl
Nitrato de Sédio NaNos 609
Fosfato Monopotassico KH2PO4 1,52¢
Sulfato de Magnésio Heptahidratado MgSO4.7H20 0529
Cloreto de Potassio KCI 0529
Sulfato de Ferro FeSO4 0019
Cloreto de Zinco ZnCla 0019
Agar . 15,0 g
Agua Destilada - 1000 mL
Meio minimo para producédo de pectinases.
Nutriente Sigla g/L
Fosfato Monopotéassico KH2PO4 2049
Fosfato de Potassio Dibasico K2HPO4 709
Sulfato de Magnésio Heptahidratado MgS0a4.7H20 0,1¢g
Sulfato de Amdnio (NH4)2S04 10g
Agar - 15,0
Agua Destilada - 1000 mL
Listagem e composicéo das solugdes utilizadas.
Solucéo Composicéo

Brometo de hexadeciltrimetilamoénia
1%
Solucgédo saturada (NH4)2S04
Solugéo de NaCl 4N

Vermelho congo 1%

1,0 g de Brom. de hexadeciltrimetilaménia / 100 mL 4gua

7,7 g de (NH4)2S04/ 10 mL agua

1,0 g vermelho congo / 100 mL &gua




