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Resumo

RODRIGUES-SILVA, Wellington. Variabilidade morfogenética, viruléncia e
deteccédo de genes de compatibilidade sexual em isolados de Bipolaris oryzae
do Rio Grande do Sul. 2017, 84f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de POs-
Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil.

O fungo Bipolaris oryzae é o agente causal da mancha parda do arroz e tem a
semente como sua principal fonte de inoculo. Variacbes quanto a morfologia e
agressividade podem ocorrer devido ao nimero de nucleos em suas células. Diante
disso, o trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade morfo-genética, a
viruléncia e detectar os genes de compatibilidade sexual de isolados de Bipolaris
oryzae do Rio Grande do Sul. Foram utilizados 15 isolados fungicos de diferentes
regides do RS. Foi realizado agrupamento conforme caracteristicas morfoldgicas,
crescimento micelial e esporulacdo e, posteriormente submetidos a analise de
similaridade. A partir da amplificacdo da regido ITS e do gene codificador da enzima
GAPDH, foi realizada a analise filogenética pelo método de Neighbour-Joining. Os
isolados foram avaliados quanto a atividade enzimatica em meio sélido, a viruléncia
em sementes e plantulas das cultivares BRS Sinuelo CL e Puitd Inta CL. A
compatibilidade sexual foi verificada a partir de cruzamentos de isolados
monosporicos e através da amplificacdo da regido HMG-box. Com os resultados
obtidos, foram formados seis grupos morfol6gicos, com base na coloracdo da
colonia e formacdo de setores. A analise de similaridade morfolégica demonstrou
variacfes fenotipicas entre os isolados da mesma regido. As arvores filogenéticas
demostraram que nado houve relacdo entre o agrupamento e regido geografica,
sugerindo a ocorréncia de fluxo génico entre 0s microorganismos. Foram
observadas variacbes quanto a producao de enzimas extracelulares, sendo que a
amilase apresentou as maiores relagdes halo/colénia. Os resultados dos estudos de
viruléncia mostraram diferencas entre os indices da doenca, incidéncia e taxa de
transmisséo entre isolados, nas cultivares testadas. Foi identificado o tipo compativel
de sete isolados, a partir dos cruzamentos monosporicos e, posteriormente
confirmada a presenca do gene MAT-2, através da amplificacdo da regiao HMG-box.
O conjunto amostral de isolados avaliados apresenta variabilidade morfo-genética.
A atividade enzimatica dos isolados estudados pode ser relacionada a viruléncia,
com destaque para os isolados LPS15 e LPS17, como os mais virulentos. O primer
ChHMG2 é eficiente na amplificacdo da regido HMG-box, correspondente ao gene
MAT-2 para B. oryzae.

Palavras-chave: Bipolaris oryzae, variabilidade, filogenética, viruléncia, mating type.



Abstract

RODRIGUES-SILVA, Wellington. Morphogenetic, virulence and detection of
genes of sexual compatibility in Bipolaris oryzae isolates from Rio Grande do
Sul. 2017, 84f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de POs-Graduacdo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil.

Bipolaris oryzae is the causal agent of brown spot of rice and has the seed as its
main source of inoculum. Morphological and aggressiveness variations can occur
due to the number of nuclei in their cells. The aim of this study was evaluate the
morphogenetic variability, the virulence and to detect the genes of sexual
compatibility of Bipolaris oryzae isolates from Rio Grande do Sul. Fifteen fungal
isolates from different RS regions were used. The grouping was performed according
to morphological characteristics, mycelial growth and sporulation and, afterwards,
submitted to similarity analysis. From the amplification of the ITS region and the gene
encoding the GAPDH enzyme, phylogenetic analysis was performed by the
Neighbour-Joining method. The isolates were evaluated for enzymatic activity in solid
medium, virulence in seeds and seedlings of the cultivars BRS Sinuelo CL and Puita
Inta CL. Sexual compatibility was verified from crosses of monosporic isolates and
through the amplification of the HMG-box region. From the obtained results, six
morphological groups were formed, based on colony coloration and formation of
sectors. The analysis of morphological similarity demonstrated phenotypic variations
among isolates from the same region. The phylogenetic trees showed that there was
no relation between the group and geographic region, suggesting the occurrence of
gene flow among the microorganisms. Variations were observed in the production of
extracellular enzymes, and the amylase presented the highest halo/colony
relationships. The results of the virulence studies showed differences between the
index of disease, incidence and transmission rate among isolates in the tested
cultivars. The compatible type of seven isolates was identified from the monosporic
crosses and confirmed to the presence of the MAT-2 gene through the amplification
of the HMG-box region. The sample of evaluated isolates presents morphogenetic
variability. The enzymatic activity of the studied isolates may be related to virulence,
especially the LPS15 and LPS17 isolates, as the most virulent. The primer ChHMG2
is efficient in the amplification of the HMG-box region, corresponding to the MAT-2
gene for B. oryzae.

Key words: Bipolaris oryzae, variability, phylogenetic, virulence, mating type.
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1 Introducéao geral

Entre as culturas anuais, o arroz (Oryza sativa L.) ocupa posicéo de destaque,
do ponto de vista econémico e social. A espécie se destaca pela adaptabilidade aos
mais diversos ecossistemas. Entre os produtos destinados a alimentacdo humana, é
0 segundo em importancia, ficando atras apenas, do trigo e, em algumas partes do
mundo, principalmente na Asia, é base da alimentacdo de sua populacdo (FAO,
2015).

A estimativa da producdo mundial do grdo para safra 2017/18 é de mais de
506 milhdes de toneladas, sendo esperadas 11,8 milhdes de toneladas produzidas
no Brasil (FAO, 2017; USDA, 2017), deixando o pais em uma posicao de destaque
no cenario orizicola mundial e com grande potencial de crescimento. A producéo
brasileira se concentra na regido Sul, onde o Estado do Rio Grande do Sul destaca-
se como o principal produtor e responsavel por 68,8% da producdo nacional. As
boas condi¢des climéticas da safra 2017/2018 geraram uma expectativa de aumento
de 15% em relacdo a safra anterior, sendo esperada uma colheita com cerca de 8,5
milhdes de toneladas em éarea de 1,12 milh6es de hectares (CONAB, 2017; IRGA,
2017). A produtividade do Estado na safra de 2016/2017 foi de 7,8 mil quilos por
hectare, considerada abaixo da expectativa daquele ano, devido ao fenémeno El
Nifio (IRGA, 2016).

Ainda que, o Rio Grande do Sul ocupe papel importante no cenario orizicola
brasileiro, existem diversos fatores que determinam perdas na produtividade,
principalmente em funcdo das condi¢Bes fitossanitarias, devido a presenca de
insetos praga, plantas daninhas e/ou patdégenos. Dentre as doencas que reduzem a
produtividade e a qualidade dos grdos, bem como a qualidade fisiologica da
semente, em ordem decrescente de importancia, sdo: brusone (Pyricularia grisea),
mancha-parda (Bipolaris oryzae), mancha-de-grdos (complexo de patdégenos) e
escaldadura (Gerlachia oryzae) (KIMATI et al., 2005; SOSBAI, 2014).

A mancha parda, causada pelo fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan)
Shoem [teleomorfo: Cochliobolus miyabeanus (Ito & Kuribayashi)], tem aumentado

em importancia. Ha relatos que a reducao na produtividade em resposta a epidemia
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desta doenca pode atingir até 74%, devido a redu¢cdo no numero de grédos por
panicula e peso dos grdos (KOHLS et al., 1987; MOLETTI et al., 1997, SOSBAI,
2014). A qualidade de grdao também pode ser afetada com a descoloracdo e mancha
das glumas, principalmente no cultivo irrigado, o que leva a diminuicdo no peso de
gréos, aumento do percentual de espiguetas estéreis e, quando em alta severidade,
aumento do namero de gréos quebrados no beneficiamento do grao (MALAVOLTA
et al., 2007; SOSBAI, 2014).

Em folhas os sintomas da doenca se manifestam na forma de manchas
necréticas com halos amarelados, podendo ocorrer em todos o0s estadios
fenologicos da cultura (PADWICK, 1950; PRABHU; FILIPPI; RIBEIRO, 1999). Na
colonizacdo do fungo no tecido hospedeiro esta envolvida a producdo de enzimas
extracelulares e de toxinas ndo especificas, formadas juntamente com a germinagao
do conidio e que promovem a ruptura dos tecidos superficiais das células, diminuem
a quantidade de cloroplastos e promovem a formacdo de manchas cloréticas e
colapso celular (SCHICKLI; PECIH, 1984; XIAO et al., 1991).

Para que ocorra a penetracdo do fungo a parede celular deve haver uma
combinacao entre a dissolu¢do enzimatica da cuticula da planta hospedeira e a forca
mecanica exercida pelas estruturas de infeccdo do patégeno (SHADECK et al.,
1998; LEITE; STANGARLIN, 2008). Neste contexto, entra em acdo a turgescéncia
das estruturas de infeccdo, como o apressorio, que auxilia no combate a resisténcia
imposta pelo tecido vegetal, e a producdo das enzimas extracelulares, com papel
fundamental na desintegracdo dos componentes celulares, pois a resisténcia do
tecido da planta € muitas vezes superior a pressdo exercida pelas estruturas de
penetracdo, logo, na pratica, € impossivel o sucesso da penetracdo da hifa somente
pela forca mecanica (MACDONALD et al., 2002; MEDEIROS; FERREIRA,
DIANESE, 2003; PASCCHOLATI et al., 2008). As enzimas extracelulares mais
estudadas nas relacdes patdgeno-hospedeiro sdo as amilases, celulases, esterases,
lipases, pectinases e proteases (GRIFFIN, 1994, FERNANDES et al.,, 2012;
WENZEL et al., 2013; MYTHILI et al., 2014).

Uma das caracteristicas das espécies do género Bipolaris, apresentar
variabilidade em varios aspectos, como morfologico, fisiolégico, genético e
patogénico (KAMAL; MIA, 2009; KUMAR et al.,, 2011; CASTELL-MILLER, 2012).
Este género € resultante da divisdo do género Helminthosporium, onde se

concentrava grande numero de espécies fitopatogénicas causadoras de manchas
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foliares em diversas familias boténicas, principalmente na familia Poaceae. A partir
de estudos filogenéticos e morfologicos, como morfologia dos conidios,
conidiogénese e sua associacdo com a fase teleomorfica, este género foi revisado e
dividido em trés novos géneros: Bipolaris (teleomorfo Cochliobolus) por Shoemaker
(1959), Drechslera (teleomorfo Pyrenophora) por Ito (1930) e Exserohilium
(teleomorfo Setosphaeria) por Leonard e Suggs (1974) (OU, 1985, ALCORN, 1988).

A variabilidade presente nesse género € explicada pela condicado
multinucleada das células, como também pela heterocariose, que pode levar a
recombinacdo mitotica desses fungos (MEW; GONZALES, 2002; FARIAS, 2007;
MANN, 2014). Podem ocorrer ainda, processos como mutacfes, dissociacdo de
heterocarios, recombinacdo e parassexualidade (GLASS et al., 2000; MCDONALD;
LINDE, 2002).

As variacfbes na viruléncia de um fitopatégeno € resultado da interacao de
varios fatores, como a producdo de enzimas extracelulares, fitotoxinas, horménios e
até mesmo proteinas (PASCHOLATI, 1993; CONRATH; PIETERSE; MAUCH-MANI,
2002). Durante a interacao planta-patdégeno Varios genes sdo expressos, 0S quais
estdo estreitamente relacionados a sintese de exoenzimas atuantes da degradacéo
da parece vegetal (KAHMANN; BASSE, 2001).

A obtencéo de informacdes acerca da variabilidade fisiologica em espécies do
género Bipolaris tem se baseado em métodos como a producdo de enzimas
extracelulares capazes de degradar diversos substratos e de toxinas, como por
exemplo, a toxina HMT (toxina T) produzida por Cochliobolus heterostrophus
(anamorfo B. maydis), responsavel pela queima das raizes em plantulas e
alteracdes na fotossintese. (MEDEIROS, 2003; CHAND et al., 2014; ZAINUDIN et
al., 2015).

E importe salientar que a reproducdo sexuada contribui significativamente
para o aumento da variabilidade e no surgimento de gendétipos recombinantes para a
maioria dos fungos fitopatogénicos (GALBIERI; URASHIMA, 2008; SALEH et al.,
2012). Trabalhos realizados por Farias et al. (2011) descrevem a formacao da fase
sexuada em laboratério através do pareamento entre isolados monospéricos. Muitos
desses pareamentos foram realizados com isolados do mesmo campo de producdo,
0 que sugere a formacéao dessa fase em condi¢cdes de campo.

A reproducéo sexual em fungos pode ocorrer entre individuos com 0 mesmo

material genético ou entre células do mesmo individuo, nesse caso o fungo é
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chamado de homotalico ou autofértil, mas a reproducdo sexual pode ocorrer ainda
entre individuos com diferengas genéticas, onde o fungo precisa de um “parceiro
sexual” para realizar o acasalamento, sendo conhecidos como heterotalicos ou
autoestéreis e os grupos sexuais definidos por genes de compatibilidade, como no
caso dos fungos do género Bipolaris (ALEXOPOULOS et al., 1996, ROBERTSON et
al., 1998, GLASS et al., 2000, SAUPE, 2000; HICKEY et al., 2002).

Na reproducdo sexuada heterotalica, os parceiros de um cruzamento S&o
geneticamente diferentes, embora idénticos morfologicamente, pois a diferenciagao
morfoldégica sexual é rara nestes microrganismos. O que torna esses fungos
geneticamente distintos é a existéncia de certas sequéncias genéticas em um
parceiro e em outro ndo. Esse sistema genético é definido por genes de
compatibilidade, conhecidos como genes do locus MAT (mating type) (ROBERTSON
et al., 1998, GLASS et al., 2000, HICKEY et al., 2002; FERREIRA, 2005).

Este locus € estruturalmente incomum, porque as duas sequéncias
alternativas (MAT-1 e MAT-2) sdo completamente diferentes, mas ocupam a mesma
posicdo cromossdmica, por esse motivo, chamados de idiomorfos e ndo alelos. Os
genes dos loci MAT possuem regides conservadas que se denominam a-box (para o
idiomorfo MAT-1) e HMG-box (para o idiomorfo MAT-2) e garantem que apenas 0s
ndcleos geneticamente distintos irdo se fundir e passar por meiose antes da
formacao dos esporos sexuais, pois codificam fatores de transcricdo que controlam
a producdo de feromonios e seus respectivos receptores de membrana (CONDE-
FERRAEZ, 2007).

A fase teleomoérfica do género Bipolaris, representada pelo género
Cochliobolus, apresenta espécies autoestéreis (homotdlicas, exigindo parceiros
geneticamente distintos) e auto férteis (heterotalicas, ndo exigindo nenhum parceiro
obrigatério), ou seja, todas as espécies heterotalicas podem ter MAT-1 ou MAT-2, ao
passo que espécies homotalicas podem transportar tanto MAT-1 e MAT-2 no mesmo
nucleo de um individuo (TURGEON et al., 1993).

No Brasil a fase sexuada ainda nao foi relatada a campo, porém em outros
paises como nos Estados Unidos, esta fase ja é relatada ocorrendo em campos de
producdo de arroz desde 1956 (DICKSON, 1956). Além do Brasil, em paises como
Japdo, México e Iran, existem varios relatos da formacdo da fase sexuada em
condi¢cbes de laboratorio (COILA, 2009; FARIAS et al., 2011; CASTELL-MILLER,;
SACAC, 2012; AHMADPOUR et al, 2017, NO PRELO).
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Uma ferramenta que vém sendo bastante utilizada para deteccao dos
genes MAT ¢é a técnica de PCR-(Polymerase Chain Reation) que envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de coOpias de um segmento especifico de DNA na
presenca de DNA polimerase (ZABEAU, 1993) combinado com primers especificos
que auxiliam na amplificacdo das regides a-box e HMG-box, responsaveis pela
transcricdo dos genes MAT-1 e MAT-2, respectivamente, e a partir disso obter
informacBes sobre a frequéncia desses genes de compatibilidade na populacéo
estudada. (CASTELL-MILLER; SAMAC, 2012).

Outros trabalhos relatam o sucesso do uso de alguns primers, juntamente
com a técnica do PCR multiplex, que identifica multiplas sequéncias alvo dentro de
uma mesma amostra, para conhecimento da frequéncia dos idiomorfos em espécies
de ascomicetos (MOHAMMADIAN et al., 2011).

A biologia molecular também tem contribuido significativamente com a
fitopatologia no tocante aos marcadores moleculares que fornecem informacdes
bioldgicas e que levam a identificacdo precisa de espécies, isto porque os estudos
gendmicos permitem selecionar, a priori, genes associados a determinada
caracteristica e testar se seus variantes contribuem para variacdes no fendtipo
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Contudo, conhecer a frequéncia e as possiveis causas das variacdes
morfolégicas, genéticas, patogénicas, fisiolégicas e a ocorréncia de reproducéo
sexuada em fitopatdbgenos sdo de suma importdncia no desenvolvimento de
estratégias de manejo e controle de doencas, pois a alta variabilidade leva a quebra
da resisténcia de cultivares aos agentes causais ou a perda da suscetibilidade a
fungicidas (KANDAN et al., 2014; NAZARI et al., 2015).

Diante do exposto, e no intuito de conhecer melhor as variagbes em
populacdes do fungo B. oryzae, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
variabilidade morfogenética e a viruléncia deste fitopatbgeno, assim como
determinar os genes de compatibilidade sexual e a sexualidade, através
cruzamentos e de primers especificos, em isolados de diferentes regides orizicolas
do Rio Grande do Sul.



2 Capitulo 1 - Variabilidade morfogenética de isolados de Bipolaris oryzae de

diferentes locais do Rio Grande do Sul

2.1 Introducéao

O fungo Bipolaris oryzae pode apresentar variabilidade genética e
morfolégica, quanto ao crescimento micelial, esporulacdo, germinacdo, coloracéo
das colbnias, além de variagBes na viruléncia. Fitopatégenos com alta variabilidade
sao dificeis de diagnosticar e controlar, pois a variabilidade morfolégica impede a
correta identificacdo do agente causal, assim como a variabilidade fisiol6gica
dificulta avaliacdes de patogenicidade (COILA, 2008; KAMAL; MIA, 2009; KUMAR,;
ANSHU; KUMAR, 2011; CASTELL MILLER, 2012; KUMAR et al., 2016). A
variabilidade presente nesta espécie € resultado de uma série de fatores, baseados
principalmente no grande numero de nucleos geneticamente diferentes nas células,
tanto das hifas como nos conidios, proporcionado pela heterocariose e suas
posteriores consequéncias, assim como pela ocorréncia de processos como
mutacBes, formacdo e dissociagdo de heterocarios, recombinacdo e
parassexualidade, muitas vezes evidenciada pela presenca de setores nas colénias
(GLASS et al., 2000; MCDONALD; LINDE, 2002).

A estrutura genética de populacbes estd relacionada a quantidade e
distribuicdo da variacdo genética dentro e entre populacdes, e é uma consequéncia
da interacdo de mecanismos evolutivos, como mutacédo, sistemas de reproducéo,
fluxo génico ou migragéo, os quais contribuem para a variabilidade. Dessa forma, o
conhecimento da diversidade fenotipica e genotipica na populacdo de patégenos é
um passo importante no desenvolvimento de estratégias controle de doencas, pois a
alta variabilidade leva a perda da suscetibilidade a certos fungicidas com o
desenvolvimento de resisténcia quantitativa ou qualitativa (MCDONALD; LINDE,
2002; KANDAN et al., 2015; NAZARI et al., 2015).

Os marcadores moleculares sdo usados como ferramentas importantes para
a caracterizacdo da diversidade genética de fitopatbgenos nos quais as

caracteristicas morfolégicas ndo sao capazes de diferenciar corretamente as
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variagdes intra e interespecificas (BURGOS et al., 2013). No entanto, os caracteres
genéticos fungicos sao altamente influenciados por condicdes ambientais e culturais.
A regido geografica é também um dos principais fatores que influenciam a estrutura
genética de fungos fitopatogénicos. Isto se deve principalmente a varios tipos de
solo e a certos hospedeiros alternativos, como plantas daninhas, que servem como
fontes de in6culo (BISWAS et al, 2008; ARCHANA; KUKANDHURU;
HARISHCHANDRA, 2014).

O rDNA (DNA ribossomal) é muito utilizado em estudos moleculares
envolvendo microrganismos patogénicos e fornece informagdes relevantes a
respeito da diversidade genética (PIANZZOLA et al., 2004; JEON; WAXMAN;
BERGSTROM, 2011; NGUYEN; LEE, 2015; KHEMMUK et al., 2016). Além de estar
presente em todos os organismos, o rDNA evolui rapidamente e, em vista disso, é
apropriado para distinguir espécies cripticas e até mesmo variantes de uma mesma
espécie.

Atualmente, o centro de varias pesquisas tem sido no uso de multiplos
marcadores moleculares que levem a uma identificacdo acurada das espécies, tais
como as sequéncias dos genes que codificam a actina (ACT) e a gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (GADPH). Alguns autores ressaltam que o0s marcadores
GAPDH podem determinar as posi¢coes filogenéticas das espécies do género
Bipolaris, pois as regides codificadoras e seus introns frequentemente apresentam
mais variagcbes que a regido ITS (WEIR et al, 2012; KIHARA et al.,, 2014;
SANAHUJA; LOPEZ, 2016).

As regides ITS (genes 18S, 5.8S e 28S) carreiam a informacBes sobre a
filogenia e o nivel taxonbmico, uma vez que tém evoluido lentamente e séo
altamente semelhantes dentro de diferentes taxons (FUNGARO, 2000). O fato das
regides ITS serem relativamente curtas (500 a 800 pb) e aparecerem em grande
namero de cépias no genoma, permite que sejam amplificadas e sequenciadas com
facilidade (CARBONE; KOHN, 1997; SKOUBOE et al., 1999; LEAL-JUNIOR, 2002).
Como consequéncia disso, é possivel encontrar um grande numero de sequéncias
ITS de diferentes fungos disponiveis nos bancos de sequéncias de nucleotideos.

Populacdes de B. oryzae foram estudadas em varios paises produtores de
arroz, como Bangladesh, Canada, Filipinas, india e Iran. Os autores desses
trabalhos utilizaram caracteres morfolégicos e genéticos para verificar a variabilidade
fenotipica e genotipica do fungo (OUEDRAOGO et al., 2004; MOTLAGH; KAVIANI,
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2008; KUMAR; ANSHU; KUMAR, 2011; KANDAN et al., 2015; NAZARI et al, 2015;
KUMAR et al., 2016).
Neste contexto, o presente trabalho teve como conhecer a variabilidade

morfogenética de isolados de B. oryzae de regides orizicolas do Rio Grande do Sul.

2.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Patologia de Sementes e
Fungos Fitopatogénicos (LPSFF) e de Virologia Vegetal (LVV), do Departamento de
Fitossanidade pertencente a Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os isolados fungicos de B. oryzae foram

provenientes da cole¢ao do LPSFF, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Isolados de Bipolaris oryzae presentes no Laboratério de Patologia de Sementes e Fungos
Fitopatogénicos. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Isolado Cidade Regido

LPS05 Dom Pedrito Campanha
LPS06 Pelotas Zona Sul

LPSO7 Camaqua Zona Sul

LPS08 Cachoeira do Sul Depressao Central
LPS09 Santo Anténio da Patrulha Planicie Costeira Externa
LPS10 Tapes Planicie Costeira Interna
LPS11 Pedro Osério Zona Sul

LPS12 Tapes Planicie Costeira Interna
LPS13 Mostardas Planicie Costeira Externa
LPS14 Pelotas Zona Sul

LPS15 Sao Lourenco Zona Sul

LPS16 Pelotas Zona Sul

LPS17 Sao Lourenco Zona Sul

LPS18 Rio Grande Zona Sul

LPS19 Jaguaréo Zona Sul

LPS20 Pelotas Zona Sul

2.2.1 Variabilidade morfologica

Os isolados fora avaliados e agrupados de acordo com a morfologia da
colonia. Para isso, discos de micélio de cada isolado foram repicados em placas de

Petri, com oitenta e cinco centimetros de diametro, contendo meio BDA (batata-
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dextrose-agar) e incubados a 25 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas luz, expostas a
luz fluorescente branca. Apos o crescimento das colbnias procedeu-se a analise
morfolégica com base na observacdo da coloracdo, forma, elevacédo, formato da
borda e presenca ou auséncia de setores. Os isolados que apresentaram

caracteristicas semelhantes foram incluidos em um mesmo grupo morfologico.

2.2.2 Crescimento micelial

Para o crescimento micelial (CM), foram utilizadas placas de Petri com oitenta
e cinco centimetros de didametro contendo o meio de cultivo BDA, sendo realizadas
quatro repeti¢cdes para cada isolado. Foi inoculado no centro de cada placa um disco
de BDA contendo o material fangico. As placas foram vedadas, identificadas e
incubadas a temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas e luz branca.

As avaliacGes foram realizadas por medi¢cdes do diametro micelial (média de
duas medidas diametralmente opostas), utilizando-se paquimetro digital, a cada 24
horas a partir da instalacdo do experimento, perdurando até a quinta avaliacéo,
representando o crescimento maximo. A partir dos resultados foi calculado o Indice
de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM) através da formula descrita por
Oliveira (1992):

IVCM = S (D - Da)

Onde: IVCM= indice de velocidade do crescimento micelial; D = diametro
médio atual da col6nia; Da = didmetro médio da colénia no dia anterior; e N =
namero de dias apos a inoculagéo na placa.

Para fins estatisticos os dados obtidos foram transformados para Vx e
analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk; & homocedasticidade
pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos residuos por analise gréfica.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia através do teste
F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica, o IVCM de cada isolado foi

comparado pelo teste de Duncan (p<0,05).
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2.2.3 Densidade e morfologia dos conidios

Para a avaliacdo da densidade de conidios discos de micélio de cada isolado
foram repicados em placas de Petri contendo meio AA (4gar-agua) e incubados a
25+2°C, com fotoperiodo de 12 horas luz, expostas a luz fluorescente branca para
promover a esporulagdo. Apos a esporulacdo das coldnias, foram preparadas
suspensdes de conidios de cada isolado através da adicdo de 50 mL de &agua
destilada as placas de Petri. Com o auxilio de um pincel realizou-se raspagem da
colénia fungica de modo que fossem liberadas as estruturas reprodutivas do fungo
do meio de cultura. A suspensao obtida foi filtrada em copo tipo béquer, com auxilio
de um funil de vidro e camada de gaze. A suspensédo foi homogeneizada e, em
seguida, quantificada o numero de conidios com o auxilio de uma cémara de
Neubauer.

Durante a quantificacdo da densidade de conidios também foram realizadas
observacdes quanto a morfologia destes. Para isso, os conidios foram fotografados
e medidos. Foram medidos o comprimento, largura e realizada a contagem do
ndamero de septos em uma amostra de 30 conidios de cada isolado, com auxilio do
programa Motic Image Plus 2.0.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk; a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos
residuos por andlise grafica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise
de variancia através do teste F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica, o
comprimento, a largura e o niumero de septos de cada isolado foram comparados

pelo teste de Duncan (p<0,05).

2.2.4 Variabilidade genética

Para a caracterizacdo molecular, foi realizada a extracdo de DNA total dos
isolados, conforme descrito por Doyle & Doyle (1991). O DNA dos isolados foi
utilizado em uma reacdo de PCR com volume final de 50 pL contendo 30,5 pL de
agua DEPC, 10,0 pL de tampao PCR Buffer 10X(Tris HCI 0,2 M pH 8,4, KCI 0,5 M),
4,0 puL de MgCl, 25 mM, 1,0 pL de dNTP 10 uM, 0,5 pL de Tag DNA Polimerase 5
U/uL, 2,0 pL da amostra de DNA gendmico e 1,0 pL dos primers ITS-4 (5-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS-5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3)
para a regiao ITS e os primers GPD-F (5-CAACGGCTTCGGTCGCATTG-3’) e GPD-
R (5-GCCAAGCAGTTGGTTGTG-3’) para o gene que codifica a GADPH. Para a
amplificacdo da regido ITS a reagdo de PCR seguiu as seguintes condi¢bes de
amplificagéo: desnaturacdo a 95°C durante 2 min, seguido por 34 ciclos de 95°C
durante 1 min, 50°C durante 1 min, 72°C durante 1 min e com uma extenséo final a
72°C durante 10 min. Para GADPH a reacdo de amplificacdo procedeu-se com um
ciclo de desnaturacdo a 95°C durante 2 min, seguido por 34 ciclos de 95°C durante
1 min, 50°C durante 1 min, 72°C durante 1 min, 72°C durante 0,45 s, com extenséo
final de 72°C durante 10 min. Na fase de extensao final da PCR com o0s primers
GPD-R e GPD-F houve um incremento de 0,45 s por ciclo. Todas as reacfes foram
mantidas a 4°C. O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampao TBE 0,5X a 100V cm™, utilizando-se 5 pL de reacéo.

Os fragmentos amplificados foram purificados com kit de purificacdo
(PROMEGA), utilizando o protocolo do produto, e encaminhados para
sequenciamento automatico das bases nucleotidicas na empresa Helixxa. As
sequéncias obtidas foram comparadas com as sequencias disponiveis no GenBank
(Tabela 6).

2.2.5 Anélise da similaridade

A analise morfoldgica levou em consideracéo a coloracao da colbnia, forma,
elevacdo, formato da borda e presenca ou auséncia de setores, também foram
inseridos nessa analise o IVCM, comprimento e largura dos conidios e niumero de
septos.

Baseado na matriz de similaridade de caracteres morfoldgicos foi construido
dendrograma utilizando o método de agrupamento das médias das distancias
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetc Mean — UPGMA). O estudo de
relacionamento filogenético foi desenvolvido através da Distancia Euclidiana. Nas
analises foram incluidos os caracteres dos 15 isolados de B. oryzae e de um isolado
de Exserohilium rostratum.

As sequéncias genéticas foram analisadas pelo algoritmo Blastn, disponivel

online  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Os alinhamentos multiplos das



23

sequéncias de nucleotideos (nt) e a geracdo das matrizes de similaridade foram
realizadas com o auxilio do programa BioEdit.

A analise filogenética foi realizada com as sequéncias parciais dos genes dos
isolados obtidos e de uma sequéncia outgroup, de E. rostratum. As sequéncias
foram alinhadas utilizando o ClustalW (v. 1.6) em MEGA 6.06. A &rvore filogenética
foi construida pelo método Neighbour-Joining com o software MEGA 6.06 e 1000
repeticbes de bootstrap.

2.3 Resultados e Discussao

Os 15 isolados analisados apresentaram grande variabilidade quanto a
morfologia colonial (Figura 1), sendo formados seis grupos distintos, classificados de
acordo com a cor e presenca ou auséncia de setores em: coldnia de cor branca e
presenca de setores (grupo ), colénia de cor branca e auséncia de setores (grupo
II), colénia de cor cinza e presenca se setores (grupo lll), colénia de cor cinza e
auséncia de setores (grupo 1V), colonia de cor negra com presenca de setores
(grupo V) e coldnia de cor negra e auséncia de setores (VI). O grupo que obteve o
maior nimero de isolados foi o grupo VI e nenhum isolado foi classificado no grupo
. O menos frequente foi o grupo IV onde foi classificado apenas um isolado,
conforme Tabela 2.

Figura 1. Isolados representando os agrupamentos morfolégicos de Bipolaris oryzae. FAEM/UFPel,
2017.
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Tabela 2. Grupos morfolégicos de Bipolaris oryzae. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Grupo Caracteristicas Ngggzﬁ)ge Isolados
I Branco com setores 4 LPS06, LPS08, LPS12 e LPS16
1 Branco sem setores 0 -
1 Cinza com setores 2 LPS11 e LPS18
v Cinza sem setores 1 LPS15
\% Negro com setores 2 LPS09 e LPS14
VI Negro sem setores 6 LPS05, LPS07, LPS10, LPS13, LPS17 e LPS19

Os setores sédo zonas de coloracdo diferenciadas do micélio que iniciam
normalmente com a mesma textura e, posteriormente, vdo se modificando em
relacdo ao restante. Setores sao formados geralmente em culturas assexuadas e
hapldides dos fungos fitopatogénicos e estéo relacionados a ocorréncia de mutacdes
somaticas (CAMARGO, 1995). Essas muta¢des ocorrem, principalmente, por erros
na duplicagdo cromossOmica durante a mitose (KISTLER; MIAO, 1992). A presenca
ou auséncia de setores, juntamente com a coloracdo da colbnia tem sito utilizada
para demostrar a variabilidade em alguns fitopatdégenos, entre eles B. oryzae
(SOUZA RIBEIRO; GALLI, 1994; ARTIGIANI FILHO; BENDENDO, 1996; REBELO
2003), em vista disso, a simples presenca de setores e a variagao da coloracao da
coldnia evidenciam a existéncia de variabilidade entre os isolados.

A coloracdo da colénia fangica é mediada pela producdo de melanina, um
polimero pigmentado e escuro que se acumula em paredes de células fungicas. B.
oryzae produz 1,8-dihidroxinaftaleno(DNH)-melanina , sendo que trés genes estao
envolvidos na biossintese desse polimero, o PKS1, SCD1 e o THR1 (MORIWAKI et
al., 2004; KIHARA et al., 2004). Desta forma, para que as colonias tenham a cor
escura € necessaria a presenca e expressao desses genes. Kumar, Anshu e Kumar
(2011) relataram que as condi¢des climaticas também influenciam na coloracdo da
colonia. Estes autores ainda verificaram que isolados que formavam col6nias negras
eram mais agressivos que col6nias de coloracéo cinza ou branca.

Em alguns patossistemas, como Magnaporthe grisea x arroz, o papel da
melanina na patogenicidade ja é esclarecido. Pesquisas revelaram que o
mecanismo que leva ao aumento de turgor no apressorio deste fitopatdgeno
depende das vias metabodlicas que coordenam o acumulo de altas concentractes
intracelulares de glicerol e que melanizagdo da parede celular do apressoério €

responsavel por manter o glicerol no interior da célula, pois a melanina torna a
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parede impermeavel a este. Mutantes ndo melanizados de M. grisea ndo foram
capazes de gerar ou manter o turgor dos apressorios e, por consequéncia, nao
penetraram as células e ndo provocaram doenca (CHUMLEY, VALENT, 1990; DE
JONG et al., 1997; MONEY et al., 1997).

Quanto ao crescimento micelial, foi possivel observar diferencas nas
velocidades em que cada isolado cresceu ap0s a inoculacdo e mesmas condi¢cdes
nutricionais, de luz e temperatura (Tabela 3; Figura 2). Os isolados LPS08 e LPS09
mostraram um crescimento acelerado em comparagdo aos demais, registrando um
didmetro médio de 18,29 e 15,17 cm, respectivamente, apos as primeiras 24 horas,
além disso, estes dois isolados foram os primeiros a alcancarem o crescimento
maximo da pala de Petri, com IVCM de 13,33 e 14,60.

O isolado LPS05 demonstrou 0 menor crescimento entre todos os isolados,
apresentando um diametro médio de 8,61 cm na primeira avaliacdo e apenas 19,09
cm apoés os cinco dias de cultivo, ndo alcancando o fechamento da placa. O IVCM
deste isolado foi de 3,72. O IVCM dos isolados LPS12, LPS13, LPS14 e LPS16 néo
foram estatisticamente diferentes, com um IVCM médio de 12,13.
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Figura 2. Curvas de crescimento micelial de todos os isolados de Bipolaris oryzae. FAEM/UFPel,
2017.
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A contagem de conidios de B. oryzae demonstrou uma variacdo de 1,35x10*
a 3,65x10* conidios/mL (Tabela 3). A maior esporulacdo foi observada no isolado
LPS10, classificado no grupo VI como negro e sem setores, destacando que as
maiores esporulagcdes foram observadas em isolados deste mesmo grupo. As
menores esporulacdes foram observadas nos LPS09, LPS16 e LPS18, porém néo
diferenciaram estatisticamente dos isolados LPS11, LPS12 e LPS14, todos
pertencentes a grupos com formacéo de setores na colbnia. Resultado semelhante
foi relatado por Kumari, Kumar e Rani (2015), onde foi observada maior esporulacéo
em isolados de cor negra e crescimento suprimido e menor esporulagcédo em isolados

de cores cinza e branco de crescimento cotonoso.

Tabela 3. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e esporulacéo (x104 conidios/mL) dos
isolados de Bipolaris oryzae. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Isolado IVCM Esporulacéo (x104 conidios/mL)
LPS05 3.72 G 262 B
LPS06 8.20 E 2.35 B
LPS07 511 F 258 B
LPS08 13.33 B 2.47 B
LPS09 14.60 A 1.45 C
LPS10 360 G 3.65 A
LPS11 10.66 D 2.22 BC
LPS12 12.17 C 2.1 BC
LPS13 12.63 BC 2.62 B
LPS14 12.52 BC 2.25 BC
LPS15 219 H 2.67 B
LPS16 11.23 CD 135 C
LPS17 1051 D 3.1 AB
LPS18 981 D 154 C
LPS19 470 G 3.24 AB

Ymédias acompanhadas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

A morfologia dos conidios, mensurada pelo comprimento, largura e ndmero
de septos, também evidenciou a existéncia de variacao fenotipica entre os isolados.
Quanto as dimensdes, as médias dos comprimentos dos conidios variaram de
109,76 um para o isolado LPS18, sendo que este néo diferiu estatisticamente dos
isolados LPS08, LPS11, LPS16 e LPS17, a 75,26 um para o isolado LPS10 que néao
diferiu dos isolados LPS14 e LPS19 (Tabela 4).



27

Tabela 4. Caracteristicas morfolégicas dos conidios dos isolados de Bipolaris oryzae. FAEM/UFPel,
Pelotas/RS, 2017.

Isolado Comprimento (um) Largura (um) NUmero de septos
LPS05 90,79 DEFY 13,06 DE 9,05 BC
LPS06 95,99 CD 13,69 BCD 10,25 A
LPS07 98,72 BCD 10,62 G 9,05 BC
LPS08 102,89 ABC 13,56 CD 10,20 A
LPS09 90,36 DEF 14,58 AB 8,50 CD
LPS10 75,26 G 11,55 F 7,10 F
LPS11 104,35 ABC 12,67 E 9,75 AB
LPS12 94,12 CDE 12,48 E 10,00 A
LPS13 96,12 CD 12,42 E 10,05 A
LPS14 80,87 FG 14,08 BC 7,50 EF
LPS15 88,87 DEF 14,55 AB 9,10 BC
LPS16 112,98 A 13,72 BCD 10,65 A
LPS17 108,36 AB 15,19 A 10,15 A
LPS18 109,76 A 12,91 DE 10,00 A
LPS19 84,90 EFG 12,20 EF 8,05 DE

Ymédias acompanhadas pela mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

A média da largura dos conidios variou de 10,62 um no isolado LPS07 a
15,19 um nos conidios do isolado LPS17. Conidios dos isolados LPS05, LPS11,
LPS12, LPS13, LPS18 e LPS19 nado foram estatisticamente diferentes quanto a
largura. O maior numero de septos foi observado nos conidios dos isolados LPSO06,
LPS08, LPS11, LPS12, LPS13, LPS16, LPS17 e LPS18 e os isolados LPS10 e
LPS14 apresentaram poucos septos por conidio, com média de 7,0 septos por
conidio. Segundo Sivanesan (1987) os conidios de B. oryzae possuem de 6 a 14
septos transversais e medem de 11,0 a 22,0 um de largura e 63,0 a 150,0 um de
comprimento. Kumar et al. (2016) ao caracterizar morfologicamente isolados da
india, observou conidios com dimensées médias de 115,7 um comprimento e 15,8
pum de largura, porém ndo quantificou os septos.

Na andlise de agrupamento hierdquico os isolados de B. oryzae foram
separados em trés grupos distintos, apresentando coeficiente de similaridade médio,
para as variaveis morfolégicas, de 0,86, indicando adequagdo no agrupamento e
presenca de variabilidade entre os isolados (ROHLF, 1970).

No grupo 1 encontram- se os isolados LPS07 e LPS10, destacando que estes
isolados também ficaram no mesmo grupo quando foram classificados quanto a cor

e presenca ou auséncia de setores. No grupo 2 estdo os isolados LPS06, LPSO08,
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LPS11, LPS12, LPS15, LPS16, LPS17 e LPS18. Com excecéo do isolado LPS17, os
demais estdo distribuidos em dois grupos quanto a cor e a presenca de setores
(grupos | e Ill) e a maioria procedentes da Zona Sul do Estado, exceto dos isolados
LPS08 e LPS12 que sao de regides distintas. Neste grupo predominaram oS
isolados de coloracdo clara, branco ou cinza, e auséncia de setores. O terceiro
grupo foi formado pelos isolados LPS05 LPS09, LPS13, LPS14 e LPS19, todos de

coloracdo negra e provenientes de diferentes locais de coleta (Figura 11).
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Figura 3. Dendrograma resultante da analise de isolados de Bipolaris oryzae com base em caracteres
morfolégicos, utilizando o método de agrupamento UPGMA. O coeficiente de similaridade é de 0.81.
FAEM/UFPel, 2017.

O fungo E. rostratum (LPS20) foi usado nesta analise como outgroup e, dessa
forma, néo foi classificado em nenhum grupo, evidenciando a diferenca deste com
os demais. Estes dois géneros, Bipolaris e Exserohilium, apresentam caracteristicas
morfolégicas semelhantes, separados penas com base na morfologia dos conidios,

como tamanh, niamero de septos, curvatura e presenca ou auséncia de célula
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desproporcionalmente aumentada (SIVANESAN, 1987). A insercéo do isolado de E.
rostratum na andlise de similaridade demonstra variagcfes intra e interspecificas
guanto a morfologia de B. oryzae.

Grande parte dos isolados pertencem a diferentes cidades e regides
orizicolas, com condi¢cbes edafoclimaticas distintas. Os grupos 2 e 3 foram divididos
em subgrupos e embora a relacdo entre o agrupamento e a regido de coleta seja
baixa, notou-se uma tendéncia dos isolados se aglomerarem segundo sua
coloragdo. Porém, é salienta-se que o fator regido pode ser um dos responsaveis
pela variabilidade intraespecifica.

Esta andlise fornece importantes a cerca da distribuicdo espacial dos
fendtipos do patdgeno e da adaptacdo local ou inadequada desses individuos a
ambientes espacialmente heterogéneos, como o Rio Grande do Sul, e por meio
disso entender melhor sobre os processos evolutivos dessa espécie.

Na comparacao das sequéncias de nucleotideos dos isolados em estudo com
sequéncias disponiveis no GenBank, foram observadas similaridades acima de
83,0% para sequéncias da regido ITS e de 87,0% para o gene da GAPDH (Tabela
5).

Tabela 5. Relagédo dos isolados, espécies e identidades, com os cédigos de acesso ao GenBank,
resultantes da comparacdo com sequéncias parciais da regido ITS e com o gene codificador da
GAPDH. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Identidade (%) Acesso
Isolado Espécie
ITS GAPDH ITS GAPDH

LPS05 Bipolaris oryzae 94,0 94,0 HF934932 KF688971
LPS06 Bipolaris oryzae 97,0 94,0 KU499544 KX344513
LPS07 Bipolaris oryzae 92,0 94,0 KU715189 JF521648
LPS08 Bipolaris oryzae 83,0 100,0 HF934932 XM007701
LPS09 Bipolaris oryzae 99,0 94,0 HQ116408 KX344513
LPS10 Bipolaris oryzae 96,0 94,0 JIN943398 KF688971
LPS11 Bipolaris oryzae 97,0 90,0 HF934932 KF688971
LPS12 Bipolaris oryzae 98,0 94,0 DQ300199 KX594830
LPS13 Bipolaris oryzae 99,0 87,0 KU499546 AY277280
LPS14 Bipolaris oryzae 95,0 96,0 KU499546 KX344512
LPS15 Bipolaris oryzae 96,0 95,0 KX452455 AF081381
LPS16 Bipolaris oryzae 99,0 92,0 KU499546 KC333442
LPS17 Bipolaris oryzae 98,0 98,0 KT900951 KM042894
LPS18 Bipolaris oryzae 99,0 96,0 KU499545 KX835137

LPS19 Bipolaris oryzae 96,0 93,0 KF725804 KX835137
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A é&rvore filogenética com as sequéncias parciais da regido ITS foi capaz de
separar os isolados em trés grandes grupos e cinco subgrupos, e a partir desses, foi
constatada alta diversidade genotipica nos isolados de B. oryzae das diferentes

areas amostrais do Rio Grande do Sul (Figura 4).
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Figura 4. Dendrograma baseado na analise “Neighbour-Joining” derivado das sequéncias das regides
ITS do rDNA, com base em 1000 réplicas de “bootstrap”, de isolados de Bipolaris oryzae. O isolado
LPS20 foi usado como “outgroup”. O comprimento dos ramos horizontais é proporcional a distancia
genética entre os isolados. Os numeros sobre os ramos indicam a porcentagem de repeticBes da
analise de “bootstrap” na qual as ramificacdes foram observadas. FAEM/UFPel, 2017.

Nesta arvore gerada pelo método de Neighbour-Joining, os isolados LPS08,
LPS09, LPS12, LPS14 e LPS15 foram reunidos no mesmo grupo, suportados por
valores de bootstrap de 99, 89 e 99 %, demonstrando alta similaridade entre estes.
O segundo grupo foi formado por varios isolados, onde os isolados LPS13, LPS16 e

LPS18 foram considerados geneticamente similares com bootstraps acima de 60%.
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No terceiro grupo foram reunidos os isolados LPSO05, LPS06, LPS07, LPS10, LPS17
e LPS19. Dentro deste grupo a maior similaridade foi observada entre os isolados
LPSO5 e LPSO7 (81%), sendo que os demais isolados apresentaram bootstraps
abaixo de 45%. O isolado LPS20 foi usado como outgroup na intencao de analisar a
distancia filogenética que este se encontra de B. oryzae, dessa forma, este isolado
nao ficou em nenhum dos grupos formados e geneticamente distante dos isolados
de B. oryzae.

Os isolados LPS08 e LPS09, além de localizarem-se no mesmo grupo, foram
altamente semelhantes, com bootstrap de 99%. Apesar de pertencerem a grupos
morfologicos distintos, os dois sdo formadores de setores em suas colonias. Assim
como nesses dois isolados, foi observado que ndo houve relacdo entre o
agrupamento genético e a regido de coleta, pois em nenhum grupo foram
classificados isolados provenientes do mesmo municipio de coleta, evidenciando,
apesar da baixa amostragem, consideravel variabilidade genética entre esses
isolados. Este fato pode ser explicado pela migracdo de individuos entre cultivos
proximos, como por exemplo, os isolados de Pelotas e Rio Grande, proporcionando,
0 aparecimento de populacdes geneticamente diferenciadas. Esta migracdo pode
estar ocorrendo tanto através da troca de material propagativo, como sementes, ou
pela disperséo dos esporos do patégeno pelo vento (SIVANESAN, 1987).

Estes resultados sao similares aos encontrados por Dela Paz et al. (2006) que
também verificaram elevada variabilidade entre isolados de B. oryzae. Khemmuk et
al. (2016) observaram diversidade genética em um complexo de fungos causadores
de manchas foliares em genoétipos de arroz, entre eles B. oryzae, sendo que 0s
isolados da Austrdlia apresentaram grande diversidade na regido norte do pais.
Abordagens filogeogréficas também ja& foram base de estudos em outros
patossistemas como Mycosphaerella graminicola x trigo (STUKENBROCK;
MCDONALD, 2008), Phytophthora infestans x batata (GOSS et al., 2014),
Rhizoctonia solani x tomate (WIBBERG et al., 2013), Rhynchosporium commune x
cevada (MCDONALD, 2015) e Ustilago maydis x milho (MUNKACSI et al., 2008).

Os resultados desta analise sugerem a ocorréncia de fluxo génico entre estes
microrganismos, onde 0s genes séo trocados entre populagbes geograficamente
separadas, modificando suas estruturas genéticas. Segundo Barret et al. (2008),
patogenos que apresentam elevado fluxo génico podem apresentar populacdo com

maior diversidade genética.
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Em relacdo a arvore filogenética gerada a partir das sequéncias parciais do
gene que codifica a enzima GAPDH os isolados foram agrupados de forma
diferente, quando comparados a analise anterior. Nesta arvore os isolados foram
separados em cinco grupos distintos e seis subgrupos, embasados por altos valores
de bootstrap. O isolado LPS20 também foi usado como outgroup e ndo agrupou com
nenhum isolado. Os agrupamentos observados por esta arvore foram sustentados
por valores de bootstrap maiores que os observados na &rvore com base nas
sequencias da regido ITS, pois na &rvore baseada nas sequéncias do gene
codificador da GAPDH cinco agrupamentos alcangaram 100%, indicando que em
todas as repeticOes de bootstrap essas ramificacdes foram observadas (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma baseado na analise “Neighbour-Joining” derivado das sequéncias parciais do
gene codificador da proteina gliceraldeido-3fosfato-desidrogenase, com base em 1000 réplicas de
“bootstrap”, de isolados de Bipolaris oryzae. O isolado LPS20 foi usado como “outgroup”. O
comprimento dos ramos horizontais € proporcional a distancia genética entre os isolados. Os
numeros sobre os ramos indicam a porcentagem de repeticdes da analise de “bootstrap” na qual as
ramificagBes foram observadas. FAEM/UFPel, 2017.
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Os isolados LPS06, LPS08 e LPS12 reuniram-se no mesmo grupo, os dois
com 100% de bootstrap, sendo que os isolados LPS06 e LPS08 ficaram a uma curta
distancia genética. Estes dois isolados também foram observados no mesmo grupo
na classificacdo morfologica, formando colbénias de coloracdo branca e com setores.
O mesmo ocorreu com os isolados LPS05 e LPSO07, classificados como negros e
nao formadores de setores. O isolado LPS18, mostrou-se geneticamente diferente
do conjunto de isolados estudados.

Os resultados desta analise reforcam a hipotese da ocorréncia do fluxo génico
neste fitopatdgeno, possivelmente devido a troca de material genético entre
individuos de populacdes diferentes, gerando novas combinagdes genéticas e maior
diversidade. Apesar de ser considerado um fungo de reproducdo
predominantemente assexuada, existem exemplos de migracdo e mudanca genética
entre fungos clonais e membros recombinantes da mesma espécie em outras
localidades geograficas (TAYLOR et al., 1999; ZAFFARANO et al., 2009).

A existéncia de elementos transponiveis neta espécie também € um fator que
explica esta variagdo, uma vez que 0s transposons possam ter um papel importante
na estruturacdo do genoma de B. oryzae, permitindo um aumento na adaptacao
deste fitopatdgeno a diferentes regides. Os transposons ja sao relatados
proporcionando beneficios em espécies do género Bipolaris, como os teleomorfos
de B. sorokiniana, B. maydis e B. zeicola (PANACCIONE et al., 1996; KODAMA et
al., 2000; NASCIMENTO, 2004).

Tazick e Tajick-Ghanbary (2013) utilizaram as sequéncias do gene codificador
da GAPDH e conseguiram separar, filogeneticamente, isolados de B. oryzae de
outras espécies do mesmo género, dificeis de serem separadas com base em
analise morfolégica, como B. sorghicola, B. zea, B. australiensis, entre outras. A
variabilidade genética entre isolados de Colletotrichum spp. também foi avaliada por
meio de alguns marcadores moleculares, entre eles o gene da GAPDH, verificando
maior eficacia quando este foi utilizado (MORENO, 2016).

A variabilidade genotipica de B. oryzae tem sido abordada em alguns paises
como a india, Filipinas, Iran e China (MOTLAGH; ANVARI, 2010; BURGOS et al.,
2013; ARCHANA; KUKANDHURU; HARISHCHANDRA, 2014) e a fonte de variacao
atribuida as diferentes regides geogréficas e a variedade de cultivares hospedeiras
cultivadas. Em sistemas extensos de cultivo, existe uma ampliacdo de recursos do

hospedeiro para o patdgeno, proporcionando o aumento de sua populacédo, sendo
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que em grandes populagbes a endogamia é menor e 0 aumento da diversidade
genética, devido ao acumulo de mutacdées é maior. Em funcéo disso, o patdgeno €&
capaz de responder rapidamente a medidas de controle, como implantacdo de
fungicidas ou genes de resisténcia (BRUNNER et al., 2013; HARTMANN;
SANCHEZ-VALLET; MCDONALD, 2017).

Independente da reduzida amostragem foi possivel observar que os dois
marcadores moleculares utilizados para inferir sobre a variabilidade genética dos
isolados de B. oryzae apresentaram diferencas nos perfis de agrupamento, contudo,
na analise filogenética onde se fez uso do marcador GAPDH, os agrupamentos
foram sustentados por altos valores de bootstrap, sugerindo maior confiabilidade na
utilizacao deste marcador.

Ao se confirmar o que os resultados deste estudo sugerem, ou seja, alta
variabilidade, poderé se inferir sobre o potencial evolutivo deste patégeno e ainda
tracar as melhores estratégias aplicadas a grupos de patdégeno com este perfil de

estrutura genética.

2.4 Conclusao

O conjunto de isolados de B. oryzae estudados apresenta elevada

variabilidade morfologica, de velocidade de crescimento micelial e esporulacéo.

Existe variacdo morfo-genética nos isolados de B. oryzae, entre e dentro das

regides geograficas amostradas.



3 Capitulo 2 — Atividade de enzimas extracelulares e viruléncia de diferentes

isolados de Bipolaris oryzae

3.1 Introducéao

A mancha parda do arroz, causada pelo fungo Bipolaris oryzae tem sido
relatada em todos os paises produtores de arroz nas Américas, na Asia e Africa. A
doenca prevalece em regifes de planicie e esta associada a baixa fertilidade do solo
(WEBSTER; GUNNELL 1992).

Os sintomas da doenca se manifestam na forma de manchas necréticas em
folnas e glumas e descoloracdo dos graos (PADWICK, 1950; PRABHU; FILIPPI;
RIBEIRO, 1999). A mancha parda pode ocorrer em todos os estadios fenolégicos da
cultura, porém, nas condicbes do Rio Grande do Sul os estadios iniciais de
desenvolvimento e estadio reprodutivo sdo os mais suscetiveis (BALARDIN, 2003).

Em plantulas, os sintomas sdo manchas necréticas de coloracdo marrom,
podendo ocorrer também distor¢cdo das folhas. Nos coleoptilos, os sintomas sao
parecidos com os das folhas de plantas adultas, onde as lesdes apresentam halo
clorético e centro de cor marrom pardo, tornando-se claro com o envelhecimento da
lesédo, passando para um tom acinzentado (OU, 1985). O halo clorético € resultado
da acao de toxinas do patégeno formadas durante o processo de coloniza¢do dos
tecidos da planta (XIAO et al., 1991; MEW; GONZALES, 2002). Nas paniculas, as
glumas apresentam coloragcdo marrom quando na presenca do fungo, contribuindo
para o complexo causador da mancha das glumas (WEBSTER; GUNNELL, 1992).

O fungo B. oryzae é considerado necrotréfico, pois causa primeiramente a
morte da célula hospedeira para entdo utilizar seus nutrientes (WEBSTER;
GUNNELL, 1992). A colonizagdo do fungo nos tecidos da planta esta estreitamente
relacionada a producdo de enzimas extracelulares e toxinas ndo especificas,
formadas logo apds o inicio da germinacdo do conidio, como as toxinas Ofiobulina A
e Ofiobulina B.
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As enzimas extracelulares produzidas por fungos fitopatogénicos sé&o
indispensaveis no processo de infeccdo do hospedeiro, na desintegracdo dos
componentes estruturais das células, além de afetarem diretamente o protoplasto
(PASCHOLATI, 2011). Por consequéncia, o patébgeno € considerado um invasor
passivo, incapaz de desenvolver forgca para romper as barreiras estruturais do
hospedeiro e sendo dependente de enzimas ou outros metabdlitos para sua
patogenicidade. Dentre as exoenzimas mais estudadas estdo as amilases,
celulases, lipases, pectinases, proteases e esterases. Estas enzimas sao
potencialmente importantes na patogénese, pois destroem o0 plasmalema,
componente da parede celular (GRIFFIN, 1994; POLONI, 2008).

A viruléncia de um determinado patégeno depende de varios fatores,
dentre eles a producdo de enzimas, fitotoxinas e hormdnios, cujos produtos
também sdo importantes para determinar a patogenicidade e o impedimento da
ativacdo do sistema de defesa da planta (PASCHOLATI, 1993). Por outro lado,
pesquisas envolvendo os produtos resultantes da expressdo de diferentes genes
por parte dos patdgenos relatam a importancia destes na patogenicidade e
viruléncia de microrganismos fitopatogénicos (MEDEIROS; FERREIRA;
DIANESE, 2003).

Genes com ligacdo direta e comprovada na patogenicidade ja foram
clonados em alguns fungos fitopatogénicos. Estes genes estdo envolvidos em
varias fases da infeccdo, como na funcionalidade do apressério, producédo de
enzimas, toxinas e reproducdo do patégeno (ZHENG et al., 2000; TSUGI et al,
2003).

Park et al. (2002) clonaram e deletaram o gene MST12 de Magnaporthe
grisea, responsavel pela formacédo do apressorio e crescimento no hospedeiro e
verificaram que mutantes nulos (sem o gene) formavam apressorio, mas eram
incapazes de penetrar as células epidérmicas e quando inoculados por
ferimentos, as lesdes ndo apresentaram incremento de tamanho, afetando
diretamente a viruléncia do patégeno através de um defeito no crescimento
infeccioso.

A avaliacdo da viruléncia em plantas traz dados importantes sobre a
variabilidade patogénica em fungos. Assim, estudos da variabilidade fisiologica e
patogénica sdo de grande importancia, pois podem fornecer informacdes valiosas de

como 0 patdgeno interage com a planta hospedeira, permitindo a identificacdo de
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isolados hipoavirulentos ou avirulentos, as quais poderiam contribuir para estratégias
de controle de doencas (KAMAL; MIA, 2009; BURGOS et al., 2013).

Neste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar a atividade in vitro de enzimas
extracelulares e a severidade de diferentes isolados de B. oryzae em sementes e

plantulas de arroz.

3.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes e Fungos
Fitopatogénicos (LPSFF), pertencente a Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
(FAEM) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os isolados fungicos de B.

oryzae foram provenientes da colec¢do do LPSFF e estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Isolados de Bipolaris oryzae presentes no Laboratério de Patologia de Sementes e Fungos
Fitopatogénicos da Universidade Federal de Pelotas. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Isolado Cidade Regido

LPS05 Dom Pedrito Campanha
LPS06 Pelotas Zona Sul

LPSO7 Camaqua Zona Sul

LPS08 Cachoeira do Sul Depressao Central
LPS09 Santo Antonio da Patrulha Costa Externa
LPS10 Tapes Planicie Costeira Interna
LPS11 Pedro Osério Zona Sul

LPS12 Tapes Planicie Costeira Interna
LPS13 Mostardas Planicie Costeira Externa
LPS14 Pelotas Zona Sul

LPS15 Séo Lourenco Zona Sul

LPS16 Pelotas Zona Sul

LPS17 Sao Lourengo Zona Sul

LPS18 Rio Grande Zona Sul

LPS19 Jaguaréo Zona Sul

3.2.1 Atividade de enzimas extracelulares

A variabilidade fisiologica dos isolados foi avaliada através do método
semiquantitativo de Cup Plate, onde se observa a produgdo de enzimas
extracelulares em meios especificos (TEIXEIRA, 1996). Para isso, discos de miceélio
de cada isolado foram transferidos individualmente para placas de Petri contendo
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meio minimo (Anexo lll) acrescido do substrato da enzima a ser avaliada. As placas
foram mantidas em sala de crescimento por cinco dias a 25 + 2°C e fotoperiodo de
12 horas.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes,
em esquema unifatorial, sendo o fator de tratamento constituido por cada isolado

fangico.

3.2.1.1 Amilases

Para avaliar a producdo de amilases foi utilizado meio minimo (MM)
acrescido de 1% de amido soluvel ao meio de cultura. Apos o crescimento do fungo,
foi adicionado lugol a placa de Petri. Foi observada a formac¢ao de um halo ao redor

da col6nia, em contraste ao meio escurecido, indicando a atividade amilolitica.

3.2.1.2 Celulases

A avaliacdo da atividade de celulases foi realizada através da adicdo de 1%
de carboximetilcelulose (CMC) ao MM. ApGs o crescimento fangico, a producéo de
celulase extracelular foi detectada adicionando-se na placa solucdo de vermelho-
congo por 15 minutos. Em seguida o corante foi removido utilizando-se uma solucéo
de NaCl 4N (Anexo IlI). A producéo de celulases foi detectada pela formacdo de um

halo alaranjado em contraste com o meio avermelhado.

3.2.1.3 Proteases

A producdo de proteases foi observada acrescentando 4% de gelatina ao
MM. ApoOs o periodo de incubacéo foi adicionada solucdo saturada de (NH,4).SOg4
(Anexo Ill), cujo precipitado tornou o agar mais opaco, revelando as zonas claras ao

redor das colonias, onde ocorreu a degradacao da gelatina.

3.2.1.4 Pectinases

Para analise de pectinases foi utilizado meio MM modificado (Anexo Ill) para
atividade pectionolitica e acrescido de 1% de pectina citrica. Apds o crescimento do

fungo, foi adicionado solugdo de brometo de hexadeciltrimetilaménia a 1% (Anexo
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[lI). O halo transparente formado ao redor da col6nia, em contraste com meio

esbranquicado, indicou a atividade pectionolitica.

3.2.1.5 Esterases

Para detectar a atividade de esterases foi acrescido ao MM 1% de Tween
20, este autoclavado separadamente, e posteriormente adicionado ao meio antes de
verté-lo. Apds o crescimento fungico, as placas foram refrigeradas a 4°C por 48 h. A
producdo de esterases foi detectada pela formagdo de um halo esbranquicado,
visivel devido a formacéo de cristais de sais de calcio, em contraste com o0 meio
transparente.

Para todos os testes a atividade enzimética foi quantificada por meio da
andlise da relagdo H/C, obtida pela divisdo da média do didametro do halo (H) nas
trés repeticdes pela média do diametro da coldnia (C).

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk; a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos
residuos por analise grafica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise
de variancia através do teste F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica, as

relagdes H/C de cada isolado foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2.2 Avaliagao da viruléncia

A avaliacao da viruléncia dos isolados foi realizada através da inoculacdo de
sementes e plantulas de arroz das cultivares BRS Sinuelo CL (EMBRAPA) e Puita
Inta-CL (BASF S/A), fornecidas pela Embrapa Clima Temperado e pelo Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, classificadas como
moderadamente resistente e moderadamente suscetivel, respectivamente, a

mancha parda.

3.2.2.1 Inoculag&o em sementes

Para a avaliacdo da transmissdo semente-plantula, sementes das duas
cultivares foram inoculadas artificialmente e separadamente pelo método de

condicionamento osmatico descrito por Coutinho (2001). Para isso, discos de miceélio
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de cada isolado foram transferidos as placas com meio BDA modificado
osmoticamente com sacarose a -0,6 Mpa e incubados a 25 + 2°C, com fotoperiodo
de 12 horas luz, expostas a luz fluorescente branca, por 72 horas. Passado o tempo
de incubacao do fungo, as sementes de arroz das cultivares mencionadas foram
depositadas sobre as colonias do patégeno, separadamente e em camada Unica, e
incubadas a 25 + 2°C em fotoperiodo de 12 horas luz por 48 horas. O controle foi
constituido por sementes depositadas sobre o meio BDA modificado osmoticamente
sem o fungo. Apo6s a inoculacdo, em condi¢cdes de assepsia, as sementes foram
retiradas do meio BDA restritor, desinfestadas com hipoclorito de sodio por um
minuto e secas em estufa com circulacédo de ar (30°C por trés horas).

ApoOs secas, as sementes foram submetidas ao teste de qualidade sanitaria
conforme descrito nas Regras de Anélise de Sementes (BRASIL, 2009). Com auxilio
de microscopio estereoscopio as sementes foram examinadas individualmente,
sendo analisada a intensidade de colonizacdo de B. oryzae sobre as sementes.

A partir do teste de qualidade sanitaria 25 sementes, correspondentes a uma
colonizacdo moderada (25-50% da semente), foram retiradas das caixas plasticas e
semeadas em copos plasticos (50 mL) com vermiculita estéril. Os copos foram
acondicionados em camara de incubac&o a 25 + 2'C com fotoperiodo de 12 horas,
luz branca fluorescente e irrigacéo diaria. ApOs sete dias da semeadura foi realizada
a coleta das plantulas para avaliacdo de sintomas e/ou sinais ocasionados pelo
fungo, sendo esses classificados de acordo a escala desenvolvida por Cardoso
(2012) (Anexo), atribuindo-se: EO = plantulas sem sintoma, E1 = plantulas com
lesBes tipicas nas folhas, E2 = plantulas com les@es tipicas no coleoptilo, E3 =
plantulas com les@es tipicas no coledptilo e folhas, E4 = morte pds-emergéncia, E5 =
morte de pré-emergéncia.

Os valores obtidos das plantulas infectadas foram utilizados para calcular o
indice de doenca - ID (%) e a taxa de transmisséo - TT (%).

O calculo do indice da doenca das plantulas foi realizado de acordo com a
formula estabelecida por Mckinney (1923):

ID (%) = | > (Valor da escala x numero de plantulas com esta nota) x 100

(NUmero de plantulas x valor maximo da escala de notas)
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A taxa de transmissdo TT (%) foi calculada pela seguinte férmula, descrita

anteriormente por Malavolta et al. (2002):

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

Incidéncia do patégeno na semente

Para confirmar a presenca do fungo, foram escolhidas ao acaso plantulas
com les@es tipicas de mancha parda e submetidas a camara umida em caixas
plasticas previamente desinfesitadas, contendo duas folhas de papel filtro
umedecido, para induzir a esporulacdo. Depois de incubadas a 25 + 2C e
fotoperiodo de 12 horas por sete dias, as plantulas foram analisadas em microscopio
estereoscopio para confirmar o agente causal dos sintomas.

A verificagdo de diferengas na viruléncia entre os isolados baseou-se na
andlise descritiva dos dados de indice da doenca, incidéncia e da taxa de

transmissao.

3.2.2.2 Inoculagdo em pléantulas

A viruléncia em plantulas foi avaliada a partir da observacdo de sintomas
provocados pelos diferentes isolados. Para isso, sementes de arroz das duas
cultivares foram semeadas em caixas plasticas, contendo vermiculita e substrato
comercial na proporgédo 1:1, e posteriormente acondicionadas em sala de incubacgao,
sob 25 + 2 "C e fotoperiodo 12 horas de luz.

As plantulas ao atingirem ao estadio de desenvolvimento V2, segundo escala
de Counce, Keisling e Mitchell (2000), foram desbastadas, deixando-se 10 plantulas
por caixa, e inoculadas numa concentracdo de 10* conidios/mL, padronizada com
auxilio de camara de Neubauer. A inoculagdo foi realizada com aspersor manual e
as plantulas mantidas em camara Uumida 24 horas antes e 24 horas apés a
inoculacdo. O controle consistiu na aspersdo de &gua sobre as plantulas.
Observac0Oes diarias foram realizadas para o registro dos primeiros sintomas.

Foi avaliada a incidéncia e a severidade das manchas nas folhas com auxilio
de escala diagramatica adaptada de Schwanck (2012) (Anexo VI), a partir da

visualizag&do dos primeiros sintomas e, posteriormente ao terceiro, sexto e nono dias.
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Os valores obtidos foram utilizados para calcular o indice de doenca (ID), de
acordo com a férmula estabelecida por Mickinney (1923) e as diferencas na
viruléncia dos isolados verificadas a partir destes dados.

As folhas com lesbes caracteristicas de mancha parda foram cortadas,
colocadas em camara Umida e levadas a sala de incubacdo por sete dias e no
término desse periodo foram realizadas preparacfes microscopicas para confirmar
se as espécies fangicas que estavam associadas as lesdes eram as mesmas

anteriormente inoculadas.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Atividade de enzimas extracelulares

A variabilidade fisiologica dos isolados de B. oryzae foi determinada a partir da
capacidade de produzirem enzimas extracelulares por meio da quantificacdo de
halos de degradacdo formados em meios especificos (Figura 6). A analise da
producdo enzimatica tem sido bastante utilizada em estudos de variabilidade
fisiolégica de fitopatdgeno por ser um método facil e rapido para diferenciar isolados
de uma mesma espécie, ademais Hancock e Millar (1965) relacionaram a atividade
patogénica de alguns fungos fitopatogénicos com a produgdo de enzimas

degradadoras da parece celular.

Figura 6. Halos produzidos pela degradacéo do substrato pelas enzimas: A) protease; B) amilase; C)
pectinase; D) celulase; E) esterase. FAEM/UFPel, 2017.
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A enzima amilase mostrou-se evidente entre 14 dos 15 isolados testados.
Somente o isolado LPS05 néo foi capaz de capaz de degradar o amido presente no
meio. A maior atividade enzimatica, expressa pela reacdo halo/colbnia, foi
observada pelo isolado LPS13 (H/C = 1,34) (Figura 7).
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Figura 7. Relacéo halo/col6nia (H/C) dos isolados de Bipolaris oryzae para a atividade de amilases.
FAEM/UFPel, 2017. Barras verticais seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05).

O amido, um polimero de glicose € o principal constituinte de reserva das
células vegetais. A maioria dos fungos fitopatogénicos é capaz de produzir amilases,
as quais sao responsaveis pela degradacdo desse polissacarideo em moléculas de
glicose diretamente utilizaveis em atividades metabdlicas desses microrganismos
(PASCHOLATI, 2011).

Bertonha et al. (2016) avaliando a atividade enzimatica de varias espécies de
fungos, a fim de utilizd-los como fontes de enzimas Uteis para a hidrélise de
polissacarideos da biomassa vegetal, observou halos de degradacao de 3,3 cm para
Bipolaris sp., 3,0 cm para Curvularia sp. e de 2,6 cm para Fusarium sp. também pela
técnica de cup plate. Orlandelli et al. (2016) relatou um aumento na producédo de
amilases por Bipolaris sp. isolados de plantas de Piper hispidum e cultivados em
meio de cultura contendo casca de abacaxi. Neste estudo foi utilizado meio minimo
contendo sais inorganicos e amido soluvel como substrato a producdo da enzima
amilase, no qual foi possivel identificar sua produ¢cdo em 14 dos 15 isolados,
sugerindo que, além da espécie e do isolado fangico, a atividade amilolitica depende

do meio de cultura e do método de deteccao utilizado.
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Em relacdo a atividade proteolitica, 13 isolados apresentaram atividade para
esta enzima. Os isolados LPS06 e LPS19 ndo formaram halo de degradacédo do
substrato em meio solido. A atividade desta enzima foi baixa para todos os isolados
que a formaram, sendo que as produc¢fes enzimaticas dos isolados LPS05, LPSO08,
LPS09, LPS10, LPS11, LPS12, PLS14, LPS16 e LPS17 nado foram estatisticamente
diferentes (Figura 8).
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Figura 8. Relacdo halo/col6nia (H/C) dos isolados de Bipolaris oryzae para a atividade de proteases.
FAEM/UFPel, 2017. Barras verticais seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Os resultados deste estudo opoém-se aos de Wenzel et al. (2013), onde nao
foi observada atividade de enzimas proteases em algumas espécies fangicas, dentre
elas Alternaria sp., Aspergillus sp., Bipolaris sp., Fusarium sp e Phoma sp. No
entanto, Mythili et al. (2014) relataram a formagdo de halos de degradagéo
correspondentes a atividade proteolitica em 83,0% dos isolados de Bipolaris sp. e
em 100% dos isolados de Exserohilium sp. utilizando a mesma técnica deste estudo.
Orlandelli et al. (2015) avaliaram a atividade proteolitica de algumas espécies de
fungos fitopatogénicos e endofiticos por meio da técnica de cup plate e observaram
a formacéo halos com médias em torno de 4,8 cm.

A parede celular das plantas pode apresentar proteinas, porém seu contetdo
(em geral <10%) esta diretamente relacionado as condicbes ambientais. Algumas
dessas proteinas sdo facilmente degradadas por proteases gracas a clivagem
hidrolitica da ligagdo amida entre os grupos carboxila e amina dos aminoacidos

formadores de ligagdo peptidica, em contrapartida existem proteinas dificeis de
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serem degradadas por estas enzimas devido ao baixo numero de ligacdes
suscetiveis a acdo enzimatica (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; PASCHOLATI, 2011).

A atividade da enzima esterase foi observada em dez isolados. Os isolados
LPS07, LPS13, LPS15, LPS16 e LPS19 ndo formaram halo de degradacdo do

substrato pela enzima (Figura 9).
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Figura 9. Relag&o halo/colénia (H/C) dos isolados de Bipolaris oryzae para a atividade de esterases.
FAEM/UFPel, 2017. Barras verticais seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Segundo Gillespie e Langley (1974) as esterases se encontram em um grupo
de enzimas que utilizam substratos multipos, frequentemente de origem externa e
que respondem diretamente as diversidades ambientais.

As paredes das células epidérmicas dos vegetais em contato com o0 meio
exterior, monstram-se recobertas por uma camada lipidica conhecida como cuticula.
A cuticula por sua vez pode ser separada da parede celular em dois componentes:
as ceras e a cutina. A cutina € um poliéster composto por acidos graxos, cuja
degradacdo por microrganismos patogénicos se da através de enzimas cutinases,
um tipo de esterase com um residuo de serina no sitio catalitico que rompem as
ligacOes ésteres entre as moléculas presentes na cutina.

O primeiro relato de purificacdo de esterases foi em Fusarium solani f. sp. pisi,
a partir de fluido extracelular, e desde entdo estudada em outros fungos
fitopatogénicos, entomopatogénicos e endofiticos como Alernaria alternata, Botrytis
cinerea, Beauveria  bassiana, Metarhizium anisopliae, Colletotrichum
gloeosporioides, B. maydis, B. sorokiniana, Sclerotium rolfisi, entre outros
(PASHOLATI et al.,, 1993). Fernandes et al. (2012) verificou baixa formagao de
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esterases nos fungos entomatogénicos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae
e Paelomyces sp, com média de relacdo H/C de 1,0, independende da adicdo de
glicose ao meio minimo.

Para a atividade de celulases, trés isolados n&o apresentaram atividade
enzimatica, LPS06, LPS14 e LPS19. O isolado LPS15 destacou-se com a maior
atividade desta enzima (H/C = 2,0). Entre os demais isolados houve diferencas

significativas nas relacfes halo/colénia (Figura 10).
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Figura 10. Relacéo halo/colénia (H/C) dos isolados de Bipolaris oryzae para a atividade de celulases.

FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017. Barras verticais seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey (p<0,05).

A celulose é um poissacarideo de cadeias longas, formada por moléculas de
glicose e constitui-se no principal componente estrutural das paredes celulares dos
vegetais (20-30% nas paredes primarias e 40% em paredes secundarias). A
degradacao da celulose, com produto final em glicose, € realizada pela acédo de
diferentes celulases, resultado da acao de fitopatdogenos.

Bansal et al. (2012) obtiveram alta produtividade de enzimas degradadoras de
celulose, por fermentacéo sélida empregando farelo de trigo como fonte de carbono,
utilizando o fungo Aspergillus niger. Mythili et al. (2014) mencionam a formacéo de
halos de degradacao de celulose em 83,0% dos isolados de Fusarium sp. e em 66%
dos idolados de Bipolaris sp. e Curvularia sp., utilizados em seu estudo.

Na figura 11 encontram-se as relagdes halo/coldnia para a atividade de
pectinases. Dentre os 15 isolados, apenas oito ( LPS07, LPS09, LPS11, LPS12,
LPS15, LPS16, LPS17 e LPS18) foram capazes de degradar o substrado através da

producéo de pectinases.
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Figura 11. Relacdo halo/coldénia (H/C) dos isolados de Bipolaris oryzae para a atividade de
pectinases. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017. Barras verticais seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Estas enzimas atuam na degradacdo de substancias pécticas (acido
poligalacturénico, acido péctico e ramnogalacturonama) presentes na lamela média
dos tecidos vegetais. As pectinases estdo entre as mais estudas entre as enzimas
degradadoras de parede (EDP) em relacdo ao seu papel na patogenicidade. A razao
desse interesse deve-se ao constante tratamento de tecidos vegetais com
pectinases purificadas que ocasionam a separacdo e morte das células.

Trabalho realizado por Bertonha et al. (2016) corroboram os resultados
encontrados neste estudo, pois ndo houve formacao de pectinases em isolados de
Bipolaris sp. Entretanto, Chand et al. (2014) quantificaram a atividade pectinolitica
de 18 isolados de B. sorokiniana pertencentes a subpopulacdes selvagens e clonais
e observaram concentraces médias que variaram de 0,76 a 17,87 U.mg™ proteina.

Considerando os resultados de cada teste, nenhuma enzima foi produzida por
todos os isolados, porém para o teste da atividade aminolitica, quatorze dos quinze
isolados produziram esta enzima. As médias das relacées H/C de todos os isolados
variaram de 0,56 para pectinases a 1,1 para amilases. A DMS do teste de Tukey
para um nivel de significancia de 0,05 mostrou que apenas houve diferencas

siginificativas entre as atividades das enzimas pectinases e amilases (Figura 12).
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Figura 12. Médias da relacao halo/colénia (H/C) de todos os isolados para atividade enzimatica de
cada teste. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017. Barras verticais seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3.2 Viruléncia dos isolados em sementes de arroz

A partir das sementes inoculadas com B. oryzae, foram observadas plantulas
sem sintomas, correspondentes ao grau EO e plantulas com sintomas
correspondentes as demais escalas: E1, E2, E3, E4 e E5. De acordo com o isolado
inoculado foi possivel observar diferentes respostas sobre a incidéncia, indice da
doenca e na taxa de transmissao em sementes e plantulas das cultivares Puita Inta
CL e BRS Sinuelo CL (Figura 13).

Figura 13. Plantulas de arroz infectadas por Bipolaris oryzae. A) classificacdo de acordo com o grau
da lesdo; B) semente colonizada C) colonizacdo coledptilo; D) conidio de B. oryzae. FAEM/UFPel,
Pelotas/RS, 2017.
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Os sintomas foram classificados como mancha foliar na parte aérea, mancha
no colo e “dampping-off’ em pré e pés emergéncia, sendo que durante as avaliagcoes
foi observado um grande numero de sementes com morte pré e pés-emergéncia.
Segundo Malavolta et al. (2002) e Farias (2007) o patdgeno quando presente na
semente reduz a sua germinacao e, consequentemente a densidade populacional
devido a morte de plantulas, fato que explica o elevado niumero de morte de plantas
nos estadios iniciais de desenvolvimento.

Por meio do ID, pbde-se constatar que os isolados LPS15 e LPS17
provenientes da cidade de S&o Lourenco do Sul apresentaram os maiores ID
guando inoculados na cultivar Puita Inta CL, 80,8 e 80,4%, respectivamente, sendo a
maioria dos sintomas classificados na escala 4 (morte pré emergéncia). Ja na
cultivar BRS Sinuelo CL os isolados mais virulentos foram LPS12 da cidade de
Tapes e novamente o isolado LPS17, com indices de 59,2 e 62,6%, respectivamente
(Tabelas 8 e 9). Estudos realizados por Cardoso (2012) e Farias (2007) indicaram
valores elevados para o ID de plantulas infectadas por B. oryzae, chegando a
alcancar 100%.

Foi confirmado que o fungo B. oryzae pode ocasionar diferentes danos no
desenvolvimento inicial das plantulas de arroz. Os isolados LPS12, LPS14, LPS15,
LPS16, LPS17, LPS18 e LPS19 tiveram a maioria dos sintomas classificados na
escala 4 quando inoculados na cultivar BRS Sinuelo CL. Por outro lado, as
sementes inoculadas com os isolados LPS05, LPS06, LPS08 e LPS11, em sua
maioria, ndo apresentaram sintomas, sendo classificadas na escala 0 (plantulas sem
sintomas) (Tabela 8). Os isolados LPS06, LPS08, LPS11, LPS12, LPS13, LPS14,
LPS15, LPS16, LPS17, LPS18 e LPS19 tiveram maior capacidade de causar morte
em pré-emergéncia (escala 4) e as sementes da cultivar Puita Inta CL inoculadas
com os isolados LPS05, LPS07, LPS09 e LPS10 originaram plantulas
predominantemente sem sintomas. As escalas 1 e 3, onde foram classificadas as
plantulas com les6es em folhas e lesdes em folhas e coledptilo, foram as que
apresentaram menores percentagens para todos os isolados, nas duas cultivares.

A cultivar Puita Inta CL é considerada medianamente suscetivel a brusone,
causada por Pyricularia oryzae e a mancha parda, causada por B. oryzae. Em
contrapartida, a cutivar BRS Sinuelo CL é considerada medianamente resistente a
estas mesmas doencas, o que explica as diferencas encontradas entre as cultivares.

E importante ressaltar que a prevaléncia e severidade de determinada doenca
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depende da presenca de um patégeno virulento, de ambiente favoravel e da
suscetibilidade da cultivar (BERGAMIN FILHO, 1995). Levando em consideracdo
essa afirmacao, nota-se que os elevados ID de uma cultivar em comparacéo a outra
sao condizentes em relagéo a suscetibilidade das cultivares utilizadas neste estudo.

As taxas de transmisséo dos isolados LPS12, LPS14, LPS15, LPS16, LPS17 e
LPS19 foram as maiores na culivar Puitd Inta CL, sendo que os isolados LPS14,
LPS16 e LPS17 tiveram um percentual de 100% de transmisdo semente-plantula. O
isolado LPSO05, proveniente da cidade de Dom Pedrito, apresentou a menor taxa de
transmissdo para esta mesma cultivar, 44%. Para a cultivar BRS Sinuelo CL, os
isolados LPS14 e LPS17 tiveram percentuais de 82,0 e 80,0% de TT. A menor TT
semente-plantula foi observada nos isolados LPS05 e LPS10, com percentuais de 34,
0 e 38,0%, respectivamente (Tabela 8).

Taxas de transmissao de 100% também foram observadas por outros autores
neste mesmo patossistema, com outras cutivares (MALAVOLTA et al,. 2002;
CARDOSO, 2012), porém nao ha na literatura estudos verificando a variabilidade de
diferentes isolados no tocante a transmissdo semente-planta. Relatos de altas taxas
de transmissdo em patossisnetemas envolvento patdégenos com sintomas similares
aos de B. oryzae em sementes, como B. sorokiniana, Exserohilium sp., Curvularia
lunata, Drechslera teres, entre outros, s&o concordantes com este estudo
(AGOSTINETTO, 2014; SILVA, 2015; GAVIRIA-HERNADEZ, 2016).

Trabalhos realizados com patdgenos associados a sementes, entre eles B.
oryzae, B. cynodontis, B. sacchari, B. sorokiniana, E. rostratum e Drechslera sp.,
demostraram que fatores como o potencial de in6culo e o tempo de exposicdo das
sementes ao patégeno diminuem a germinacao de sementes de arroz e provocam um
aumento de morte em pré e pés-emergéncia (FERRARI; POSSAMAI, 2010; FARIAS
et al., 2005; GAVIRIA-HERNANDEZ, 2016). Opondo-se a estes trabalhos, Galli et al.
(2005) e Cardoso (2012) relataram que a germinacdo e o numero de sementes
mortas independeu do tempo de contato do fungo com as sementes, mas que 0
tempo era diretamente proporcional a incidéncia do patégeno nas sementes. Neste
estudo foi utilizado um potencial de in6culo considerado por outros autores como
médio e periodo de inoculagédo de 48 horas para garantir a presenca do patégeno em

todas as sementes.
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Tabela 7. Percentual de infeccdo por Bipolaris oryzae nas classes da escala de transmissdo semente-
plantula, indice da doenca (ID) e taxa de transmissado (TT) em sementes de arroz da cultivar BRS
Sinuelo CL. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Escala da lesao indice da Taxa de
Isolado 1 2 3 4 5 Doenca (%) Transmisséo (%)
LPS05 40,0 4,0 8,0 240 24,0 0,0 16,2 34,0
LPS06 36,0 00 240 8,0 20,0 12,0 42,4 64,0
LPS07 280 80 440 0,0 20,0 12,0 34,8 52,0
LPS08 320 40 280 16,0 12,0 8,0 46,4 58,0
LPS09 320 40 36,0 16,0 16,0 0,0 38,4 68,0
LPS10 27,0 0,0 290 12,0 16,0 16,0 36,4 38,0
LPS11 440 40 120 16,0 20,0 4,0 38,4 56,0
LPS12 4,0 120 16,0 8,0 60,0 20,0 59,2 76,0
LPS13 240 120 440 40 16,0 0,0 44,2 66,0
LPS14 4,0 0,0 0,0 16,0 60,0 24,0 54,1 82,0
LPS15 150 8,0 240 12,0 240 180 45,6 64,0
LPS16 0,0 0,0 0,0 0,0 76,0 24,0 54,8 74,0
LPS17 100 0,0 10,0 0,0 56,0 24,0 62,6 80,0
LPS18 8,0 0,0 8,0 12,0 44,0 280 33,6 52,0
LPS19 240 4,0 240 0,0 28,0 20,0 55,2 76,0

Tabela 8. Percentual de infeccdo por Bipolaris oryzae nas classes da escala de transmissdo semente-
plantula, indice da doenca (ID%) e taxa de transmisséo (TT%) em sementes de arroz da cultivar Puita
Inta CL. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Isolado Escala da leséo indice da Taxa de
0 1 2 3 4 5 Doenca (%) Transmissédo (%)
LPSO05 48,0 0,0 20,0 0,0 24,0 8,0 27,7 44,0
LPS06 20,0 0,0 16,0 0,0 44,0 20,0 61,6 80,0
LPSO07 36,0 4,0 16,0 8,0 16,0 20,0 51,2 64,0
LPS08 12,0 8,0 20,0 0,0 28,0 32,0 65,4 88,0
LPS09 28,0 4,0 24,0 20,0 24,0 0,0 48,8 72,0
LPS10 32,0 0,0 12,0 24,0 24,0 8,0 46,4 68,0
LPS11 28,0 0,0 12,0 12,0 32,0 16,0 53,6 72,0
LPS12 4,0 0,0 12,0 24,0 44,0 16,0 70,4 96,0
LPS13 20,0 12,0 20,0 4,0 24,0 20,0 58,4 80,0
LPS14 8,0 0,0 12,0 12,0 56,0 24,0 68,8 100,0
LPS15 4,0 8,0 4,0 8,0 48,0 28,0 80,8 96,0
LPS16 12,0 0,0 12,0 0,0 56,0 20,0 70,4 100,0
LPS17 0,0 0,0 16,0 0,0 52,0 32,0 80,4 100,0
LPS18 28,0 8,0 12,0 8,0 40,0 4,0 47,2 68,0
LPS19 10,0 4,0 16,0 18,0 27,0 25,0 75,2 92,0
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3.3.3 Viruléncia dos isolados em plantulas de arroz

Os sintomas resultantes da inoculagdo em plantulas em estadio V2 foram
classificados em manchas necroticas de cor marrom em folhas e no coledptilo
(Figura 14). Os isolados mostraram-se mais virulentos na cultivar Puita Inta CL, com
ID variando de 12,0 a 29,0%. Na cultivar BRS Sinuelo CL o ID variou de 8,0 a
19,0%. Os isolados mais virulentos foram LPS10, LPS13 e LPS15 quando
inoculados na cultivar Puita Inta CL e quando inoculados na cultivar BRS Sinuelo CL
os isolados mais virulentos foram LPS10, LPS15 e LPS17 (Tabela 10).

Figura 14. Plantulas de arroz com sintomas de mancha parda em folhas. FAEM/UFPel, Pelotas/RS,
2017.

Os isolados LPS15 e LPS17, assim como em sementes, também
apresentaram os maiores ID quando inoculados em plantulas, demostrando a alta
viruléncia nas cultivares em que foram inoculados (Tabela 10). Observa-se que
houve uma relacéo entre a viruléncia e a atividade de enzimas extracelulares, pois
os dois isolados mais virulentos foram capazes de produzir enzimas em todos os
testes (ver Figuras 7, 8, 9, 10 e 11), estas essenciais para a desintegracdo dos
componentes estruturais e degradacdo de substancias presentes nas camadas
superficiais das células do hospedeiro. Esta relacdo assemelha-se aos resultados de
Chand et al. (2014), quando observaram correlagdo positiva entre a producao
enzimatica e o desenvolvimento de lesGes provocadas por B. sorokiniana em

cevada.
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Os menores indices da doenca foram observados através da inoculacdo dos
isolados LPS08, LPS13 e LPS19, provenientes das cidades de Cachoeira do Sul,
Mostardas e Jaguardo, respectivamente, sendo que o isolado LPS08 também
apresentou o menor ID nas duas cultivares. Bettiol e Ghini (2002) destacam a
importancia de isolados avirulentos ou hipovirulentos em populacdes de patégenos
para serem utilizados na inducdo de resisténcia sistémica, pois estes possuem a
capacidade de colonizar o hospedeiro sem causar doenca, porém sendo
reconhecido pela planta e ativando seu sistema de defesa.

A incidéncia da doenca variou de 45,0 a 75,% em plantulas da cultivar
Puita Inta CL e de 25,0 a 50,0% na cultivar BRS Sinuelo CL. Novamente o isolado
LPS17 destacou-se, neste caso nas duas cultivares, com valores de 75,0% para a
cultivar Puita Inta CL e 50,0% para a cultivar BRS Sinuelo CL. Os isolados com
menor incidéncia em plantulas foram LPS06, LPS18 e LPS19.

Tabela 9. Percentual do indice da doenca (ID%) e incidéncia (%) de Bipolaris oryzae em plantulas de
arroz das cultivares Puita Inta-CL e BRS Sinuelo CL. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

indice da doenca (%) Incidéncia (%)
Isolado
Puita Inta CL BRS Sinuelo CL Puita Inta CL BRS Sinuelo CL

LPS05 20,0 14,0 50,0 40,0
LPS06 15,0 11,0 45,0 25,0
LPSO7 15,0 12,0 55,0 30,0
LPS08 12,0 8,0 50,0 35,0
LPS09 12,0 10,0 60,0 40,0
LPS10 23,0 17,0 60,0 45,0
LPS11 21,0 14,0 65,0 45,0
LPS12 15,0 11,0 55,0 45,0
LPS13 25,0 9,0 55,0 45,0
LPS14 17,0 14,0 50,0 45,0
LPS15 28,0 23,0 65,0 40,0
LPS16 19,0 12,0 60,0 45,0
LPS17 25,0 18,0 75,0 50,0
LPS18 20,0 11,0 65,0 25,0
LPS19 19,0 9,0 60,0 25,0

A variacdo na viruléncia dos isolados estudados pode ser atribuida as
interacdes genotipicas e, provavelmente, aos diferentes genes de viruléncia
operando nessa espécie. Ainda que o fungo B. oryzae se reproduza principalmente

de forma assexuada, essa variacdo sugere que ocorre uma intensa troca genética
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dentro das populacdes, justificando-se devido a expressdo de algumas
caracteristicas oriundas da informacao genética presente nos nucleos, contidos em
cada célula heterocaridtica do patdogeno e interagindo com o gendétipo do
hospedeiro.

Sobretudo, os resultados deste estudo indicam que existe variacdo da
viruléncia dos isolados em relacéo as diferentes regibes em que foram coletados.
Este fato pode ser explicado por meio de fatores externos, como as diferencas
edafocliméaticas das regides de onde os isolados procederam, ou por fatores
internos, onde um isolado pertencente a mesma espécie difere de outro devido a
sua composi¢do genética. Segundo Poloni (2008), o fato de um isolado de um
determinado hospedeiro mostrar-se pouco agressivo para 0 mesmo hospedeiro
pode ser explicado pela variagdo da cultivar, pelo local de origem do isolado em
relacdo ao hospedeiro testado e da variabilidade genética entre isolados da mesma
espécie e do mesmo hospedeiro. Além disso, alguns fungos possuem cromossomos
supranumerarios que contribuem para a variacao na patogenicidade, pois carregam
genes de viruléncia. Também foram observados elementos transponiveis, que
podem ser transmitidos entre ndcleos de um heterocarios e fatores genéticos
citoplasmaticos e RNAs citoplasmaticos que podem ser transferidos para diferentes

linhagens por mecanismos ndo mendelianos (KLISTER; MIAO, 1992).

3.4 Conclusao

Os isolados estudados apresentam distintas atividades enziméticas,

evidenciando variabilidade fisiolégica entre estes.

A atividade enzimatica dos isolados utilizados neste estudo pode ser

relacionada a viruléncia.

Os isolados de B. oryzae analisados apresentam variacdes em sua viruléncia,
com destaque para os isolados LPS15 e LPS17 que apresentam alta viruléncia em

sementes e plantulas das cultivares testadas.



4 Capitulo 3 - Compatibilidade sexual e deteccdo dos genes de
compatibilidade sexual em Bipolaris oryzae

4.1 Introducao

A existéncia da fase sexuada em fungos fitopatogénicos € considerada de
grande importancia, pois é responsavel pelo aumento da variabilidade devido a troca
de material genético entre 0s microrganismos, gerando grande impacto nas
estratégias de manejo da doenc¢a (GALBIERI; URASHIMA, 2008).

A reproducdo sexual em fungos pode ocorrer tanto entre isolados
heterotalicos como em isolados homotalicos, sendo os grupos sexuais definidos por
genes de compatibilidade (mating type ou MAT). Dentro do sistema heterotalico
existem 0s chamados grupos de compatibilidade sexual, onde cruzamentos sé
ocorrem entre individuos pertencentes a grupos geneticamente diferentes. Ja4 no
sistema homotalico, ndo existem 0s grupos sexuais definidos e a reproducao
sexuada pode ocorrer por autofecundacdo (ALEXOPOULOS et al., 1996; GLASS et
al., 2000; SAUPE, 2000; HICKEY et al., 2002).

O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoem. [syn. Drechslera oryzae
(Breda de Haan) Subr. & Jain e Helminthosporium oryzae (Breda de Haan)]
teleomorfo Cochliobolus miyabeanus (S. Ito & Kurib.) Drechsler x Dastur, pertence
ao filo Ascomycota, classe Ascomycetes (Dothideomycetes), ordem Pleosporales e
familia Pleosporaceae (WEBSTER; GUNNEL, 1992). A fase teleomorfica se
caracteriza por apresentar pseudotécio marrom escuro, globoso com 370-760 x 360-
780 um, presenca de ostiolo. As ascas medem de 140-235 x 21-26 um, clavadas,
cilindricas, levemente curvadas. Com pedicelos curtos, bitunicadas, contendo em
meédia 1-8 ascosporos por asca, em media trés. Os ascosporos medem de 235-648
X 4-9 ym com 8-12 septos, em média, hialinos e filiformes (SIVANESAN, 1987).

A fase perfeita da-se devido ao cruzamento entre dois individuos de tipos

sexualmente compativeis e férteis. Isso ocorre quando a estrutura receptora,
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chamada de ascogbnio esta apta a receber o(s) nucleo(s) do individuo compativel
doador, por meio de conidios ou hifas (ZHANG, 2014).

Os genes do locus MAT determinam o tipo sexual dos fungos. As sequéncias
que se encontram dentro do locus MAT sdo denominadas de idiomorfos e néo
alelos, por se tratarem de sequéncias muito diferentes que, no entanto, ocupam o
mesmo locus no genoma. Estes genes possuem certas regides conservadas entre
as espécies, que se denominam HMG-box (para o idiomorfo MAT-2) e a-box (para o
idiomorfo MAT-1). Estas regides sdo motivos de ligacdo do DNA e garantem que
apenas os nucleos geneticamente distintos irdo se fundir e passar por meiose antes
da formac&o dos esporos sexuais (CONDE-FERRAEZ, 2007).

Embora no Brasil, em condi¢cdes de campo, a ocorréncia da fase sexuada néo
tenha sido relatada, a sua existéncia ndo é descartada. Trabalhos conduzidos por
Farias et al. (2011) e Coila (2008) reforcam essa hipétese ao obterem o teleomorfo
C. miyabeanus em condi¢des controladas. A obtencdo dessa fase em laboratorio
tem sido conduzida a partir de pareamentos entre individuos de mesma espécie,
sendo bastante trabalhosa quando se trata principalmente de individuos
heterotalicos, sendo necessarios numerosos pareamentos e tempo para formacao
das estruturas reprodutivas (VIEGAS, 1989; FARIAS, 2011).

Apesar do fungo B. oryzae ser considerado heterotalico, existem hipdteses
que, durante a inducdo da fase sexuada em laboratério, possa ocorrer formacéo de
pseudotécios se isolados forem cruzados entre si e, dessa forma, considerados
seriam heterotalicos secundarios (SHASMI et al., 2010). Essa hipbtese é sustentada
por uma possivel presenca dos dois tipos de compatibilidade, MAT-1 e MAT-2 no
mesmo conidio, uma vez que é caracteristica do género Bipolaris apresentar mais
de um nucleo por célula dos conidios (AZEVEDO, 1976; GLASS et al.,, 2000;
MCDONALD; LINDE, 2002).

Para facilitar a identificacdo dos genes de compatibilidade sexual, tém-se
utilizado variagfes da técnica de PCR, a fim de evitar o intenso trabalho de fazer um
grande numero de cruzamentos em laboratorio (STEENKAMP et al., 2000).

Diante do exposto o objetivo do trabalho foi conhecer o tipo compativel e a
fertilidade por meio do pareamento entre isolados monosporicos, assim como
determinar os genes de compatibilidade sexual através de primers especificos em

isolados de B. oryzae de diferentes regides orizicolas do Rio Grande do Sul.
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4.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes e
Fungos Fitopatogénicos (LPSFF) pertencente a Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel (FAEM) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os isolados fangicos de
B. oryzae utilizados foram provenientes da colecdo do LPSFF, obtidos a partir de
sementes de diferentes cultivares de arroz e regides do estado do Rio Grande do

Sul (Anexo |), descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Isolados de Bipolaris oryzae presentes no Laboratério de Patologia de Sementes e
Fungos Fitopatogénicos da Universidade Federal de Pelotas FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Isolado Cidade Regido

LPS05 Dom Pedrito Campanha
LPS06 Pelotas Zona Sul

LPSO7 Camaqua Zona Sul

LPS08 Cachoeira do Sul Depressao Central
LPS09 Santo Anténio da Patrulha Planicie Costeira Externa
LPS10 Tapes Planicie Costeira Interna
LPS11 Pedro Osério Zona Sul

LPS12 Tapes Planicie Costeira Interna
LPS13 Mostardas Planicie Costeira Externa

A verificagdo da compatibilidade entre os isolados de B. oryzae consistiu-se
na obtencdo da fase teleomorfica destes. Para isso foi realizado o cultivo
monosporico dos isolados massais, sendo realizadas cinco culturas
monosporicas/isolado. Discos de micélio das bordas das colbnias isoladas foram
mergulhados em tubos de ensaio com agua destilada esterilizada formando
suspensdes de esporos, da qual 50 uL foram transferidos e espalhados sobre a
superficie de meio de cultura agar-agua (AA), em placas de Petri. Com auxilio de um
anel de platina acoplado a lente de um microscopio optico foram retirados blocos de
meio de cultura contendo um Unico esporo, sendo esses transferidos para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA e incubados em sala de crescimento a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas.

Posteriormente foi realizado pareamento entre os isolados, sendo utilizadas

suspensdes de esporos contendo discos de micélio de dois isolados monospaoricos,
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tentando todas as combinacdes possiveis. Também foram utilizadas suspensées de
esporos contendo um unico isolado.

Em seguida a suspensado foi vertida em placas de Petri contendo papel
mata-borrdo e sobre esse, folhas de Typha sp. e papel filtro, esterilizados (FARIAS
et al., 2007; FARIAS et al., 2011). Foram utilizadas cinco placas por tratamento,
sendo estas foram incubadas em sala crescimento a 25 +2°C, fotoperiodo de 12
horas luz por um periodo superior a 30 dias, ou até o aparecimento dos
pseudotécios.

Apos o periodo de incubagédo as placas foram cuidadosamente examinadas
em microscopio estereoscopico, sendo a fertilidade dos isolados determinada a
partir da presenca de pseudotécios.

Pseudotécios quando presentes foram retirados do papel com auxilio de
estilete e transferidos para laminas, contendo azul de Amman e, macerados para
liberacdo das ascas e ascésporos, observando a capacidade de formacdo completa
dos 6rgaos sexuais. Também foi realizada a viabilidade dos ascosporos, através da
germinacao destes em meio BDA.

Os isolados férteis foram classificados quanto a sexualidade em heterotélico,
heterotalico secundario ou homotalico. Isolados heterotalicos foram aqueles que
formaram pseudotécios quando crescidos aos pares; heterotalico secundario
aqueles formaram pseudotécios a partir de uma Unica colénia monospdérica ou aos
pares; e homotalico aqueles que apresentaram capacidade de produzir pseudotécios
somente a partir de uma Unica colénia monospaorica.

O tipo compativel também foi determinado ap6s o periodo de incubacéo
entre os isolados compativeis sexualmente, caracterizado pela formacdo de
pseudotécios. No momento em que foram visualizadas as estruturas reprodutivas
sexuadas, os grupos sexuais foram definidos, sendo que em um primeiro momento
foram designados os MAT-1 e MAT-2 e posteriormente todos os individuos que
cruzaram com o MAT-1 foram considerados MAT-2 e vice versa. Isolados que néo
cruzaram com nenhum dos parentais foram denominados como N.D. (n&o
determinado).

A partir da verificacdo e identificacdo dos genes de compatibilidade (MAT-1
e MAT-2) a confirmacdo da presenca destes genes foi feita por meio de PCR. Para
isso foi realizada a extragdo de DNA total dos isolados, conforme descrito por Doyle
& Doyle (1991). O DNA dos isolados foi utilizado em uma reacdo de PCR com
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volume final de 15 pL contendo 7,55 pL de agua DEPC, 1,5 pL de tampao PCR
Buffer 10X(Tris HCI 0,2 M pH 8,4, KCI 0,5 M), 0,45 pL de MgCl, 25 mM, 0,3 uL de
dNTP 10 pM, 0,2 puL de Taq DNA Polimerase 5 U/uL, 3,0 uL da amostra de DNA
gendmico e 0,5 pL dos primers ChHMG1 (5-AAGGCNCCN CGYCCNATGAAC-3) e
ChHMG2 (5-CTNGGNGTGTAYTTGTAATTNGG-3), descritos por Arie et al., (1997)
e que sao utilizados na amplificacdo da regido HMG-box responsavel pela
transcricdo do gene MAT-2. A reacdo de PCR seguiu as seguintes condi¢cdes de
amplificagéo: desnaturagédo 95 °C durante 2 min foi seguido por 30 ciclos de 95 °C
durante 1 min; 47 ° C durante 30 s; 72 °C durante 1 min, com uma extensao final a
72 °C durante 10 min. As reacfes foram mantidas a 4 °C (ARIE et al., 1997). O
produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% em tampéao
TBE 1X a 80V cm™, utilizando-se 5,0 pL de reacao.

4.3 Resultados e Discussao

A fase sexuada foi confirmada entre alguns dos cruzamentos testados, sob
condicbes de laboratério através da observacdo de pseudotécios de coloracao
marrom escuro, globosos e com presenca de ostiolo, tipicos de C. miyabeanus
(SIVANESA, 1987), ap6s 30 dias de incubacdo (Figura 15A e 15B). Num total de
225 combinagbes, 15 (menos de 10%) formaram pseudotécios. Foi possivel
identificar a sexualidade de sete dos nove isolados utilizados no estudo, pois dois
deles ndo foram compativeis com nenhum isolado com o qual foi pareado (Tabela
11).

A baixa formacédo da fase sexuada entre 0s cruzamentos pode estar ligada a
perda da capacidade de reproduzir-se sexualmente, pois segundo Zeigler (1998)
esta é perdida imediatamente se o0s loci responsaveis pela especializacao
patogénica num hospedeiro estiverem ligados ao locus MAT e a medida que a
especializacdo progride, a degeneracdo sexual prossegue. Para Farman et al.
(1996), esta perda pode ocorrer também devido a um aumento de elementos
transponiveis (transposons) no genoma de popula¢gdes sexualmente compativeis
através da recombinacdo, uma vez que o0s transposons estdo espalhados por toda a
populacdo e sua acumulacdo leva a um aumento gradual de anomalias

cromossOmicas em linhagens clonais.
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Entre os isolados cruzados, com excecéo dos isolados LPS11 e LPS12, todos
0os demais apresentaram caracteristica de heterotalismo, necessitando do gene de
compatibilidade sexual oposto para formacéo da fase sexuada. Nenhum isolado foi
classificado como homotalico ou heterotélico secundario (Tabela 11).

Tabela 11. Sexualidade e tipo compativel de isolados de Bipolaris oryzae de diferentes regifes do Rio
Grande do Sul. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Isolado Sexualidade Tipo Compativel
LPS05 Heterotalico MAT-1
LPS06 Heterotdlico MAT-1
LPS07 Heterotalico MAT-2
LPS08 Heterotélico MAT-2
LPS09 Heterotalico MAT-1
LPS10 Heterotalico MAT-1
LPS11 NI NI

LPS12 NI NI

LPS13 Heterotalico MAT-2

Quanto a fertilidade, somente foi observada a producdo de pseudotécios
guando os isolados foram cruzados aos pares. Nos demais cruzamentos férteis foi
possivel observar ascas bitunicadas contendo ascosporos tipicos de C. miyabeanus
distribuidos de forma helicoidal e completamente desenvolvidos. Todos o0s
ascosporos testados quanto a germinacao foram viaveis (dados ndo apresentados).

Figura 15. A) Formacao da fase sexuada de Bipolaris oryzae in vitro; B) Pseudotécios sobre papel
filtro; C) Ascas e ascOsporos de Cochliobolus miyabeanus; D) Ascas bitunicadas e ascosporos em
forma helicoidal. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.
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O isolado LPS08 apesar de ser fértil quando cruzado com os isolados LPSO05,
LPS06 e LPS10, ndo desenvolveu 0Orgdos sexuais (ascas e ascOsporos),
observando-se pseudotécios estéreis. Zeigler (1998) relatou que o atraso na
formacéo de cromossomos durante as divisbes nucleares no momento da formacéo
do asco pode explicar a ocorréncia de pseudotécios estéreis.

Apesar da baixa fertilidade dos isolados, foi determinado o tipo compativel de
sete isolados, sendo trés MAT-2 e quatro MAT-1. Foi observado que nem todos 0s
isolados MAT-1 cruzaram com os MAT-2. Este fato demonstra que, além dos genes
de compatibilidade, existem outros fatores intrinsecos ao fungo ou ambiente,
necessarios para a formacéo da fase sexuada. Resultado semelhante foi relatado
por Moreira et al. (2015), concluindo que varias questdes podem estar relacionadas
ao ciclo sexual, como distribuicdo de idiomorfos em diversas populac¢des, o evento
de fertilizacdo, as funcbes especificas dos genes MAT, feromdnios no
reconhecimento dos individuos, na morfogénese e na fertilidade, ocorréncia da fase
sexuada em tecidos vegetais e diferentes condigdes de indugao in vitro. Segundo
Schoustra et al. (2010), em condi¢des de campo, a adaptacdo do gendtipo ao meio
ambiente e outros fatores biologicos inerentes a cada gendtipo podem influenciar a
formacao da fase sexuada.

Levando em consideracdo a procedéncia dos isolados, foi verificada a
ocorréncia dos dois tipos compativeis em isolados de uma mesma regido (LPS07 e
LPS10/ Planicie Costeira Interna e LPS09 e LPS13/Planicie Costeira Externa),
apesar de baixa amostragem. Alguns autores afirmam que a ocorréncia dos dois
tipos compativeis em uma mesma regido auxiliam o patégeno no ciclo sexual e que
esta fase € a responsavel pelo incremento de variabilidade genética e formacéo de
novos gendtipos, pois permite a troca de material genético resultando numa
progénie com melhor adaptacéo, favorecendo o surgimento de novas variantes que
podem conter combinacées inéditas de viruléncia (NOTTEGHEM E SILUE, 1992;
SAUPE, 2000; BRUNO E URASHIMA, 2001).

Os isolados LPS11 e LPS12 ndo formaram pseudotécios em nenhum dos
cruzamentos testados. Este evento de ndo formacgao da fase sexuada pode decorrer
da auséncia dos idiomorfos MAT-1 ou MAT-2 nesses isolados, pois B. oryzae possuli
uma ampla gama de hospedeiros alternativos, responsaveis pela manutencédo da
fase anamorfica em condi¢cdes de campo durante todo o ano (VALE et al., 2004),

inviabilizando, muitas vezes, a formacdo da fase sexuada e provavelmente
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possibilitando a ocorréncia da erosdo genética, onde populacbes perdem os genes
que permitem a formacao desta fase.

Ahmadpour et al (2017, no prelo) testou 317 cruzamentos entre B. oryzae
isolado da cultura do arroz e de plantas daninhas e observou que seis dos nove
isolados MAT-1 e cinco dos sete isolados MAT-2 de plantas daninhas foram capazes
de formar pseudotécios férteis e nos cruzamentos onde foram utilizados os demais
isolados ndo houve formacao da fase sexuada.

A respeito da obtencéo da fase sexuada em laboratério conduzida a partir de
pareamentos, embora util para determinagdo do tipo compativel e fertilidade é um
método bastante laborioso, sendo necessarios numerosos pareamentos e tempo
para formacado das estruturas reprodutivas. Dessa forma, técnicas moleculares vém
auxiliando na detec¢do dos genes MAT-1 de forma rapida e confiavel.

Em relacéo a validacdo do par de primers ChHMG1 e ChHMG2 em B. oryzae,
foi possivel observar a amplificacdo de um fragmento entre 300 e 400 pares de base
(~0,3kb) do motivo HMG-box em quatro isolados (Figura 16), o mesmo fragmento
observado por Arie et al. (1997) em C. heterostrophus, teleomorfo de Bipolaris
maydis, confirmando a aplicabilidade deste par de primers e a presenca do gene

MAT-2 nestes isolados.

Figura 16. Expressao do gene MAT-2 em Bipolaris oryzae. 1) Marcador molecular 100 pb; 2) LPS07;
3) LPS07; 4) LPS08; 5) LPS13; 6) Branco. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Alguns pares de primers foram utilizados com sucesso em pesquisas com 0
objetivo de identificar os genes de compatibilidade sexual em numerosas espécies
de Cochliobolus spp. com anamorfos em Bipolaris sp., aléem de outras espécies

como Alternaria alternata, Fusarium oxysporum e Pyricularia grisea (ARIE et al.,



63

1997; YUN et al.,, 1999; ARIE et al., 2000; CASTELL-MILLER E SAMAC, 2012;
SIRISATHAWORN et al., 2017).

Para testar a presenca de genes de compatibilidade sexual, Krupinsky et al.
(2004) utilizaram os primers especificos ho4 e ho5 (sequéncia ndo informada pelo
autor) para detectar MAT-1 e BsHMG21 (CTCCTTGGAGCAATGGATTC) e
BsHMG22 (CTGGCGGAGGTGTTCTTCTT) para detectar MAT-2 em B. oryzae
isolado de pastagens. A amplificacdo com os primers BsHMG21 e BsHMG22 gerou
um fragmento de aproximadamente 600 pares de base, confirmando a presenca do
gene MAT-2 em cinco dos seis isolados utilizados no estudo.

Genes de compatibilidade sexual de B. oryzae foram amplificados utilizando
os primers especificos CmMAT1F1 (5-GACCAGTTCTTCCGCATTA-3') e
CmMAT1R1 (5'-GGTCCGAAAGCAGAGTAGT-3") para o gene MAT-1 e
CmMAT2F1 (5-GAGGTGTTCTTCTTTGGCA-3') e CmMAT2R1
(5GATGACTGGAATAACGGCA-3') para o gene MAT-2, sendo confirmada a
presenca destes genes ap0s a observacdo de um fragmento de 523 pares de base
(AHMADPOUR, 2017, no prelo). Vale ressaltar que o tamanho do fragmento
encontrado neste trabalho difere ao da pesquisa anterior devido as sequéncias dos
primers utilizados na reacdo de PCR. Kusai et al. (2016) testou os primers
NM162SetoMAT1F1 (5-TCCGCTTGACCACTTCTTC-3' e NM163SetoMAT1R1 (5'-
ATGGATTATGCTCGTAGTTA-3’) para o gene MAT-1 e NM164SetoMAT2F1 (5'-
TTCTTGGGGTTCTCTGGCGA-3) e NM165SetoMAT2R1 (5'-
CCAGCCACGACTACCAAGA-3’) para o gene MAT-2 em 45 isolados de
Setosphaeria rostrata (anamorfo: Exserohilum rostratum (Drechsler) K.J. Leonard &
Suggs) e relatou que 42 possuiam o gene MAT-2 e apenas trés MAT-1. No presente
estudo foi obtida uma relacdo MAT-2:MAT-1 de 1:1,33.

Considerando a amplificacdo da regido HMG-box, que confirma a presenca
do gene MAT-2, pelo primer testado é possivel inferir que 0 mesmo pode ser
utilizado a fim de evitar o trabalho laborioso de fazer numerosos cruzamentos para
determinar o tipo compativel de B. oryzae, pois a amplificacdo coincidiu com os

resultados encontrados no pareamento dos isolados.
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4.4 Conclusao

E possivel identificar o tipo compativel e a fertilidade de B. oryzae através do

cruzamento entre isolados monospaoricos.

O par de primers ChHMG1 e ChHMG2 é eficiente na amplificacdo da regiao
HMG-box, correspondente ao gene MAT-2 para B. oryzae.

4.5 Consideracdes finais

O estudo da estrutura genética de isolados de B. oryzae é uma abordagem
fundamental e que precisa ser investigado em sua totalidade para que sejam
elaboradas estratégias de manejo adequadas. Dessa forma, os fitopatologistas
devem estar atentos a habilidade deste fitopatdbgeno evoluir, uma vez que 0s
sistemas agricolas impdem forte selecéo direcional sobre suas populacoes.

A escolha dos loci utilizados na filogenia pode ter um impacto significativo na
andlise e interpretacdo dos dados, pois alguns genes possuem maior poder de
inferéncia filogenética do que outros, portanto, a escola de genes com alta
informalidade filogenética permite a construcdo de filogenias confiaveis e minimiza
erros.

A analise da produgdo de enzimas extracelulares, além de ser um método
rapido e simples, é importante para caracterizar a variabilidade fisiolégica deste
patégeno e ter conhecimento de sua viruléncia. Além disso, a viruléncia de B. oryzae
em plantulas de arroz mostra-se muito variavel quanto a fatores externos, como as
diferencas edafoclimaticas dos municipios de onde os isolados procederam, ou
internos, em que isolados diferiram um do outro devido as suas composicdes
genéticas.

O reconhecimento de isolados de B. oryzae sexualmente compativeis €
importante para verificar a possibilidade de ocorréncia de reproducédo sexuada nas
populacdes, e os resultados levam a hipétese de que o teleomorfo ocorra em restos
culturais, no entanto, as condi¢gbes para que iSSO ocorra a campo ainda nao estao

esclarecidas.
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6 Anexos

Anexo | - Regides orizicolas do Rio Grande do Sul
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Figura 17. Regides orizicolas do Rio Grande do Sul (Adaptado de KLERING et al., 2016).

FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.
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Anexo Il - Extracdo de DNA de Bipolaris oryzae (Adaptado de Doyle & Doyle,
1991)

1- Raspar a col6nia fangica a fim de retirar somente micélio;

2- Macerar o tecido na presenga de 400 uL de tampéo de extracdo (Doyle & Doyle)

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

5- Esperar esfriar e adicionar 400 pyL de cloroférmio e agitar por suaves inversdes

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

7- Retirar 200 pL da fase aquosa e transferir para outro tubo (sobrenadante — parte

superior cuidando para ndo pegar solidos);

8- Adicionar 200 uL de isopropanol gelado e homogeneizar com suaves inversdes

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

11- Descartar o sobrenadante (parte superior — isopropanol), tendo cuidado de néo

perder o pellet formado;
12- Adicionar 200 uL de etanol 70 %;
13- Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos;

14- Descartar o sobrenadante (etanol), tendo cuidado de n&o perder o pellet
formado. Manter de boca para baixo sobre papel absorvente para secar por

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

17- Verificar a qualidade da extracdo em eletroforese, utilizando 3,0 yL de DNA

ressuspendido.
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Anexo lll = Meio minimo e solug¢fes para atividade enzimatica

Tabela 12. Meio minimo para producéo de exoenzimas. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Nutriente Sigla gL
Nitrato de Sédio NaNo3 6049
Fosfato Monopotéassico KH2PO4 1529
Sulfato de Magnésio Heptahidratado MgS04.7H20 0529
Cloreto de Potassio KCI 0529
Sulfato de Ferro FeSO4 0019
Cloreto de Zinco ZnCl4 001g
Agar i 1509
Agua Destilada - L
Tabela 13. Meio minimo para producédo de pectinases. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.
Nutriente Sigla g/L
Fosfato Monopotéassico KH2PO4 2049
Fosfato de Potassio Dibasico K2HPO4 7049
Sulfato de Magnésio Heptahidratado MgS04.7H20 0,1¢g
Sulfato de Amdnio (NH4)2S04 10g9
Agar - 15,0
Agua Destilada - 1000 mL

Tabela 14. Listagem e composi¢éo das solucdes utilizadas. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Solugéo Composigéo

Brometo de hexadeciltrimetilaménia 1% 1,0 g de Brom. de hexadeciltrimetilaménia / 100 mL agua

Solucgéo saturada (NH4)2S04 7,7 g de (NH4)2S04/ 10 mL agua
Solugéo de NaCl 4N
Vermelho congo 1% 1,0 g vermelho congo / 100 mL agua
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Anexo IV - Escala de notas para avaliagao da transmissao semente-plantula

Tabela 15. Escala de notas para avaliagdo dos danos ocasionados por Bipolaris oryzae a partir da
transmissao semente — plantula de arroz. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Escala Sintoma

0 Plantulas sem sintoma
Plantulas com lesGes tipicas nas folhas
Plantulas com lesGes tipicas no coledptilo
Plantulas com lesdes tipicas no coledptilo e folhas
Morte de pds-emergéncia

g b~ W N P

Morte de pré-emergéncia

Figura 18. Desenho esquematico representando os danos ocasionados na transmissdo semente-
plantulas de arroz por Bipolaris oryzae. 0- Plantulas sem sintomas; 1- Plantulas com les@es 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.
FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.



Anexo V - Escala de desenvolvimento de plantulas de arroz irrigado

Tabela 16. Escala de desenvolvimento de plantulas de arroz (COUNCE; KEISLING, 2000).
FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Estadio Morfologia
V1 Colar formado na primeira folha do ramo principal
V2 Colar formado na segunda folha do ramo principal
V3 Colar formado na terceira folha do ramo principal
V4

V5

Colar formado na quarta folha do ramo principal

Colar formado na quinta folha do ramo principal

Vi v4 V5
\\\
\
1
R
e \(

Figura 19. Estadios de crescimento de plantulas de arroz. V1) Colar formado na primeira folha do
ramo principal; V2) Colar formado na segunda folha do ramo principal; V3) Colar formado na terceira

folha do ramo principal; V4) Colar formado na terceira folha do ramo principal; V5) Colar formado na
quinta folha do ramo principal. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.
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Anexo V - Escala de avaliacdo da severidade de Bipolaris oryzae em arroz

Tabela 17. Escala de avaliacdo da severidade de Bipolaris oryzae em folhas de plantulas de arroz
(Adaptado de SCHWANCK, 2012). FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.

Escala Sintoma
0 Plantulas sem sintoma
1 Plantulas com 1-5% de manchas
2 Plantulas com 6-25% de manchas
3 Plantulas com 26-50% de manchas
4 Plantulas com >50% de manchas

Figura 20. Folhas de arroz com les6es de mancha parda e severidades de: A) 1-5%; B) 6-25%; C) 26-
50%; e D) >50%. FAEM/UFPel, Pelotas/RS, 2017.



