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RESUMO

O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, é uma das mais importantes
doencas que incidem na cultura da soja. Seu manejo se da através de técnicas integradas como
a utilizacéo de defensivos, rotacdo de culturas e utilizacdo de material menos suscetivel. Porém,
ndo ha gendtipos comercialmente disponiveis que apresentem elevado grau de resisténcia.
Grande entrave na selecdo de material mais resistente é a inconsisténcia de resultados a nivel
de campo, de modo que diferentes métodos vem sendo aplicados em laboratério com a
finalidade de avaliar a resisténcia de genotipos de soja a S. sclerotioroum. Diante disso, 0
presente trabalho teve por objetivo verificar se diferentes métodos utilizados para acessar niveis
de resisténcia estimulam respostas similares aos gendtipos de soja, em termos de
suscetibilidade. Foram empregados quatro métodos (acido oxalico, disco de micélio na haste,
micropipeta e suspensdo de esporos) em quatro genotipos de soja. Os experimentos foram
conduzidos em triplicata, no delineamento inteiramente casualizado com 7 repeticGes. A
sensibilidade ao &cido oxalico foi avaliada através de uma chave de escores de murchamento,
foi medida a lesdo (cm) para os métodos micropipeta e disco na haste, e avaliada a severidade
de ataque do patégeno para suspensdo de ascOsporos. Para comparacdo foi utilizado o
ranqueamento dos gendtipos dentro de cada méetodo e também anélise de expressdo de genes
relacionados a defesa. Os diferentes métodos analisados estimularam respostas similares aos
genotipos de soja, em termos de suscetibilidade. Verificou-se que o nivel de suscetibilidade dos
genotipos ndo variou quando estes foram submetidos aos diferentes métodos. Ainda, foi
observada correlacdo positiva entre os resultados dos diferentes métodos, porém o grau de
correlacdo entre eles é diferente. Menor correlacdo observada foi entre os métodos AO e
Ascésporos (coeficiente de Spearman: 0,498) ao passo que maior grau de correlagdo foi
observado entre os métodos Micropipeta e disco na Haste (coeficiente de Spearman: 0,877).
Foi observada similaridade em relacdo aos estimulos causados pelos diferentes métodos as
plantas de soja por ocasido do contato com o patdégeno e/ou fator de patogenicidade do mesmo

(&cido oxalico) para expressdo de genes do grupo PR-5.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum, Glycine max, patégeno, resisténcia, genotipos.



ABSTRACT

The White mold, caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum, is one of the most importante
disease that affect the soybean crop. The management is based on integrated practices as by
applying pesticides, crop rotation and the usage of less susceptible genotypes. However, there
is not a high level resistance genotype commercially available. The inconsistency of results
from field trials has been the major obstacle in the selection of resistant material. For this reason,
a great variety of methods have been used in laboratory to assess the soybean genotypes
resistance to S. sclerotioroum. Then, the objective of this study was to evaluate different
methods used to assess sensitivity levels and if they stimulate equal responses in soybean
genotypes, in terms of susceptibility. Four methods were applied (oxalic acid, stem test, straw
test and by appliyng spores) to four soybean gentypes. The completely randomized design was
used. Experiments were conducted in triplicates, with seven replications each. The sensitivity
to the oxalic acid was assessed by using a wilting score key, it was measured the size of lesion
(cm) for the stem and straw test, and for the ascospore method, the severity of disease symptoms
was assessed. The rank of genotypes was used to compare methods as well as the analysis of
gene expression of some genes related to soybean defence. All method were shown to simulate
similar responses to the soybean genotypes, in terms of susceptibility. The susceptibility level
of genotypes did not change when submitted to the different methods. Also, it was shown that
there is a correlation among the methods results, although the degree which it occurs is
different. The methods AO and Ascospore were the ones that demonstrated lower correlation
(Spearman coefficient: 0,498), whereas the stem and straw test were shown to have the highest
correlation levels (Spearman coefficient: 0,877). Furthermore, it was noticed similarity in the
stimuli caused in soybean plants by the different methods due to either the contact with fungus
or the pathogenicity fator (oxalic acid) to express genes from PR-5 group.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum, Glycine max, pathogen, resistance, genotypes.
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1 INTRODUCAO

O Mofo Branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum €é atualmente, uma das
principais doencas da cultura da soja pelos prejuizos ocasionados nas Ultimas safras e pela
dificuldade de controle. O patdgeno tem como hospedeiros mais de 400 especies de plantas e,
dentre essas, a soja (BOLAND; HALL, 1994). O fungo produz estruturas de resisténcia
denominadas esclerodios que se formam externa e internamente a planta, podendo manter seu
poder patogénico por mais de 5 anos. Estes esclerddios podem germinar e produzir micélio,
infectando diretamente os tecidos da planta ou germinar e produzir apotécios que liberardo os
ascosporos, infectando da mesma forma a parte aérea das plantas (STEADMAN, 1983).

Dentre as estratégias de manejo desta doenca, além do uso de sementes sadias para
prevenir a contaminacdo de novas areas (MACHADO, 2000; JACCOUD FILHO et al., 2010;
HENNEBERG, 2012), a disponibilidade de material menos suscetivel apresenta grande
importancia e parece ser a maneira mais confiavel, econbmica e que menos afeta 0 meio
ambiente (CASTANO; VEAR; LABROUHE, 1993; LU, 2003; SAGATA et al., 2010; PIERRE
et al., 2011). Estudos realizados em casas de vegetacdo mostraram que existe diferenca na
suscetibilidade dos genoétipos de soja a S. sclerotiorum (WEGULO; YANG; MARTINSON,
1998; KULL et al., 2003; CHEN; WANG, 2005; GARCIA; JULIATTI, 2012), entretanto, no
Brasil, ainda ndo ha cultivares de soja com alto nivel de resisténcia comercialmente disponiveis.

Situacdes de resisténcia parcial de algumas culturas a este fungo em condi¢fes de campo
apresentaram correlacdo com a resisténcia ao acido oxalico em laboratério (KOLKMAN;
KELLY, 2000). Esta estreita relacdo entre o acido oxalico e a patogenicidade de S. sclerotiorum
vem sendo mostrada em muitos estudos (VUONG; HARTMAN, 2003; FAVARON; SELLA;
D'OVIDIO, 2004; GUIMARAES; STOTZ, 2004; HAREL; BERCOVICH; YARDEN, 2006;
KIM; DICKMAN; MIN, 2008), incluindo pesquisas de melhoramento genético, apresentando
bons resultados com plantas transgénicas capazes de degradar o acido oxalico produzido pelo
fungo (WALZ et al., 2008). Um método para acessar a resisténcia de gendtipos de feijdo a S.
sclerotiorum baseada na reacéo a este &cido demonstrou resultados promissores (ANTONIO et
al., 2008; GONGALVES; SANTOS, 2010) e recentemente, quando adaptada para a avaliagdo
de plantas de soja, apresentou resultados similares a outros métodos de inoculagdo comumente
empregados, destacando-se pela praticidade na execucgéo e agilidade para obter os resultados
(HULLER etal., 2016). Além do metodo baseado na reacédo ao acido oxalico, outros encontram-
se disponiveis para avaliar a suscetibilidade de plantas de soja a este fungo, porem, persistem

relatos de resultados inconsistentes ao longo do tempo, ou mesmo quando comparados



resultados obtidos para um mesmo gendtipo através de métodos diferentes (WEGULO; YANG;
MARTINSON, 1998; CHENG; WANG, 2005), levantando a hipétese de que diferentes
métodos podem estimular respostas de defesa/suscetibilidade diferentes num mesmo genétipo.

Métodos de inoculacdo que apresentem menor custo e maior agilidade na execugéo
sdo de grande interesse para 0 acesso de cultivares de soja menos suscetiveis a S. sclerotiorum,
porém, persistem dividas sobre qual o método mais adequado e até que ponto resultados
obtidos em laboratorio sdo compativeis com resultados de campo. Deste modo, o presente
trabalho teve por objetivo verificar se as respostas de genotipos de soja séo semelhantes quando
submetidas a diferentes métodos de inoculacédo de S. sclerotiorum em termos de suscetibilidade,
utilizando como ferramenta comparativa as severidades obtidas através dos diferentes métodos
(em suas respectivas escalas de avaliacdo) e a expressdo de genes reconhecidamente envolvidos

na relacao patdgeno-hospedeiro entre a cultura da soja e o fungo S. sclerotiorum.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se diferentes métodos utilizados para acessar a resisténcia de genotipos de
soja a S. sclerotiorum (acido oxalico, disco de micélio na haste, micropipeta e suspensdo de

esporos) estimulam respostas similares, em termos de suscetibilidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se o nivel de suscetibilidade dos gendtipos de soja a S. sclerotiorum é
variavel de acordo com o método utilizado e se existe correlacdo entre os resultados obtidos por
meio dos diferentes métodos.

Analisar o perfil de expressdo de genes envolvidos na defesa de gendétipos de soja
contra S. sclerotiorum, quando submetidos a quatro diferentes métodos aplicados para avaliar
niveis de suscetibilidade (utilizando acido oxalico, disco de micélio na haste, micropipeta e
suspensdo de esporos), afim de verificar se 0s métodos se equiparam nos estimulos causados as
plantas de soja por ocasido do contato com o patdgeno e/ou fator de patogenicidade do mesmo
(&cido oxalico).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ACULTURA DA SOJA

A soja [Glycine max (L.) Merrill], devido a grande diversidade do uso de seus
derivados e ao aumento da demanda global por alimentos, & uma espécie de grande importancia
econbmica. Tem como centro de origem o continente asiatico (mais precisamente a regiao
correspondente a China), e ha referéncias de que essa leguminosa fazia parte da base alimentar
do povo chinés ha mais de 5.000 anos (EMBRAPA, 2014).

Na América, foi citada pela primeira vez no século XI1X quando os Estados Unidos
(EUA) iniciaram sua exploracdo comercial, primeiramente como forrageira e, mais tarde, como
produtora de grdos (EMBRAPA, 2014). No Brasil, a soja foi introduzida em 1882 na Bahia,
chegando ao estado de S&o Paulo em meados de 1890, porém, foi em 1940 o inicio da soja
como grande cultura no Rio Grande do Sul. Em 1950, quando fortes geadas atingiram a regido
Sul do pais e prejudicaram as lavouras cafeeiras, a soja expandiu-se para os estados de Santa
Catarina e Parana (CAMARA, 2000).

A partir da década de 1970, impulsionada pelo interesse crescente da industria de 6leo
a base de soja e pela demanda do mercado internacional pelos gréos e seus derivados, a soja se
estabeleceu como a principal cultura do agronegdécio brasileiro (EMBRAPA, 2003).

O Brasil, segundo maior produtor mundial de soja, bateu mais um recorde de produc¢éo
na safra 2016/17, oficialmente estimada em 110,16 milhdes de toneladas numa area plantada
de aproximadamente 33,71 milhGes de hectares, representando um incremento de 1,4% em
relacdo ao no ano anterior. As exportacOes, de extrema importancia para o pais, para a safra
2016/17 sdo estimadas em aproximadamente 61 milhdes de toneladas (CONAB, 2017).

Apesar do constante aumento da area plantada (chegando a 33% na Gltima década, de
acordo com 0 USDA), do investimento em pesquisa e produtividades crescentes, a cultura da
soja ainda encontra limitacGes para expressar seu maximo potencial produtivo. Entre os fatores
responsaveis pela reducdo do rendimento, lucratividade e do sucesso de producdo destacam-se
as doencas (FERREIRA; LEHMAN; ALMEIDA, 1979; YORINORI et al., 1993; JULIATTI;
SAGATA,; JULIATTI, 2012).

Dentre elas, 0 mofo branco tem causado grandes perdas em lavouras brasileiras de

soja, superiores a 70% segundo levantamentos de campo realizados por Jaccoud Filho et. al.
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(2010) no estado do Parand, e chegando a 40% em regides produtoras do estado de Goiés
(NUNES JUNIOR et al., 2011).

Os primeiros relatos da ocorréncia de mofo branco no Brasil ocorreram em 1921, na
cultura da batata no Estado de Séo Paulo. Posteriormente foi relatada ocorréncia em hortalicas
e, na cultura da soja, o primeiro relato ocorreu em 1976. Na safra 1982/83 o mofo-branco ja
havia sido relatado em diversas regides de Minas Gerais em lavouras de feijdo e de soja no
Distrito Federal em soja em 1985. A partir de 2003, com o aumento da utilizacdo de sementes
préprias e sementes piratas, houve grande expansdo do mofo branco para as regides do Centro-
Oeste e do Nordeste, estimando-se que atualmente cerca de 25% da area cultivada com essa
leguminosa no Brasil esta infestada com o patégeno (HENNING, 2012). O uso de sementes
contaminadas de outras espécies como nabo forrageiro, canola, feijdo, girassol, bem como uso
de maquinadrio em éareas contaminadas e depois em novas areas, foram em grande parte

responsaveis pela sua disseminacgdo e introdugdo em novas areas.

3.2 MOFO BRANCO

A doenca conhecida como Mofo Branco é causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary pertencente ao filo Ascomycota, classe Discomycetes, ordem Helotiales, familia
Sclerotiniaceae, género Sclerotinia (BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006). Mundialmente
distribuido, o fungo tem como hospedeiras mais de 400 espécies de plantas, incluindo a soja e
plantas invasoras de culturas (BOLAND; HALL, 1994).

Na auséncia de hospedeiro suscetivel, pode persistir por longo periodo no solo, através
de estruturas de resisténcia denominadas esclerédios (compostos por uma massa de hifas de
formato irregular, negros e duros, responsaveis pela sobrevivéncia do fungo). Estes podem
germinar e produzir micélio (germinacao miceliogénica, que pode infectar os tecidos da planta),
ou entdo germinar carpogenicamente e produzir apotécios (corpos de frutificagdo em forma de
taca) que liberardo os ascosporos (STEADMAN, 1983). Os ascOsporos, ao encontrarem tecidos
senescentes, germinam e iniciam o processo de infeccdo da planta (em geral, o processo de
infeccdo inicia a partir das inflorescéncias e das axilas das folhas e ramos laterais). A liberagdo
de esporos ocorre continuamente por 2 a 17 dias, sendo que o total potencial de ascosporos
produzidos por um apotécio fica em torno de dois milhdes (SCHWARTZ; STEADMAN,
1989). A disseminacdo de S. sclerotiorum para novas areas pode ocorrer por ascOsporos
carregados pelo vento (MUCKEL; STEADMAN, 1981), escler6dios misturados as sementes,
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através de micélio dormente na semente, solos contaminados, maquinario agricola, entre outros
(ADAMS; AYERS, 1979; TU, 1988; KIMATI; BERGAMIN FILHO, 2005; JACCOUD
FILHO et al., 2010).
A colonizacdo ocorre associada a liberacdo de uma série de enzimas capazes de
macerar os tecidos e degradar a parede celular das células hospedeiras. Acredita-se que a grande
variedade de pectinases, celulases e hemicelulases produzidas por este patdgeno sejam um dos
fatores responsaveis pela falta de especificidade (RIOU; FREYSSINET; FEVRE, 1991). Além
disso, sdo muitos os trabalhos que associam a producdo de &cido oxalico (AO) com a
patogenicidade de espécies de Sclerotinia. Dentre as principais evidéncias do envolvimento
deste &cido no processo de infeccdo de Sclerotinia spp. estdo:
a) A presenca de AO nos tecidos infectados (MARCIANO; DI LENNA; MAGRO,
1983; GODOY, 1990);

b) Correlacdo positiva entre o nivel de AO e a severidade da doenca (MAXWELL;
LUMSDEN, 1970; MAGRO; MARCIANO; DI LENNA, 1984);

c) Verificacdo de mutantes de S. sclerotiorum incapazes de sintetizar AO que néo
foram patogénicos a Phaseolus vulgaris mesmo tendo mantido todo o aparato de
producdo enzimatica que atuam na degradacao da parede celular (GODOY, 1990;
CUNHA, 2010).

O AO desempenha importantes funcdes na interacdo patégeno-hospedeiro. No inicio
do processo de infeccdo, o acimulo de AO provoca uma reducdo no pH extracelular, chegando
a niveis abaixo de 5, 0 que aumenta a atividade das enzimas responsaveis pela degradacdo da
parede celular (BATEMAN; BEER, 1965; MARCIANO; DI LENNA; MAGRO, 1983;
MAGRO; MARCIANO; DI LENNA, 1884). Com o continuo acimulo de AO, o pH reduz para
valores inferiores a 4, 0 que ndo favorece a acdo destas enzimas, porém inibe a atividade das
proteinas inibidoras de poligalacturonases (importantes pectinases produzidas pelo fungo)
produzidas pelas plantas (FAVARON; SELLA; D"OVIDIO, 2004).

O AO também inibe a atividade da polifenoloxidase produzida pela planta, limitando
assim a quantidade de compostos fenolicos que protegem a oxidagdo das substancias pécticas
da parede celular (MARCIANO; DI LENNA; MAGRO, 1983; MAGRO; MARCIANO; DI
LENNA, 1884). Ainda, este acido promove a abertura estomatica (induzindo a desidratacéo e
consequente murchamento foliar durante o processo de infeccdo), e manipula a funcéo das
células guarda induzindo a abertura dos estdmatos por meio do acimulo de solutos e pela
inibicdo do 4cido abscisico, responsavel pelo fechamento (GUIMARAES; STOTZ, 2004).
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Uma vez que temperaturas amenas (em torno de 19 a 21°C) e umidade elevada
favorecem a germinacdo carpogénica do patégeno (com maior potencial de infecgdo), o
controle desta doenca reside em um sistema integrado de praticas agronémicas, como o plantio
de cultivares resistentes ao acamamento, maior espagamento entre linhas (no intuito de reduzir
as condicoes ideais para desenvolvimento do fungo pelo microclima gerado no dossel), rotacéo
com culturas ndo hospedeiras e plantio direto (palha atuando como barreira fisica a liberacdo
dos esporos do fungo). Entre as ferramentas disponiveis tem-se também o controle biologico
(principalmente com espécies de Trichoderma spp., Coniothyrium spp. e Bacillus spp.) e
controle quimico (FERREIRA; LEHMAN; ALMEIDA, 1979; HARTMAN; SINCLAIR;
RUPE, 1999; NASSER; NAPOLEAO; CARVAJAL, 1999; JUNIOR; ABREU, 2000; VIEIRA
et al., 2001; FONTANA et al., 2006; GRABICOSKI et al., 2010; MANOSSO NETO et al.,
2010). Contudo, o uso de fungicidas aumenta demasiadamente os custos de producdo,
reduzindo o lucro do agricultor. Outro fator a ser considerado em se tratando do uso de
fungicidas para o controle do mofo branco é o desenvolvimento de resisténcia a alguns
ingredientes ativos, além de causar grande impacto ambiental. Dessa forma, uma alternativa
economicamente viavel seria a utilizacdo de genotipos mais tolerantes ao patégeno. Entretanto,
a resisténcia genética ao hospedeiro é bastante complexa e de baixa herdabilidade, sendo restrita
a genoétipos que apresentam resisténcia parcial (KIM; DIERS, 2000; VUONG; DIERS;
HARTMAN, 2008; CUNHA, 2010), de modo que a identificacdo destes gendétipos

apresentando menor suscetibilidade é de grande valia no manejo desta doenca.

3.3 METODOS PARA ACESSAR A RESISTENCIA DE GENOTIPOS DE SOJA A

Sclerotinia sclerotiorum

A resisténcia de cultivares de soja a S. sclerotiorum tem sido avaliada em condi¢bes
de campo, casas de vegetacdo e laboratorio, sendo observadas respostas que variam de elevada
resisténcia a completa suscetibilidade (BOLAND; HALL, 1987; SILVA; MACHADO, 1989;
WEGULO; YANG; MARTINSON, 1998; SAGATA et al., 2010).

A maneira mais coerente de verificagdo da alta ou baixa suscetibilidade de uma planta
ao patogeno seria sob condi¢cdes de campo, porém uma serie de fatores como distribuicdo
errdtica de fontes de indculo (esclerédios) no campo, ocorréncia de zonas de “escape” e
condicBes climaticas desfavoraveis ao fungo quando a planta se encontra num estadio mais

sensivel, dificultam o estabelecimento de experimentos para tal verificagdo. Outro fator que
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pode dificultar a avaliacdo de gendtipos de soja quanto ao seu nivel de resisténcia ao mofo
branco a nivel de campo € o habito de crescimento, onde cultivares que apresentam habito do
tipo determinado possuem um periodo mais curto de maior suscetibilidade (florescimento).
Logo, a fim de estabelecer as condicbes de temperatura e umidade ideais para o
desenvolvimento do fungo, trabalhos conduzidos em casas de vegetacdo e em laboratorio
exercem um papel importante na avaliacdo da resisténcia de plantas a este patogeno.

Vaérias sdo as pesquisas que comparam as técnicas de inoculacdo de S. sclerotiorum
em ambiente controlado com a avaliacdo dos genotipos a campo (CHUN; KAO; LOCKWOOD,
1987; NELSON; HELMS; KURAL, 1991; WEGULO; YANG; MARTINSON, 1998; KIM et
al., 2000; VUONG et al., 2004), e assim como ha bons resultados (metodologias faceis e rapidas
de se executar, de baixo custo e apresentando boa correlacdo com experimentos de campo),
também ha relatos de técnicas com resultados inconsistentes e sem correlacdo com 0s
experimentos de campo (KULL et al., 2003).

Uma série de técnicas tém sido utilizadas para a avaliacdo de gendtipos de soja em
laboratdrio, dentre elas: uso de particulas de micélio seco junto ao colo da planta, suspenséo de
ascosporos pulverizados nas flores, palitos colonizados pelo fungo inseridos nas hastes
(SOUZA, 1999), micélio crescido em meio de cultura colocado sobre folhas destacadas
(LEONE; TONNEHNCK, 1990), micélio colocado no cotilédone ou na haste das plantas (por
tempo determinado ou ndo), micélio colocado sobre haste da planta quando extraido seu apice
(também chamado de método da “micropipeta” por comumente se utilizar ponteiras de
micropipeta para fixar o disco de micélio), spray de micélio crescido em meio de cultura liquido
(CHEN; WANG, 2005) e esclerodios (CHAVES, 1995). Nota-se que a maioria das
metodologias faz uso do micélio do fungo como indculo (crescido em meio de cultura sélido
ou liquido) ao invés de utilizar os ascésporos, uma vez que a producdo e manipulacao destes
esporos em laboratorio é laborosa (KULL et al., 2003).

Outra metodologia, baseada na reacdo ao acido oxalico, tem sido utilizada para a
avaliacdo de niveis de resisténcia fisioldgica de feijdo a S. sclerotiorum (SOUZA, 1999;
KOLKMAN; KELLY, 2000; ANTONIO et al., 2008; GONGALVES; SANTQOS, 2010), onde
cultivares menos sensiveis (com uma expansdo mais lenta do acido), sugerem um progresso
mais lento da doenca nas plantas infectadas (GARCIA, 2008). Recentemente, esta metodologia
foi adaptada para a avaliagéo de plantas de soja, apresentando grandes vantagens como a rapida

execucdo, baixo custo e confiabilidade de resultados (HULLER et al., 2016).
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3.4 GENES DE SOJA EXPRESSOS EM RESPOSTA A Sclerotinia sclerotiorum

A rapida evolucdo e conhecimento acumulado em bioquimica e nas bases da
resisténcia genética de plantas a patdgenos, tornou o uso de cultivares resistentes uma
importante estratégia no manejo de doencas de plantas (CRUTE; PINK, 1996; HAMMOND-
KOSACK; JONES, 1997). A partir da descoberta dos genes de resisténcia a doengas (“R
genes”), muitos foram os estudos dedicados a busca por genes envolvidos na defesa de plantas
e genes responsaveis por induzir a sintese de metabdlitos que desfavoreciam a prevaléncia dos
patdgenos, direta ou indiretamente.

Estudos com a utilizagdo de microarrays serviram de base para estudos iniciais de um
grande nimero de genes envolvidos na resposta a extresses e/ou patdgenos, tanto na area de
salde humana (COLOMBO; RAHAL, 2010) como em plantas e animais (GIACHETTO,
2010).

Estudos utilizando microarrays para observar perfis de expressédo génica de soja
guando submetidas a inoculacdo do fungo S. sclerotiorum através do método utilizando
ponteiras de micropipeta, identificaram mais de 1200 genes diferentemente expressos quando
a variavel era o tempo apos a inoculagdo, e mais de 100 genes diferentemente expressos em se
tratando de cultivares contrastantes em nivel de suscetibilidade (CALLA et al., 2009). Foram
observadas mudancas na expressao de genes relacionados a composicao da parede celular, na
transmissdo de sinais, e ainda, fortes indicativos que a sintese de antocianidina e intensa
atividade de genes denominados “PR-5” estdo diretamente relacionados ao nivel de resisténcia
de plantas de soja a S. sclerotiorum (CALLA et al., 2009). Ainda, outros grupos de genes foram
apontados como decisivos na interacdo S. sclerotiorum-planta, como genes relacionados a
peroxidacao, sintese de lignina, proteinas de sinaliza¢do (“G proteins”), fitoalexinas associadas
a estas proteinas de sinalizacdo, e o gene oxalado oxidase (PARK et al., 2000; COBER et al.,
2003; ZHAO; SAKALI, 2003), que inclusive ja foi inserido em plantas de soja (transgénicas)
para super-expressar esse gene que confere uma maior resisténcia a S. sclerotiorum (CUNHA,
2010; CALLA etal., 2014).

3.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA ATRAVES DE PCR EM TEMPO REAL

A Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) consiste em uma técnica que permite a

rpida amplificacdo de um segmento especifico de DNA (um gene por exemplo), replicando
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este segmento varias vezes e permitindo posterior identificacdo de sequéncias de interesse,
separadas de acordo com seu tamanho e carga usualmente utilizando processo denominado de
eletroforese (TAYLOR, 1991).

A PCR em Tempo Real, é uma evolucdo da técnica de PCR, utilizada com o mesmo
fim (amplificar segmentos especificos de DNA de interesse) porém trazendo consigo mais
informagdes do que a mera deteccdo do segmento. Através da PCR em Tempo Real é possivel
tanto a deteccdo quanto a quantificacdo deste produto da PCR, enquanto este é sintetizado
(HEID et al., 1996; QIAGEN, 2010).

O processo ocorre como em uma PCR convencional (com repetidos ciclos de
amplificacdo de DNA em 3 passos: desnaturacao — anelamento - extensao), porém é adicionado
a reacao um corante fluorescente, e a medida que este corante se liga a sequéncia de DNA que
estd sendo amplificada, a fluorescéncia é emitida e detectada pelo equipamento (LIVAK et al.,
1995; QIAGEN, 2010).

Atualmente, é um dos métodos mais empregados para avaliacdo da expressdo génica
por conta de sua elevada especificidade e boa reprodutibilidade. Para avaliacdo quantitativa dos
resultados, duas estratégias sao utilizadas: a analise de expressdo absoluta e expresséo relativa.
A primeira consiste na observagdo do nimero de cdpias do gene em estudo, determinado através
de célculos a partir de curvas-padrao realizadas previamente. A analise de expressao relativa,
por outro lado, é baseada na taxa de expressao do gene alvo em relagdo a expressdo de um gene
de referéncia (cujos niveis de expressdo se mantém constantes), adequada para estudos de
alteracdes fisioldgicas e niveis de expressao génica (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCALIZACAO

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Fitopatologia Aplicada da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, em Ponta Grossa-PR.

4.2 GENOTIPOS DE SOJA UTILIZADOS

Foram utilizados os gendtipos de soja: EMGOPA 316, BRS 232, NA 5909 e ANTA

82. Sendo os genotipos EMGOPA 316 e BRS 232 menos suscetiveis a S. sclerotiorum e 0s
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genotipos NA 5909 e ANTA 82 mais suscetiveis (GARCIA; JULIATTI, 2012; JULIATTI et
al., 2013; HULLER et al., 2016).

4.3 METODOS PARA ACESSAR 0S NIVEIS DE SUSCETIBILIDADE DOS GENOTIPOS
DE SOJA

4.3.1 Acido Oxalico

Para realizacdo do teste com o &cido oxalico, foram colocadas plantas com 21 dias
apos a semeadura, desprovidas de raiz em uma chapa de poliestireno sobre solucdo de &cido
oxalico na concentragdo 20 mM, com pH ajustado para 4,0 utilizando-se hidroxido de sédio 1,0
M. As plantas permaneceram em contato com a solugdo &cida (uma regido de aproximadamente
2 cm da haste) por 20 horas, a 20°C no escuro, a fim de evitar transpiracdo excessiva
(ANTONIO et al., 2008). A sensibilidade ao &cido foi avaliada através de uma chave de escores
de murchamento (Figura 1) proposta por Huller et al. (2016), elaborada a partir de trabalho

anterior realizado por Antonio et al. (2008), para avaliar genotipos de feijdo.

Figura 1 — Escores de murchamento para avaliacdo de plantas de soja submetidas ao acido
oxalico. Ponta Grossa, PR. 2017.
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4.3.2 Inoculagdo na haste

Para o método de inoculacdo na haste, foram utilizadas plantas crescidas em casa de
vegetacdo em estadio fenoldgico V2-V3 (FEHR; CAVINESS, 1977), onde foi colocado um
disco de BDA (de aproximadamente 6 mm de diametro) contento micélio do fungo (com 48
horas de idade) na axila do primeiro trifolio, fixando-se o disco com uma fita adesiva.

As plantas foram acondicionadas em camara Umida utilizando sacos de polietileno e
vedacdo adequada, a 20°C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro. Para avaliar a severidade de
ataque do patogeno, foi medido o tamanho médio de lesdo (em centimetros), 72 horas apos a
inoculacdo (PETZOLDT; DICKSON, 1996; SINGH; TERAN, 2008; JULIATTI et al., 2013;
CASTRO et al., 2016).

4.3.3 Micropipeta

Para o método denominado micropipeta, foram utilizadas plantas crescidas em casa de
vegetacdo em estadio fenoldgico V2-V3, de acordo com a escala de desenvolvimento
fenoldgico da soja proposta por Fehr e Caviness (1977), onde foi extraido o apice da planta e
colocado um disco de BDA (de aproximadamente 6 mm de didmetro) contento micélio do
fungo, com 48 horas de idade. Para que o disco ndo caisse ou entrasse em contato com outras
partes da planta que ndo o ferimento, foram colocadas ponteiras de micropipeta (1000 pL — 6
mm de diametro) para fixa-lo. As plantas foram acondicionadas em camara umida utilizando
sacos de polietileno e vedacdo adequada, a 20°C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro. Para
avaliar a severidade de ataque do patdgeno, foi medido o tamanho médio de lesdo (em
centimetros), 72 horas apds a inoculacdo (PETZOLDT; DICKSON, 1996; SINGH; TERAN,
2008; CASTRO et al., 2016).

4.3.4 Inoculagdo com suspensdo de ascOsporos

Para 0 metodo de inoculagdo utilizando suspensdo de ascésporos, plantas crescidas
em casa de vegetacdo no estadio fenologico R1 (FEHR; CAVINESS, 1977), foram borrifadas
com solugdo contendo agua destilada esterilizada e ascosporos de S. sclerotiorum, na
concentracéo aproximada de 2 x 10* esporos/mL de agua (YANAR; MILLER, 2003). Apds a

aplicacdo da suspensdo de esporos (15 mL por planta), as plantas foram mantidas em camara
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umida utilizando sacos de polietileno e vedacdo adequada, a 20°C e fotoperiodo de 12 horas
luz/escuro. Foi avaliada, periodicamente, a severidade de ataque do patégeno como descrito por
Juliatti e Juliatti (2010) para avaliacbes a nivel de campo, iniciando no quinto dia apos

inoculacédo (120 horas).

4.4 OBTENCAO DAS FONTES DE INOCULO DE Sclerotinia sclerotiorum

4.4.1 Micélios

Os micelios de S. sclerotiorum foram obtidos do cultivo em meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA) de esclerddios provenientes de campos comerciais de Maua da Serra -
PR. Os esclerodios foram previamente desinfestados em alcool 70% e hipoclorito de sodio a
0,5% (diluidos em agua destilada). Em seguida, os esclerédios foram isolados em placas de
Petri contendo o meio de BDA e incubados a 20°C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro para o

desenvolvimento de micélios.

4.4.2 AscOsporos

Os ascosporos de S. sclerotiorum foram obtidos de esclerddios provenientes de campos
comerciais de Maua da Serra - PR, germinados carpogenicamente. Os esclerodios foram
desinfectados em alcool 70% e hipoclorito de sodio a 0,5% (diluidos em &gua destilada), em
seguida, foram acondicionados em caixas plasticas contendo substrato esterilizado e 15 mL de
agua destilada autoclavada, sob temperatura de 18°C para favorecer a formacdo de apotécios.
A coleta de ascdsporos se deu quando da liberacdo destes pelos apotécios, sendo coletados em

placas de Petri e imediatamente transferidos para tubo contendo dgua deionizada autoclavada.

4.5 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE cDNA

A coleta de amostras para a extracdo de RNA foi feita 24h apés a inoculacéo, tendo
em vista recursos disponiveis para extracao e trabalhos relatando que entre 18 e 24 horas apds
a interacdo patdgeno-hospedeiro ha uma intensificacdo nas respostas do hospedeiro em termos
de expressdo de genes de resisténcia (CALLA et al., 2009; CHEN et al., 2014; CALLA et al.,

2014). As amostras constituiram de partes das plantas inoculadas e as correspondentes
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testemunhas (controle negativo), que foram congeladas instantaneamente em nitrogénio
liquido, maceradas, e seguiram o0s passos para extracao e purificagdo de RNA utilizando-se o
kit RNAspin Mini RNA Isolation (GE Healthcare). Apoés purificacdo, averiguacdo da qualidade
e integridade, as amostras passaram imediatamente para a etapa de sintese de cDNA. Os cDNAs
foram sintetizados a partir de 0,4 ug do RNA total extraido, por transcricdo reversa, utilizando-
se o kit First-Strand cDNA Synthesis (GE Healthcare). As amostras foram ajustadas para 200

ng/uL. com &gua ultra-pura e estocadas a -20°C.

4.6 ANALISE DE EXPRESSAOQO GENICA

Para tornar possivel a analise de expressdo génica, ensaios com tratamentos
denominados ‘“negativos” foram instalados sob as mesmas condic¢Ges (utilizando plantas
cultivadas em vasos com substrato), em triplicata, com 7 repeti¢des. O objetivo foi fornecer um
comparativo aos métodos aplicados, onde nos tratamentos “negativos” as plantas ndo foram
expostas ao fungo e/ou fator de patogenicidade (4cido oxalico). Para o método AO, o tratamento
negativo constituiu da exposicdo das plantas a agua deionizada autoclavada (para que nao
houvesse influéncia de ions alterando o pH da &gua). Para os métodos de inoculacao na haste e
micropipeta, o controle negativo constituiu apenas da exposicdo das plantas ao disco de BDA
(sem micélio do fungo), e para 0 método utilizando suspensdo de ascosporos, o tratamento
negativo constituiu da aspersdo de dgua deionizada autoclavada somente.

A analise da expressao dos genes de interesse foi realizada por meio de PCR em Tempo
Real utilizando o equipamento MX3005P QPCR (Stratagene), de acordo com as
recomendag0es do fabricante do kit e enzima a serem utilizados (ROCHE). O experimento foi
realizado com trés replicacGes biologicas e pelo menos duas replicacdes técnicas (RIEU;
POWERS, 2009). Cada repeticao bioldgica foi formada por um pool de 7 plantas submetidas a
cada método e respectivo controle negativos. A qualidade e confiabilidade das reagdes foi
averiguada mediante analise das curvas de dissociagdo. A analise dos dados foi realizada
utilizando o software REST 2009 v.2.0.13, para analise de expressao relativa de genes
(PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).



22

4.7 GENES SELECIONADOS PARA COMPARACAO ENTRE METODOS UTILIZANDO
PCR EM TEMPO REAL

Foram selecionados 4 grupos de genes diferentemente expressos quando da interacao
S. sclerotiorum-soja (CALLA et al., 2009). Foram avaliados 3 genes do grupo “PR-5", e 1 gene
dos demais grupos (“G-Proteins”, “Antocianidinas” e “Peroxidases”). Como normalizador para
a analise de expressdo relativa de genes, foi utilizado o gene endégeno CONS_15, utilizado por
Libault et al. (2008) e Calla et al. (2009), sendo classificado pelos autores como 0 mais

adequado para tal comparacéo.

4.8 PRIMERS PARA A PCR EM TEMPO REAL

Os primers utilizados (Tabela 1) foram selecionados de publicacGes anteriores
(CALLA et al., 2009; 2014) ou desenhados utilizando o software Primer3 v. 0.4.0. Os primers
selecionados de publicagBes anteriores foram: Cons_15, PR-5!, Antocianidina. Os primers

desenhados utilizando o Primer3 v. 0.4.0 foram: G-Protein, PR-5%, PR-5°, Peroxidases.

Tabela 1 — Primers utilizados para Real-Time PCR. Ponta Grossa, PR. 2017.

Gene alvo Sequéncia do Primer (Foward) Sequéncia do Primer (Reverse)
Cons_15 TAAAGAGCACCATGCCTATCC TGGTTATGTGAGCAGATGCAA
PR-5 TCCTGCAGGCACGTCTAAAG CTCTATGCTGCACCTCTGCC
“G-Protein” ACACACATTAGCGGGCTTGA ATCTTCCTTTGCAGGGACGG
Antocianidina GTGACCCATTGGCCTTCGTA GGTACATGCATGCAGTGAGG
PR-5? AGGCATCAGGGCACCTCTCCTT TTCCTGGCGGCTGCAACAAC
PR-5° TAAGGGCACCTGGGGGATGCAA CGACCTTGTAGTTAGAGCCAGCGG
Peroxidases GCCCTGGAGTTGTTTCATGT ACCACATCAGCTCTGCTCCT

4.9 DELINEAMENTO E ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata para cada método, com 7 repeticdes
(onde 1 planta constituiu 1 repeti¢do), no delineamento inteiramente casualizado. Procedeu-se
analise conjunta de experimentos para cada metodologia mediante analise de homocedacidade
de variancias. Os testes de separacdo de médias, analise conjunta dos experimentos e testes de
correlagio foram feitos utilizando os programas estatisticos SASM-Agri®, XLSTAT® e
ASSISTAT®(CANTERI et al., 2001; ADDINSOLFT, 2009; SILVA; AZEVEDO, 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS PARA METODOS

Conforme pode-se observar na Tabela 2, quando utilizado o método AO para avaliar
as 0s genodtipos EMGOPA 316, ANTA 82, BRS 232 e NA 5909, foi possivel diferencia-las
quanto ao nivel de suscetibilidade através da escala de avaliagdo proposta por Huller et al.
(2016) onde: guanto mais proximo de 5, maior a suscetibilidade pelo método. Ainda, nota-se
que o nivel de suscetibilidade das cultivares ANTA82 e NA5909 foi superior ao obtido para as
cultivares EMGOPA 316 e BRS 232 em todos 0s experimentos realizados.

Procedendo-se a anélise conjunta de experimentos para AO (Tabela 3), observa-se que
ndo houve influéncia do fator “experimento” (interagcdo ndo significativa), indicando que o
método se apresentou constante quanto ao estimulo provocado nos genoétipos (em termos de
niveis de suscetibilidade).

Tabela 2 — Suscetibilidade de quatro gendtipos de soja ao método AO (escores de murchamento
de 7 plantas), em trés experimentos. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Experimento 1° Experimento 2° Experimento 3"
Anta 82 2,71 a 243 a 2,43 a
NA 5909 2,71 a 3,00 a 2,57 a
BRS 232 186 b 1,86 b 1,71 b
EMGOPA 316 1,71 b 186 b 1,71 b
CV (%) 26,15 27 42 24,29

* - Meédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Tabela 3 — Andlise de conjunta de experimentos para 0 método AO, 3 (experimentos) x 4
(gendtipos de soja). Ponta Grossa, PR.R 2017.

Fonte de Variagéo GL SQD QM F
Experimentos 2 0.92857 0.46429 1.3605 ™
Genotipos 3 13.55952 451984 13.2442™
Interacdo Experimentos x Gendtipos 6 0.69048 0.11508 0.3372 ™
Residuo 72 24.57143 0.34127

Total 83  39.75000

"s — N4o significativo a 5% de probabilidade
™ - Significativo a 1% de probabilidade

A distingdo dos niveis de suscetibilidade dos gendtipos fica clara ao se observar o
ranqueamento destes, mediante analise conjunta para 0 método AO (Tabela 4), onde o0s

genotipos EMGOPA 316 e BRS 232 apresentaram-se menos suscetiveis (escores mais
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proximos a 1) do que ANTA 82 e NA 5909. Ao analisar resultados destes genotipos em
publicacGes anteriores, observa-se que o presente trabalho obteve respostas similares quanto ao
nivel de suscetibilidade destes (JULIATTI et al., 2013; HULLER et al., 2016).

Tabela 4 — Ranqueamento dos genotipos de soja submetidos ao método AO, mediante analise
conjunta. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Escores de Murchamento”
EMGOPA 316 1,76 b
BRS 232 181 b
Anta 82 2,52 a
NA 5909 2,76 a
CV (%) 25,96

* - Meédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Analisando os resultados obtidos pelo método disco na Haste (Tabela 5), nota-se que
foi possivel diferenciar os niveis de suscetibilidade dos gendtipos, apresentando resultado
similar ao obtido pelo método AO, ainda que avaliados em diferentes escalas.

Tabela 5 — Suscetibilidade de quatro gen6tipos de soja ao método disco na Haste (cm), em trés
experimentos. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Experimento 1° Experimento 2° Experimento 3"
Anta 82 4,27 b 4,47 a 459 a
NA 5909 506 a 458 a 470 a
BRS 232 4,16 b 3,69 b 4,06 b
EMGOPA 316 3,70 ¢ 384 b 3,15 ¢
CV (%) 7,90 9,92 10,32

* - Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Como pode se observar, o gen6tipo EMGOPA 316 apresentou-se com maior nivel de
resisténcia quando comparado aos demais, igualando-se apenas ao gendtipo BRS 232 no
experimento 2. No experimento 1 o gendtipo BRS 232 apresentou-se com nivel de
suscetibilidade semelhante @ ANTA 82, ambos com nivel de suscetibilidade inferior ao
gendtipo NA 5909, porém nos demais tanto BRS 232 quanto EMGOPA 316 foram mais
resistentes do que ANTA 82 e NA 59009.

Ao proceder andlise conjunta dos experimentos (Tabela 6), nota-se que o fator
“experimento”, assim como observado para 0 método baseado para 0 método AO, ndo exerceu
influéncia nos resultados (interacdo ndo significativa), permitindo assim afirmar que o método
denominado “disco na Haste” também apresentou-se constante em relacdo aos estimulos

causados nos gendtipos, em termos de nivel de suscetibilidade.
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Tabela 6 — Analise de conjunta de experimentos para o método inoculacdo na Haste, 3
(experimentos) x 4 (gen6tipos de soja). Ponta Grossa, PR. 2017.

Fonte de Variagéo GL SQD QM F
Experimentos 2 0.09596 0.04798 0.3113™
Genotipos 3 14.53546 4.84515  31.4362™
Interacdo Experimentos X Genotipos 6 1.79976 0.29996 1.9462"
Residuo 72 11.09710 0.15413

Total 83  27.52828

"s — N4o significativo a 5% de probabilidade
™ - Significativo a 1% de probabilidade

Ao analisar a Tabela 7, pode-se notar que o ranqueamento dos genotipos foi similar ao
obtido com o método AO, demonstrando que estes métodos, embora utilizem de diferentes
escalas para avaliacdo, acabam por classificar os genotipos de maneira semelhante em relacao
ao nivel de suscetibilidade.

Tabela 7 — Ranqueamento dos gendtipos de soja submetidos ao método disco na Haste,
mediante analise conjunta. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Tamanho de lesdo (cm)”
EMGOPA 316 3,60 c

BRS 232 393 b

Anta 82 443 a

NA 5909 4,67 a

CV (%) 9,44

* - Meédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Ainda que obtidos de diferentes métodos de inoculacdo, vale ressaltar que estes
resultados (em niveis de suscetibilidade) corroboram com os descritos para estes gendtipos em
trabalhos anteriores, tendo classificado os gendtipos EMGOPA 316 e ANTA 82, bem como
BRS 232 e NA 5909 em diferentes niveis de suscetibilidade (GARCIA; JULIATTI, 2012;
JULIATTI etal., 2013; HULLER et al., 2016).

Quando analisados os resultados de suscetibilidade dos genétipos obtidos para o
método Micropipeta (Tabela 8), mesma situacdo foi observada em relacdo a distincdo dos
gendtipos.

Tabela 8 — Suscetibilidade de quatro gendtipos de soja ao método Micropipeta (cm), em trés
experimentos. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Experimento 1° Experimento 2° Experimento 3"
Anta 82 3,70 a 348 a 3,58 a
NA 5909 3,81 a 3,70 a 3,79 a
BRS 232 294 b 313 b 2,89 b
EMGOPA 316 3,07 Db 285 b 2,99 b
CV (%) 6,90 8,74 6,67

* - Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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A andlise conjunta de experimentos para 0 método da Micropipeta (Tabela 9) também
demonstrou que este, apresentou-se consistente na discriminacdo da suscetibilidade dos
gendtipos estudados (interacdo nao significativa).

Tabela 9 — Andlise de conjunta de experimentos para 0 metodo inoculagdo Micropipeta, 3
(experimentos) x 4 (genOtipos de soja). Ponta Grossa, PR. 2017.

Fonte de Variagéo GL SQD QM F
Experimentos 2 0.12067 0.06033 0.9731™
Genotipos 3 10.55653 351884  56.7544™
Interacdo Experimentos x Genotipos 6 0.47490 0.07915 1.2766"
Residuo 72 4.46409 0.06200

Total 83  15.61619

"s — N4o significativo a 5% de probabilidade
™ - Significativo a 1% de probabilidade

Ao se observar o ranqueamento dos genotipos obtido através do método Micropipeta
(Tabela 10), pode-se observar 0 mesmo resultado obtido pelos métodos AO e disco na Haste,
apesar de discriminar 1 gendtipo em grupo intermediario (Anta 82). Estes resultados estdo de
acordo com o discutido por Huller et al. (2016), onde os autores observaram semelhanca no

ranqueamento de gendtipos empregando o método Micropipeta e disco na Haste.

Tabela 10 — Ranqueamento dos genotipos de soja submetidos ao método Micropipeta, mediante
andlise conjunta. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Tamanho de lesdo (cm)”
EMGOPA 316 297 ¢

BRS 232 299 ¢

Anta 82 359 b

NA 5909 3,77 a

CV (%) 7,48

* - Meédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Analisando a Tabela 11, pode-se notar que o método utilizando suspensdo de
ascosporos, assim como os demais empregados, foi capaz de discriminar 0s genétipos em niveis
distintos de suscetibilidade. Ainda, ao se observar a Tabela 12, nota-se a mesma situagéo de
ndo significancia para o efeito de “experimentos” (interacdo nao significativa), indicando que
assim como o0s demais métodos apresentados anteriormente, este tambeém demonstrara
resultados constantes em termos de niveis de suscetibilidade dos genotipos, apesar de ter
classificado o genétipo BRS 232 no mesmo grupo das suscetiveis nos experimentos 2 e 3.
Tendo observado estas variagcdes no grupo a que pertence o genotipo BRS 232 em experimentos
isolados, recomenda-se um maior numero de repeticdes para garantir a assertividade do

resultado, ou como realizado no presente, repeticdes dos experimentos.
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Tabela 11 — Suscetibilidade de quatro genotipos de soja ao método Ascdsporos (%), em trés
experimentos. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Experimento 1° Experimento 2° Experimento 3"
Anta 82 16,57 a 15,00 a 20,14 a
NA 5909 18,29 a 15,29 a 17,86 a
BRS 232 9,71 b 12,86 a 15,29 a
EMGOPA 316 471 c 500 b 514 b
CV (%) 18,86 11,98 27,70

* - Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Tabela 12 — Anélise de conjunta de experimentos para o método inoculacdo Ascdsporos, 3
(experimentos) x 4 (gen6tipos de soja). Ponta Grossa, PR. 2017.

Fonte de Variagéo GL SQD QM F
Experimentos 2 111.2381 55.6191 1.6250™
Genotipos 3 2100.7023  700.2341  20.4590™
Interacdo Experimentos X Genotipos 6 132.7619 22.1269 0.6465M™
Residuo 72 2464.2857 34.2261

Total 83 4808.9881

"s — N4o significativo a 5% de probabilidade
** - Significativo a 1% de probabilidade

Na Tabela 13, onde é apresentado o ranqueamento dos genotipos para o método
Ascosporos, observamos resultado similar aos demais métodos. Unica alteragio de posi¢o no
ranqueamento ocorreu entre os gendtipos ANTA 82 e NA 5909, porém a diferenca entre estes
foi minima (0,1%), indicando que este método estimula nos gendtipos respostas semelhantes
aos anteriormente apresentados, em termos de niveis de suscetibilidade.

Tabela 13 — Ranqueamento dos gendtipos de soja submetidos ao método Ascosporos, mediante
andlise conjunta. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Severidade (%0)”
EMGOPA 316 495 c
BRS 232 12,62 b
NA 5909 17,14 a
Anta 82 17,24 a
CV (%) 21,45

* - Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Como pode-se observar, os resultados obtidos para suscetibilidade dos genotipos de
soja através dos quatro métodos de avaliacdo propostos, foram similares quando realizado
ranqueamento dos gendtipos. Na Tabela 14 sdo apresentados os resultados da analise conjunta
para cada método, lado a lado. Nota-se que quando aplicado o método AO, disco na Haste e
Micropipeta, as diferencas entre 0s escores obtidos para os genétipos foi mais estreita (variando

em torno de 1 unidade em sua respectiva escala de avaliagéo) enquanto que a diferenca entre



28

valores de severidade para 0 método Ascdsporos foi mais ampla (variando de 4,95 a 17,24),
sugerindo que para se ter maior seguranga um maior numero de repeticdes deve ser aplicado.
Quando aplicado o teste estatistico, porém, para avaliacdo e definicdo do ranqueamento, 0s
resultados em termos de suscetibilidade foram praticamente idénticos.

Tabela 14 — Suscetibilidade de quatro gendtipos de soja quando aplicados os métodos AO,
Haste, Micropipeta e Ascosporos. Ponta Grossa, PR. 2017.

Cultivar Acido Oxalico’”  Haste?” Micropipeta?®  Ascosporos®”

EMGOPA 316 1,76 b 3,60 ¢ 297 ¢ 495 c
BRS 232 181 b 393 b 2,99 c 12,62 b
Anta 82 252 a 443 a 359 b 17,14 a
NA 5909 2,76 a 4,67 a 3,77 a 17,24 a
CV (%) 25,96 9,44 7,48 21,45

1. AvaliagGes realizadas através de escores de Murchamento, proposta por HULLER et al., (2016);

2- Avaliages realizadas através da medic&o (cm) da lesdo ocasionada pelo patdgeno.

3. Avaliagdes realizadas através da severidade de ataque do patégeno (%)

* - Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Para verificar o grau de similaridade entre os resultados obtidos para cada método, foi
aplicado o teste de Correlacdo de Spearman (Tabela 15), onde, através da ordenagcdo em postos
(ranqueamento) dentro de cada método, € possivel avaliar o grau de correlagéo entre eles.

Tabela 15 — Coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) para os niveis de suscetibilidade obtidos
por cada método. Ponta Grossa, PR. 2017.

Métodos Acido Oxalico Haste Micropipeta Ascdsporos
Acido Oxalico - 0,700 0,745 0,498"
Haste 0,700" - 0,877" 0,825"
Micropipeta 0,745 0,877 - 0,729
AsCcOSPOros 0,498" 0,825 0,729 -

1* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pela tabela de coeficientes de correlacdo de Spearman.

Pode-se observar correlacdo positiva e significativa entre 0s quatro métodos
analisados. Vale destacar diferencas no grau de correlacdo observado entre os métodos AO e
Ascosporos, considerada como moderada, ao passo que todas as demais sdo consideradas
correlagdes fortes (valores entre 0,7 e 0,9). Estes resultados corroboram com o encontrado por
Huller et al. (2016), onde os autores identificaram correlagdo positiva entre 0 método até entéo
proposto como novidade (AQO) e os métodos disco na Haste e Micropipeta, quando analisado o
ranqueamento de 77 gen6tipos em cada método. Por outro lado, no presente trabalho a forga da
correlagdo encontrada entre o0 método AO e Ascosporos foi inferior aos demais, indicando que
0s resultados apresentam certa similaridade, porém € bastante reduzida a seguranga que se tem
ao assumir que o resultado obtido pelo método AO se equipara ao obtido com a utilizacdo de

ascosporos na discriminacdo de gendtipos, em termos de niveis de suscetibilidade. Esta menor
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correlacdo pode estar relacionado ao fato de o método AO ser o unico que ndo utiliza o fungo
para acessar 0s niveis de suscetibilidade, podendo haver outros fatores influenciadores nos
resultados quando empregado o patdgeno e ndo apenas um fator de patogenicidade (AO).
Alguns pesquisadores relatam dificuldade em se obter resultados semelhantes para
niveis de suscetibilidade de gendtipos de soja quando submetidos a diferentes métodos de
avaliacdo, muitas vezes alcangando resultados inconclusivos e/ou inconsistentes (KULL et al.,
2003; CHEN; WANG, 2005). Em contrapartida, o presente trabalho demonstrou através dos
resultados obtidos para cada método (onde ndo foi observada diferenca significativa entre
experimentos ao longo do tempo), ranqueamento equivalente e forte correlagcdo entre os
métodos, que pode haver grande similaridade. Tal resultado de similaridade entre métodos pode
estar relacionado ao fato de neste trabalho terem sido utilizados um menor nimero de gendtipos
enquanto outros trabalhos trabalharam com nimero maior, aumentando por consequéncia a
variabilidade possivel de ocorrer. Sabe-se que aumentando o numero de repeti¢bes e
experimentos os fatores devidos ao acaso tendem a reduzir, logo, outro fator que pode ter levado
a alta similaridade dos resultados em termos de ranqueamento foi 0 emprego de 3 experimentos

e ndo apenas 2 como a maioria dos trabalhos anteriores.

5.2 RESULTADOS PARA EXPRESSAO DE GENES

Em se tratando da andlise de expressdo relativa de genes, na Tabela 16 podemos
observar para cada método: 0s genotipos, se 0s genes estdo mais expressos (UP) ou menos
expressos (DOWN) do que o enddgeno, e a taxa de expressdo em relagdo ao controle negativo
(valores entre paréntesis).

Pode-se observar os genes PR-52 e PR-5° foram os mais expressos (UP) em
praticamente todos os métodos empregados, independentemente do genotipo. Houve situacoes
onde a expressdo do PR-5° ndo foi significativa para o0 método Ascdsporos (para 0s genotipos
EMGOPA 316, BRS 232 e NA 5909, porém para este mesmo método o gene PR-5* apresentou-
se mais expresso (UP) para estes geno6tipos. Estes resultados estdo de acordo com o exposto por
Calla et al. (2009) onde foi demonstrado que os genes do grupo PR-5, independentemente do
grau de suscetibilidade do gendtipo, apresentam-se significativamente mais expresso (UP).

Quando observado o método AO, nota-se que o gene PR-5! foi menos expresso
(DOWN) em relagéo ao controle negativo, em contraste com todos os outros resultados obtidos

para genes do grupo PR-5. Uma vez que o esperado era o contrario, pode se supor que em algum
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momento, quando expostos ao AO, os gendtipos respondam de maneira diferente ao estimulo.
O fato de os resultados de correlacdo do método AO com os demais ser inferior, pode ser
atribuido a diferentes estimulos causados pelo método (por exemplo, na expressdo de genes do
grupo PR-5), porém é necessario um estudo mais profundo para poder que se possa chegar a
uma conclusao. Além disso, outros genes podem estar envolvidos na interacdo e desempenhar
importante papel em relagdo a resposta dos genotipos.

Tabela 16 — Expressdo dos genes em estudo, para os quatro metodos e quatro genotipos de soja.
Ponta Grossa, PR. 2017.

Acido Oxalico”
Genes EMGOPA 316 BRS 232 NA 5909 ANTA 82
PR-5! DOWN | (0,16) | DOWN | (0,23) | DOWN | (0,08) - (0,62)
“G-Protein” | DOWN | (0,39) | DOWN | (0,47) - (1,11) | DOWN | (0,13)
Antocianidina | DOWN | (0,28) - (0,57) uP (5,55) | DOWN | (0,05)
PR-52 UpP (9,75) UP | (27,19) | UP | (23,39) | UP | (23,28)
PR-5° upP (11,13) uP (21,06) - (1,59) upP (21,83)
Peroxidases UpP (2,65) - (1,14) UP (4,54) up (2,45)
Inoculacdo na Haste”
Genes EMGOPA 316 BRS 232 NA 5909 ANTA 82
PR-5! - (0,75) | DOWN | (0,47) - (1,31) - (0,71)
“G-Protein” UP (6,84) UP (9,52) - (0,65) UP (28,37)
Antocianidina | DOWN | (0,30) - (0,78) UP (4,48) - (0,65)
PR-5? UP | (100,25) | UP |(14380)| UP |(113,34)| UP | (171,59)
PR-5° UP (4,48) UP | (2349) | UP | (20,13) | UP | (38,49)
Peroxidases - (1,13) uUpP (3,31) | DOWN | (0,23) - (0,81)
Micropipeta”
Genes EMGOPA 316 BRS 232 NA 5909 ANTA 82
PR-5! UP (3,20) - (1,38) UP (9,76) UP (8,75)
“G-Protein” | DOWN | (0,16) - (1,13) - (1,14) - (0,51)
Antocianidina | DOWN | (0,02) | DOWN | (0,48) | DOWN | (0,16) | DOWN | (0,45)
PR-52 UP | (4863) | UP (7,89) UP | (57,06) | UP | (27,17)
PR-5° UP | (123,78)| UP (3,05) UP | (16,95) | UP | (38,25)
Peroxidases - (0,68) | DOWN | (0,25) - (2,01) - (0,65)
Ascosporos”

Genes EMGOPA 316 BRS 232 NA 5909 ANTA 82
PR-5! uP (3,04) uP (3,28) uP (2,81) - (1,28)
“G-Protein” - (0,83) UP (3,01) - (0,53) UP (8,71)
Antocianidina - (0,92) UP (3,15) - (0,77) - (1,21)
PR-5° uP (2,66) uP (3,11) uP (1,97) uP (15,99)
PR-5° - (1,14) - (0,99) - (1,32) uP (7,01)
Peroxidases UP (2,54) UP (1,84) UP (3,42) UP | (14,43)

*Valores entre parénteses representam a taxa de expressdo génica comparada ao gene endégeno (1,00)

“DOWN: significativo a 5% de probabilidade,

* UP: significativo a 5% de probabilidade,

* - Néo significativo.
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Em contrapartida a diferenca de expressao observada entre o método AO e AscOsporos
para os genes do grupo PR-5, quando observa-se a expressdao do gene Peroxidase, a maior
semelhanca encontrada ¢ justamente entre estes dois métodos. Os resultados de expressdo deste
grupo de genes (envolvidos na sintese de peroxidases) estdo de acordo com o apontado por
Liang et al. (2008) e Calla et al. (2009), onde o0 esperado é justamente que estes sejam mais
expressos (UP). Neste caso, apesar de outros genes poderem desempenhar importantes papéis
na interacdo, o estimulo por conta da alteracdo de pH inicial e agdo das enzimas de resposta a
esta alteracdo pode ter sido determinante pare obtencéo de tal resultado.

Os resultados de expressao para o gene do grupo G-Proteins variou de mais expresso
(UP) a menos expresso (DOWN) entre genotipos. Resultados contrastantes foram observados
guando comparados os métodos AO e disco na Haste, onde para o primeiro o estimulo induziu
uma menor expressao (DOWN) e o segundo induziu maior expressdo (UP). Resultados que
variaram de maior a menor expressao foram observados também por Calla et al. (2009), onde
genes do grupo G-Protein apresentaram-se diferentemente expressos tanto entre gendtipos
guanto ao longo do tempo ap6s exposicao ao fungo.

Para o gene do grupo Antocianidina, o esperado era que fosse menos expresso
(DOWN) de acordo com Calla et al. (2014). Quando analisamos o0 método Micropipeta, todos
0s genotipos demonstraram reducdo na expressao deste gene. Para os demais métodos, ocorreu
grande variabilidade de resultados.

Vale destacar que o presente estudo avaliou a alteracdo na expressdo destes genes apos
24 horas, e, sabe-se que ocorrem certas variagdes na expressao dos genes ao longo do tempo
apos interacdo. Deste modo, para poder confirmar os padrdes observados se fazem necessarias
avaliacdes de niveis de expressdo também ao longo do tempo (por exemplo: 8 horas, 12 horas,
24 horas e 36 horas).

Ainda, os genes aqui estudados sdo indicativos e comprovadamente envolvidos na
interacdo S. sclerotiorum-planta, mas podem haver outros que exercem importante papel na

interacdo que ndo foram trabalhados.
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CONCLUSAO

Os diferentes métodos analisados (AO, disco na Haste, Micropipeta e Ascdsporos)
estimularam respostas similares aos genotipos de soja, em termos de suscetibilidade.

Verificou-se que o ranqueamento dos genotipos ndo variou quando estes foram
submetidos aos diferentes métodos.

Foi observada correlagdo positiva e significativa entre os resultados dos diferentes
métodos.

Os métodos AO e Ascosporos, foram os que apresentaram menor correlacdo entre si,
ao passo que maior grau de correlacdo foi observado entre os métodos Micropipeta e disco na
Haste.

Foi observada similaridade em relacdo aos estimulos causados pelos diferentes
métodos as plantas de soja (genes UP ou DOWN) por ocasido do contato com o patégeno e/ou

fator de patogenicidade do mesmo (acido oxalico) para expressao dos genes do grupo PR-5.
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