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RESUMO

O Mofo branco, doenca causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, vem
causando grandes prejuizos na cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) e, por apresentar
mais de 400 hospedeiros e a formacdo de uma estrutura de resisténcia (esclerédios), o seu
controle torna-se dificil, aumentando a importancia do patdgeno para a agricultura brasileira.
As sementes sdo o principal meio de disseminacdo da doenca, detectar rapido e corretamente
a presenca do patdgeno nas mesmas € importante no controle do Mofo branco,
principalmente, para ndo infestar areas isentas do patdgeno. No presente trabalho, 57
isolados de S. sclerotiorum foram caracterizados morfoldgica e patologicamente para avaliar
variacBes dentro da espécie. Também se desenvolveu uma metodologia de detec¢do do
patdbgeno em sementes de soja embebidas, através de PCR diretamente do liquido de
embebicdo das mesmas. Comparou-se a metodologia proposta com as tradicionais
recomendadas para o patdégeno. Os isolados do patdgeno apresentaram algumas variagdes
morfoldgicas entre si, como quantidade e peso dos esclerddios formados. Patolo gicamente,
foram verificados dois e sete niveis de patogenicidade segundo, respectivamente, a inoculacdo
dos isolados na haste e em trifélios destacados de plantas de soja. Diretamente a partir do
liquido de embebicdo das sementes, foi possivel detectar uma semente artificialmente
contaminada em 400 sementes totais. Em sementes naturalmente contaminadas, detectou-se a
presenca do patdgeno em amostra que, segundo 0 método de incubagdo em rolo de papele em
Neon-S apresentava, respectivamente, 1 e 3 sementes contaminadas em quatrocentas totais. A
metodologia proposta é promissora para a detecgdo de S. sclerotiorum, no entanto, necessita
de otimizacdo, pois muitos resultados falsos-negativos foram obtidos, principalmente devido a
substancias liberadas pelas proprias sementes que inibiram a reacdo de PCR. A utilizacdo de
um filtro nas amostras apresentou-se como uma possivel ferramenta para driblar os inibidores
de PCR. Para a otimizacdo do método, técnicas como Nested-PCR, Real-Time PCR,
utilizacdo de sondas de DNA, aumento no tamanho de amostras de sementes e a utilizacdo
dos filtros podem ajudar a superar essas dificuldades.

Palavras-chave: Mofo branco. Populagbes. Glycine max. Deteccdo molecular. PCR;
Inibidores.



ABSTRACT

The white mold disease, caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
responsible for large losses in soybean (Glycine max (L.) Merrill). The pathogen has more
than 400 hosts and presents the formation of a resistance structure (sclerotia), difficulting the
disease control, thus increasing the importance of the pathogen in Brazilian agriculture. The
seeds are the main spreading disease means, a quickly and correct presence detection of the
pathogen is important to control the white mold, especially for non-infested areas by the
pathogen. In this study, 57 S. sclerotiorum isolates were morphological and pathologically
characterized to assess variations within the specie. Also was developed a method to detect
the pathogen directly from seed-soak liquor of infected soybean seeds, through PCR. The
proposed method was compared to the traditional recommended methods. The pathogen
isolates showed some morphological variations among themselves, as the number and weight
of the formed sclerotia. Pathologically, were observed two and seven pathogenic levels
second, respectively, the soybean inoculation on the stem and on the detached trifoliate
leaves. By the detection method, it was possible to detect one seed artificially contaminated in
the sample with 400 total seeds. In naturally contaminated seeds, was possible to detected the
pathogen presence in a sample that, according to the method of incubation on paper roll and
on Neon-S medium, respectively, presented 1 and 3 seeds contaminated in four hundred
seeds. The proposed methodology is promising for the detection of S. sclerotiorum, however,
requires optimization because many false negative results were obtained, mainly due to
substances released by the seeds that inhibited the PCR reaction. The use of filter in the
samples has presented as a possible tool to overcome the PCR inhibitors. For the optimization
of the method, increase the size of seed samples, use of filters, others techniques such as
nested PCR, Real-Time PCR and DNA probes can help overcome these difficulties.

Keywords: White mold. Populations. Glycine max. Molecular detection. PCR. Inhibitors.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) tem grande importdncia mundial,
apresentando producédo de 263,7 milhGes de toneladas na ultima safra (2010/2011), dos quais
o0 Brasil, o atual segundo maior produtor, contribuiu com 75 milh6es de toneladas
(AGRIANUAL, 2011). O Parana é o segundo maior produtor nacional, no entanto apresenta a
maior produtividade entre os estados brasileiros (média de 3.360 kg.ha*) (CONAB, 2011).

Ha diversos fatores que limitam a obtencdo de rendimentos mais altos em lavouras de
soja, e entre os principais estdo as doencas. Uma das mais antigas e importantes doencas da
soja € o Mofo branco, que tem causado perdas de até 60% (FERREIRA et al, 1979;
YORINORI, etal., 1993; ALMEIDA et al., 2005). A doenca é causada pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, que encontra-se distribuido mundialmente e possui mais de 400
espécies suscetiveis (BOLLAND, HALL, 1994; SAHARAN; MEHTA, 2008).

Segundo Chaves (1961), diversas caracteristicas morfol6gicas foram observadas entre
isolados deste fungo, como, por exemplo, a coloragdo micelial, velocidade de crescimento,
quantidade, forma e tamanho dos esclerédios produzidos, etc. Alm das diferencas
morfologicas, variagdes nos niveis de patogenicidade também foram detectadas entre 0s
diferentes isolados de S. sclerotiorum (GARCIA, 2008), inclusive com relatos de
hipoviruléncia (WILLIAMS et al., 2010).

Os esclerddios produzidos pelo fungo sdo estruturas de resisténcias, que podem
permanecer viaveis no solo por cerca de dez anos. Devido aos esclerédios, o fungo S.
sclerotiorum é de dificil erradicacédo, entdo, 0 mais importante é evitar a introducdo de indculo
na area (ALEXOPOULOS etal., 1996; MASSOLA; KRUGNER, 2011).

S. sclerotiorum pode ser disseminado de diversas maneiras, entre elas através de
sementes, a principal fonte de indculo primario da doenca (KULIK; SINCLAIR, 1989;
YANG etal.,, 1998; DHINGRA, 2005; ALMEIDA et al., 2005).

Detectar e identificar os patdgenos de sementes é essencial (MEIJERINK, 1997,
GOULART, 2005; ZAMBOLIM et al., 2005; ALMEIDA, 2005; CARREGAL et al., 2010),
pois além da introducdo do patdgeno em areas ainda ndo infestadas, pode introduzir racas

mais agressivas em areas ja infestadas e ainda assegura a presenca do patdgeno em estadios
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iniciais do desenvolvimento da cultura (PINTO, 2005), sendo zero o nivel de tolerancia para

este patdgeno no Brasil em lotes de sementes (BRASIL, 2009).

Existem diferentes métodos para deteccdo de S. sclerotiorum na semente, com
variagdes na sensibilidade, reprodutibilidade, economicidade e rapidez de resultados
(MENTEN, 1985; SHEPPARD, 1993, PERES, 1996; NASSER, 1999; MACHADO;
LANGERAK, 2002; BRASIL, 2009; HENNEBERG, 2011), mas todos baseados na
incubacdo das sementes, o que pode demorar de 8 a 30 dias e apresentar resultados subjetivos
(MCGEE, 2002). No entanto, é de extrema importancia a sua rapida e correta deteccdo. Com
isso, novas técnicas moleculares, principalmente baseadas na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), surgem e tem sido utilizadas como alternativas promissoras para o desenvolvimento
de um teste rapido (poucas horas), pratico e preciso de deteccdo de fungos em sementes
(JACCOUD-FILHO, 1996; BLAKEMORE; REEVES, 2002; JACCOUD-FILHO et al,
2002a, b; JACCOUD-FILHO; DABUL, 2011).

O presente trabalho objetivou caracterizar morfologica e patogenicamente isolados de
S. sclerotiorum, de diferentes regides produtoras de soja e de diferentes hospedeiros, e

desenvolver um teste para a sua deteccdo em sementes de soja.
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2 REVISAO GERAL

2.1 Cultura da Soja (Glycine max (L.) Merrill)

Planta da familia das Fabaceas (leguminosas), originaria da Asia, a soja (Glycine max
L.) tem uma semente que € utilizada para diversas finalidades: da origem a produtos e
subprodutos muito usados pela agroindUstria, indUstria quimica e de alimentos, tendo grande
importancia mundial. Como principal fonte de proteina para a induUstria da alimentacdo
animal, a producdo de soja tem crescido de forma suficiente para atender a demanda total por
este produto, no entanto, nos Gltimos 5 anos houve, anualmente, umaumento médio de 5% na
demanda da soja (AGRIANUAL, 2011).

Na ultima safra (2010/2011), a producdo mundial do grdo atingiu 263,7 milhdes de
toneladas, em uma area plantada de 103,5 milhdes de hectares. O Estados Unidos possui a
maior producdo do gréo, e o Brasil encontra-se como o segundo maior produtor de soja,
alcangando 75,0 milhdes de toneladas na safra 2010/2011 (28,4% da producdo mundial), em
um total de &rea plantada com a cultura de aproximadamente 24 milhGes de hectares
(AGRIANUAL, 2011). Desse total, o Parand contribuiu com mais de 20%, sendo o estado
com a segunda maior producdo, e a maior produtividade nacional de soja (média de 3.360
kg.hal) (CONAB, 2011).

Entre os principais fatores que limitam a obtencdo de maiores rendimentos em
lavouras de soja, estdo as doencas. Mais de 40 doengas causadas por fungos, bactérias,
nematdides e virus ja foram identificadas no Brasil. Esse nimero continua aumentando com a
expansdo da soja para novas areas, como conseqiéncia da monocultura, e pela introducéo de
novos patdgenos. As perdas anuais de producdo por doencas sdao estimadas em cerca de 15 a
20%, entretanto, algumas podem causar perdas totais (FERREIRA etal., 1979; YORINORI et
al., 1993; ALMEIDA et al., 2005). Entre essas doencas temos a podriddo de Sclerotinia, ou
como é mais comumente conhecida, o Mofo branco, uma das mais antigas da soja
(YORINORI et al., 1993).
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2.2 Mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary)

2.2.1 Historico

Causada pelo fungo S. sclerotiorum, a doenga, mais comumente conhecida como
Mofo branco (PURDY, 1979), tem sido importante nos ultimos anos. O patdgeno esta
distribuido mundialmente e apresenta mais de 400 espécies vegetais suscetiveis (BOLAND,
HALL, 1994; BOLTON et al., 2006; SAHARAN; MEHTA, 2008), entre as quais temos
culturas de grande importancia econdmica, destacando-se a soja, o feijéo, o girassol, a canola,
o fumo, o tomate, a batata (LEITE, 2005), o algoddo (CHARCHAR et al., 1999), a ervilha
(CAFE FILHO, 1985), e outras.

No Brasil, essa doenca foi relatada pela primeira vez em 1921, no Estado de Séo
Paulo, na cultura da batata (SACCA, 1921 apud CHAVES, 1961) e, desde entfo, tem sido
observada em outras culturas e estados do pais (CHAVES, 1961; CAFE FILHO, 1985;
CHARCHAR et al., 1999). Na cultura da soja, o fungo foi detectado pela primeira vez na
Hungria em 1924 e depois nos Estados Unidos em 1946 (GRAU, 1989). Desde entdo, foi
constatada em Varios outros paises. No Brasil, na cultura da soja, segundo Ferreira et al.
(1979), foi detectada pela primeira vez no sul do estado do Parana, apenas em 1975 por
Homechin, com relatos de perdas de até 70% em campos de producdo de sementes de soja.
Até 2003/2004 o fungo apresentava ocorréncia esporadica, mas, desde entdo, tem sido
importante JULIATTI et al.,, 2004; CARREGAL et al., 2010).

Atualmente, as epidemias causadas por esse patégeno na cultura da soja tem sido
responsaveis pela diminuicdo da producdo agricola brasileira que, em condicGes favoraveis
para o desenvolvimento do fungo, causa perdas de até 40% (ALMEIDA et al., 2005; LEITE,
2005; CARREGAL etal., 2010; JACCOUD-FILHO et al., 2010c).

2.2.2 Taxonomia

O patdégeno Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary (syn. Whetzelinia sclerotiorum
(Lib.) Korf; Dumont) pertence ao reino Fungi, a divisdo dos Eumycotas e subdivisdo
Ascomycotina, ao filo Ascomycota, a classe dos Discomycetes, a ordem Helotiales e familia
Sclerotiniaceae (GRAU, 1989; MASSOLA; KRUGNER, 2011).
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2.2.3 Etiologia

Por ser da ordem Helotiales, o fungo produz esclerédios bem desenvolvidos, que séo
agregados de hifas somaticas, de formato irregular, com 2 a 20 milimetros de diametro e
comprimento, que sdo estruturas de resisténcia e garantem a sua sobrevivéncia em condicdes
desfavoraveis. Os esclerodios podem germinar de duas maneiras: carpogenicamente e
miceliogenicamente (ALEXOPOULOS et al., 1996; MASSOLA; KRUGNER, 2011).

Sob condicGes de alta umidade e temperaturas entre 10 e 21 °C, os esclerddios caidos
na superficie do solo germinam, dando origem aos apotécios (FERREIRA et al., 1979;
GRAU, 1989; ALMEIDA et al., 2005), que produzirdo ascos (estrutura que assemelha-se a
um saco), e dentro deste ascos, se formardo, ap0s a meiose, esporos sexuais, denominados
ascosporos. Ja por meio da germinacdo miceliogénica, ha a formacédo de micélio (filamentos
tubulares, conhecidos como hifas) hialino e septado (ALEXOPOULOS et al., 1996;
MASSOLA; KRUGNER, 2011).

Geralmente, quanto maiores os esclerédios, maior a porcentagem de sua germinagao
e do namero de apotécios produzidos. Por exemplo, um esclerédio grande (13 X 5 mm) pode
dar origem a até 15 apotécios (JULIATTI; GARCIA, 2008), provavelmente devido a maior
guantidade de reservas (SAHARAN; MEHTA, 2008). O apotécio libera ascosporos
continuamente por 2 a 17 dias, com uma média de nove dias (JULIATTI; GARCIA, 2008),
podendo produzir até dois milhGes de ascdsporos por cada apotécio (STEADMAN, 1983).

2.2.4 Sintomas em plantas de soja

Na soja os primeiros sintomas de S. sclerotiorum sdo manchas encharcadas
generalizadas, que evoluem para a coloragdo castanho-clara e logo desenvolvem abundante
formacdo de micelio branco e denso. Em poucos dias, o micélio transforma-se em massa
negra e rigida, o esclerédio, formado tanto na superficie como no interior das hastes e vagens
infectadas (Figura 1) (FERREIRA et al, 1979; GRAU, 1988; GRAU, 1989; GRAU,;
HARTMAN, 1999; JULIATTI et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005).

O fungo pode interferir na germinagdo das sementes, no desenvolvimento e
estabelecimento de plantulas e também atacar toda a parte aérea, em qualquer estagio de

desenvolvimento. Os sintomas ocorrem geralmente no terco médio das plantas atingindo a
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haste principal, peciolos, folhas e vagens. (FERREIRA et al., 1979; GRAU, 1988; GRAU,
1989; GRAU; HARTMAN, 1999; JULIATTI et al, 2004). Dependendo da intensidade
podera ocorrer o secamento total da planta e as perdas de produtividade sdo variaveis, em
media de 25% (ALMEIDA et al., 2005; LEITE, 2005; BOLTON et al., 2006), mas atingindo
40% de perdas em alguns casos (JACCOUD-FILHO et al, 2010) ou até 50% a 60%
(CARREGAL etal., 2010) em outros.

Figura 1 — Sintomas de Sclerotinia sclerotiorum, causador do Mofo branco, em plantas de soja (JACCOUD
FILHO, 2010)

2.2.5 Disseminacdo e sobrevivéncia

O fungo S. sclerotiorum pode ser disseminado de diversas maneiras, dentre as quais
pelas sementes, pelos implementos e maquinarios agricola infestados, solos infestados,
plantas invasoras e tigueras suscetiveis ao patdgeno, restos culturais e vento (JULIATTI et al.,
2004; ALMEIDA et al., 2005; SAHARAN; MEHTA, 2008).

As sementes constituem a principal fonte de in6culo priméario da doenca, que pode
ocorrer tanto através de micélio dormente (interno) (KULIK; SINCLAIR, 1989; YANG et
al.,1998; DHINGRA, 2005) quanto por esclerédios misturados as sementes (KULIK;
SINCLAIR, 1989; GOULART, 2005; ALMEIDA et al., 2005; DHINGRA, 2005). Em
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sementes armazenadas, o fungo pode alcancar uma longevidade de até sete anos em algumas
culturas (MACHADO,1999) e seus esclerédios no solo podem permanecer viaveis por cerca
de dezanos (FERREIRA etal., 1979; JULIATTI; JULIATTI, 2010).

O apotécio é um corpo de frutificacdo aberto, onde o himénio (camada de ascos) fica
exposto, ocorrendo a liberacdo forgada e simultanea dos ascosporos, que sdo projetados e
disseminados pelo vento, sendo, também considerados como fonte de inoculo priméario da
doenca (Figura 2) (ALEXOPOULOS etal., 1996; MASSOLA; KRUGNER, 2011).
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Figura2 — Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum, agente causador do Mofo branco nasoja.

2.2.6 Controle

O mais indicado € seguir as recomendacGes de manejo integrado, pois medidas
isoladas ndo proporcionam controle satisfatorio para S. sclerotiorum (GRAU, 1988; GRAU,
1989; YORINORI et al., 1993; GRAU; HARTMAN, 1999; ALMEIDA et al., 2005;
CARREGAL et al, 2010; JULIATTI; JULIATTI, 2010; JACCOUD-FILHO et al,
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2010a,b,c). No manejo integrado incluem-se medidas como o uso de sementes certificadas;
rotacdo de culturas com gramineas; preferéncia a cultivares de porte ereto; escolha da época
de semeadura das culturas (JACCOUD FILHO et al, 2010Db); evitar plantios adensados;
utilizar plantio direto na palha; adubagdo nitrogenada equilibrada; controle de plantas
daninhas suscetiveis e de plantas voluntarias; limpar e lavar maquinas e implementos
agricolas; utilizar controle quimico, preferencialmente de forma preventiva (GRAU, 1988;
GRAU, 1989; YORINORI et al., 1993; GRAU; HARTMAN, 1999; ALMEIDA et al., 2005;
CARREGAL et al., 2010; JULIATTI; JULIATTI, 2010; JACCOUD-FILHO, 2010, MEYER
et al, 2011; CAMPOS et a., 2011); tratamento de sementes (GOULART, 2005), controle
biol6gico (ZENG; HAO, 2009; HIGHLAND, 2009; REZENDE et al., 2010; JACCOUD-
FILHO et al., 2010a) e controle alternativo, como extratos vegetais (STANGARLIN et al.,
1999; SCHWAN-ESTRADA et al, 2000; GRABICOSKI; JACCOUD FILHO, 2009;
GRABICOSKI et al., 2010).

Devido aos esclerodios, o fungo S. sclerotiorum é de dificil erradicacdo (FERREIRA
etal., 1979; GRAU, 1988; GRAU, 1989; GRAU; HARTMAN, 1999; JULIATTI et al., 2004;
JULIATTI; JULIATTI, 2010), logo, o mais importante é evitar a introducdo de indculo na
area. Detectar e identificar os patégenos de sementes é essencial para o controle de doengas
transmitidas pelas sementes, como é o caso do Mofo branco (MEINERINK, 1997;
GOULART, 2005; ZAMBOLIM et al., 2005; ALMEIDA, 2005; CARREGAL et al., 2010),
pois aléem da introducdo do patdgeno em é&reas ainda ndo infestadas, ou de ragas mais
agressivas em areas ja infestadas, assegura a presenca do patdgeno em estadios iniciais do
desenvolvimento da cultura (PINTO, 2005).
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CAPITULO |

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E PATOGENICA DE ISOLADOS
DE S. sclerotiorum

RESUMO

Em vista a importancia do controle de Sclerotinia sclerotiorum, causador do Mofo branco da
soja, € necessario utilizar medidas mais precisas e para isso, precisa-se entender a etiologia,
morfologia e patogenicidade do patdgeno em questdo. Avaliou-se a morfologia e a
patogenicamente de 57 isolados de S. sclerotiorum de diferentes regibes e de diferentes
hospedeiros para verificar se existem variacdes intraespecificas. Algumas diferencas
morfologicas foram detectadas entre os isolados. Dois niveis de velocidade de crescimento
micelial e de formacdo de esclerodios in vitro; quatro niveis quanto & quantidade de
esclerédios formados e 11 niveis quanto ao peso dos esclerédios formados foram verificados.
A maior quantidade de esclerddios formados (57,2), e 0 maior peso (23,0 mg) foram
apresentados pelo isolado 1-01 (Palmeira-PR) e 1-47 (Maringa-PR), respectivamente. A
menor quantidade (16,6) e o menor peso (3,7 mg) foram apresentados pelo isolado 1-51
(Ponta Grossa-PR) e pelo isolado I-53 (Ponta Grossa-PR), respectivamente. Patogenicamente,
foram observados dois e sete niveis patogénicos através da inoculagdo, respectivamente, em
hastes e em trifdlios de plantas de soja. Relacionando os resultados de patogenicidade obtidos
pelas duas metodologias, com as caracteristicas morfoldgicas e com as caracteristicas dos
locais de origem de cada isolado, ndo se observou relacdo entre os mesmos. Os dois métodos
de inoculacdo apresentaram resultados diferentes com relacdo a alguns isolados. Pela
inoculacdo da haste o isolado 1-27 (Carambei-PR) foi 0 mais patogénico e o I-01 (Palmeira-
PR) e I-51 (Ponta Grossa-PR) os menos patogénicos. Na inoculagdo nos trifdlios, o isolado I-
47 (Maringa-PR) foi o mais patogénico e 1-44 (Formosa-GO) o menos patogénico. Houve
diferencas morfologicas e patogénicas entre os isolados.

Palavras-chave: Variacéo intraespecifica. Popula¢des. Mofo branco. Soja.
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ABSTRACT

Given the great importance of control of Sclerotinia sclerotiorum, that causes White mold on
soybean, is necessary use more accurate measurements and for that is necessary to understand
the pathogen etiology, morphology and pathogenicity. The morphology and pathogenicity of
57 S. sclerotiorum isolates from different regions and different hosts was evaluated to check
intraspecifics variation. Some morphological differences were detected among the isolates.
Two levels of speed of mycelial growth and sclerotia formation in vitro, four and eleven
levels, respectively, on the amount and on the weight of sclerotia formed were checked. The
largest amount of sclerotia formed (57.2), and higher weight (23.0 mg) was presented by the
isolated 1-01 (Palmeira-PR) and 1-47 (Maringa-PR), respectively. The lowest amount (16.6)
and lower weight (3.7 mg) were presented by the isolated I-51 (Ponta Grossa-PR) and by the
isolated 1-53 (Ponta Grossa-PR), respectively. Pathogenically, were observed two and seven
levels of pathogenicity when isolates were inoculated, respectively, on the soybean stems and
on the soybean trifoliate leaves. Relating the pathogenicity results obtained between the
morphological characteristics and between the origin places of each isolate, no association
was verified. The two inoculation methods showed different pathogenic results for some
isolates. By inoculation on the soybean stem, the isolate 1-27 (Carambei-PR) was the most
pathogenic and 1-01 (Palmeira-PR) and I-51 (Ponta Grossa-PR) was the less pathogenic. In
inoculation in trifoliate leaves, the isolated 1-47 (Maringa-PR) was the most pathogenic and
the 1-44 (Formosa-GO) was the less pathogenic. There were differences between the
morphological and pathogenic isolates, showing intraspecific variation in these isolates.

Keywords: Intraspecific variation. White mold. Population. Soybeans.
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1 INTRODUCAO

Em vista da importancia do Mofo branco da soja, causada pelo fungo S. sclerotiorum,
€ necessario utilizar medidas precisas para se obter um bom controle e, para isso, é
fundamental entender a etiologia, morfologia e patogenicidade deste fungo (KOHLI et al.
2003).

Em estudo com 114 isolados de S. sclerotiorum de 23 diferentes hospedeiros, Morral
et al. (1972) verificaram variagdes na quantidade, formato e tamanho dos esclerddios, entre
outras caracteristicas. Segundo Purdy (1954), varia¢bes culturais em S. sclerotiorum tem sido
registradas e, em termos de ragas, sao designadas também com base no crescimento micelial,
numero de esclerddios e producdo de apotécio. Este autor separou os isolados em seu estudo
em grupos segundo caracteristicas miceliais, como seu crescimento e coloracdo, e

caracteristicas dos esclerddios, como, por exemplo, seu formato (PURDY 1954).

Segundo descri¢do de Chaves (1961), S. sclerotiorum apresenta esclerodios negros,
com formas variadas, comprimento de 2 a 20 mm, didmetro de 2 a 10 mm, cada um com
producdo de 1 a 22, ou mais, apotécios. Apesar da varia¢do dos esclerddios produzidos pelos
diferentes isolados de S. sclerotiorum, a formacéo dessas estruturas de resisténcia segue uma
sequéncia de trés fases, geral para todos: | - Iniciacdo (inicio da aglomeracdo micelial); Il —
Desenvolvimento (crescimento e agregacdo das hifas) e Ill — Maturacdo (delimitacdo da
superficie, deposicdo da melanina nas células mais externas e consolidagdo interna)
(TOWNSEND; WILLETS, 1954; SAHARAN; MEHTA, 2008). Normalmente, o inicio da
producdo de esclerédios ocorre quando o crescimento micelial encontra limitacdo na obtencdo

de nutrientes.

Varios fatores podem influenciar a formacgdo de esclerddio, entre eles a temperatura, a
luminosidade, nutrientes, pH. A formacao de esclerddios ocorre numa faixa de 0 a 30 °C, no
entanto a maior producdo encontra-se proximo aos 15 °C (SAHARAN; MEHTA, 2008).

Sob condicdes de alta umidade e temperaturas entre 10 e 21 °C, os esclerédios caidos
na superficie do solo germinam, dando origem aos apotécios que liberardo 0s ascOsporos
(FERREIRA et al, 1979; GRAU, 1989; ALMEIDA et al, 2005), principalmente em
ambientes pouco nutritivos (LE TOURNEAU, 1979). Esta germinacdo pode ser dividida em
quatro fases: | — Formagdo interna de muitos primordios; Il — Algumas estipes emergem da
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superficie e continuam seu crescimento; 111 — Aparecimento de uma depressdo na ponta da
estipe até a formacdo completa do apotécio e, por fim, IV — Producdo de ascos que apos a
diferenciacdo, formam oito ascosporos (LE TOURNEAU, 1979). Os apotécios sdo estipados,
de 3,5 a 7 mm de diametro, de coloracdo parda clara, em forma de taca. Himénio céncavo a
plano. Estipe de 0,7 a 1, 2 mm, que expande-se gradualmente, e comprimento de 4 a 8 mm
(em boas condicdes de luminosidade) e pode passar de 20 mm em caso de deficiéncia de luz.
Os ascos sdo cilindricos, arredondados na extremidade superior e octosporicos (CHAVES,
1961). Geralmente, quanto maior os esclerédios, maior é o seu potencial de produgdo de
apotécios (JULIATTI; GARCIA, 2008).

E, por meio da germinacdo miceliogénica, ha a formacdo de micélio (filamentos
tubulares, conhecidos como hifas) hialino e septado (ALEXOPOULOS et al., 1996;
MASSOLA; KRUGNER, 2011), normalmente com aspecto cotonoso e branco.

Ha varios estudos sobre a caracterizacdo morfoldgica de isolados de S. sclerotiorum.
Willetts e Wong (1971) ndo observaram variacdes na cultura dos isolados estudados, visto
que todos apresentaram padrdes definidos (SERRA; SILVA, 2005; SAHARAN; MEHTA,
2008). Corradini (1989), em estudo com 19 isolados distintos, verificou que por meio de
caracteristicas morfoldgicas, ndo foi possivel reunir estes isolados em grupos, pois ndo
apresentaram caracteristicas bem definidas, e quando esses 19 isolados foram inoculados em

soja, apresentaram patogenicidade a cultura.

A habilidade da S. sclerotiorum para invadir e penetrar nos tecidos do hospedeiro
depende de varios fatores, que incluem o tipo do in6culo (ascésporo e, ou, micélio), o nivel de
nutricdo do fungo, as propriedades do hospedeiro e os efeitos do ambiente (LUMSDEN,
1979; SAHARAN; MEHTA, 2008). Segundo Boyle (1971) citado por Lumsden (1979) o
fungo adere-se fortemente a superficie do hospedeiro, através de um material mucilaginoso,
que permite ao fungo exercer forca contra a cuticula hospedeiro, e penetrar mecanicamente no
tecido do mesmo. Esta penetracdo mecanica ndo amolece os tecidos, ndo extravasa material
celular ou causa qualquer modificacdo na cuticula do hospedeiro antes da invasdo. Para a
penetracdo mecanica através dos ascOsporos, necessita-se de nutrientes externos para

conseguir formar apressorio capaz de invadir o hospedeiro (SAHARAN; MEHTA, 2008).

O fungo pode facilitar sua colonizacdo no hospedeiro através da producdo de uma

vasta gama de enzimas que degradam a parede celular (LUMSDEN, 1979; ANNIS;
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GOODWIN, 1997), fornecendo maior flexibilidade ao patdgeno para a sua penetracdo e uma
grande concentracdo de nutrientes assimilaveis (HANCOCK, 1966; LUMSDEN, 1969).

S. sclerotiorum é um dos diversos fungos que produz &cido oxalico que, segundo
diversas teorias, tem a funcdo de auxiliar na patogenicidade, na competicdo entre espécies de
fungos e no controle de toxinas e nutrientes do ambiente (DUTTON, EVANS, 1996).

Especificamente com relacdo a patogenicidade, o acido oxalico altera o pH,
favorecendo a atividade de muitas enzimas que degradam a parede celular e, indiretamente,
essa acidificacdo pode intoxicar o hospedeiro (NOYES; HANCOCK, 1981). O &cido oxalico
também quelatiza o Ca®* da parede celular, permitindo a hidrélise dos pectatos pelas
pectinases, destruindo a integridade da parede celular da planta (BATEMAN; BEER, 1965) e,
ainda, inibe as defesas das plantas e desregula as células guarda dos estdmatos, provocando
murcha foliar (CESSNA et al., 2000).

Os niveis de acido oxalico tém sido relacionados aos niveis de severidade da doenca.
Ha relatos de mutantes de S. sclerotiorum, deficientes na producéo de &cido oxalico que ndo
sdo patogénicos, fato que também se atribui a diminuicdo da atividade das enzimas que
degradam a parede celular (GODOQY et al., 1990) , ou que permitem a planta se defender ao
ataque do fungo (WILLIAMS etal., 2010).

Para testar a patogenicidade de S. sclerotiorum, varios métodos podem ser
empregados, e uma das formas inclui discos de colénias em meio a base de agar aplicados em
folhagem, caules e botdes florais que, apds a inoculagdo devem ser mantidos em alta umidade,
por pelo menos de 24 a 72 horas, em temperaturas entre 20 a 25 °C (PRATT, 1991).

2 OBJETIVO

Caracterizar morfolégica e patogenicamente 57 isolados de S. sclerotiorum, de

diferentes regides e hospedeiros.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Patologia de Sementes e Defesa
Fitossanitaria, no Bloco de Agronomia da Universidade Estadual de Ponta Grossa, em Ponta
Grossa - PR.

3.1 Obtencéo dos isolados

Para as caracterizacOes, utilizaram-se esclerddios de S. sclerotiorum coletados em
regides do estado do Parand infestadas pelo patégeno, segundo a Figura 1.1. Esclerédios de
outras regides brasileiras infestadas pelo patdgeno foram enviados por diversos colaboradores,

segundo a Figura 1.2.
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Figura1.1- Demarcacdo do local da coleta de cada isolado utilizado, segundo o mapa do Parané.
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Figura 1.2 — Demarcacdo da localizacdo da coleta dos isolados, segundo o estado brasileiro de sua origem.

A identificacdo, a cultura de onde foi coletado, 0 municipio de coleta, o coletor e 0 ano

de coleta de cada isolado estdo especificados na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Caracterizagdo do local e hospedeiro de origem, ano de coleta e coletor de cada isolado de S.
sclerotiorum utilizado (continua).

Codigo
dos Cultura de coleta Municipio dacoleta Coletor Ano

Isolados
1-01 Soja (Glycine max L.) Palmeira — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I1-02  Soja (Glycine max L.) Carambei— PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-03 Soja (Glycine max L.) Teixeira Soares — PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
1-04  Soja (Glycine max L.) Hondrio Serpa— PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
1-05 Soja (Glycine max L.) Mangueirinha — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-06  Soja (Glycine max L.) Pinhdo — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-07 Soja (Glycine max L.) Ivai— PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-08 Soja (Glycine max L.) Pirai do Sul- PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-09 Soja (Glycine max L.) Pinhdo — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-10  Soja (Glycine max L.) Ipiranga - PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-11  Soja (Glycine max L.) Palmeira — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-12 Soja (Glycine max L.) Palmeira — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-13  Soja (Glycine max L.) Pinhdo — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-14  Soja (Glycine max L.) Carambei— PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009

1-15 Soja (Glycine max L.) Guarapuava — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
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(concluséo)

Codigo
dos Cultura de coleta Municipio dacoleta Coletor Ano
Isolados
1-16 Soja (Glycine max L.) Pinhdo - PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-17  Soja (Glycine max L.) Prudent6polis — PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
1-18 Soja (Glycine max L.) Palmeira — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-19 Soja (Glycine max L.) Teixeira Soares — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-20  Soja (Glycine max L.) Ventania— PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-21 Soja (Glycine max L.) Mangueirinha — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-22  Soja (Glycine max L.) Tibagi— PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-23 Soja (Glycine max L.) Teixeira Soares — PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
I-24  Soja (Glycine max L.) Prudentdpolis — PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
1-25 Soja (Glycine max L.) Teixeira Soares — PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
I-26  Soja (Glycine max L.) Ventania — PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
1-27 Soja (Glycine max L.) Castrolanda — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-28 Soja (Glycine max L.) Ponta Grossa — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-29  Soja (Glycine max L.) Ipiranga — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-30  Soja (Glycine max L.) Guaragi— PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-31  Soja (Glycine max L.) Palmeira — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-32 Soja (Glycine max L.) Prudentépolis — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-33  Soja (Glycine max L.) Ponta Grossa — PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
I-34  Soja (Glycine max L.) Pinhdo - PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-35  Soja (Glycine max L.) Tibagi— PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-36 Soja (Glycine max L.) Palmeira — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-37 Soja (Glycine max L.) Ventania — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-38  Soja (Glycine max L.) Mangueirinha — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-39 Soja (Glycine max L.) Mangueirinha — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-40  Soja (Glycine max L.) Palmas — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
1-41 Soja (Glycine max L.) Palmeira — PR Jaccoud-Filho et al. (UEPG) 2009
I-42  Soja (Glycine max L.) Mangueirinha — PR Jaccoud-Filho etal. (UEPG) 2009
1-43 Soja (Glycine max L.) Ponta Grossa — PR Pierre, MLC (UEPG) 2011
I-44  Soja (Glycine max L.) Formosa — GO Rosa,C (PIONEER) 2010
1-45 Soja (Glycine max L.) Jatai— GO Garcia,RA (UFU) 2009*
1-46 Soja (Glycine max L.) L. E. Magalhdes — BA Mercer, RM (PIONEER) 2010
1-47 Soja (Glycine max L.) Maringd — PR Vida, J (UEM) 2010*
1-48 Soja (Glycine max L.) Arino - MG de Paula, RF (PIONEER) 2010
1-49 Feijdo (Phaseolus vulgaris L.) Casa Branca — SP de Lima, MM (PIONEER) 2010
I-50  Girassol (Helianthus annuus) Ipiranga — PR Henneberg, L (UEPG) 2010
I-51 Couve (Brassica oleracea L.) Ponta Grossa — PR Vrisman, CM (UEPG) 2010
I-52  Ansarinha (Potentilla anserina L) Ventania— PR Manosso Neto,MO (UEPG) 2010
1-53 EZB%Q: (E)rassma oleracea var. Ponta Grossa — PR Vrisman, CM (UEPG) 2010
I-54  Serralha (Sonchus oleraceus L.) Ponta Grossa — PR Grabicoski, EM G(UEPG) 2010
I-55  Alface (Lactuca sativa L.) Ponta Grossa — PR Grabicoski,EM G(UEPG) 2011
I-56 ?&';T;ﬁ;ﬁ;e“n“m crispum Brasilia-DF Reis, A. (CNPH-EMBRAPA) 2011*
I-57 Canola (Brassica napus L.) Ipiranga - PR Grabicoski, EM G (UEPG) 2010

* Ano em que os iolados foram enviados.
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Os esclerddios dos isolados foram colocados, em cAmara de fluxo laminar, ap6s serem
superficialmente desinfestados com alcool 70% (1 minuto) e hipoclorito de sédio 5% (1
minuto), no centro de placas de Petri contendo meio de cultura a base de Batata Dextrose
Agar (BDA), e manteve-se em camara de crescimento de fungo sob condicdes controladas de

14 °C sob fotoperiodo de 12 horas de luminosidade.

3.2 Caracterizacdo morfologica de isolados de S. sclerotiorum

3.2.1 Germinagdo miceliogénica

Um microscopio esteroscépio (lupa) foi utilizado para as analises das caracteristicas
morfol6gicas dos isolados. As avaliagbes foram realizadas diariamente, durante um periodo

de 35 dias, a partir do dia da incubacdo dos esclerodios nas placas de Petri.

As caracteristicas avaliadas nesta fase foram: tempo necessario (dias) para o fungo
ocupar a placa de Petri de 90 mm de diametro, densidade do micélio formado (sendo A —
abundante, R —ralo ou | - irregular), formag&do ou ndo de esclerédios, tempo para formagdo do
primeiro esclerédio (dias), quantidade total de esclerédios formados apds 35 dias, tamanho
(maior medida do esclerdédio, em mm), forma (sendo R — arredondado, I- irregular e D -
diversos), e peso de esclerodios (ap0s serem retirados das placas e secos a temperatura
ambiente por 48 horas, em mg) (CHAVES, 1961; CORRADINI, 1989). Foram avaliadas

quatro placas por isolado.

3.2.2 Germinagdo carpogénica

Colocou-se 20 esclerédios produzidos em placas de Petri com meio de cultura a base
de BDA a partir de esclerodios coletados em campo, apds mantidos por 15 dias a -20 °C, para
estimular a germinagdo carpogénica, em caixas plastica contendo areia saturada com agua

destilada, ambas esterilizadas, sob temperatura de 20 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Em um microscopio esteroscopio (lupa), foram avaliados o tempo para inicio da

formacdo das estipes (estrutura que antecede o apotécio), quantidade de estipes total,



37

quantidade de apotécios total, tamanho de apotécios formados e quantidade de esclerédios

totais germinados.

3.3 Caracterizacao patogénica de isolados de S. sclerotiorum

Apos a caracterizacdo morfoldgica, os isolados foram caracterizados patogenicamente,
por meio de duas metodologias de inoculagdo (GARCIA, 2008), sendo uma delas na haste e a

outra em trifolios destacados de planta de soja, como descrito a seguir:

3.3.1 Inoculagédo na haste:

Foram utilizadas plantas sadias de soja, da cultivar BMX Titan RR, no estadio
fenoldgico V4/V5 (quarto/quinto nd) (FEHR; CAVINESS, 1977), que foram semeadas e
cultivadas em vasos com substrato esterilizado, a base de cascas de eulalipto, pinus e cinzas

(Lupa Fertilizantes®), e mantidas em casa de vegetagéo.

A inoculacdo foi atraves de discos de meio de cultura pura, com 5 dias de idade,
colocados na haste da planta entre o segundo e o terceiro trifélio, com o micélio em contato

direto com a planta, e presos com uma fita adesiva incolor.

Antes e apds a inoculacdo, as plantas, que se encontravam amarradas a estacas, foram
borrifadas com agua destilada esterilizada e, entdo, cada vaso foi coberto e fechado com um

saco plastico transparente. Para cada isolado, cinco plantas foram inoculadas.

Os sintomas causados pela inoculacdo dos isolados foram avaliados, apds 72 horas e
96 horas da inoculagéo, através da medigdo do comprimento das lesbes formadas, com auxilio
de uma régua (GARCIA, 2008).

Como testemunha, foram consideradas cinco plantas com o disco de BDA sem a

cultura do fungo.
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3.3.2 Inoculagéo no trifélio:

Foram utilizados trifolios de plantas de soja, da cultivar BM X Titan RR, cultivadas em
vasos com substrato esterilizado, a base de cascas de eulalipto, pinus e cinzas (Lupa

Fertilizantes®), em casa de vegetacao.

Os trifolios utilizados foram destacados das plantas com auxilio de uma tesoura,
quando se encontravam no estadio fenoldgico V2 (segundo né) (FEHR; CAVINESS, 1977) e,
entdo, colocados em caixas plasticas esterilizadas contendo duas folhas de papel mata borrdo
saturadas com agua destilada esterilizada, 2 laminas de vidro previamente esterilizadas e um

mago de algod&o saturado com &gua destilada esterilizada sobre a extremidade do trifolio.

Os isolados foram inoculados, colocando-se um disco de BDA, com a cultura do
fungo com cinco dias de idade, sobre o centro de cada um dos trés foliolos da folha de soja,
com o micélio do fungo em contato direto com a superficie superior da folha. Apds a
inoculagdo os trifdlios foram mantidos a 20 °C e fotoperiodo de 12 horas de luminosidade.
Foram inoculados e avaliados 4 trifolios por isolado, considerando-se como testemunha,

trifélios sem discos de BDA.

O didmetro das lesbes formadas foi medido, a partir de 24 horas ap6s a inoculagdo
(Al), em intervalos de 12 horas, até 72 horas Al, pois algusn isolados ja haviam lesionado

toda a extensdo dos trifdlios.

3.4 Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos, inicialmente, ao Teste de Tukey e Skott-
Knott e, posteriormente, apenas ao Skott-Knott, sempre a 1% de probabilidade, pelo programa
estatistico SASM-AGRI (CANTERI et al., 2001).

O delineamento utilizado para a caracterizacdo morfologica foi inteiramente

casualizado (DIA), e para a caraterizacdo patogénica foi de blocos ao acaso (DBC).
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4.1 Caracterizacdo morfoldgica
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Segundo a caracterizagdo morfoldgica, a coloragdo do micélio dos isolados ndo variou,

sendo que todos apresentaram coloracdo branca, coincidindo com dados de Corradini (1989).

No entanto, caracteristicas como a densidade e velocidade de crescimento micelial e as

caracteristicas dos esclerodios, apresentaram algumas variacdes estatisticamente diferentes,

segundo o teste de Tukey e de Skott-Knott, dados que estdo apresentados na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 — Caracterizagdo morfolégica dos isolados de S. sclerotiorum e o resultado da comparacdo das

méd ias entre 0s isolados (continua).

MICELIO ESCLERODIOS
Cod! Cre(fj(i:;rsr;gnto c? Fczl(’j:gsa)%ao Quantidade® (mm  Peso médio (mg)’ =5
1-01 11,0 a€ ab™ R 154 aabc” 572 aKa' -3 6,4 ¢ stuv’ D
1-02 92 b ab | 14,0 a abcd 22,6 d efgh 16 191 ¢ b D
1-03 90 b ab 1 13,8 b abcd 278 ¢ cdefgh 2-4 8,4 h kimnopgrs R
1-04 104 a ab | 14,4 a abcd 32,0 ¢ abcdefgh 2-3 9,6 g ghijklmn R
I-05 86 b ab | 13,0 b abcd 352 ¢ abcdefgh 2-3 8,7 h kimnopqr R
1-06 96 b ab | 146 a abcd 34,0 ¢ abcdefgh 2-3 7,2 i qrstu D
1-07 102 a ab | 14,8 a abcd 22,2 d efgh 2-6 7,5 i nopgrstu R
1-08 90 b ab R 146 a abcd 274 ¢ cdefgh 227 187 ¢ b I
1-09 90 b ab R 138 b abcd 47,6 a abcdef 2-4 9,2 h hijklmnopg D
I-10 110 a ab R 142 a abcd 36,0 ¢ abcdefgh 2-3 6,2 j tuvw D
I-11 76 b b | 120 b d 33,0 ¢ abcdefgh 2-4 8,1 h Imnopgrst I
I-12 82 b ab R 13,6 b abcd 41,2 b abcdefgh 2-4 129 e cd I
I-13 98 a ab | 136 b abcd 52,2 a abc 2-5 9,0 h jklmnopgr D
I-14 98 a ab R 142 a abcd 32,2 ¢ abcdefgh 1-4 9,1 h jklmnopgq D
I-15 96 b ab | 136 b abcd 33,8 ¢ abcdefgh 2-4 41 k wx D
I-16 98 a ab | 14,0 a abcd 216 d efgh 2-4 11,2 f defghi D
I-17 96 b ab | 136 b abcd 558 a ab 2-3 7,6 i mnopgrstu I
I-18 102 a ab | 13,4 b abcd 306 ¢ bcdefgh  2-3 7,4 i opgqrstu D
I-19 84 b ab |1 120 b d 248 d defgh 1-4 9,5 g ghijklmno D
1-20 78 b ab | 118 b d 36,8 b abcdefgh 1-4 8,3 h Imnopqrst D
I-21 98 a ab | 14,6 a abcd 46,0 a abcdefg 223 208 b b D
1-22 104 a ab | 152 a abc 38,8 b abcdefgh 1-4 8,7 h kimnopqr D
I-23 92 b ab R 142 a abcd 274 c cdefgh 23 145 d ¢ I
1-24 112 a a | 156 a ab 494 a abcd 2-3 10,2 g fghijkl I
I-25 88 b ab | 13,0 b abcd 38,6 b abcdefgh 2-4 10,9 f defghij D
1-26 88 b ab R 124 b cd 40,6 b abcdefgh 1-4 8,1 h Imnopgrst D
I-27 88 b ab | 12,8 b abcd 32,2 ¢ abcdefgh 2-4 4,9 k vwx D
1-28 88 b ab | 126 b bed 346 c abcdefgh 2-3 12,0 e def D
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(concluséo)

MICELIO ESCLERODIOS

Cod! Cre(sa?;rsn)gnto ct thg:gs)%ao Quantidade® (m-rrn)e Peso médio (mg)’ P
1-29 96 b ab | 136 b abcd 320 c abcdefgh 1-8 9,4 g hijkimnop D
1-30 112 a a | 158 a a 350 c abcdefgh 2-4 104 g -efghijk R
I-31 90 b ab R 130 b abcd 428 b abcdefgh 1-4 126 e cd D
1-32 88 b ab R 130 b abcd 236 d defgh 2-3 77 i mnopgrstu D
1-33 110 a ab R 152 a abc 208 d gh 2-6 7.8 i mnopgrstu R
1-34 98 a ab | 132 b abcd 33,0 ¢ abcdefgh 2-6 74 i nopgrstu D
1-35 90 b ab | 134 b abcd 274 c cdefgh 1-4 7.2 i qgrstu D
I-36 90 b ab R 136 b abcd 40,2 b abcdefgh 1-3 7.2 i qrstu R
1-37 90 b ab | 154 a abc 29,2 ¢ cdefgh 1-4 113 f defgh D
I-38 92 b ab | 136 b abcd 404 b abcdefgh 2-6 8,3 h Imnopqrst R
-39 102 a ab | 148 a abcd 250 d defgh 2-3 48 k vwx D
1-40 92 b ab | 132 b abcd 29,8 ¢ bedefgh 23 131 e cd R
I-41 96 b ab I 140 a abcd 28,6 c cdefgh 2-4 58 j uvwx R
1-42 94 b ab R 136 b abcd 280 c cdefgh 2-3 8,2 h Imnopqrst D
1-43 90 b ab R 138 b abcd 222 d efgh 2-4 9,1 h ijkimnopg D
1-44 90 b ab R 134 b abcd 354 c abcdefgh 2-4 11,6 f defg D
1-45 92 b ab | 138 b abcd 31,8 ¢ abcdefgh 1-8 78 i mnopgrstu R
1-46 110 a ab R 146 a abcd 198 d gh 2-4 113 f defghi D
I-47 98 a ab A 144 a abcd 372 b abcdefgh 2-7 230 a a R
1-48 98 a ab | 138 b abcd 47,8 a abcde 2-4 6,8 i rstuv D
1-49 96 b ab | 138 b abcd 47,6 a abcdef 2-4 79 i mnopgrstu D
1-50 94 b ab R 134 b abcd 428 b abcdefgh 2-3 125 e cde R
I-51 90 b ab | 132 b abcd 166 d h 35 9,7 g ghijkim D
1-52 106 a ab | 140 a abcd 27,6 c cdefgh 2-4 58 j uvwx D
I-53 102 a ab | 146 a abcd 31,0 ¢ abcdefgh 2-5 37 k x D
I-54 104 a ab A 144 a abcd 332 c abcdefgh 2-4 9,0 h jklmnopq D
I-55 92 b ab R 136 b abcd 214 d fgh 2-4 8,7 h kimnopgr D
I-56 94 b ab R 142 a abcd 190 d h 2-4 111 f defghij D
I-57 92 b ab | 134 b abcd 192 d h 2-3 73 i parstu D
C.V. 14,1 % 8,8% 30,5% 8,7%

1- Codigo do Isolado

2 — Tempo necessario para os isolados ocuparem toda a placa de Petri de 90 mm de diametro com BDA, em
dias;

3 — Caracteristicas do micélio desenvolvido nas placas de Petri, onde A = abundante; R =Ralo; | = Irregular
(diferentes densidades na mesma placa, ou entre as repeti¢6es);

4 — Tempo necessario para a formacdo do primeiro esclerédio em placa, emdias;

5— Quantidade de esclerddios formados por placa, apés 35 dias de incubacéo;

6 — Tamanho dos esclerddios emplaca, avaliando-se a maior medida apresentada pelos mesmos, em mm;
7—Peso médio dos esclerddios, em mg;

8 — Formato dos esclerédios, onde: R = Arredondado; | = Irregulares (sem forma definida) e D = Diversos
(vérios formatos);

SK — Resultado do teste de comparagdo de médias Skott-Knott, onde médias seguidas da mesma letra na coluna
nao diferiram entre sia 1% de probabilidade.

T — Resultado do teste de comparagdo de médias Tukey, onde médias seguidas da mesma letra na coluna néo
diferiram entre sia 1% de probabilidade.
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O desenvolvimento micelial dos isolados foi classificado em ralo (R), quando apenas
uma fina e homogénea camada se desenvolveu sobre o meio de cultura como, por exemplo, 0s
isolados 1-01, 1-08 e 1-10; em abundante (A), quando uma espessa e uniforme camada de
micélio se formou sobre 0 meio de cultura, como é o caso do I-54 e 1-47 e em irregular (1),
quando ndo houve um padrdo de formacdo do micélio sobre o meio de cultura na placa ou
entre as placas do isolado como, por exemplo, os isolados 1-05, 1-39 e I-40, como ilustrado na
Figura 1.3 e apresentado na Tabela 1.2. Dados similares com os obtidos por Corradini (1989)

na caracterizacdo de 19 isolados de S. sclerotiorum.

Figura 1.3 — Representacdo das espessuras (caracteristicas) do crescimento micelial apresentada pelos isolados.
R — Micélio ralo (Isolado 1-08); I — Micélio irregular (Isolado 1-05) e A — Crescimento micelial
abundante (Isolado 1-34).

Quanto a velocidade de crescimento, de modo geral, os isolados levaram de 7,6 a 11,2
dias para ocuparem toda a area da placa de Petri, diferindo-se, segundo o teste de Skott-Knott,
em dois niveis de velocidade (A e B), e apenas duas diferencas significativas segundo o teste
de Tukey (entre 0 I-11 e 0s I-24 e 0 1-30).

Quanto ao tempo necessario para o inicio da formacédo dos esclerodios, o tempo variou
de 11,8 a 15,4 dias, sendo que os isolados, segundo o teste de Skott-Knott a 1% de
probabilidade, diferenciaram-se em apenas dois niveis (A e B), e segundo Tukey, 18

diferencas significativas foram detectadas.

Comparando-se 0s resultados destas duas velocidades de crescimento, pode-se
observar que os isolados I-13, 1-18, 1-34 e 1-48 foram estatisticamente mais “lentos” no
crescimento micelial (nivel A, segundo Skott-Knott) e mais “rapidos” (nivel B, segundo
Skott-Knott) segundo a formacdo dos esclerédios. O oposto ocorreu com os isolados 1-02, I-
05, 1-06, 1-08, I-23, 1-37 e 1-56, que foram mais “rapidos” (B) para ocuparem a area da placa
de Petri e mais “lentos” na formacdo de esclerédios (A). Essa diferenca é ilustrada na Figura
1.4, com dois isolados de mesma idade (12 dias ap0s incubacdo) sendo que, enquanto um

apresentava formacdo apenas de micélio (I-06), o outro ja apresenta formacdo de Varios
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esclerédios na placa (I-34). Os demais isolados apresentaram a mesma classificacdo para as

duas velocidades de desenvolvimento.

Figural.4 — Isolados com mesma idade (12 dias ap6s incubacdo), demonstrando a diferenga entre os isolados
quanto ao tempo necessario para a formacao de esclerédios. A — Isolado 1-06; B — Isolado 1-34.

Com relacdo as caracteristicas dos esclerddios, muitas diferencas foram detectadas. A
quantidade de esclerédios por placa variou de 16,6 (I-51) a 57,2 (I-01) esclerédios,
apresentando mais de trinta diferencas significativas segundo o teste de Tukey entre 0s
isolados e, segundo Skott-Knott a 1% de probabilidade, os isolados diferiram em quatro
niveis distintos (A, B, C e D), sendo o nivel A, com a maior quantidade de esclerodios
produzidos (46,0 a 57,2 esclerodios), representado por 8 isolados, o nivel B com 36,8 a 42,8
esclerédios por 10 isolados, o grupo C foi o que apresentou maior quantidade de isolados
(26), os quais apresentaram uma variacao de 27,4 a 36,0 esclerédios e o grupo D, com a
menor quantidade de esclerodios, variando de 16,6 a 25,0, apresentados pelos 13 isolados

restantes. A diferenca entre esses diferentes niveis é ilustrada na Figura 1.5.
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A - 54 esclerodios
1-01

B — 41 esclerddios
1-26

C—29 esclerodios D — 17 esclerodios
1-10 1-07

Figura 1.5 — Placas de Petri contendo os isolados com diferentes quantidades de esclerddios por placa,
separados segundo teste Skott-Knott a 1% de probabilidade. A — 54 esclerddios (Isolado 1-01); B —
41 esclerédios (Isolado 1-26); C— 29 esclerddios (Isolado 1-10) e D - 17 esclerddios (Isolado 1-07).

Com relagdo ao tamanho dos esclerédios formados pelos isolados, alguns
apresentaram variacdes, como é o caso dos isolados 1-29 e 1-45, que variaramde 1 a 8 mm. Ja
alguns isolados apresentaram pouca variagdo como, por exemplo, o 1-04, 1-05, 1-06, que

variaram de 2 a 3 mm apenas.

Quanto ao formato dos esclerddios formados, enquanto alguns apresentaram diversos
formatos (D), como o isolado I-10 e I-19, alguns apresentaram um formato padréo (R -

arredondado) como, por exemplo, os isolados 1-03, 1-04 e 1-05.

Essa variacdo no tamanho e formato dos esclerodios, apresentada por alguns isolados,
pode ser visualizada na Figura 1.6 (Isolado 1-19), onde o isolado ilustrado apresentou
esclerédios com tamanho de 2 mm a 7 mm de largura e com diferentes formas (arredondada e
irregular) na mesma placa. Enquanto que isolados como, por exemplo o 1-05, apresentaram o
desenvolvimento dos esclerddios de acordo com um padréo, tanto no formato (arredondados),

como no tamanho (em torno de 4 mm de largura), apresentado na Figura 1.7 .



Figura 1.6 — Placa com isolado I-19, que apresenta seus esclerédios comdiferentes formas e tamanho emuma
mes ma placa de Petri.

Figura 1.7 — Isolado 1-05, demonstrando uma formag&o de esclerédios similares entre si.

A Figura 1.8 ilustra a variabilidade tanto do tamanho como do formato dos esclerddios

desenvolvidos pelos isolados.

Figura 1.8 — Diferentes tamanhos e formatos apresentados pelos esclerddios.
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Com relacdo ao peso seco dos esclerddios, foram detectadas varias diferencas
significativas. Segundo o Teste de Tukey mais de cem diferencas, e segundo Skott-Knott

foram 11 niveis detectados, ambos os testes a 1% de probabilidade.

O isolado 1-47 (Maringa-PR) apresentou 0 maior peso dos esclerodios, com média de
23,0 mg, e segundo o teste de Skott-Knott, diferiu estatisticamente dos demais isolados (nivel
A). O segundo maior peso foi apresentado pelo isolado I-21 (Mangueirinha-PR), com 20,8 mg
de média, também diferindo estatisticamente dos demais (nivel B). O terceiro maior peso foi
apresentado pelos isolados 1-02 (Carambei-PR) (19,1 mg) e I1-08 (Pirai do Sul-PR) (18,7 mg)
(nivel C). O quarto nivel (D) de peso dos esclerédios foi apresentado pelo isolado 1-23
(Teixeira Soares-PR), com 14,5 mg. O quinto nivel (E) apresentou 5 isolados, com pesos
variando de 12,0 a 13,1 mg. O sexto nivel (F) apresentou 6 isolados, com variacdo de 10,9 a
11,6 mg de peso médio dos esclerddios. O sétimo nivel (G) apresenta 6 isolados com variacao
de 9,4 a 10,4 mg no peso médio dos esclerédios. O oitavo nivel (H) apresentou a maior
guantidade de isolados, totalizando 14, com peso de esclerddios variando de 8,1 a 9,2 mg. Em
seguida a variacdo do peso de 6,8 a 7,9 mg apresentada por 13 isolados (Nivel ). O nivel J
apresentou 4 isolados, com oscilacdo de médias entre 5,8 a 6,4 mg. E o ultimo nivel (K), com

0s 4 isolados restantes e média do peso dos esclerddios entre 3,7 a 4,9 mg.

Chaves (1961), em estudo similar, que avaliou as caracteristicas morfologicas de
diferentes isolados de S. sclerotiorum, observou que os mesmos diferiram entre si quanto a
velocidade do crescimento micelial, a velocidade de formacdo, quantidade e tamanho dos

esclerodios, sugerindo a possibilidade de haver diversidade genética entre os isolados.

Por outro lado, as caracteristicas morfologicas dos diferentes isolados podem estar
relacionadas com o estado do esclerddio inicial utilizado nas avaliagbes, de modo que,
enquanto eles estavam no campo, estavam sujeitos a diversas interferéncias, que poderiam ter
diminuido a sua viabilidade. Como, por exemplo, a idade (BUENO et al., 2006), a
profundidade em que se encontram no solo, onde esclerédios na faixa dos 5 a 20 cm da
superficie apresentam maior tempo de sobrevivéncia (AKAI, 1981; SAHARAN; MEHTA,
2008); o grau e a frequéncia de seca, Vvisto que 0s mesmos ndo tem controle sobre a sua perda
de agua em caso de encharcamento seguido por seca, causando a perda de diversos nutrientes,
e, assim, diminuindo suas reservas (WILLETS; WONG, 1980), justificando algumas
diferencas entre a velocidade de crescimento e formacdo de esclerodios verificada entre os

mesmos quando desenvolvidos em placas de Petri.



46

Com isso, demonstrando a possibilidade, de que as variacdes observadas, sdo apenas
variagdes fisioldgicas normais entre isolados da espécie (SERRA; SILVA, 2005; SAHARAN;
MEHTA, 2008).

Nao foi possivel avaliar a germinacdo carpogénica dos isolados, pois em duas

tentativas os esclerddios ndo germinaram formando os apotécios.

4.2 Caracterizacdo patogénica

4.2.1 Inoculagdo da Haste

Na Tabela 1.3 séo apresentados os resultados de patogenicidade obtidos a partir da
inoculacdo de diferentes isolados na haste da soja, onde o comprimento da lesdo formada na
haste 72 horas e 96 horas ap6s a inoculacdo (Al) foi medido e o resultado do teste de
comparacao de médias Skott-Knott e Tukey, ambos a 1% de probabilidade.

Takela 1.3 - Resultado da avaliacdo da patogenicidade de diferentes isolados de S. sclerotiorum em inoculacao

na haste de plantas de soja, e o resultado do teste de médias segundo os teste sestatisticos de Tukey e Skott-
Knott, a 1% de probabilidade (continua).

Cédigo 72 horas Al 96 horas Al
dos Comprimento Comprimento

Isolados  da Leggo (mm) Skott-Knott  Tukey da Legéo (mm) Skott-Knott  Tukey
1-01 0 b h 0 b h
1-02 3,9 a abcdefgh 5,9 a abcdefg
1-03 1,3 b bcdefgh 3,4 b abcdefgh
1-04 1,4 b bcdefgh 2,4 b bcdefgh
1-05 0,6 b efgh 1,6 b cdefgh
1-06 1,0 b defgh 1,0 b gh
1-07 1,0 b defgh 14 b defgh
1-08 4,4 a abcdefg 6,6 a abcde
1-09 1,0 b defgh 14 b defgh
1-10 5,6 a ab 6,6 a abcde
I-11 51 a abcd 7,2 a ab
1-12 3,5 a abcdefgh 3,8 b abcdefgh
1-13 3,8 a abcdefgh 4,4 a abcdefgh
1-14 1,4 b bcdefgh 2,0 b bcdefgh
I-15 0,4 b fgh 0,6 b gh
I-16 4,6 a abcdef 6,9 a abc
I-17 0,5 b efgh 0,7 b gh
1-18 0,6 b efgh 13 b defgh
1-19 3,0 a abcdefgh 5,0 a abcdefgh
1-20 54 a abc 6,5 a abcdef
1-21 0,4 b fgh 1,1 b fgh
1-22 2,2 b abcdefgh 2,4 b bcdefgh
1-23 4,1 a abcdefgh 5,6 a abcdefg
I-24 2,6 b abcdefgh 3,6 b abcdefgh
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(Concluséo)

Codigo 72 horas Al 96 horas Al
dos Comprimento Comprimento

lsolados  da Legéo (mm) Skott-Knott  Tukey da Ler)éo (mm) Skott-Knott  Tukey
1-25 0,9 b defgh 0,9 b gh
1-26 1,6 b abcdefgh 1,6 b cdefgh
1-27 59 a a 8,2 a a
1-28 1,8 b abcdefgh 2,3 b bcdefgh
1-29 15 b bcdefgh 2,6 b bcdefgh
1-30 1,0 b defgh 1,2 b efgh
1-31 1,7 b abcdefgh 2,3 b bcdefgh
1-32 1,9 b abcdefgh 2,2 b bcdefgh
1-33 4,4 a abcdefg 5,2 a abcdefgh
1-34 0,8 b defgh 0,6 b gh
I-35 1,0 b defgh 11 b fgh
1-36 1,9 b abcdefgh 2,1 b bcdefgh
1-37 1,0 b defgh 1,8 b bcdefgh
1-38 3,1 a abcdefgh 3,3 b bcdefgh
1-39 1,4 b bcdefgh 1,8 b bcdefgh
I-40 0,3 b fgh 0,9 b gh
1-41 1,8 b abcdefgh 2,6 b bcdefgh
1-42 1,2 b cdefgh 2,7 b bcdefgh
1-43 2,4 b abcdefgh 2,4 b bcdefgh
1-44 3,5 a abcdefgh 5,4 a abcdefgh
1-45 4,2 a abcdefgh 5,6 a abcdefg
1-46 4,8 a abcde 5,0 a abcdefgh
1-47 5,6 a ab 7,0 a abc
1-48 3,2 a abcdefgh 3,4 b abcdefgh
1-49 2,7 b abcdefgh 2,8 b abcdefgh
1-50 0,2 b gh 0 b h
I-51 3,8 a abcdefgh 4,4 a abcdefgh
I-52 1,1 b cdefgh 1,0 b gh
I-53 4,3 a abcdefgh 6,7 a abcd
I-54 0,9 b defgh 2,0 b bcdefgh
I-55 1,0 b defgh 1,0 b gh
I-56 1,2 b cdefgh 2,4 b bcdefgh
C.V. 72,49 % 66,73 %

* Letras seguidas da mesma letra, ndo diferiram estatisticamente segundo cada teste especifico de comparagdo de
médias, a 1% de probabilidade.

O tamanho das lesbes 72 horas Al, variou de 0,0 a 3,8 cm e, ap6s 96 horas da
inoculacdo, variou de 0,0 a 8,2 cm. As médias de cada avaliacdo foram comparadas entre si
pelo teste de Tukey e Skott-Knott a 1% de probabilidade. Segundo o teste de Tukey, houve
uma grande quantidade de diferencas significativas, entre os diferentes isolados e nédo
possibilitou a separacdo dos isolados em grupos segundo estas avaliagcGes. Através do teste de
Skott-Knott, foram detectadas diferencas estatisticas que separaram 0s mesmos em dois

grupos de patogenicidade (A e B) segundo a inoculagdo na haste.
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Em vista da dificuldade apresentada pelo teste de Tukey, em ndo separar os isolados
em grupos segundo similaridades entre eles, as médias dos resultados seguintes serdo apenas

comparadas pelo teste de Skott-Knott, que possibilita essa separacao.

Nota-se (Tabela 1.3), que os isolados I-12, 1-38 e 1-49 apresentaram-se classificados
dentro de niveis diferentes segundo suas medicdes de 72 horas e 96 horas apds inoculagdo, ou
seja, na avaliacdo das 72 horas os trés isolados foram classificados no nivel mais patogénico
(A), e na segunda avaliacdo (realizada apds 96 horas da inoculacdo) apresentaram-se no nivel
menos patogénico (B), visto que ndo houve aumento do tamanho das lesGes de uma avaliacéo

para outra. Os demais isolados apresentaram classificagdo similar nas duas avaliacoes.

Na Figura 1.9 ilustra-se a diferenca de tamanho das lesdes formadas por dois isolados
contrastantes (I-54 e 1-30) segundo a inoculagdo dos mesmos na haste de plantas de soja, apds

96 horas da inoculagéo.

Figura 1.9 — Isolados de S. sclerotiorum, inoculados em haste de plantas de soja onde A: 1-54 (Serralha — Ponta
Grossa-PR e B: 1-30 (Guaragi-PR), ap6s 96 horas de inoculacéo.

Segundo o comprimento da lesdo formada na haste, ap6s 96 horas da inoculagéo e a
comparacdo de médias dos mesmos pelo teste de Skot-Knott a 1% de probabilidade, os
isolados foram separados em grupos de patogenicidade e comparados com caracteristicas das
suas regides de origem, para analisar alguma correlacédo, se alguma caracteristica poderia estar
influenciando no nivel de patogenicidade apresentado pelos isolados (Tabela 1.4).
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Tabela 1.4 — Comparacdo do resultado da avaliacdo do tamanho da lesdo formada, 96 horas apds a inoculacdo
dos isolados de S. sclerotiorum na haste de plantas de soja, o resultado do teste de comparacdo de médias Skott-
Knott a 1% de probabilidade, as caracteristicas de cada regido de coleta dos isolados e caracteristicas
morfol6gicas dos isolados (continua).

ComNp. Da Ano ] ]
Cod. h';gi:“(’crr‘ﬁ) Cg':i‘;gn %  Cidade de origem da (Ar:]t) (OTC';QL”* (OT'C';iiﬁ (O(T:')'l",;*
96 horas Coleta
1-27 82 a** Soja Castro — PR 2009 1.000 14,4 24.8 19,6
k11 72 a Soja Palmeira - PR 2009 900 15,1 26,1 20,6
-48 7,0 a Soja Arinos - MG 2010 520 18,8 28,6 23,7
I-16 6,9 a Soja Pinhdo - PR 2009  1.090 17,1 28,3 22,7
I-54 6,7 a Serralha Ponta Grossa - PR 2010 850 154 26,1 20,8
1-08 6,6 a Soja Pirai do Sul - PR 2009 1.050 14,9 25,6 20,0
I-10 66 a Soja Ipiranga - PR 2009 790 15,6 26,6 21,1
1-20 65 a Soja Ventania - PR 2009 940 155 26,2 20,9
1-02 59 a Soja Carambei - PR 2009 1.040 147 25,5 20,1
1-23 56 a Soja Teixeira Soares - PR 2009 890 15,7 26,7 21,2
1-46 56 a Soja Luiz E. Magalh&es - BA 2010 790 20,1 30,7 254
1-45 54 a Soja Jatai - GO 2009* 740 20,5 30,9 25,7
-33 52 a Soja Ponta Grossa - PR 2009 850 15,4 26,1 20,8
-19 50 a Soja Teixeira Soares - PR 2009 890 15,7 26,7 21,2
1-47 50 a Soja Maringa - PR 2010* 545 14,9 29,6 22,2
-13 44 a Soja Pinhdo - PR 2009  1.090 17,1 28,3 22,7
I-52 44 a Ansarinha  Ventania - PR 2010 940 15,5 26,2 20,9
-12 38 b Soja Palmeira - PR 2009 900 151 26,1 20,6
124 36 b Soja Prudentépolis - PR 2009 770 163 273 21,8
-03 34 b Soja Teixeira Soares - PR 2009 890 15,7 26,7 21,2
-49 32 b Feijdo Casa Branca - SP 2010 710 17,9 279 229
I-50 28 b Girassol Ipiranga - PR 2010 790 15,6 26,6 21,1
-43 27 b Soja Ponta Grossa - PR 2011 850 15,4 26,1 20,8
-29 26 b Soja Ipiranga - PR 2009 790 15,6 26,6 21,1
-3 26 b Soja Mangueirinha - PR 2009 870 17,6 29,1 233
-41 26 b Soja Palmeira - PR 2009 900 15,1 26,1 20,6
-04 24 b Soja Honorio Serpa - PR 2009 870 17,9 29,5 23,7
-22 24 b Soja Tibagi - PR 2009 810 15,9 26,5 21,2
-44 24 b Soja Formosa - GO 2010 945 18,4 27,5 22,9
.57 24 b Canola Ipiranga - PR 2010 790 15,6 26,6 21,1
-8 23 b Soja Ponta Grossa - PR 2009 850 15,4 26,1 20,8
-3 23 b Soja Palmeira - PR 2009 900 15,1 26,1 20,6
-32 22 b Soja Prudentopolis - PR 2009 770 16,3 27,3 21,8
-3 2,1 b Soja Palmeira - PR 2009 900 151 26,1 20,6
-4 20 b Soja Carambef - PR 2009 1.040 147 25,5 20,1
.55 20 b Alface Ponta Grossa - PR 2011 850 15,4 26,1 20,8
137 18 b Soja Ventania - PR 2009 940 155 262 209
-39 18 b Soja Mangueirinha - PR 2009 870 17,6 29,1 233
-05 16 b Soja Mangueirinha - PR 2009 870 17,6 29,1 23,3
-6 16 b Soja Ventania - PR 2009 940 155 26,2 20,9
1-07 14 b Soja Ilvai -PR 2009 730 16,0 26,9 215
1-09 14 b Soja Pinhédo - PR 2009  1.090 17,1 28,3 22,7
-8 13 b Soja Palmeira - PR 2009 900 151 26,1 20,6
k30 1,2 b Soja Guaragi - PR 2009 850 154 26,1 20,8
.21 11 b Soja Mangueirinha - PR 2009 870 17,6 29,1 23,3
-3 11 b Soja Tibagi - PR 2009 810 15,9 26,5 21,2
I-06 10 b Soja Pinhdo - PR 2009 1.090 17,1 28,3 227
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(concluséo)
LCOmp. Cultura de AN Al TMin T.M .M
. esdo na ultura . . t. .Min .Méax .M.
Cad haste cm)  Origem Cidade de origem da (M) CO*** (CC)*** (C)r*
96 horas Coleta
.53 10 b Repolho Ponta Grossa - PR 2010 850 15,4 26,1 20,8
1-56 10 b Salsa Brasilia-DF 2011* 880 16,0 27,0 21,0
-5 09 b Soja Teixeira Soares - PR 2009 890 15,7 26,7 21,2
1-40 09 b Soja Palmas - PR 2009 1.110 175 28,4 23,0
-17 0,7 b Soja Prudentopolis - PR 2009 770 16,3 27,3 21,8
-15 0,6 b Soja Guarapuava - PR 2009 1.010 16,8 27,9 22,4
-3¢ 06 b Soja Pinhdo - PR 2009  1.090 17,1 28,3 22,7
1-01 0 b  Soja Palmeira - PR 2009 900 15,1 26,1 20,6
I-51 0 b Couve Ponta Grossa - PR 2010 850 15,4 26,1 20,8

* Ano emque os isolados foramencaminhados para a Universidade Estadual de Ponta Grossa — PR.

**|etras seguidas da mesma letra, ndo diferiram estatisticamente segundo teste de Skott-Knott a 1% de
probabilidade.

*** Média dos meses de novembro a margo (Dados: Somar).

A altitude das cidades de origens dos isolados que apresentaram maiores lesfes na
haste da soja apds 96 horas de inoculacdo (4,4 a 8,2 cm) variaram de 520 m (Arinos-MG) a
1.090 m (Pinhdo-PR); j& com relacdo as temperaturas apresentadas por essas cidades, as
menores temperaturas minima, maxima e média foram apresentadas pela cidade de Castro-
PR, sendo 14,4 °C; 24,8 °C e 19,6 °C respectivamente; e as maiores temperaturas minima,
maxima e meédia foram apresentadas pela cidade Jatai-GO, sendo 20,5°C; 30,9°C e 25,7°C,
respectivamente.

No nivel (B) dos isolados que apresentaram menor tamanho de lesdo na haste (0 a 3,8
cm) apds 96 horas de inoculagdo, as altitudes das cidades de origem variaram de 710 m
(Teixeira Soares-PR) a 1.110 m (Palmas-PR), enquanto que as temperaturas minima, maxima
e média variaram de 15,1 °C (Palmeira-PR) a 18,4 °C (Formosa-GQO), de 25,5 °C (Carambei-
PR) a 29,5 °C (Hondrio Serpa-PR) e de 20,6 °C (Palmeira-PR) a 23,7 °C (Hondrio Serpa-PR),
respectivamente (Tabela 1.4).

Com relagdo aos hospedeiros de origem de cada isolado, houve variacdo nos dois
niveis de patogenicidade da inoculacdo na haste da soja. E quanto ao ano de coleta,
constatou-se que variou para 0s dois niveis de patogenicidade os isolados de 2009 e 2010; e
os isolados coletados em 2011 apresentaram-se apenas no menor nivel de patogenicidade.

Assim, ndo foi verificado nenhuma caracteristica com relacdo ao hospedeiro de
origem, ano de coleta, e local de coleta que se relacionou com a patogenicidade na haste dos

isolados, nos dois niveis detectados.
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Tabela 1.5 - Resultados obtidos na avaliagdo realizada 96 horas ap6s a inoculagdo de S. sclerotiorum na haste de
plantas de soja, o resultado do teste de comparacdo de médias Skott-Knott (1% de probabilidade) e as
caracteristicas morfologicas de cada isolado (continua).

Codigo Comp.?
dos  Cultura de (mm)%6 Cresc. e Bscl, Qcke® T peso (mg)f P

. origem (dias) (dias) (mm)

isolados hor as
I-27  Soja 82 a* 88 b |1 12,8 b 22 c 24 49 k D
I-11  Soja 72 a 76 b 1 120 b 330 ¢ 24 8,1 h |
I-48  Soja 70 a 98 a | 138 b 478 a 24 6,8 i D
I-16  Soja 69 a 98 a | 140 a 216 d 24 112 f D
I-54 Serralha 6,7 a 104 a A 144 a 332 ¢ 2-4 90 h D
1-08 Soja 66 a 90 b R 146 a 274 ¢ 2-7 18,7 ¢ I
1-10 Soja 6,6 a 110 a R 142 a 36,0 ¢ 2-3 6,2 j D
1-20 Soja 6,5 a 7.8 b | 118 b 36,8 b 1-4 8,3 h D
I-02  Soja 59 a 92 b | 140 a 26 d 16 191 ¢ D
1-23 Soja 5,6 a 92 b R 142 a 274 ¢ 2-3 145 d |
1-46 Soja 5,6 a 110 a R 146 a 198 d 2-4 113 f D
1-45 Soja 5,4 a 92 b | 138 b 31,8 ¢ 1-8 7,8 i R
I-33  Soja 52 a 110 a R 152 a 208 d 26 7,8 i R
1-19 Soja 5,0 a 84 b | 120 b 248 d 1-4 95 ¢ D
1-47 Soja 5,0 a 98 a A 144 a 372 b 2-7 23 a R
I-13  Soja 44 a 98 a | 136 b 522 a 25 90 h D
I-52  Ansarinha 44 a 106 a | 14,0 a 276 ¢ 2-4 58 j D
1-12 Soja 3,8 b 82 b R 136 b 412 b 2-4 129 e |
I-24  Soja 36 b 112 a | 156 a 494 a 23 102 g |
I-03  Soja 34 b 90 b | 138 b 2718 ¢ 24 84 h R
1-49 Feijao 3,2 b 96 b | 138 b 476 a 2-4 79 i D
I-50  Girassol 28 b 94 b R 134 b 428 b 23 125 e R
I-43  Soja 27 b 90 b R 138 b 22 d 24 91 h D
1-29 Soja 2,6 b 96 b | 136 b 32,0 ¢ 1-8 9,4 ¢ D
I-38  Soja 26 b 92 b | 136 b 404 b 26 83 h R
I-41  Soja 26 b 96 b | 140 a 286 ¢ 24 58 j R
I-04  Soja 24 b 104 a | 14,4 a 320c 23 96 g R
I-22  Soja 24 b 104 a | 152 a 388 b 14 87 h D
1-44 Soja 2,4 b 90 b R 134 b 354 ¢ 2-4 116 f D
I-57 Canola 2,4 b 92 b | 134 b 192 d 2-3 7,3 i D
I-28  Soja 23 b 88 b | 126 b 346 ¢ 23 12,0 e D
I-31 Soja 2,3 b 90 b R 130 b 428 b 1-4 126 e D
I-32  Soja 22 b 88 b R 130 b 236 d 23 77 i D
I-36  Soja 21 b 90 b R 136 b 402 b 13 72 i R
I-14  Soja 20 b 98 a R 142 a 3322 c¢c 14 91 h D
I-55 Alface 2,0 b 92 b R 136 b 214 d 2-4 8,7 h D
1-37 Soja 1,8 b 90 b | 154 a 292 ¢ 1-4 113 f D
-39  Soja 18 b 102 a | 14,8 a 250 d 23 4,8 k D
I-05  Soja 1,6 b 86 b | 130 b B2 c 23 87 h R
I-26  Soja 16 b 88 b R 124 b 406 b 14 81 h D
1-07 Soja 1,4 b 10,2 a | 148 a 222 d 2-6 75 i R
1-09 Soja 14 b 90 b R 138 b 476 a 2-4 92 h D
1-18 Soja 1,3 b 10,2 a | 134 b 30,6 ¢ 2-3 74 i D
I-30  Soja 12 b 112 a | 158 a 30 c 24 104 g R
I-21  Soja 1,1 b 98 a | 146 a 460 a 23 208 b D
1-35 Soja 11 b 90 b | 134 b 2714 ¢ 1-4 7,2 i D
1-06 Soja 1,0 b 96 b | 146 a 34,0 ¢ 2-3 7,2 i D
I-53 Repolho 1,0 b 102 a | 146 a 310 ¢ 2-5 3.7 k D
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(concluséo)
Codigo Comp.? ;
~ dos Cl;:,ti;:)?nde (mm) 96 8;:2;:3 ct (gﬁi;;)'s Qade® (r;1rm) Peso (mg)®? P
isolados horas
I-56  Salsa 1,0 b 94 b R 14,2 a 190 d 24 111 f D
I-25 Soja 0,9 b 88 b |1 130 b 386 b 2-4 10,9 f D
1-40 Soja 0,9 b 92 b | 132 b 29,8 ¢ 2-3 13,1 e R
1-17 Soja 0,7 b 96 b | 136 b 55,8 a 2-3 7,6 i |
I-15 Soja 0,6 b 96 b | 136 b 338 ¢ 2-4 4,1 k D
1-34 Soja 0,6 b 98 a | 132 b 330 ¢ 2-6 74 i D
I-01  Soja 0 b 110a R 154 a 572 a 13 6,4 j D
I-51 Couve 0 b 90 b | 132 b 16,6 d 3-5 9,7 ¢ D

*Letras seguidas da mesma letra, ndo diferiram estatisticamente segundo teste de Skott-Knott a 1% de
probabilidade.

1- Codigo do Isolado

2 — Tamanho da lesdo formada apds 96 horas da inoculacdo dos isolados em hastes de soja;

3— Tempo necessario para os isolados ocuparemtoda a placa de Petride 90 mm de diametro, emdias;

4 — Caracteristica do micélio crescido nas placas de Petri, onde A = abundante; R = Ralo; | = Irregular
(caracteristicas variadas nas placas e entre as placas);

5— Tempo necessario para a formagdo do primeiro esclerédio em placa, emdias;

6 — Quantidade de esclerddios formados por placa, ap6és 35 dias de incubacéo;

7 - Tamanho dos esclerddios emplaca, avaliando-se a maior medida dos mesmos, em mm;

8 — Peso médio dos esclerddios, em mg;

9 — Formato dos esclerddios, onde: R = Arredondado; | = Irregulares (sem forma definida) e D = Diversos
(varios formatos);

Ao analisar-se os dados da Tabela 1.5, onde os tamanhos de lesdes apresentados pelos
isolados apds 96 horas por meio da inoculagdo na haste de plantas de soja estdo comparados
com os dados obtidos através da caracterizacdo morfoldgica, nota-se que os dois niveis de
patogenicidade (A e B) apresentaram diversas caracteristicas miceliais e formatos de
esclerddios, exemplares dos dois grupos de velocidade de crescimento micelial (dias), de
velocidade de formacdo de esclerddios (dias), de quantidade de esclerdédios formados por
placa de Petrie de tamanho de esclerdédios (mm).

Para facilitar a comparagéo dos dados obtidos por meio da inoculacdo dos isolados na
haste de plantas de soja e sua relacdo com as caracteristicas do local de origem dos isolados e
com as suas caracteristicas morfologicas, calculou-se a média de cada critério observado e a
analise de variancia (BANZATO; KRONKA, 2006) dos mesmos, que sdo apresentados na
Tabela 1.6.

Tabela 1.6 — Média dos resultados das caracteristicas consideradas, segundo cada nivel de patogenicidade pela
inoculacdo dos isolados na haste de plantas de soja, e o resultado de comparacdo de médias.

Comp' (mm) Alt. (m) T.Min T.Max T. M Cr_escz. E.s,cl.3 Qde4 T : Peso6
96 horas Al ' (0C) (0C) (0C) (dias) (dias) Escl. (mm) (mg)
60 A 8774% 163N 272N 217N 96N 137N 313N 1.8 106
18 B 8848M 162N 271N 216N 95N 139N 344NS 1.8 91N
C.V. (%) 13,92 8,15 5,02 6,04 8,67 6,43 29,31 - 37,85
NS — Resultados da analise da variancia Ndo-Significativos
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1- Média do tamanho da lesdo formada ap6s 96 horas da inoculacdo dos isolados emhastes de soja, por nivel de
patogenicidade;

2 — Tempo médio necessario para os isolados ocuparem toda a placa de Petri de 90 mm de diametro com BDA,
em dias de cada nivel de patogenicidade segundo a inoculacéo na haste;

3 — Tempo necessario para a formacdo do primeiro esclerodio em placa, em dias, para cada nivel de
patogenicidade segundo a inoculagdo na haste;

4 — Quantidade de esclerédios formados por placa, apds 35 dias de incubacdo, para cada nivel de patogenicidade
segundo a inoculagdo na haste;

5 — Tamanho dos esclerédios em placa, avaliando-se a maior medida dos mesmos, em mm, para cada nivel de
patogenicidade segundo a inoculagdo na haste;

6 — Peso médio dos esclerddios, em mg, para cada nivel de patogenicidade segundo a inoculagdo na haste;

Através da andlise da variancia das médias, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os dois niveis de patogenicidade (A e B) dos isolados, quando estes foram

inoculados na haste de plantas de soja, e as demais caracteristicas consideradas de cada

isolado segundo a sua origem e suas caracteristicas morfoldgicas (Tabela 1.6).

4.2.2 Inoculagéo do Trifolio

Na Tabela 1.7, sdo apresentados os resultados das avaliagfes a cada 12 horas, a partir

de 24 horas apds a inoculacdo (Al) dos trifélios de soja com os isolados de S. sclerotiorum.

Tabkela 1.7 — Avaliagdes do diametro médio das lesfes segundo a inoculacdo de diferentes isolados de S.
sclerotiorum em trifolios de soja, e o resultado do teste de comparacdo de médias Skott-Knott a 1% de
probabilidade (continua).

Codigo Diametro medio das leses formadas pela inoculagdo dos isolados em trifélios de soja (mm)

Isolado 24 horas Al 36 horas 48 horas 60 horas 72 horas
1-01 0 d* 1,9 e 38 e 55 f 47 e
1-02 6,6 b 114 b 16,2 b 231 ¢ 202 b
1-03 6,1 b 132 a 17,2 a 189 ¢ 212 b
1-04 7,8 a 133 a 188 a 249 b 230 b
1-05 23 ¢ 83 b 143 b 16,6 d 165 ¢
1-06 23 ¢ 6,7 ¢ 109 c 16,0 d 166 c
1-07 83 a 6,3 ¢ 17,7 a 209 ¢ 27,7 b
1-08 39 ¢ 75 ¢ 112 ¢ 150 d 148 c
1-09 0d 11 e 22 f 27 ¢ 25 e
I-10 6,4 b 102 b 140 b 202 ¢ 18,3 ¢
I-11 20 ¢ 52 ¢ 85 d 125 e 106 d
1-12 0d 4,6 d 92 d 114 e 109 d
1-13 35 ¢ 76 C 118 ¢ 18,0 ¢ 180 c
I-14 1,0 d 4,7 d 8,3 d 10,1 e 8,6 d
I-15 70 b 30 d 225 a 258 b 329 a
1-16 70 b 132 a 193 a 28,7 a 264 b
1-17 15 d 4,3 d 7,7 d 112 e 10,0 d
1-18 15 d 94 b 200 a 232 ¢ 299 a
1-19 29 ¢ 6,9 ¢ 108 c 156 d 152 ¢
1-20 8,1 a 146 a 21,1 a 29,6 a 268 b
1-21 8,3 a 128 a 17,3 a 285 a 256 b
1-22 6,2 b 23 e 172 a 208 ¢ 293 a
1-23 53 b 107 b 162 b 240 b 248 b
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(concluséo)
Cédigo Diametro médio das lesdes formadas pela inoculag&o dos isolados em trifélios de soja (mm)
Isolado 24 horas Al 36 horas 48 horas 60 horas 72 horas
1-24 08 d 47 d 86 d 116 e 126 ¢
1-25 79 a 6,7 ¢ 18,0 a 256 b 349 a
1-26 1,0 d 36 d 6,1 e 65 f 73 d
1-27 87 a 135 a 18,2 a 285 a 26,9 b
1-28 0 d 1,1 e 23 f 25 ¢ 16 e
1-29 03 d 122 a 143 b 18,9 ¢ 353 a
1-30 88 a 106 b 184 a 25,7 b 316 a
1-31 88 a 154 a 2,1 a 247 b 242 b
1-32 49 b 86 b 123 ¢ 18,8 ¢ 17,7 ¢
1-33 01 d 30 d 6,0 e 77 f 69 d
1-34 43 ¢ 111 b 179 a 239 b 27,0 b
1-35 1,3 d 41 d 82 d 134 d 11,7 ¢
1-36 20 ¢ 65 ¢ 110 ¢ 13,8 d 147 ¢
1-37 93 a 147 a 20,1 a 295 a 272 b
1-38 15 d 6,8 ¢ 120 ¢ 14,9 d 164 ¢
1-39 45 b 85 b 125 ¢ 18,7 ¢ 189 ¢
1-40 94 a 13,7 a 179 a 26,5 b 26,7 b
1-41 56 b 115 b 17,3 a 248 b 72 d
1-42 28 ¢ 77 ¢ 132 b 20,3 ¢ 274 b
1-43 49 b 102 b 150 b 209 ¢ 253 b
1-44 0 d 04 e 09 f 22 ¢ 07 e
I-45 80 a 98 b 116 ¢ 18,2 ¢ 17,7 ¢
1-46 6,7 b 106 b 145 b 211 ¢ 18,7 ¢
1-47 86 a 142 a 19,7 a 30,8 a 285 b
1-48 93 a 145 a 19,7 a 288 a 276 b
1-49 08 d 42 d 130 b 231 ¢ 33,1 a
1-50 42 ¢ 82 b 122 ¢ 19,2 ¢ 176 ¢
I-51 0d 23 e 46 e 82 f 51 e
I-52 09 d 50 ¢ 132 b 28,6 a 294 a
1-53 05 d 32 d 59 e 6,6 f 71 d
1-54 73 b 132 a 191 a 258 b 232 b
I-55 64 b 113 b 16,1 b 219 ¢ 236 b
1-56 1,3 d 36 d 6,1 e 65 f 73 d
I-57 15 d 45 d 75 d 10,1 e 90 d
CV (%) 36,92 26,58 22,50 18,91 21,12

* Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna, ndo diferiram estatisticamente entre si segundo o teste de
Skott-Knott a 1% de probabilidade.

Pode-se observar que os isolados apresentaram varias diferencas quanto ao potencial
patogénico, variando de 0 a 9 mm j& na primeira avaliacdo (apds 24 horas da inoculacdo). Na
ultima avaliacdo (72 horas ap6s a inoculagdo), enquanto os trifélios de alguns isolados
estavam praticamente todo lesionado como, por exemplo, o 1-04 (Honério Serpa-PR) e 1-20
(Ventania-PR), outros praticamente encontravam-se sem leses, como no caso dos trifolios
inoculados pelo isolado 1-09 (Pinhdo-PR), sendo possivel se detectar varias diferencas
significativas entre o diametro médio das lesdes formadas pelos isolados inoculados em

trifdlios de soja, segundo o teste Skott-Knott (1% de probabilidade).
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Na primeira avaliacdo (24 horas apds inoculagdo) quatro niveis de patogenicidade (A,
B, C e D) foram observados, de forma que a cada 12 horas um novo nivel de patogenicidade
foi surgindo, até a quarta avaliacdo (60 horas apds inoculacdo), que apresentou o maior
namero de diferencas significativas detectadas, totalizando sete niveis (A, B, C, D, E, F e G).
Na quinta e Gltima avaliacdo (apds 72 horas de inoculacdo), as diferencas significativas
observadas diminuiram para quatro apenas, provavelmente devido ao fato de alguns isolados
alcancarem o limite dos foliolos, igualando os mesmos entre si, em alguns casos nessa ultima

avaliagéo.

Como a avaliagdo que apresentou maior numero de diferencas significativas foi a
realizada ap6s 60 horas de inoculacédo, as proximas analises, relacionando patogenicidade com

as caracteristicas de cada isolado (origem e morfologia), serdo em torno desta avaliacao.

Na Tabela 1.8, os isolados foram organizados decrescentemente, segundo o diametro
médio das lesdes formadas através de suas inoculagdes em trifdlios de soja, delimitando-se
cada nivel de patogenicidade segundo o teste de comparacdo de médias Skott-Knott a 1% de
probabilidade e os dados de cada cidade de origeme cultura e ano de coleta dos isolados.
Tabela 1.8 — Resultados obtidos na avaliagdo 60 horas Al dos isolados de S. sclerotiorum, quando estesforam

inoculados emtrif6lios de soja, o resultado do teste de comparacdo de médias Skott-Knott a 1% de probabilidade
e as caracteristicas de cada regido dos isolados (continua).

Cod. Cultura Ano Di aég(;terI d(?nlrf)s a0 ('?]‘i ; (;I_Cl;ﬂl*n* (1_ C'\)/’I,i)i (o-(l;')'l/l,;*
I-47 Soja 2010** 30,8 a* 545 14,9 29,6 22,2
I-20 Soja 2009 296 a 940 155 26,2 20,9
I-37 Soja 2009 295 a 940 155 26,2 20,9
I-48 Soja 2010 28,8 a 520 18,8 28,6 23,7
I-16 Soja 2009 28,7 a 1.090 171 28,3 22,7
I-52 Ansarinha 2010 28,6 a 940 15,5 26,2 20,9
I-21  Soja 2009 285 a 870 17,6 29,1 23,3
I-27 Soja 2009 285 a 1.000 14,4 24.8 19,6
I-40 Soja 2009 265 b 1.110 175 28,4 23,0
I-15 Soja 2009 258 b 1.010 16,8 27,9 22,4
I-54 Serralha 2010 258 b 850 154 26,1 20,8
I-30 Soja 2009 257 b 850 154 26,1 20,8
I-25 Soja 2009 256 b 890 15,7 26,7 21,2
I-04 Soja 2009 249 b 870 17,9 29,5 23,7
I-41 Soja 2009 248 b 900 15,1 26,1 20,6
I-31 Soja 2009 247 b 900 15,1 26,1 20,6
I-23 Soja 2009 240 b 890 15,7 26,7 21,2
I-34 Soja 2009 239 b 1.090 17,1 28,3 22,7
I-18 Soja 2009 232 ¢ 900 15,1 26,1 20,6
I-02 Soja 2009 231 ¢ 1.040 14,7 255 20,1
I-49 Feijdo 2010 231 ¢ 710 17,9 27,9 229
I-55 Alface 2011 219 ¢ 850 154 26,1 20,8
1-46 _Soja 2010 211 ¢ 790 20,1 30.7 254
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(coclusdo)
Cod. Cultura Ano Diametro da Lesdo  Alt ;I'Min ‘(I)'Max 0T.M.
60h Al (mm) (m) CCy*** (CCy*** (CCy**=
I-43 Soja 2011 209 c 850 154 26,1 20,8
I-07 Soja 2009 20,8 ¢ 730 16,0 26,9 215
I-22 Soja 2009 20,8 ¢ 810 15,9 26,5 21,2
I-42  Soja 2009 203 ¢ 870 17,6 29,1 23,3
I-10 Soja 2009 20,2 ¢ 790 15,6 26,6 211
I-50 Girassol 2010 192 ¢ 790 15,6 26,6 21,1
I-29 Soja 2009 189 ¢ 790 15,6 26,6 21,1
I-03 Soja 2009 189 ¢ 890 15,7 26,7 21,2
I-32 Soja 2009 188 ¢ 770 16,3 27,3 21,8
-39 Soja 2009 18,7 ¢ 870 17,6 29,1 23,3
I-45 Soja 2009** 182 ¢ 740 20,5 30,9 25,7
I-13 Soja 2009 18,0 ¢ 1.090 17,1 28,3 22,7
I-05 Soja 2009 16,6 d 870 17,6 29,1 23,3
I-06 Soja 2009 16,0 d 1.090 17,1 28,3 22,7
I-19 Soja 2009 156 d 890 15,7 26,7 21,2
I-08 Soja 2009 150 d 1.050 14,9 25,6 20,0
I-38 Soja 2009 149 d 870 17,6 29,1 23,3
I-36 Soja 2009 138 d 900 15,1 26,1 20,6
I-35 Soja 2009 134 d 810 15,9 26,5 21,2
I-11 Soja 2009 125 e 900 15,1 26,1 20,6
I-24  Soja 2009 116 e 770 16,3 27,3 21,8
I-12 Soja 2009 114 e 900 15,1 26,1 20,6
I-17 Soja 2009 112 e 770 16,3 27,3 21,8
I-57 Canola 2010 10,1 e 790 15,6 26,6 211
I-14 Soja 2009 10,1 e 1.040 14,7 255 20,1
I-51 Couve 2010 82 f 850 154 26,1 20,8
I-33 Soja 2009 7,7 f 850 154 26,1 20,8
I-53 Repolho 2010 66 f 850 154 26,1 20,8
I-26 Soja 2009 65 f 940 15,5 26,2 20,9
I-56 Salsa 2011** 65 f 880 16,0 27,0 21,0
I-01 Soja 2009 55 f 900 15,1 26,1 20,6
I-09 Soja 2009 27 ¢ 1.090 17,1 28,3 22,7
I-28 Soja 2009 25 ¢ 850 154 26,1 20,8
I-44 Soja 2010 22 ¢ 945 18,4 27,5 22,9

* Letras seguidas da mesma letra, ndo diferiram estatisticamente segundo teste de Skott-Knott a 1% de
probabilidade.

** Ano emque os isolados foram doados para a presente pesquisa.

*** Média das temperaturas entre novembro e marco (Dados: Somar).

Ao analisar os resultados da Tabela 1.8, o nivel A, considerado mais patogénico
apresentou 8 isolados e lesdes variando de 28,5 a 30,8 mm. J& o nivel B, apresentou 10
isolados, com lesbes variando de 23,9 a 26,5 mm de diametro médio. No nivel C foi
verificado maior nimero de isolados (17), os quais formaram lesdes entre 18,0 e 23,2 mm de
didmetro médio. No nivel D, 7 isolados foram classificados, com lesfes variando de 13,4 a
16,6 mm de diametro. Os niveis E e F apresentaram apenas 6 isolados cada um, variando de

10,1a 12,5 mme 5,6 a 8,2 mm o diametro das lesbes formadas, respectivamente. E o nivel G,
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com menor média de didmetro de lesdo formada pelos isolados, variando de 2,2 a 2,7 mm e

apresentada por 3 isolados.

Para ressaltar a variabilidade patogénica dos isolados, comparou-se a menor leséo com
a maior lesdo, sendo o maior diametro médio formado 30,8 mm (I-47 — Maringa-PR) 14 vezes

superior ao menor didmetro de lesdo formado 2,2 mm (I-44 — Formosa-GO) (Tabela 1.8).

O quarto nivel de patogenicidade (D) apresentou apenas isolados coletados em 2009 e
provenientes de area de soja, no entanto, ao se observar que nos demais niveis ndo ocorreu
nenhuma relacdo assim (Tabela 1.8).

Com relacédo as altitudes das regides de coleta dos isolados, o nivel A apresentou 0s
dois menores valores, sendo eles 520 m (1-48 —Arinos-MG) e 545 m (1-47 — Maringa-PR), no
entanto, demais altitudes apresentadas neste nivel ndo foram tdo baixas assim, chegando até a
1.090 m (I-16 — Pinhdo-PR) e valores intermediarios como 870 m (I-21 — Mangueirinha-PR) e
940 m (I-24, 1-37 e 1-52— Ventania-PR). Os demais niveis variaram suas altitudes de 850 a
1.110 m (nivel B), 710 a 1.090 m (nivel C), 870 m a 1.090 m (nivel D), 770 m a 1.040 m
(nivel E), 850 m a 940 m (nivel F), sendo este o nivel com menor variacdo entre as altitudes
apresentadas e finalmente o nivel G, de 850 ma 1.090 m (Tabela 1.8).

A variacdo observada entre os niveis de patogenicidade foi alta, tanto para as
temperaturas minimas, como para as maximas e as médias. No nivel C (terceiro mais
patogénico) foram observadas diferenca de mais de cinco graus entre as temperaturas das
regibes de origem dos isolados, sendo que a temperatura minima variou de 14,7 °C (1-02 —
Carambei-PR) a 20,5 °C (I-45 — Jatai-GO), a temperatura maxima variou de 25,5 °C (I-02 —
Carambei-PR) a 30,9 °C (I-45 — Jatai-GO) e a temperatura média de 20,1 °C (I-02 —
Carambei-PR) a 25,7 °C (I-45 — Jatai-GO). Novamente, o nivel F (segunda menor
patogenicidade) apresentou os valores da regido de origem dos isolados com a menor

variacdo, ndo ultrapassando 0,4 °C entre eles (Tabela 1.8).

Os mesmos dados da patogenicidade dos isolados, obtidos por meio da inoculagéo dos
trifolios de soja (60 horas Al), foram comparados com as caracteristicas morfoldgicas de cada
isolado (Tabela 1.9).
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Tabela 1.9 — Resultados obtidos na avaliacdo 60 horas ap6s inoculagdo (Al) dos isolados de S. sclerotiorum,
quando estes inoculados em trifélios de soja, o resultado do teste de comparagdo de médias Skott-Knott a 1% de
probabilidade e as caracteristicas morfologicas de cada isolado (continua).

il Diam * Les&o Cres_cirr}ento 4 Crescimento Quantidade 7 Pes,o_ 9
Céd (cm) 60 horas mlgellgl (o Esclerédios®  Esclerédios? Tam. esclerogllos F
Al (dias) (mg)

I-47 30,8 a 98 a A 14,4 a 372 b 2-7 230 a R
1-20 296 a 78 b I 118 b 36,8 b 1-4 83 h D
1-37 295 a 90 b I 154 a 29,2 ¢ 1-4 113 f D
1-48 28,8 a 98 a I 138 b 478 a 2-4 6,8 i D
I-16 28,7 a 9,8 a I 140 a 216 d 2-4 112 f D
I-52 28,6 a 10,6 a I 140 a 276 ¢ 2-4 58 j D
1-21 285 a 9,8 a I 146 a 46,0 a 2-3 208 b D
I-27 285 a 88 b I 128 b 322 c 2-4 49 k D
1-40 265 b 92 b I 132 b 298 ¢ 2-3 131 e R
I-15 258 b 96 b I 136 b 338 ¢ 2-4 41 k D
I-54 258 b 104 a A 144 a 332 ¢ 2-4 90 h D
1-30 257 b 112 a I 158 a 35,0 ¢ 2-4 104 g R
I-25 256 b 88 b I 130 b 38,6 b 2-4 109 f D
1-04 249 b 104 a I 144 a 320 ¢ 2-3 96 ¢ R
I-41 248 b 96 b I 140 a 28,6 ¢ 2-4 58 j R
1-31 247 b 90 b R 130 b 428 b 1-4 126 e D
I-23 240 b 92 b R 142 a 274 ¢ 2-3 145 d I
I-34 239 b 98 a I 132 b 330 c 2-6 74 i D
1-18 232 ¢ 10,2 a I 134 b 306 c 2-3 74 i D
1-02 231 ¢ 92 b I 140 a 22,6 d 1-6 191 ¢ D
1-49 231 ¢ 96 b I 138 b 476 a 2-4 79 i D
I-55 219 ¢ 92 b R 136 b 214 d 2-4 8,7 h D
I-46 211 ¢ 11,0 a R 146 a 198 d 2-4 113 f D
1-43 209 ¢ 90 b R 138 b 222 d 2-4 91 h D
1-07 20,8 ¢ 10,2 a I 148 a 22 d 2-6 75 i R
I-22 20,8 ¢ 104 a I 152 a 388 b 1-4 8,7 h D
1-42 203 ¢ 94 b R 136 b 28,0 ¢ 2-3 82 h D
1-10 202 ¢ 110 a R 142 a 36,0 c 2-3 6,2 j D
1-50 192 ¢ 94 b R 134 b 428 b 2-3 125 e R
1-29 189 ¢ 96 b I 136 b 320 ¢ 1-8 94 ¢ D
1-03 189 ¢ 90 b I 138 b 278 ¢ 2-4 84 h R
1-32 18,8 ¢ 88 b R 130 b 236 d 2-3 7,7 i D
1-39 18,7 ¢ 10,2 a I 148 a 25,0 d 2-3 48 k D
I-45 182 ¢ 92 b I 138 b 318 ¢ 1-8 78 i R
1-13 18,0 ¢ 9,8 a I 136 b 522 a 2-5 9,0 h D
1-05 16,6 d 86 b I 130 b 352 ¢ 2-3 87 h R
1-06 16,0 d 96 b I 146 a 34,0 ¢ 2-3 7,2 i D
1-19 156 d 84 b I 120 b 248 d 1-4 95 ¢ D
1-08 150 d 90 b R 146 a 274 ¢ 2-7 18,7 ¢ I
1-38 149 d 92 b I 136 b 404 b 2-6 83 h R
1-36 138 d 90 b R 136 b 402 b 1-3 7,2 i R
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Z (concluséo)
Diam“ Lesdao  Crescimento . . Peso

Codt (cm) 60 horas micelial ct gslsecrlg:;z;g Sslé?:rtég?g:e Tam.’ esclerddios F

Al (dias) (mg)
I-35 134 d 90 b | 134 b 274 ¢ 1-4 7,2 i D
I-11 125 e 76 b | 120 b 330 ¢ 2-4 8,1 h |
I-24 116 e 11,2 a I 156 a 494 a 2-3 102 g I
I-12 114 e 82 b R 136 b 412 Db 2-4 129 e |
I-17 112 e 96 b | 136 b 558 a 2-3 7,6 i |
I-57 10,1 e 92 b | 134 b 192 d 2-3 7,3 i D
I-14 10,1 e 9,8 a R 142 a 322 c 1-4 91 h D
I-51 8,2 f 90 b I 132 b 16,6 d 3-5 97 ¢ D
1-33 7,7 f 110 a R 152 a 208 d 2-6 7,8 i R
I-53 6,6 f 10,2 a I 146 a 310 ¢ 2-5 37 k D
1-26 65 f 88 b R 124 b 406 Db 1-4 8,1 h D
I-56 65 f 94 b R 142 a 19,0 d 2-4 11,1 f D
1-01 55 f 110 a R 154 a 572 a 1-3 6,4 j D
1-09 27 ¢ 90 b R 138 b 476 a 2-4 92 h D
I-28 25 ¢ 88 b I 126 b 346 c 2-3 12,0 e D
I-44 22 g 90 b R 134 b 354 ¢ 2-4 116 f D

* Letras seguidas da mesma letra, ndo diferiram estatisticamente segundo teste de Skott-Knott a 1% de
probabilidade.

1- Codigo dos Isolados;

2 — Diametro médio da lesdo formada nos trifélios de soja, apés 60 horas a inoculagdo dos isolados;

3 — Tempo necessario para os isolados ocuparem toda a placa de Petri de 90 mm de diametro com BDA, em
dias;

4 — Caracteristicas miceliais dos isolados em placas de Petri, onde A = abundante; R = Ralo; | = Irregular
(diferentes caracteristicas);

5— Tempo necessério para a formagdo do primeiro esclerédio em placa, emdias;

6 — Quantidade de esclerddios formados por placa, apés 35 dias de incubacéo;

7 - Tamanho dos esclerddios emplaca, avaliando-se a maior medida dos mesmos, em mm;

8 — Peso médio dos esclerddios, em mg;

9 — Formato dos esclerddios, onde: R = Arredondado; | = Irregulares (sem forma definida) e D = Diversos
(varios formatos);

Quanto as caracteristicas morfoldgicas apresentadas por cada um dos sete niveis de
patogenicidade, pode-se observar que nenhum deles apresentou uma caracteristica singular
quanto aos critérios analisados de densidade e cor do micélio, quantidade e formato dos

esclerédios (Tabela 1.9).

Com relacdo ao tempo necessario para ocupar toda a placa de Petri (dias), o nivel E
apresentou a maior variacao entre os isolados, chegando quase a 4 dias de diferenca entre 0s

isolados 1-11 (Palmeira-PR) e 1-24 (Prudentdpolis-PR) para tal crescimento (Tabela 1.9).

O menor tempo necessdrio para a formacdo de esclerodios em placa de Petri foi
apresentado pelo isolado 1-20 (Ventania-PR), que precisou em média de 11,8 dias, e este

isolado foi classificado no nivel A, ou seja, no mais patogénico, sendo a segunda maior lesdo
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formada, inferior apenas do isolado I-47 (Maringa-PR), no entanto, 0 mesmo nao ocorreu para

outros isolados.

As médias dos dados da avaliagdo da patogenicidade apds 60 horas de inocula¢do dos
isolados nos trifélios de soja, das informacGes da origem dos isolados e das suas
caracteristicas morfoldgicas, separados conforme suas diferencas estatisticas nos niveis de
patogenicidade (Skott-Knott) e a andlise da variancia das médias de cada nivel encontram-se

na Tabela 1.10.

Tabela 1.10 — Niveis de patogenicidade segundo a inoculagdo em trifolios de soja dos isolados de S.
sclerotiorum 60 horas Al, e a média dos critérios avaliados, segundo cada nivel.

Diametro
Lesdo! Altitude TMin TMax T.M. Cresc® Escl® Ok’ T°. Peso®
(60 horas Al)  (m) (°C) (°C) (°C)  (Dias) (Dias) (mm)  (mg)
(mm)
29,10 855,6 NS 162N 274NS  218NS ggqNS  139NS 348NS 1.7 115N

A
2516 B 9360N 162NS  272NS 21 7NS g 7NS  139NS 334NS 1.6 9,7 NS
2036 C  840,0M 166N 275N 20N 97N 139NS 309NS 1.8 90N
1503 D 957N 163N 273NS 218N 90MNS 135N 328N 1.6 95N
11,13 E  861,7NS 155N 265N 210N 93NS 137NS 385NS 1.4 g2NS
684 F 8780N 154N 261N 208N 99NS 142N 309N 1.6 78NS
246 G 961,7N 170N 273N 221NS goNS  133NS 392MNS 24 109N

CV (%) 13,36 8,10 5,07 6,05 8,41 6,53 28,28 - 39,81
NS — Nao significativo segundo a anélise de variancia.

1- Codigo do Isolado

2— Tempo para os isolados ocuparemtoda a placa de Petride 90 mm de didmetro com BDA, emdias;
3— Tempo necessério para a formagdo do primeiro esclerédio em placa, emdias;

4 — Quantidade de esclerddios formados por placa, ap6s 35 dias de incubacéo;

5-— Tamanho dos esclerddios emplaca, avaliando-se a maior medida dos mesmos, em mm;

6 — Peso médio dos esclerédios, em mg;

Analisando-se a Tabela 1.10, observa-se que, as médias das altitudes, das temperaturas
e dos valores da caracterizacdo morfoldgica, ndo apresentaram distribuicdo ou variacao
crescente como 0s niveis de patogenicidade obtida das inoculagcdes dos isolados nos trifdlios

de soja, e que nenhuma diferenca significativa foi detectada entre 0s mesmos.

Na Figura 1.10 sdo mostradas as diferencas do tamanho das lesbes formadas nos

trifolios de soja, segundo os 7 niveis de patogenicidade apresentados pelos isolados avaliados.

Williams et al. (2010), trabalhando com um isolado de S. sclerotiorum mutante
avirulento, deficiente na producéo de acido oxalico, quando inoculado em folhas de tomate,
registraram a producéo de lesdes menores que o isolado virulento e com caracteristica de uma
resposta de hipersensibilidade da planta (AGRIOS, 2009), fato que se assemelha as pequenas
lesbes formadas pelos isolados 1-09, 1-28 e 1-44 (classificados no nivel de menor

patogenicidade de trifolios) e que ndo evoluiramaté o final do ensaio.



Figural.10 — Comparacdo entre os diferentes

niveis de  patogenicidade,
segundo a formagdo da lesdo
em trifélio de soja, apds
72horas de inoculacdo. A: 1-48
(Arinos-M G); B: 1-15
(Guarapuava-PR); C: 1-50
(Girassol — Ipiranga-PR); D: I-
06 (Pinhdo-PR); E: 1-14
(Carambei-PR); F: I-51 (Couve
— Ponta Grossa-PR) e G: 1-28
(Ponta Grossa-PR).
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Possivelmente essas diferencas patogénicas identificadas entre os isolados avaliados,
estejam relacionadas com a capacidade de producdo de &cido oxalico e, ou, na quantidade
atividade das enzimas que degradam a parede celular do hospedeiro (LUMSDEN, 1979;
BOLTON, 2006; WILLIAMS et al., 2010,) influenciadas por esse nivel de acido oxalico
produzido pelos isolados, que poderia explicar os diferentes niveis de patogenicidade

apresentados pelos mesmos.

A hipoviruléncia em fungos fitopatogénicos, refere-se a redugdo na habilidade de
determinados isolados dentro de uma populacdo de patdgenos em infectar, colonizar, matar e
se reproduzir em tecidos de hospedeiros. No género Sclerotinia, a hipoviruléncia tem sido
associada com a presenca de varias viroses fungicas, incluindo uma espécie do género
Mitovirus e outra espécie provavelmente pertencente ao género Hypovirus e um RNA satélite
(SAHARAN; MEHTA, 2008). Grupos de crescimento vegetativo compativel podem
aumentar a frequéncia de transmissdo de viroses flngicas entre isolados de uma populagéo,
podendo ser visto como um tipo de controle biolégico (SAHARAN; MEHTA, 2008).

Ha varios estudos visando o controle bioldégico por meio da aplicacdo de isolados
hipovirulentos, em plantas com tecidos doentes em condicdes controladas e de campo. Com S.
minor, a severidade da doenca foi reduzida mais de 50% e o numero de esclerédios
produzidos nos tecidos doentes tratados diminuiu em até 90%, além de que, estes esclerodios
produzidos foram hipovirulentos. Com S. homeocarpa, a eficacia do controle bioldgico
chegou a 90% e 80% em condicdes controladas e de campo, respectivamente, e comparaveis a
tratamentos com fungicidas (SAHARAN; MEHTA, 2008).

Estudos de viroses fangicas, junto com estudos de hipoviruléncia em Sclerotinia spp.,
devem ser realizados para aumentar a compreensdo da influéncia de mecanismos moleculares
sobre a expressdo de hipoviruléncia nesses fitopatdgenos e expandir o potencial dessas viroses
fungicas como mecanismo de controle biolégico (MELZER et al., 2002; BOLAND, 2004).

Para correlacionar os isolados com os métodos de inoculagdo utilizados, os dados das
lesBes apds 96 horas de inoculacdo na haste e apds 60 horas de inoculacdo nos trifolios sdo

apresentados na Tabela 1.11.
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Tabela 1.11 - Comparacdo do resultado da inoculacdo dos isolados na haste e em trifolios de soja, nas avaliagdos
de 96 horas e 60 horas Al, respectivamente (continua).

Resultado de cada método de inoculagéo

Codigo dos _ -
Isolados Comprimento da Les&o (cm) Didmetro da Les&o (mm)
Haste - 96 horas Al Trifolio - 60 horas Al
1-01 0,0 b 55 f
1-02 59 a 231 ¢
1-03 34 b 18,9 ¢
1-04 24 b 249 b
1-05 1,6 b 16,6 d
|-06 1,0 b 16,0 d
1-07 1,4 b 208 ¢
1-08 6,6 a 15,0 d
1-09 1,4 b 27 g
-10 6,6 a 202 ¢
I-11 72 a 125 e
1-12 38 b 114 e
-13 44 a 18,0 ¢
I-14 20 b 10,1 e
I-15 0,6 b 258 b
-16 69 a 287 a
I-17 07 b 11,2 e
-18 1,3 b 232 ¢
19 50 a 15,6 d
I-20 65 a 296 a
I-21 1,1 b 285 a
I-22 24 b 208 ¢
1-23 56 a 240 b
I-24 36 b 11,6 e
I-25 09 b 256 b
I-26 1,6 b 6,5 f
I-27 82 a 285 a
1-28 23 Db 25 g
I-29 26 b 18,9 ¢
-30 1,2 b 257 b
I-31 23 b 247 b
l-32 22 b 18,8 ¢
1-33 52 a 7.7 f
I-34 0,6 b 239 b
1-35 L1 b 134 d
I-36 21 b 13,8 d
|-37 1,8 b 295 a
I-38 26 b 14,9 d
-39 1,8 b 18,7 ¢
I-40 09 b 265 b
I-41 26 b 248 b
|-42 - 203 ¢
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(concluséo)
Codigo dos : Resultado de cada método de ir'10cul acdo
Isolados Comprimento da Lesé&o (cm) Didmetro da Les&o (mm)
Haste - 96 horas Al Trifolio - 60 horas Al

I-43 27 b 209 ¢

I-44 24 b 22 g

I-45 54 a 182 ¢

|-46 56 a 211 ¢

I-47 50 a 308 a

|-48 70 a 288 a

1-49 32 b 231 ¢

1-50 28 b 192 ¢

I-51 00 b 82 f

I-52 44 a 286 a

1-53 10 b 6,6 f

I-54 67 a 258 b

1-55 20 b 219 ¢

1-56 10 b 6,5 f

57 2.4 b 101 e
C.V. (%) 66,73 18,91

Os dados da Tabela 1.11, indicaram que os isolados I-16, 1-20, 1-27, 1-47, 1-48 e 1-52
apresentaram os maiores tamanhos de lesdes pelos dois métodos de inoculacdo, sendo em
ambos os casos do nivel A, reafirmando seus niveis de patogenicidade em relacdo aos demais
isolados. Os isolados 1-54 e 1-23 apresentaram o maior nivel de patogenicidade quanto a sua
inoculacdo na haste, no entanto quando inoculados nos trifélios de soja, foram considerados
como o segundo grupo de maior patogenicidade. Os isolados 1-02, 1-10, 1-13, 1-45 e 1-46
foram classificados no nivel A (mais patogénico) quando inoculados na haste, mas foram
classificados no nivel C (terceiro mais patogénico) quando inoculados em trifélios de soja. Os
isolados 1-19 e 1-08 tambem foram classificados no nivel A quanto a lesdo formada na haste,
porém no nivel D quanto as lesdes formadas nos trifolios de soja. O isolado I-11 foi o Unico
do nivel E e 0 1-33 o Unico do nivel F da patogenicidade nos trifélios, que, quando inoculados
em hastes de plantas de soja foram classificados no nivel A (maior patogenicidade). Nenhum
isolado do nivel G de patogenicidade no trifolio foi classificado no nivel A de patogenicidade
na haste (Tabela 1.11).

Os isolados 1-21 e 1-37 apresentaram maior nivel de patogenicidade quando
inoculados nos trifdlios de soja e menor quando inoculados na haste de soja. Ja os isolados I-
04, 1-15, 1-25, 1-30, 1-31, 1-34, 1-40 e 1-41 foram classificados no nivel B nos dois métodos de

inoculacdo, mas isso significa que pela inoculacdo na haste eles foram pouco patogénicos e
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pela inoculacéo nos trifélios apresentaram o segundo maior nivel de patogenicidade entre os
isolados. Os isolados 1-09, 1-28 e 1-44 tiveram o menor nivel de patogenicidade para as duas
formas de inoculacdo. Os isolados 1-01, 1-26, I-51, 1-53 e I-56 foram classificados no nivel F
(segunda menor patogenicidade) quando inoculados nos trifolios e no menor nivel de
patogenicidade quando inoculados na haste de plantas de soja. Demais isolados classificados
como menos patogéncicos quando inoculados na haste da soja (B), se distribuiram nos niveis
intermediarios de patogenicidade (C, D e E) quando inoculados nos trifolios de soja (Tabela
1.11).

Esses dados demonstram haver diferencas entre os métodos de inoculacdo. Pelo
método de inoculacdo na haste, observou-se maior variabilidade dos dados (C.V. de 66,73%
contra apenas 18,91% da inoculacdo no trifolio), fato que diversos autores relatam também
guanto aos resultados obtidos por este método (AUNG et al.,, 1994; PRATT; ROWE, 1991;
GARCIA, 2008; SAGATA, 2010).

Ja, pelo método de inoculacdo nos trifolios, foi possivel detectar mais diferencas
significativas entre os isolados, o que é essencial para identificar niveis satisfatorios de
patogenicidade. Metodologia de inoculacdo em folhas destacadas tem sido utilizada por
diversos autores, com resultados consistentes (GARCIA, 2008; SAGATA, 2010).

5 CONCLUSAO

Os isolados apresentaram algumas diferencas morfoldgicas.
Diferentes niveis patogénicos foram detectados pelos dois métodos de inoculagéo.

O método de inoculacdo dos isolados em trifolios apresentou maior diferenca

significativa entre os isolados, e menor variabilidade entre as repeticdes.
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CAPITULO 11

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO MOLECULAR PARA A DETECC;AO DE
Sclerotinia sclerotiorum EM SEMENTES DE SOJA

RESUMO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum é um importante patégeno da cultura da soja que tem nas
sementes seu principal meio de disseminacdo. A analise da qualidade sanitaria das sementes é
de extrema importancia para a certificacdo dos lotes para comercializacdo e para a tomada de
decisdo visando o controle de doencas identificadas e assim, impedindo a disseminacéo das
mesmas para novas areas. Os métodos atualmente recomendados para a deteccdo de S.
sclerotiorum em sementes de soja sdo lentos e pouco precisos. Deste modo, 0
desenvolvimento de um método rapido e preciso torna-se importante, onde técnicas
moleculares podem ser importantes ferramentas. O objetivo do trabalho, nesse capitulo, foi
desenvolver um método molecular de deteccdo para S. sclerotiorum, em sementes de soja.
Um par de primers especificos para S. sclerotiorum e o liquido de embebicdo de sementes
foram utilizados nas reag0es de PCR. O par de primers foi capaz de detectar diferentes
isolados do fungo, de diversas regides e hospedeiros. Por meio de sementes artificialmente
inoculadas com o fungo, em diferentes niveis, embebidas em agua, aliquotas foram coletadas
emdiferentes horarios de embebicdo e em amostras com diferentes niveis de contaminacéo. O
teste foi capaz de detectar até 0,25% de contaminacdo das sementes (1 semente contaminada
em 400 sementes). O menor tempo para a coleta de aliquota foi apds 3horas de embebicéo,
onde o fragmento especifico de 278 bp foi detectado em todas as amostras de sementes
testadas. Mesmo com resultados promissores, 0 teste necessita ser aprimorado, principalmente
devido aos compostos originados das sementes que, em diversas amostras, inibiram a reacédo
de PCR, acusando resultados falsos negativos.

Palavras-chave: Patologia. Mofo branco. Glycine max. PCR. Inibicéo.
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ABSTRACT

The fungus Sclerotinia sclerotiorum is an important pathogen of soybean that have on seeds
their mainly dissemination means. The analysis of the sanitary quality of seeds is important to
the lots certification and for making decision to the disease control and thus, preventing the
spread of disease to new areas. The currently methods recommended to the S. sclerotiorum
detection in soybean seeds are slow and imprecise. Thus, the development of a rapid and
accurate method becomes necessary, where molecular techniques might be important tools.
The objective, in this chapter, was to develop a molecular detection method for S.
sclerotiorum in soybean seeds. A specific primer pair for S. sclerotiorum and the seed-soaked
liquid were used in PCR reactions. The primer pair was able to detect different isolates of the
fungus from various regions and hosts. Through artificially inoculated seeds, with the fungus,
at different contamination levels, soaked in water, aliquots were collected at different times of
soaking. The test was capable to detect the fungus in seeds samples with 0,25% of
contamination (1 contaminated seed in 400 seeds). The best time to collect the aliquot was 3
hours after soaking, because the specific fragment of 278 bp was detected in all seed samples
tested. Even with promising results, the method needs to be improved, mainly due to the
compounds that originated from the seeds and inhibited the PCR reaction, accusing false
negative results.

Keywords: Pathology. White mold. Glycine max. PCR. Inhibition.
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1 INTRODUCAO

A analise da qualidade sanitaria das sementes é importante para a certificacdo dos
lotes para a comercializacdo e para a tomada de decisdo visando o controle de doencas
identificadas (MCGEE, 2002). O crescente aumento nos custos dos produtos quimicos, da
mao-de-obra e da energia, e a preocupacdo cada vez maior em relacdo a poluicdo ambiental,
tem realcado a necessidade de uma tecnologia mais acurada, para otimizar o uso de produtos
quimicos (AZEVEDO, FREIRE, 2006), diminuindo assim seu impacto ambiental (ANDEF,
2010). Além de que a utilizacdo de lotes sadios impediria a disseminacdo de doencas para
novas areas (NAPOLEAO et al,, 2001; MACHADO, LANGERAK, 2002; KIMATI et al,,
2011).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, agente do Mofo branco na cultura da soja, tem
causado perdas crescente em diversas regides produtoras do Brasil (regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste) e em especial nos campos de cultivo no estado do Parand, um dos maiores
produtores de grdos do pais. As perdas tem sido ndo somente no potencial de rendimento das
diversas lavouras, mas também, ao longo das safras, na limitacdo de algumas areas de plantio
de soja e de outras culturas econbmicas hospedeiras do fungo, tais como o feijao, girassol,
canola, diversas hortalicas e outras culturas utilizadas nos planos de rotacdo (JACCOUD-
FILHO etal., 2011).

Segundo Yang et al. (1998), em estudo que comprovou a transmissdo do fungo S.
sclerotiorum pela semente de soja internamente infectada, a mesma pode ser um agente de
disseminacdo do patdgeno para novas areas. Segundo Steadman (1983), considerando a
formacdo de um esclerodio por uma semente infectada, esta corresponde a 2.000.000 de focos

de infecgédo.

A deteccéo desse fungo na semente é fundamental para o controle da doen¢a em novas
areas. Existem diferentes métodos para deteccdo de S. sclerotiorum na semente de soja,
podendo ser citados a incubacdo em: Substrato de Papel ou método do Papel de Filtro
(“Blotter test”); Rolo de Papel; Meio Agar-Bromofenol Neon, dentre outros (PERES, 1996;
NASSER et al, 1996; MACHADO, LANGERAK, 2002; TAYLOR et al, 2006;
NAPOLEAO et al., 2006; BRASIL, 2009).
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Os métodos de deteccdo normalmente utilizados para o fungo S. sclerotiorum em
sementes, apesar dos avancos obtidos, exemplo do método de Neon-S (NAPOLEAO et al.,
2006) sdo baseados em incubagcdo (BRASIL, 2009), consequentemente sdo lentos
(JACCOUD-FILHO et al, 2002a; JACCOUD-FILHO et al, 2002b; BLAKEMORE,
REEVES, 2002; CARVALHO VIEIRA; MACHADO, 2002) (resultados entre 8 e 30 dias)
(BRASIL, 2009; GOULART, 2009) e as vezes, pouco precisos (JACCOUD-FILHO et al,
2002b; BLAKEMORE; REEVES, 2002; CARVALHO VIEIRA; MACHADO, 2002), o que
pode em muitos casos permitir a disseminacdo de sementes contaminadas para novas areas
isentas da doenca (JACCOUD-FILHO, 2005; CARVALHO VIEIRA; MACHADO, 2002).

Devido a crescente demanda por sementes de alta qualidade, programas de certificacao
tem apresentado a analise sanitaria das sementes em larga escala. Isto significa que os
laboratdrios precisam estar preparados para analisar um grande nimero de amostras em um
curto espaco de tempo (CARVALHO VIEIRA, MACHADO, 2002).

A avaliacdo de novos métodos, tais como a deteccdo desse patdgeno por técnicas
moleculares, certamente permitira uma maior rapidez e precisao dos resultados, especialmente
para um laboratorio de rotina (JACCOUD-FILHO, 1996; JACCOUD-FILHO et al., 2002;
BLAKEMORE; REEVES, 2002; TAYLOR et al., 2006; JACCOUD-FILHO; DABUL, 2011;
GRABICOSKI et al, 2011). A Reacdo em Cadeia da Polimerase PCR — do inglés
“Polymerase Chain Reaction” (SAIKI etal., 1985; MULLIS; FALOONA, 1987) é importante
para o desenvolvimento de um teste, devido a sua facilidade, rapidez, versatilidade,
especificidade e sensibilidade (JACCOUD-FILHO; 1996; JACCOUD-FILHO et al., 2002;
BLAKEMOORE; REEVES, 2002).

Por meio da PCR, pequenas quantidades de DNA podem ser rapidamente
amplificadas, isto é, através da sintese enzimatica in vitro milhdes de copias de um segmento
especifico de DNA, sdo reproduzidos na presenca da enzima DNA polimerase, até
guantidades suficientes para que a analise seja feita. A reacdo de PCR baseia-se no
anelamento e extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples) utilizados como iniciadores (primers) que delimitam a sequéncia de
DNA da fita dupla alvo da amplificagdo. Os primers séo artificialmente sintetizados, de modo
gue suas sequéncias de nucleotideos sejam complementares a sequéncias especificas, que irdo
parear a regido alvo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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Visando a deteccdo do indculo de S. sclerotiorum, no ar e em plantas de canola
(Brassica napus L. var oleifera), Freeman et al. (2002), a partir da regido ribossémica
intergénica ITS (WHITE et al., 1990), desenvolveram um par de primers especificos para esse
fungo, denominados SSFWD e SSREV.

Vaérios autores relatam a utilizacdo da reacdo de PCR para detectar patdgenos em
sementes (BALL; REEVES, 1991; BLAKEMORE; REEVES, 1993; JACCOUD-FILHO;
REEVES, 1993; AUDY et al., 1995; JACCOUD-FILHO et al., 1997; BERENDSEN et al.,
1996; BONDE et al.,, 1996; SHAAD; HATZILOUKAS, 1996; CRUZ et al., 1996; SOUZA
SANTOS et al.,, 1996; KONSTANTINOVA et al., 2002; JACCOUD-FILHO et al., 20023, b;
McEWAN; MULHOLLAND, 2002; GUILLEMETTE et al., 2002; VAN DER ZOUWEN et
al.,, 2002; BERG et al., 2005; RICCIONI et al., 2005; McNEIL et al., 2005; THOMAS et al,,
2005; JUSTENSEN et al., 2005; ABDELMONEM; RASMY, 2005;ROBENE-SOUSTRADE
etal., 2005; VECHIATO et al., 2006, LANDA et al., 2007, CHILVERS et al., 2007; KULIK,
2008). Ha estudos, que utilizaram PCR com o extrato das sementes embebidas, e reportaram
problemas com inibicdo da reacdo da PCR, devido a substancias liberadas pelas sementes
(RASMUSSEN; WULFF, 1991; JACCOUD-FILHO, 1996; JACCOU-FILHO et al,
2002a,b), no entanto sem sucesso, devido a essas substancias (VAN DER ZOUWEN et al.,
2002) ou obtiveram algum sucesso caso houvesse a realizagcdo de mais alguma etapa, como a
extracdo do DNA do patégeno alvo (AUDY et al., 1995), e a reamplificacdo da regido alvo
(Nested PCR) (JACCOUD FILHO, 1996).

Ha vérios compostos, organicos e inorganicos, que podem interferir negativamente na
amplificacdo de &cidos nucleicos pela reacdo de PCR, em diferentes niveis, podendo chegar a
inibi-la completamente (MOREIRA, 1998). Os inibidores interferem em um ou mais dos trés
pontos essenciais da reacdo, sendo eles: a ruptura da célula, essencial para a extracdo do
DNA; a captagdo ou degradacdo do DNA alvo e inibicdo da atividade da enzima de
amplificacdo (DNA Polimerase) (WILSON, 1997; AL-SOUD; PETER RADSTROM, 1998;
AL-SOUD; PETER RADSTROM, 2000). Entre os inibidores encontram-se componentes de
alimentos (ex.: compostos organicos e fenélicos, glicogénio, gorduras e Ca*), compostos do
ambiente (ex.: compostos fendlicos, &cidos humicos e metais pesados), constituintes de
células bacterianas, DNA ndo-alvo, contaminantes e itens laboratoriais (ex.: pélen, talco da

luva, recipientes plasticos e celulose).
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A semente de soja apresenta em sua composi¢cdo quimica cerca de 40% de proteinas,
21% de lipidios (destes, 15% sdo de &cidos graxos saturados e 85% de &cidos graxos
insaturados), 1 a 3% de substancias ndo saponificaveis (esterdides, tocoferdis e a vitamina A),
34% de carboidratos (celulose, hemicelulose, outros) e 5% de cinzas (KAWAGA, 1995;
MORAIS; SILVA, 1996); além de possuir produtos do metabolismo secundario (CARRAO-
PANIZZI, 1996). Com relacdo a metabdlitos secundarios, as plantas apresentam trés
principais grupos: os terpenos (isoprenoides, cardenolideos) e seus derivados (esterois); os
compostos fendlicos, que constituem um grupo quimico heterogéneo, com aproximadamente
10.000 compostos (fenilpropandides,, cumarinas, derivados de acido benzoico, flavonoides,
isoflavondides, taninos) e os compostos nitrogenados (alcaldides, glicosideos cianogénicos,
glucosinolatos) (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A embebicdo das sementes, principalmente durante a primeira fase (em média, as duas
horas iniciais), € acompanhada pela liberagdo de aclcares, aminodcidos e eletrdlitos em
guantidades variaveis (DIAS; MARCOS FILHO, 1996). Entre esses exsudatos, liberados
pelas sementes, podem estar presentes muitas substancias com potencial de inibicdo de
reacOes de PCR (VAN DER ZOUWEN et al., 2002).

Ha varios fatores que influenciardo o nivel da detec¢do, como, por exemplo, a amostra
colocada na reacdo de PCR com um numero minimo de células, que contenham uma Unica
copia da sequéncia alvo, ou seja, poucas céelulas alvo com vérias substancias inibitrias podem
resultar em um falso-negativo, devido a diminuicdo da sensibilidade da reacdo. Outro ponto a
ser considerado sdo as condi¢Oes da reagdo, como por exemplo, a utilizacdo de primers
inapropriados, temperaturas ou tempos das fases da PCR impréprios, qualidade variavel da
DNA polimerase e concentracdo incorreta de Mg?* e outros componentes. J& a contaminagéo
e 0s outros fatores, possuem seus mecanismos de acdo ndo muito bem compreendidos, mas
sabe-se que, ha uma interferéncia, quimica e ou fisica, com a viabilidade e ou atividade de
algum componente essencial da reacdo (CHOU, 1991; WILSON, 1997; AL-SOUD;
RADSTROM, 1998).

2 OBJETIVO

Desenvolver um método molecular para a deteccdo S. sclerotiorum em sementes de

soja.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extracdo de DNA

Para testar a eficiéncia e a especificidade do par de primers SSFWD/SSREV
(FREEMAN et al., 2002), foi utilizado o DNA de 57 isolados de S. sclerotiorum, de outros

fungos transmitidos ou relacionados com sementes de soja e 0 DN A da prdpria soja.

Os fungos foram crescidos em meio liquido a base de Caldo de Batata Dextrose
(Potato Dextrose Broth - PDB), por periodo de 7-15 dias, em temperatura ambiente e sob
agitagdo continua de 50 rpm, em uma mesa agitadora pendular Modelo TE240/1 (TECNAL®).
Depois de crescidos, os fungos foram filtrados em papel Germitest e colocados em placas de
Petri, ambos esterilizados. Os fungos foram liofilizados pelo Liofilizador Modelo LD1500
(TERRONE®), e armazenados a -80 °C até serem utilizados para a extracdo do DNA

micelial.

O micélio liofilizado de cada fungo foi macerado em nitrogénio liquido em um
cadinho e com um pistilo de porcelana. Apés cada utilizagéo, os cadinhos e pistilos foram
deixados em repouso durante a noite, cobertos por acido cloridrico absoluto (HCI - 37%) para
a destruicdo de qualquer residuo fangico (principamente DNA), lavados com detergente e
agua ultra-pura, autoclavados a 1 atm e 121 °C por 20 minutos e secados em estufa a 60 °C
por uma hora.

A extracdo de DNA foi efetuada segundo protocolo de Murray; Thompson (1980),
modificado. Cerca de 50 a 120 mg de material fungico macerado foi colocado em um
microtubo de 2,0 mL e 600 pl de tampao de extracdo de CTAB (CTAB 2%; NaCl 1,4 M;
Tris-HCI pH 8,0 100 mM; EDTA 20 mM; 1% e agua ultra-pura) pré-aquecido a 65 °C foi
adicionado. O microtubo foi incubado a 65 °C, agitando-se a cada 10 minutos, , por 30
minutos a uma hora. Apos, 600 pL de Cloroformio:Alcool-isoamilico (proporcao 24:1) foi
adicionado e agitou-se manualmente por cinco minutos. Centrifugou-se por 15 minutos a
7.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e 600 pL de
isopropanol a -20 °C foi adicionado, realizando uma leve agitagdo por inversdo. Centrifugou-
se a 7.000 rpm por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante e 300 uL de Etanol 70% foram
adicionados, e centrifugou-se por 15 minutos. Descartou-se o0 sobrenadante e adicionou-se

300 pL de Etanol 95%. O sobrenadante foi descartado, e 0 microtubo foi deixado sobre a
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bancada até o pellet de DNA secar (aproximadamente 12 horas em temperatura ambiente).
Apos secar, 0 DNA foiressuspendido em TE (10mM Tris-ClpH 8,0; 1mM EDTA pH 8,0).
As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotometro de micro volumes
NanoVue® da GE, segundo recomendagdes do fabricante, foi utilizada a relagdo entre a
absorbancia de 260 nm e 280 nm para avaliar a pureza do DNA. Bandas de DNA genémico
total, coradas com GelRed (Biotium®) e separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%,
foram usadas como indicadoras da integridade do DNA extraido. As amostras foram tratadas
com RNAse A (Sigma®) na proporgdo de 10 pg/mL (SAMBROOK et al., 2001). Ap6s esses
processos, as amostras de DN A foram diluidas para 10 ng/uL e armazenadas a -20 °C até

serem utilizadas, nas reagdes de PCR.

3.1.1 Sclerotinia sclerotiorum

Para o crescimento de S. sclerotiorum em meio liquido, utilizou-se um esclerédio,
retirado de placa de Petri de cultura pura. Os isolados utilizados foram o0s mesmos
apresentados na Tabela 1.1 (Capitulo I), e como padrao utilizou-se o isolado 1-45 (Jatai-GO)
(GARCIA, 2008).

3.1.2 Outros fungos

O DNA de alguns fungos, ja estava disponivel no Laboratério de Fitopatologia
Aplicada e Patologia de Sementes da UEPG, utilizados em estudos anteriores, sendo eles:
Cercospora sojina; Phomopsis sojae; Aspergillus spp.; Cercospora kikuchii; Fusarium spp.e

Colletotrichum truncatum..

Para a extracdo do DNA de Peronospora manshurica, utilizou-se o tegumento de

sementes de soja contaminadas pelo patdgeno.

Para o crescimento, em meio liquido, de Sclerotium rolfsii, os esclerédios foram
retirados de placas de Petri de cultura pura do fungo, como descrito para os isolados de S.
sclerotiorum. Os demais fungos: Trichoderma sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus

sp., foram crescidos em meio liquido, a partir de disco de BDA, proveniente de cultura pura.
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3.1.3 Soja

Para a extracdo do DNA de soja, foram utilizados trifolios de plantulas de soja,
cultivadas em vasos com substrato esterilizado, a base de cascas de eucalipto, pinus e cinzas
(Lupa Fertilizantes®), em casa de vegetacdo, aparentemente sadios, em estadio fenoldgico V2
(segundo nd) (FEHR; CAVINESS, 1977).

Os trifdlios foram limpos com hipoclorito 5%, posteriormente etanol 70% e finalmente
com agua ultra-pura. Apos a secagem em temperatura ambiente, as folhas foram maceradas
em nitrogénio liquido e, entdo, foi realizada a extracdo, a avaliacdo da qualidade e a

armazenagem a -20 °C do DNA.

3.2 PCR da regiao ITS

Para avaliar a qualidade do DNA dos demais fungos utilizados e da soja, foi utilizada a
reacdo de PCR com esses DNAs e um par de primers da regiao ITS, ITS4 (5° — TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC —3’) e ITS5 (5’ — GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G -3”)
(WHITE et al., 1990), principalmente devido ao fato de que o par de primers especificos para
a deteccdo de S. sclerotiorum SSFWD/SSREV foi construido a partir desta regido
(FREEMAN et al., 2002).

Cada reacdo de PCR continha 25 pL de 2X Master Mix PCR (1.5 U Tag DNA
Polymerase, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgChk, 0.001% gelatin, 0,2 mM dNTP,
estabilizadores) (Sigma®), 20 pL de &gua ultra-pura (Sigma®), 0,2 pM de cada primer e 10 ng
de DNA (tanto dos fungos como da soja). Como controle negativo foi utilizado uma reagéo
idéntica a citada, no entanto sem nenhuma amostra (sem DNA), ou seja, apenas 0 Mix de
PCR, agua ultra-pura e os primers, e como controle positivo foram utilizados 5, 10 ou 50 ng
de DNA do isolado padréo 1-45 Jatai-GO.

As condicdes dos ciclos da PCR foram: 1 ciclo de 95 °C por 10 minutos
(desnaturacgdo); 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 42 °C por 2 minutos (anelamento dos
primers) e 72 °C por 2 minutos (extensdo de DNA); seguido por um ciclo final de extensdo de
DNA a 72 °C por 10 minutos (FREEMAN et al., 2002). Finalizados os ciclos da reagdo de

PCR, as amostras foram mantidas a 4 °C até a utilizagdo. Os produtos das reacdes de PCR
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foram corados utilizando GelRed (Biotium®) e analisados em gel de agarose a 1%
(SAMBROOK etal.,, 2001).

3.3 PCR comos primers especificos SSFWD/SSREV

Um par de primers especificos foi utilizado nas reacGes de amplificacdo de PCR,
sendo eles: SSFWD (5' - GCT GCT CTT CGG GGC CTT GTA TCG - 3) e
SSREV (5' - TGA CAT GGA CTC AAT ACC AAG CTG - 3') (FREEMAN etal., 2002).

Cada reagdo de PCR continha 25 pL de 2X Master Mix PCR (Sigma®), 20 pL de &4gua
ultra-pura (Sigma®), 0,2 UM de cada primer e 3 pL de amostra do liquido de embebicéo das
sementes e, ou, 10 ng de DNA. Como controle negativo utilizou-se uma reacdo sem nenhuma
amostra de DNA e, ou, do liquido de embebicdo das sementes, e como controle positivo
foram utilizados 5, 10 ou 50 ng de DNA do isolado padréo.

As condi¢des dos ciclos da PCR foram similares ao do Item 3.2, deste capitulo,
variando apenas na temperatura de anelamento dos primers (52 °C) e no tempo de anelamento
e extensdo durante os mesmos 30 ciclos (1 minuto apenas). Finalizados os ciclos, as amostras
foram mantidas em repouso a 4 °C até serem utilizadas. Os produtos das reacdes de PCR
foram coradas utilizando GelRed (Biotium®) e analisadas em gel de agarose a 1%
(SAMBROOK et al., 2001).

3.4 PCR de micélio e esclerédio de S. sclerotiorum

Porcoes de micélio e de esclerdédio do fungo S. sclerotiorum foram utilizadas na reacéao
de PCR, sem realizar a sua extracdo de DNA, para avaliar a viabilidade de um teste de
deteccdo molecular sem esta etapa (JACCOUD-FILHO, 1996).

Coletou-se em torno de 0,2 mg de esclerodio, e aproximadamente 0,1 mg de micélio
do fungo. Cada uma dessas partes foi colocada em um microtubo de 200 pL com 100 pL de
agua ultra-pura esterilizada e, entdo, os microtubos foram incubados por 10 minutos a 95 °C.
Para as reacdes de PCR (descrita Item 3.7 deste Capitulo), foram retiradas 3 pL de cada

microtubo.
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3.5 Amostra de semente de soja sadia

As sementes de soja, utilizadas nas avaliagcbes, foram da cultivar CD 206 RR, Lote
408, fornecidas pelo Eng. Agr. Carlos Klenki (Cooperativa Bom Jesus — Lapa— PR — Brasil),
gue segundo o mesmo seriam oriundas de area isenta do patdgeno. Essa amostra de sementes
foi avaliada, utilizando os métodos recomendados para a deteccdo de S. sclerotiorum em
sementes de soja pelo Regras de Andlise de Sementes, sendo eles: “Blotter-Test”, “Rolo de
Papel” e “Neon-S” (BRASIL, 2009; LANGERAK; MACHADO, 2002) confirmando, assim,

a auséncia de S. sclerotiorum nas sementes de soja

Utilizou-se 400 sementes dessa amostra, que foram colocadas em um saco plastico
hermeticamente fechado com &gua ultra-pura esterilizada, na proporcdo de 100 sementes/100
mL de dgua e mantidas a 4 °C + 0,5 °C (Figura 2.1). Desse liquido foram retiradas aliquotas
de 0 até 8 horas, em intervalos de 1 hora entre cada aliquota, e apds essas 8 horas foram
retiradas aliquotas as 12, 24, 48 e 72 horas. Os sacos foram agitados por 10 segundos antes da

coleta das amostras. As aliquotas foram armazenadas a -20 °C.

Nas reacdes de PCR, essas aliquotas de sementes sadias sem inoculacdo, foram
consideradas como controle negativo do método e, separadamente, ao se adicionar 10 ng de
DNA do isolado padrdo a essas amostras na reacdo de PCR, foram consideradas como

controle positivo, para avaliar a viabilidade do método.

Figura 2.1 — Sementes embebidas em agua ultra-pura, na propor¢do de 100 sementes/100 mL de agua, emum
total de 400 sementes, prontas para a retiradas das aliquotas como auxilio de uma micropipeta.
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3.6 Sementes artificialmente infectadas

Seguindo a metodologia descrita por Jaccoud-Filho (1996), as sementes da mesma
amostra da cultivar CD 206 RR (Lote 408) foram inoculadas artificialmente em placas de
Petricom BDA, contendo a cultura do fungo S. sclerotiorum do isolado padrdo, com 5 dias de
idade, cultivadas em camara de germinagdo a 14 °C e 12 horas de fotoperiodo. Para avaliar as
sementes com diferentes potenciais de indculo, diferentes tempos de inocula¢do nas placas de
Petri foram utilizados, onde as sementes foram mantidas em contato com a cultura do fungo
por: O, 4, 8, 12, 24, 48, e 72 horas, utilizando-se 400 sementes para cada periodo. Apds
colocar-se as sementes nas placas, estas foram mantidas em camara de germinagdo, sob
mesmas condicdes anterior. Ao finalizar cada periodo de inoculacdo, as sementes de cada
periodo foram colocadas em sacos hermeticamente fechados e embebidos com agua ultra-pura

esterilizada na proporcdo de 100 sementes/100 mL de agua e mantidas a 4 °C + 0,5 °C.

Para avaliar a viabilidade de deteccdo do patdgeno nas sementes através dessa técnica
e a interferéncia de inibidores da reacdo de PCR, foram coletadas, desse liquido das sementes,
aliquotas 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 12, 24, 48, e, 72 horas apds o inicio da embebicdo, com
auxilio de uma micropipeta de 1,0 mL. Os pacotes foram agitados por 10 segundos antes da
coleta das aliquotas,. As aliquotas foram armazenadas a -20 °C, até serem utilizadas
(JACCOUD-FILHO, 1996).

3.7 Sementes inoculadas artificialmente e sementes sadias

Para avaliar o potencial de deteccdo dessa técnica, foram utilizadas sementes
artificialmente inoculadas, misturadas com sementes sadias, em diferentes proporgoes
(JACCOUD-FILHO, 1996). A inoculacdo artificial das sementes procedeu-se da mesma
maneira descrita no item anterior, por um periodo de 72 horas. Em amostras de 400 sementes
totais, as proporcdes de sementes infectadas utilizadas foram: 75% (300 sementes infectadas),
50% (200 sementes infectadas), 25% (100 sementes infectadas), 5% (20 sementes infectadas),
2,5% (10 sementes infectadas), 1% (4 sementes infectadas) e 0,25% (1 semente infectada).
Todas essas amostras, contendo 400 sementes cada, foram colocadas, cada uma, em um saco
pléstico hermeticamente fechado e embebidas com agua ultra-pura esterilizada na proporcéao
de 100 sementes/100 mL de 4gua e mantidas a 4 °C + 0,5 °C.
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Aliquotas de 1,0 mL, foram retiradas de cada uma das amostras do liquido de
embebicdo das sementes, com diferentes porcentagens de sementes artificialmente infectadas,
ap6s0,1,2,3,4,5,6,7, 8,12, 24,48 e 72 horas de incubacéo a 4 °C, agitando-se os pacotes
por 10 segundos antes da retirada, com o auxilio de uma micropipeta de 1.000 pL. Apds a
coleta, as aliquotas foram mantidas a -20 °C, até serem analisadas (JACCOUD-FILHO,
1996).

3.8 Analise dos resultados

Os fragmentos obtidos foram comparados com um marcador de peso molecular de 100
bp e os géis de agarose, apds a corrida eletroforética, foram fotografados em um

fotodocumentador, com auxilio de luz Ultra-Violeta.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Eficiéncia e especificidade do par de primers especificos para a detec¢do de S.
sclerotiorum SSFWD/SSREV

Na avaliacdo da eficiéncia do par de primers SSFWD/SSREV (FREEMAN et al.,
2002), foi positiva a amplificacdo da banda de 278 bp, especifica para o fungo S.
sclerotiorum, como previsto por Freeman, et al. (2002), para todos os 57 isolados testados
desse fungo, mesmo os de diferentes regibes (Parand, Goids, Minas Gerais, S&do Paulo e
Bahia) e oriundos de varias plantas hospedeiras (Soja, Alface, Girassol, Canola, Couve,

Ansarinha, Serrelha, Repolho e Feijdo), como apresentado na Figura 2.2.
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Figura 2.2 — Amplificacdo de um fragmento especifico de 278 bp, através de reagdo de PCR com o par de
primers especificos de S. sclerotiorum SSFWD/SSREV e o DNA dos isolados de S. Sclerotiorum .
Controle Positivo: 10 ng do DNA do isoaldo padrdo. Controle Negativo: Amostras sem DNA
(Imagem: 11% de brilho).

Na Figura 2.3, é possivel observar a especificidade do par de primers
SSFWD/SSREYV, pois ndo amplificou fragmento algum para as outras espécies de fungos
testados e tdo pouco de DNA da soja.
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Figura 2.3 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR utilizando um par de primers especificos
para S. sclerotiorum (SSFWD/SSREV) e 10 ng de DNA de diversos fungos transmitidos pela
semente de soja. Controle negativo: Amostras sem DNA. Controles positivos: 5, 10 e 50 ng de
DNA do isolado padréo.

Na Figura 2.4, pode-se visualizar a presenca de uma banda para cada espécie testada,
com peso moleculares distintos devido a singularidade da regido ITS de cada espécie. Pelo
fata da regido ITS ser a regido da qual o par de primers especificos SSFWD/SSREV foi
construido (FREEMAN et al., 2002), comprova a viabilidade do DNA desses outros fungos e

a especificidade do par de primers especificos.
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Figura 2.4 — Amplificacdo por meio de PCR, utilizando o par de primers da regido ITS (ITS4/ITS5) e 10 ng de
DNA de diversos fungos transmitidos pela semente de soja e 0 DNA de soja. Controle negativo:
Amostras sem DNA. Controle positivo:10 ng de DNA do isolado padréo.
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4.2 Sementes Sadias

O resultado da reacdo de PCR com as aliquotas do liquido de embebicdo das sementes
de soja sadias pode ser observado na Figura 2.5, onde nenhum fragmento foi amplificado,
principalmente o de 278 bp (especifico para S. sclerotiorum). Esse resultado pode ser
considerado como testemunha, de que essa amostra de sementes ndo era portadora de S.

sclerotiorum, e dos proximos resultados.
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Figura 2.5 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio da PCR com o par de primers SSFW D/SSREV ¢ a
ndo amplificacdo de bandas de aliquotas de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24, 48, e, 72 horas, retiradas
do liquido de embebicdo das sementes sadias. Controle Negativo: PCR sem DNA. Controles
Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padréo.

Para avaliar se, por meio das aliquotas do liquido de embebicdo das sementes, seria
possivel detectar a presenca de S. sclerotiorum, devido a possivel presenca de substancias
inibitérias da PCR (WILSON, 1997), foram adicionados as aliquotas, 10 ng de DNA do
isolado padrdo. Como apresentado na Figura 2.6, todas as aliquotas amplificaram, juntamente
com o controle positivo (apenas DNA do isolado padrdo), o fragmento especifico de 278 bp,
ou seja, essas aliquotas, em caso de existéncia de 10 ng de DNA puro de S. sclerotiorum ndo
foram capazes de causar inibicdo da reacdo de PCR, em nenhum dos horérios testados de

coleta de amostra, apds a embebicao das sementes.
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Figura 2.6 — Amplificagdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas do liquido de embebicdo das sementes sadias com 10 ng de DNA de S. sclerotiorum.
Controle Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado
padrdo.

4.3 PCR com micélio e esclerddio de S. sclerotiorum

Ao testar a PCR diretamente com as solugdes incubadas de micélio e de esclerédio de
S. sclerotiorum, a reacdo foi capaz de detectar a presenca do fungo, mesmo sem realizar a
extracdo de DNA do mesmo, ou seja, foi amplificado o fragmento especifico de 278 bp para o
fungo nas aliquotas testadas na PCR, inclusive em suas duplicatas, como apresentado na
Figura 2.7. Esses resultados corroboram a eficiéncia do método sem a necessidade de extracéo

de DNA conforme sugerido anteriormente para Phomopsis meridionali, por Jaccoud Filho

(1996).
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Figura 2.7 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio da PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas de solugdes incubadas de micélio ou de esclerdio de S. sclerotiorum. Controle negativo:
Amostras sem DNA. Controle positivo:10 ng de DNA do isolado padréo.

4.4 Sementes artificialmente inoculadas

Para se avaliar a viabilidade de deteccdo de S. sclerotiorum presentes em sementes de
soja, realizou-se a inoculacéo artificial de sementes sadias, com Vvarios tempos de inoculagéo,
com o objetivo também de se testar a diferenca de potencial de in6culo do fungo e sua relacéo

comos possiveis inibidores de PCR, foram utilizados.

Em sementes inoculadas por 0 hora, em que as sementes foram colocadas na placa de
Petri, contendo a cultura do fungo, e retiradas imediatamente. E mesmo com o contato rapido
das sementes com o fungo, foi possivel detectar a presenca do fungo na amostra, desde a
aliquota de 0 hora até a aliquota das 48 horas. Nota-se a gradual diminuigdo na intensidade de
bandas a partir da aliquota das 6 horas, chegando a ndo aparecer na aliquota das 72 horas.
Provavelmente esse resultado negativo é devido a presenca de maior quantidade de exsudatos
liberados pelas sementes de soja por causa do maior periodo de embebicdo, que inibiriam a

reacdo de PCR.
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Figura 2.8 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo das sementes inoculadas por O hora. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padrao.
(Imagem: 6% de contraste)

200 bp

O resultado das aliquotas retiradas das sementes inoculadas por 4 horas em placas de
Petri pode ser visualizada na Figura 2.9. E possivel visualizar a amplificacdo da banda do
fragmento de 278 bp apresentada por todas as aliquotas, inclusive pela aliquota retirada as 72
horas de embebicédo, que nédo foi visualizada na inoculagdo por 0 hora. A visualizacdo dessa
banda provavelmente tem relagdo com o maior potencial de indculo apresentado pelas
sementes, devido ao maior periodo de inoculagdo das sementes, pois, segundo Wilson (1997),
a presenca de poucas celulas alvo, juntamente com a presenca de varias substancias
inibitorias, podem diminuir o nivel de sensibilidade da reacdo, acusando um resultado falso-
negativo. Nota-se que também houve uma gradual diminuicdo na intensidade das bandas, a
partir da aliquota das 12 horas, devido as substancias inibidoras liberadas pelas sementes, que

foram se acumulando, conforme aumentou-se o periodo de embebicéo.
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Figura 2.9 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp, por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liqguido de embebicdo das sementes inoculadas por 4 horas. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padréo.

O resultado da PCR, com as aliquotas coletadas de sementes inoculadas por 4 horas,
pode ser visualizada na Figura 2.10. As bandas das aliquotas as 48 e 72 horas de embebicdo,
foram, gradativamente, menos intensas que as demais, demonstrando, novamente, presenca de
substancias inibitorias. Ao comparar a Figura 2.10 com a Figura 2.9, nota-se que a intensidade
das bandas na 2.10 apresentou gradual diminiugédo da intensidade das bandas, a aprtir somente
da aliquota das 24 horas de embebicdo, provavelmente devido ao maior potencial de inculo,

por ser inoculada por um periodo maior.
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Figura 2.10 — Amplificagdo do fragmento de 278 bp, por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo das sementes apds 8 horas de inoculagdo. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padrao.
(Imagem: 4% de brilho e 10% de contraste)
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Nas sementes inoculadas por 12 horas, foi possivel observar a presenca da banda de
278 bp na aliquota de todos os periodos de coletas. Da aliquota das 5 até a das 72 horas nota-
se que a intensidade das bandas diminui, por causa dos inibidores que aumentam conforme

aumenta o periodo de embebicéo (Figura 2.11).
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Figura2.11 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp, por meio de PCR, como par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo das sementes apds 12 horas de inoculagdo. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padrao.
(Imagem: 7% de brilho e 4% de contraste)

Na amostra de sementes inoculadas por 24 horas, foi possivel a detec¢do de S.
sclerotiorum em todas as aliquotas coletadas, com gradual diminuicdo da intensidade das
bandas a partir apenas da aliquota das 48 horas de embebicdo devido, novamente, a0 maior

potencial de indculo dessa amostra em comparacdo com as anteriores (Figura 2.12).
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Figura 2.12 — Amplificagcdo do fragmento de 278 bp, por meio de PCR, com o par de primers SSFWD/SSREV,
e aliquotas retiradas do liquido de embebicdo das sementes inoculadas por 24 horas. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padréo.
(Imagem: 17% de brilho e 17% de contraste)

Como na amostra de sementes inoculadas por 24 horas, todas as aliquotas coletadas da
amostra de sementes inoculadas por 48 horas, também amplificaram o fragmento de 278 bp.,
apresentando o mesmo efeito na intensidade das bandas, que foi menor apenas na aliquota das
72 horas (Figura 2.13).
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Figura 2.13 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV, e
aliquotas retiradas do liquido de embebigcdo das sementes inoculadas por 48 horas. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padrao.
(Imagem: 10% de brilho e 6% de contraste)
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Na amostra de sementes inoculadas por 72 horas, houve inibicdo na reacdo de PCR,
nas aliquotas coletadas a partir de 48horas, pois ndo se detectou a amplificacdo da banda do
fragmento de 278 bp. A amplificacdo da banda da aliquota de embebicdo das 24 horas ja se
apresenta menos intensa que as anteriores a ela, indicando que um possivel processo de

inibicdo j& teria se iniciado (Figura 2.14).
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Figura 2.14 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio da PCR com o par de primers SSFWD/SSREV, e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo das sementes inoculadas por 72 horas. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padrdo
Jatai-GO.

Rasmussen; Wulff (1991) observaram que o tempo de embebicdo é crucial no
processo de inibicdo da reacdo de PCR, ndo detectando inibicdo da reacdo de PCR em
aliguotas coletadas até 6 horas, e inibicdo completa apos 16 horas de embebicdo. Reeves et al.
(1994) e Jaccoud-Filho (1996) também reportaram os mesmos problemas de inibicdo da

reacdo de PCR, causada devido a longos periodos de embebicdo das sementes.

Machado etal. (2001) relataram que, a inoculagdo de sementes por contato direto com
os fungos em meio agarizado (BDA), pode permitir que essas iniciem seu processo de
germinacdo em curto periodo de tempo, ou seja, quando essas sementes sdo colocadas em
solucdo com a agua, a liberacdo de exsudatos é maior, consequentemente ha maior potencial
inibitério nas aliquotas do liquido de embebicdo das sementes inoculadas por 72 horas (Figura
2.14).
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O liquido de embebicdo das sementes de soja foi colocado em uma placa de Petri e
fotografado a cada 12 horas, a partir do inicio da embebig&o, até as 72 horas, para ilustrar o
aumento gradativo dos exsudatos liberados pelas sementes sadias, juntamente com uma
semente como exemplar de qual era o estado das mesmas em cada um desses periodos de
embebicdo (Figura 2.15). Pode-se notar que quanto maior o periodo de embebicdo, mais
escura € a coloracdo do liquido devido a presenca de maiores quantidades de exsudatos. A
partir de 12 horas de embebicdo, o tegumento das sementes ja encontra-se rompido,

colaborando com 0 aumento da liberagédo dos exsudatos.

ﬁ12 horas 24 horas 48 horas 72 horas

Figura2.15 — Liquido de embebicdo de sementes sadias ap6s 0, 12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo e a condicdo
da semente apds esses periodos.

45 Sementes artificialmente inoculadas e sementes sadias

Segundo os resultados apresentados, 0 método de PCR com primers especificos para
S. sclerotiorum foi capaz de detectar a presenca de S. sclerotiorum quando 100% das
sementes foram inoculadas. Para avaliar o potencial de deteccdo deste método, foram testadas
amostras de sementes, com diferentes proporcdes de sementes inoculadas artificialmente,

misturadas com sementes sadias.

Nas Figuras 2.16, 2.17 e 2.18, pode-se observar que foi possivel a detec¢do do fungo
em amostras com 75%, 50% e 25% das sementes inoculadas, respectivamente, desde a
primeira aliquota coletada (0 hora), como observado nas amostras com 100% das sementes

inoculadas.

Na amostra de sementes com 75% de contaminacdo had indicios da presenca de
inibidores da reacdo da PCR desde a aliquota coletada ap6s 6 horas de embebicdo das

sementes, e quanto mais tarde a retirada das amostras, menor é a intensidade da banda
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apresentada e, depois das 24 horas, praticamente ndo se observou nenhuma amplificacéo
(Figura 2.16).
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Figura 2.16 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de amostra de sementes com 75% de inoculagéo.
Controle Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado
padréo.

A medida que a quantidade de indculo de S. sclerotiorum diminui, a sua detecgdo
torna-se mais dificil, sendo que na amostra com 50% de contaminacdo, nas aliquotas de 24,

48 e 72 horas de embebicdo, nenhuma amplificagdo foi observada (Figura 2.17).
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Figura 2.17 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de amostra de sementes com 50% de inoculacéo.
Controle Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado
padréo.
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O resultado da reacdo de PCR das aliquotas coletadas de amostras com 25% de
sementes inoculadas pode ser observado na Figura 2.18. A banda do fragmento especifico das
aliquotas coletadas de 0 a 24 horas de embebicdo sdo observadas. No entanto, a aliquota de 0
hora apresentou uma banda menos intensa, provavelmente pelo fato de ndo ter havido tempo
suficiente para a liberacdo de material fungico, capaz de ser detectado na reacdo de PCR. Por
outro lado, o fato da amplificacdo da banda da aliquota de 24 horas ter sido menos intensa
possa ser atribuido a uma maior liberacdo de exsudatos pelas sementes (MCDONALD et al.,
1988 apud BECKERT et al., 2000), inibindo a PCR (JACCOUD-FILHO, 1996; WILSON,
1997).
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Figura 2.18 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp, por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes com 25% de inocula¢do. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padrao.
(Imagem: 20% de brilho e 11% de contraste)

Ao se utilizar uma amostra de 400 sementes com apenas 5% de inoculacdo, observa-se
(Figura 2.19) que as bandas obtidas da amplificacdo do fragmento especifico de 278 bp séo
menos intensa, para alguns horario de aliquotas. Provavelmente, isso possa ser atribuido ao
potencial de indculo nas sementes ser menor que os anteriores testados (menor porcentagem
de sementes inoculadas), podendo diminuir a sensibilidade da reacdo devido a sua proporcéo,
em relacdo aos produtos lixiviados pelas sementes ser pequena (WILSON, 1997), mas foram

detectadas nas aliquotas de 0 a 12 horas de embebicdo, sendo mais intensas das 2 as 7 horas.
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Figura 2.19 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liqguido de embebicdo das sementes com 5% de inoculagdo. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padréo.
(Imagem: 20% de brilho e 28% de contraste)

Com relacdo as aliquotas apresentadas anteriormente, nota-se que as amplificacdes
dessas bandas sdo pouco intensas, podendo estar relacionadas com o periodo de armazenagem
das aliquotas a -20 °C, que foi de sete dias apds a coleta, pois uma das maneiras de inibicéo da
PCR é a captacdo ou degradacdo do DNA da amostra (WILSON, 1997; AL-SOUD; PETER
RADSTROM, 2000) .

Na primeira tentativa de se aliquotar as amostras do liquido de embebicdo das
sementes que ficaram armazenadas a -20 °C por periodo de 8 dias, ndo se detectou nenhuma
amplificacdo de banda especifica na reagdo de PCR. J& na segunda tentativa, depois de se
repetir todas as etapas, desde a inoculagdo das sementes, para a coleta de novas amostras do
liquido de embebicdo das sementes nos horarios pré-estabelecidos, pode-se observar na
Figura 2.20, que foram detectadas nas amostras com 2,5% de sementes inoculadas, as bandas
do fragmento especifico desde a coleta das 3 até as 12 horas mais intensas. Esses resultados
comprovam a suspeita de que houve algum processo de inibicdo durante o periodo de
armazenagem das amostras (8 dias), que resultou na primeira tentativa de coletas, em um

falso-negativo.
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Figura 2.20 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo das sementes com 2,5% de inoculacdo. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padrdo.
(Imagem: -6% de contraste)

Na Figura 2.21 é apresentado o resultado da PCR realizada com as aliquotas do
liquido de embebicdo das sementes com 1% de sementes inoculadas. Apesar das
amplificaces das bandas ndo serem boas quanto as observadas nos controles positivos (PCR
realizada com 10 ng de DNA do isolado padréo Jatai-GO), essas foram totalmente detectaveis

desde a colate de 1 até a das 8 horas.

Jaccoud-Filho (1996), em estudo para o desenvolvimento de um teste de deteccdo de
Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis em sementes de soja, encontrou efeito inibitrio nas
amplificacdo da PCR em aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes

artificialmente inoculadas, sendo possivel detectar 1% de sementes inoculadas artificialmente.
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Figura 2.21 — Amplificacdo do fragmento especifico de 278 bp por meio de PCR com o par de primers
SSFWD/SSREV e aliquotas retiradas do liquido de embebi¢do das sementes da com 1% de
inoculagéo. Controle Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de
DNA do isolado padrédo. (Imagem: 25% de brilho e 24% de contraste)

Nas amostras retiradas do liquido de embebicdo de 400 sementes, com apenas 1
semente inoculada, ou seja 0,25%, observa-se a presenca da banda do fragmento especifico de
278 bp nas aliquotas das 2, 3, 4, 6 e 7 horas, mesmo que com pouca intensidade (Figura 2.22).
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Figura 2.22 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo das sementes com 0,25% de inoculagdo. Controle
Negativo: PCR sem DNA. Controles Positivos: PCR com 10 e 50 ng de DNA do isolado padréo.
(Imagem: -17% de brilho e -50% de contraste)
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Esse resultado demonstra a sensibilidade de detec¢do de S. sclerotiorum pelo método,
emsementes de soja artificialmente infectadas, com nivel de inoculacédo de até 0,25%. Apesar
dos problemas decorrentes da presenca de compostos inibidores de PCR, também relatados
por diversos autores (CHOU, 1991; JACCOUD-FILHO, 1996; WILSON, 1997; AL-SOUD;
RADSTROM, 1998; VAN DER SOUWEN et al., 2002).

De acordo com os resultados obtidos, 0 menor tempo da coleta da aliquota do liquido
de embebicdo das sementes de soja, em que para todas as amostras testadas ocorreu a
amplificacdo da banda do fragmento especificos de 278 bp, foi apds 3 horas de embebicéo.
No entanto, este periodo minimo poderia ser menor ainda, levando-se em consideracdo a
interferéncia de fatores inibitorios nas reacbes de PCR, que antes das 3 horas acusaram

resultados falso-negativos.

Ao ser capaz de detectar 0,25% de sementes inoculadas com S. sclerotiorum, em
apenas poucas horas, com alta especificidade e repetibilidade, ou seja, todos os requerimentos
para 0 desenvolvimento de um teste de analise sanitaria (BLAKEMORE; REEVES, 2002), o
presente método apresenta-se como uma ferramenta promissora para ser aprimorada e
aplicada em laboratdrios de rotina de analise da qualidade sanitaria de sementes. Como a
deteccdo de sementes artificialmente contaminadas ndo representa a realidade, o passo inicial

para a otimizacdo do método é avaliar a deteccdo de sementes naturalmente infectadas.

Outro problema enfrentado com as técnicas moleculares € a limitacdo de resultados
qualitativos, isto é, indicam a presenca do patdgeno nos lotes de sementes, mas ndo indicam o
nivel de infeccdo dos lotes (JACCOUD-FILHO et al., 2002). O constante aprimoramento de
técnicas moleculares tem-se mostrado promissor, com relacdo a quantificacdo de sementes
infectadas por patdgenos dentro de um determinado lote de sementes, técnicas como a PCR
guantitativa (BATES et al, 2001), PCR em tempo real (BATES et al, 2001,
KONSTANTINIVA et al., 2002; MCEWAN; MULHOLLAND, 2002) e Scorpions Primers
(BATES; TAYLOR, 2001; JACCOUD-FILHO et al., 2002a) podem ser utilizadas.
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5 CONCLUSAO

O par de primers utilizados SSFWD e SSREV foi capaz de detectar todos os isolados

de S. sclerotiorum, apresentando-se especifico para tal fungo.

Pelo método proposto que, por meio da PCR a partir do liquido de embebicdo das
sementes, foi possivel detectar a presenca do fungo, em amostras de sementes de soja
artificialmente infectadas, com a presenca de até uma semente contaminada em 400 sementes

totais (contaminacéo de 0,25%).

O método é promissor, no entanto precisa ser otimizado para aplicacdo em

laborat6rios de analise de rotina.



97
CAPITULO 111

COMPARACAO DO METODO DE DETECCAO MOLECULAR COM OUTROS
METODOS DE DETECCAO DE S.sclerotiorum EM SEMENTES DE SOJA

RESUMO

Existem diversos testes recomendados para a deteccdo de S. sclerotiorum nas sementes,
diferindo em sensibilidade, repetibilidade, rapidez e economicidade. Os métodos
tradicionalmente recomendados (“Blotter test”, Rolo de Papel e Neon-S) sdo baseados em
incubacdo e, consequentemente, sdo testes lentos e pouco precisos. Um método de deteccéo
molecular pode ser uma importante ferramenta, rapida e precisa na deteccdo deste fungo nas
sementes de soja. O objetivo do presente capitulo foi comparar o método molecular com
outros métodos de deteccdo de S. sclerotiorum em sementes de soja. Foram utilizadas
amostras de sementes oriundas de plantas infectadas com nivel de 5, 50 e 80% de severidade
da doenca, 7 amostras de sementes de area comercial e 31 amostras de lotes comerciais. Nas
amostras de plantas naturalmente infectadas, pelos testes tradicionais, o fungo foi detectado
nos trés niveis de severidade, mas com niveis diferentes de contaminagdo entre 0s mesmo; ja
pelo teste molecular, apenas nas duas amostras com maior severidade o fungo foi detectado.
Em amostras de areas comerciais, as amostras apresentaram baixa ou nenhuma contaminacéao
pelo fungo, segundo os métodos tradicionais, e através do método molecular, o fungo foi
detectado em apenas uma das amostras, ap6s a utilizacdo de um filtro de substancias
inibidoras da reacdo de PCR. Nas amostras de lotes comerciais, apenas foi detectado o fungo
em uma das amostras pelo teste molecular, que ndo foi detectado pela metodologia tradicional
de incubacdo em Rolo de Papel, no entanto, este método tradicional detectou o fungo em 15
das 31 amostras. O teste molecular mostrou-se mais rapido que os demais, detectando o fungo
em diversas amostras naturalmente contaminadas, no entanto, ndo apresentou um resultado
guantitativo e muitos resultados falso-negativos foram observados, principalmente devido a
grande dificuldade enfrentada pela presenca de substancias liberadas pelas proprias sementes
que inibiram a reacdo de PCR, demonstrando ser um teste promissor mas que necessita de
otimizacdo. Talvez aumentar a quantidade de sementes amostradas, a utilizacao de filtros e-ou
a utilizacdo de outras técnicas moleculares (Nested-PCR e Real- Time-PCR) possam ajudar a
superar essas dificuldades.

Palavras-chave: Mofo branco. Glycine max. Metododologia. Liquido de embebicdo. PCR.
Inibicdo.
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ABSTRACT

There are several recommended methods for the detection of S. sclerotiorum on seeds,
differing in sensitivity, repeatability, speed and economy. The traditionally recommended
methods (Blotter test, Paper Roll and Neon-S) are based on incubation, are slow and
imprecise. The molecular detection method can be an important tool, fast and accurate to
detection of this fungus on soybean seeds. In this chapter, the study aimed to compare the
molecular method to other recommended methods to detection of S. sclerotiorum in soybean
seeds. Seeds samples from naturally infected plants with severity disease level of 5%, 50%
and 80%; seven samples from infested commercial seed field and 31 samples from
commercial lots were evaluated. In samples from naturally infected plants by the traditional
tests, the fungus was detected in the three levels of severity, but with different levels of
contamination, whereas the molecular test only detected the fungus in the samples from plants
with severity of 50% and 80%. In samples of commercial areas, low or no contamination by
the fungus was verified, according to traditional methods, and through the molecular method,
the fungus was detected in only one of the samples after the use of a filter for substances that
inhibit PCR . In the samples of commercial lots, the fungus was detected only in one sample
by molecular method, which was not detected by the traditional method of incubation in Paper
Roll, however, this traditional method detected the fungus in 15 of 31 samples. The molecular
test was found to be faster than the others, detecting the fungus in various naturally
contaminated samples, however, did not provide a quantitative result and many false- negative
results were observed, mainly due to the great difficulty faced by the presence of substances
released by seeds that inhibited the PCR reaction, proving to be a promising test but needs
optimization. Perhaps increasing the amount of sampled seeds, the use of filters or use of
other molecular techniques (nested PCR, DNA probes and Real-Time PCR) may help
overcome these difficulties.

Keywords: White mold. Glycine max. Methododology. Soaked. PCR. Inhibition.
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1 INTRODUCAO

Devido a importancia econémica de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, em
lavouras de soja tanto no Brasil como no mundo (FERREIRA et al, 1979; GRAU, 1988;
GRAU, 1989; GRAU; HARTMAN, 1999; JULIATTI et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005;
LEITE, 2005; BOLTON et al., 2006; CARREGAL et al., 2010; JACCOUD-FILHO et al,
2010), e visto que esse patdgeno tem nas sementes o seu principal meio de disseminacéo, que
pode ser tanto por micélio aderido interna e, ou, externamente quanto por esclerédios
misturados as sementes (NEERGAARD, 1979; SINCLAIR, 1979; KULIK; SINCLAIR,
1989; RICHARDSON, 1990; YANG et al,1998;, MACHADAO et al, 1997,
MACHADO,1999; DHINGRA, 2005; GOULART, 2005; ALMEIDA et al., 2005) foi
estabelecido o nivel zero de tolerancia para este patdgeno em sementes de soja (MACHADO,
etal, 1997; BRASIL, 2004).

A adocdo de padrdes de tolerancia, além da finalidade de aprovacdo ou rejeicdo de
lotes produzidos, é uma forma eficaz de impedir a introducdo ou circulacdo de inimeros
patdgenos em locais ainda isentos desses agentes (MACHADO, 1999; MACHADO; POZZA,
2005).

Existem diferentes métodos para deteccdo de S. sclerotiorum na semente, com
variagdes na sensibilidade, reprodutibilidade, economicidade e rapidez para obtencdo de
resultados (MENTEN, 1985; SHEPPARD, 1993; PERES, 1996; NASSER, 1999;
MACHADO; LANGERAK, 2002; BRASIL, 2009; HENNEBERG, 2011).

Os métodos recomendados pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009)
para a deteccdo de S. sclerotiorum em sementes de soja, sdo a incubacdo em Papel Filtro

(“Blotter Test”), em Rolo de Papele em Meio Agar-Bromofenol (Neon).

O método “Blotter Test” consiste na incubagdo das sementes por 14 dias, sobre duas
folhas de substrato de papel mata borrdo, com agua destilada em quantidade 2,5X o peso do
substrato, em caixas de plastico incolor de 11x11 cm, em temperaturas entre 10 a 15 °C, sob
escuro, com umedecimento adicional do substrato. Segundo este método, a deteccdo de S.
sclerotiorum €é baseada apenas na presenca ou auséncia de esclerodios proximos as sementes
(MACHADO; LANGERAK, 2002; BRASIL, 2009). Goulart (2005) sugere utilizar 30 dias
de incubacéo, para a avaliacdo deste patdgeno.
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O método em Rolo de Papel consiste na distribuicdo de 50 sementes uniformemente
alocadas sobre duas folhas de papel de germinacdo (44,0 x 34,0 cm) umedecidas com agua
destilada que, em seguida, sdo cobertas com uma terceira folha também umedecida com agua,
e, entdo, é feito umrolo. Os rolos sdo acondicionados em sacos de polietileno com pequenas
perfuracbes no topo e sdo colocados em camara de incubacdo com atmosfera proxima a
saturacdo, no escuro, de 15-20 °C, pelo periodo de 14 dias. A avaliacdo verifica a formacédo ou
ndo do micélio tipicamente branco do fungo com formacéo de esclerddios negros (KOCH,;
MENTEN, 2000; MACHADO; LANGERAK, 2002; BRASIL, 2009; PARISI et al., 2006).

Por fim, o método de incubagdo em meio Neon, onde as sementes sdo colocadas em
placas de Petri de 9,0 cm de diametro, contendo meio de cultura a base de BDA com 150
mg/L de Azul de Bromofenol, 150 mg/L de sulfato de estreptomicina e 150 mg/L de
penicilina G, que sdo incorporados quando o BDA encontra-se a 50 °C (fundido) apds
autoclavagem. O pH final deve ser ajustado para 4,7 com HClou NaOH. As placas devem ser
expostas a luz por 12 horas, a 20 °C por 5-8 dias. O exame das sementes é feito a partir do
terceiro dia de incubacdo, onde se observa a formagdo de halos amarelados ao redor das
sementes e a visualizacdo de micélio superficial sobre o meio na zona do halo, partindo das
sementes, confirma a presenca do fungo (NASSER et al., 1999; BRASIL, 2009).

Nesse ultimo metodo, a formacdo do halo amarelado ocorre devido ao acido oxalico
liberado pelo fungo S. sclerotiorum durante seu crescimento (ALEXOPOULOS et al., 1996;
NASSER, 1999; AGRIOS, 2009), que diminui o pH do meio que conttm Azul de

Bromofenol, que indica esta acidificagdo do meio.

Napoledo et al. (2006) propuseram uma modificacdo no meio Neon, onde, em um litro
de BDA, adiciona-se, antes da autoclavagem, 50 mg de azul de bromofenol, 50 mg de
cloranfenicol e 50 mg de acido livre 2,4-D, de modo que o antibidtico utilizado é de amplo
espectro, a forma do acido 2,4D suporta autolavagem e ndo precisa de ajuste de pH, novo

meio entdo denominado de Neon-S.

Pode-se observar que os métodos descritos acima, sdo todos baseados na incubacéo
das sementes em condi¢cBes controladas, para estimular o desenvolvimento do patdgeno nas
sementes, processo que leva no minimo 5 dias (MCGEE, 2002; BLAKEMORE& REEVES,
2002; JACCOUD-FILHO, et al., 2002; NAPOLEAO et al., 2006; BRASIL, 2009) podendo
chegar até 30 dias (GOULART, 2005). Além disto, podem gerar resultados subjetivos, por
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avaliarem caracteristicas morfologicas do patégeno (BLEKEMORE; REEVES, 2002;
CARVALHO VIEIRA; MACHADO).

Outra desvantagem que pode-se citar destes trés metodos é o desenvolvimento de
alguns fungos fitopatogénicos e saprdfitas que tem crescimento mais rapido que o fungo S.
sclerotiorum, dificultando a andlise (MCGEE, 2002; BRASIL, 2009), podendo gerar um
resultado falso negativo, ou seja, ndo se detectando a presenca de S. sclerotiorum numa
analise de rotina em lotes que estariam contaminados, resultando na aprovacdo do mesmo que
podera ser fonte de inéculo primario do fungo (NEERGAARD, 1979; SINCLAIR, 1979;
FERREIRA et al, 1979; GRAU, 1988; GRAU, 1989; KULIK; SINCLAIR, 1989;
RICHARDSON, 1990; YANG et al,,1998; MACHADO et al, 1997; MACHADO,1999;
GRAU; HARTMAN, 1999; JULIATTI et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005; LEITE, 2005;
DHINGRA, 2005; GOULART, 2005; ALMEIDA et al., 2005; BOLTON et al., 2006;
CARREGAL etal.,, 2010; JACCOUD-FILHO et al., 2010).

Por outro lado, no método Neon, hd outros microrganismos que liberam substancias
acidas, que também podem originar halos amarelados, produzindo um resultado de falso
positivo (BRASIL, 2009).

Técnicas moleculares podem ajudar a superar os problemas apresentados pelos
métodos tradicionais de deteccdo de patdgenos em sementes, apresentando vantagens como a
economicidade (elimina etapas de incubagdo), a rapidez, especificidade (primers e sondas
especificas podem ser desenvolvidas), sensibilidade (pequenas quantidades de indculo podem
ser detectadas) e a versatilidade (BLAKEMORE; REEVES, 2002; JACCOUD-FILHO et al,,
2002; TAYLOR et al., 2006; JACCOUD-FILHO; DABUL, 2011).

Ha diversos exemplos de estudos com resultados promissores para o desenvolvimento
de testes de deteccdo de patdgenos em sementes, baseados em técnicas moleculares,
principalmente através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — “Polymerase Chain
Reaction”) (BLAKEMORE et al, 1994; JACCOUD-FILHO, 1996; THOMAS; TAYLOR,
1999; JACCOUD-FILHO et al., 2002; TAYLOR et al., 2006; LANDA et al., 2007;
CHILVERS et al., 2007; KULIK, 2008; GRABICOSKI et al., 2011). Alguns desses métodos
sdo até recomendados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, como por
exemplo, os para a detecgéo de Xanthomonas hortorum pv. carotae em sementes de cenoura;
Curtobacterium flaccumfaiens pv. flaccumfaciens e X. axonopodis pv. phaseoli em sementes
de feijjdo (BRASIL, 2009).
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2 OBJETIVO

Comparar 0 método de deteccdo molecular, proposto no capitulo anterior, com as

demais metodologias recomendadas para a deteccdo de S. sclerotiorum, em sementes de soja.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras de sementes
3.1.1 Sementes aparente mente sadias, mas oriundas de plantas infectadas:

Uma area de producdo de soja, infestada com S. sclerotiorum, foi monitorada durante
a safra 2010/2011, no municipio de Pinhdo-PR (PI). Cerca de mil plantas de soja foram
marcadas, segundo seus niveis de severidade de Mofo branco, sendo eles: menor que 10% de
severidade (10%); 50% de severidade (50%) e maior que 80% de severidade (80%)
(JULIATTI; JULIATTI, 2010), no estadio fenologico R5.5/R6 (final da granacdo/granacao
plena) (FEHR; CAVINESS, 1977). Estes niveis de severidade foram escolhidos por serem
contrastantes entre si. Posteriormente, quando em ponto de colheita, as plantas marcadas
foram colhidas e trilhadas manualmente e individualmente, com luvas. Para cada nivel de
severidade, amostras de aproximadamente 500 g foram guardadas em sacos de papel Kraft a

20 °C, até serem analisadas.

3.1.2 Sementes de soja de areas comerciais de producédo de sementes

Foram utilizadas sete amostras de sementes de soja, provenientes de areas com
historico da incidéncia de S. sclerotiorum, segundo informacgdes dos responsaveis técnicos das

areas, coletadas no momento da colheita, sendo elas:

a) safra 2008/2009: A - CD 231 RR, proveniente da Regido de Ponta Grossa; B - CD
219, da Regido de Teixeira Soares; C - BRS 255 RR, proveniente da Regido de Ponta Grossa;
e D- CD 206, da regido de Carambeif;

b) safra 2009/2010: E — Don Mario 5.8i, da Regido de Ventania; F — BRS 255 da
Regido de Ipiranga; G — Spring, da Regido de Ventania.
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3.1.3 Sementes de soja de lotes comerciais

Foram utilizadas 31 amostras de sementes de soja de lotes comerciais, que foram
doadas por cooperativas e empresas de sementes do Parana, produzidas durante as safras
2009/10 e 2010/11. Os lotes sdo de diversas cidades produtoras do Parana, de diferentes
cultivares, sendo que quatro deles, ndo passaram pelo processo de beneficiamento.

Os lotes foram armazenados a 20 °C até serem utilizados.

3.2 Testes de deteccdo de S. sclerotiorum em sementes de soja
3.2.1 Métodos tradicionais recomendados para a detec¢do de S. sclerotiorum

As amostras de sementes coletadas direto de plantas naturalmente infectadas por S.
sclerotiorum com diferentes niveis de severidade (Item 3.1.1) foram submetidas as trés
metodologias recomendadas para o patogeno (“Blotter Test”; Rolo do Papel ¢ Neon-S)
(MACHADO; LANGERAK 2002; BRASIL, 2009).

As amostras de areas comerciais (Item 3.1.2) foram testadas pelas trés metodologias
recomendadas pela RAS ¢ duas variagdes do “Blotter Test” tradicional (20 °C), com alteracédo

na temperatura de incubagéo (7 °C e 14 °C), com quatro repeti¢0es para cada teste.

As amostras de Lotes comerciais (Item 3.1.3) foram submetidas apenas ao método do
Rolo de Papel (MACHADO; LANGERAK 2002; BRASIL, 2009), pois, segundo os
resultados que serdo apresentados, foi, entre os trés métodos recomendados, o que detectou

maiores niveis de contaminacdo nas amostras..

3.2.2 Método de deteccdo molecular de S. sclerotiorumem sementes de soja
3.2.2.1 Coleta das amostras

Para o teste de deteccdo molecular de S. sclerotiorum, 400 sementes de cada uma das
amostras descritas anteriormente foram utilizadas, sendo colocadas em sacos plasticos
hermeticamente fechados e embebidas em agua ultra-pura esterilizada na proporcao de 100

sementes/100 mL de agua, e incubadas a 4 °C + 0,5 °C.
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Do liquido de embebicdo das sementes, ap6s agitar levemente os pacotes por 10
segundos, aliquotas de 1,0 mL foram retiradas com o auxilio de uma micropipeta, ap6s 0s

seguintes periodos de incubacdo:

a) Amostras de sementes oriundas de plantas infectadas (Item 3.1.1): 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,

7,8, 12, 24, 48 e 72 horas respectivamente;

b) Amostras de area comercial (Item 3.1.2) e de lotes comerciais (Item 3.1.3): 3 e 6
horas (periodos determinados segundo resultados obtidos pela metodologia com sementes

artificialmente e naturalmente infectadas, respectivamente);

As aliquotas foram armazenadas a -20 °C até serem utilizadas, nas reagdes de PCR,
logo apds a coleta da Ultima amostra (72 horas apés o inicio da embebicdo para as amostras de

plantas infectadas e 6 horas para as demais amostras).

Algumas amostras, que apresentaram resultados negativos, foram passadas em filtros
(OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit — ZYMO RESEARCH®) que continham
componentes necessarios para a remocdo de inibidores enziméaticos da PCR, como, por
exemplo, compostos polifendlicos, taninos e melanina, segundo as recomendagdes do
fabricante (ZYMO RESEARCH®), para testar a viabilidade de tal ferramenta, para superar
problemas de inibicdes da PCR.

3.2.2.2 Reacdoem cadeia da polimerase - PCR (Polymerase chain reaction)

Um par de primers especifico foi utilizado nas reacdes de amplificacdo de PCR, sendo
ele: SSFWD (5 - GCT GCT CTT CGG GGC CTT GTA TCG - 3) e
SSREV (5' - TGA CAT GGA CTC AAT ACC AAG CTG - 3) (FREEMAN et al., 2002).

Cada reacdo de PCR continha 25 pL de 2X Master Mix PCR (1.5U Taqg DNA
Polymerase, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgChk, 0.001% gelatin, 0,2 mM dNTP,
estabilizadores) (SIGMA®), 20 pL de agua ultra-pura (SIGMA®), 0,2 pM de cada primer e 3
pL de amostra do liquido de embebicdo das sementes. Como controle negativo utilizou-se
uma reacdo idéntica a citada, no entanto sem amostra, ou seja, apenas o0 Mix de PCR, agua
ultra-pura e os primers; e como controle positivo utilizou-se o 10 ng de DNA do isolado
padréo 1-45 Jatai-GO (GARCIA, 2008)
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As condicdes dos ciclos da PCR foram: 1 ciclo de 95 °C por 10 minutos; seguindo-se
de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 52 °C por 1 minuto e 72 °C por um minuto; seguido
por um ciclo final de extensio de DNA a 72 °C por 10 minutos, finalizando com a
manutencdo das amostras a 4 °C. Os produtos das reacdes de PCR foram corados utilizando
GelRed (BIOTIUM®) e analisados em gel de agarose a 1%.

4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Sementes oriundas de plantas infectadas

Na Tabela 3.1 séo apresentados os resultados obtidos através dos metodos tradicionais
recomendados para a deteccdo de S. sclerotiorum nas sementes “Blotter Test”, incubagdo em
Rolo de Papel e incubacdo em meio Neon (NAPOLEAO, et al., 2006; BRASIL, 2009), com
as amostras de sementes soja coletadas de plantas naturalmente infectadas com o patégeno,
em diferentes niveis de severidades e a deteccdo molecular (+) ou ndo (-) do fragmento
especifico de 278 bp para S. sclerotiorum através do método de deteccdo molecular.

Tabela 3.1 — Resultado da incidéncia de S. sclerotiorum nas amostras de sementes de soja coletadas de plantas
naturalmente infectadas com o patégeno, emdiferentes niveis de severidade

Teste Molecular
Tempo de coleta das aliquota ap6s a embebicao

Sementes contaminadas, nas
400 sementes analisadas

Amostra (horas)
“Blotter Rolo
ote de NeonS O 1 2 3 4 5 6 7 8 12 24 48 72
Test
Papel
PI-5% 0 10 0
Pl — 50% 0 1 3 -+ + 4+ + + + + + o+ - - -
Pl — 80% 45 112 15 + + + + + + + + + + + + -

Ao analisar os resultados apresentados na Tabela 3.1, é possivel observar que todas as
amostras tinham a presenca de S. sclerotiorum, segundo essas metodologias tradicionais, no
entanto o resultado variou em funcdo da sensibilidade de cada método e do nivel de
contaminacdo de cada amostra. O método em Rolo de Papel conseguiu detectar o fungo nas
trés amostras, € no caso da amostra P1-80% detectou uma quantidade maior de sementes

contaminadas que 0s outros dois métodos.
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Na amostra PI1-5% foram detectadas apenas 10 sementes contaminadas através do
método de Rolo de Papel, e nenhuma segundo os demais testes, inclusive o método molecular

emtodos os tempos de coleta das aliquotas testados (Figura 3.1).

Visto que a amostra apresentou certo nivel de contaminagdo, esperava-se que 0
método molecular detectasse esse fato. No entanto, a reagdo de PCR pode ser inibida por
diversas substancias, inclusive compostos liberados pelas proprias sementes de soja através da
embebicdo (BLAKEMORE; REEVES, 1993; BLAKEMORE et al., 1994; AUDY etal., 1996;
JACCOUD-FILHO, 1996). Tentando superar esta dificuldade, filtraram-se algumas aliquotas
(3 e 6 horas) antes da reacdo de PCR, no entanto também ndo foi possivel a detec¢do do
patdbgeno nesta amostra de sementes pelo método molecular. Ha varios fatores que
influenciam o nivel de deteccdo, como, por exemplo, possuir na amostra colocada na reacdo
de PCR, um namero minimo de células que contenham a sequéncia alvo, pois poucas células
alvo, somadas com varias substancias inibitérias liberadas pelas proprias sementes, podem
resultar em um falso-negativo, devido a diminui¢do da sensibilidade da reagdo (CHOU, 1991;
WILSON, 1997; AL-SOUD; RADSTROM, 1998; AL-SOUD; RADSTROM, 2000).

Jaccoud-Filho (1996) relatou resultados falsos negativos similares, e por meio da
técnica de Nested-PCR, que consiste na reamplificacdo das amostras, utilizando um par de
primers internos a regido de interesse, foi possivel a deteccdo do fungo pretendido em
amostras de sementes de soja, que apenas com a amplificacdo normal ndo foi detectada,
demonstrando que a pequena quantidade de DNA interferiu na deteccdo. Talvez o aumento na
guantidade de sementes amostradas fosse outra alternativa para superar o problema da

pequena quantidade de DNA.
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Figura 3.1 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja, de plantas naturalmente
infectadas, com severidade de 5%. Controle negativo: Reacdo sem DNA e sem aliquota. Controle
Positivo: Reacdo com 10 ng de DNA do isolado padréo.

Ja na amostra P1-50%, o método de incubacdo em Rolo de Papel e em Neon-S
detectaram, respectivamente, 1 (0,25%) e 3 (0,75%) sementes contaminadas por S.
sclerotiorum, e segundo o “Blottes Test” nenhuma semente contaminada foi acusada, mas
como pode-se observar na Figura 3.2, a partir das aliquotas retiradas ap6s 1 hora de
embebicdo das sementes em 4gua até 12 horas de embebicdo, foi possivel a deteccdo do
patdgeno através do método molecular proposto no capitulo anterior. Provavelmente, a
aliquota anterior a 1 hora de embebicdo ndo possibilitou a deteccdo deste fungo possivelmente
pelo tempo ter sido insuficiente para a liberacdo de células do patégeno no liquido. Por outro
lado, as aliquotas retiradas ap6s 12 horas de embebicdo, possivelmente apresentavam
guantidades maiores de substancias inibitdrias da reacdo de PCR, liberadas pelas proprias
sementes (RASMUSSEN; WULFF, 1991; BLAKEMORE; REEVES, 1993; BLAKEMORE
et al, 1994; AUDY et al., 1996; JACCOUD-FILHO, 1996; VAN DER ZOUWEN et al.,
2002). Nota-se, na mesma Figura 3.2, que a amplificacdo da banda da aliquota retirada com 6
horas de embebicdo foi a mais intensa detectada no gel, indicando que talvez nesse tempo de
incubacdo, houvesse maior quantidade de células com o DNA alvo do fungo e, ou, menor

interferéncia das substancias inibitorias.
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+ ControlePositivo (10ngde DNA Jatai)

Marcador de 100bp

Marcador de 100bp
- ControleNegativo

Oh
1h
|
h
S5h

6h

7h

8h

12h

24h

48h
2

a——
-

Figura 3.2 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja, de plantas naturalmente
infectadas, comseveridade de 50%. Controle negativo: Reagdo sem DNA e sem aliquota. Controle
Positivo: Reagdo com 10 ng de DNA do isolado padrdo. (Imagem: 33% de brilho e 54% de
contraste)

300bp

Ja, a amostra PI-80%, como esperado, apresentou a maior quantidade de sementes
contaminadas, de modo que o patdgeno foi detectado pelas trés metodologias tradicionais
baseadas na incubacdo das sementes e também através do método molecular baseado na
embebicdo das sementes. O método de incubacdo em Rolo de Papel apresentou a maior
detec¢dao de sementes contaminadas, totalizando 112, contra 45 do “Blotter Test” e 15 pelo
Neon-S, das 400 sementes totais amostradas em cada metodologia. Nas aliquotas do liquido
de embebicdo, foi possivel detectar o patdgeno a partir da primeira aliquota (0 hora de
embebicdo), até 48 horas de embebicdo, sendo que apds 5 horas a banda amplificada tinha a
menor intensidade (Figura 3.3). Novamente, a interferéncia de substancias inibitorias a reacéo
de PCR néo possibilitou a deteccdo do patdgeno na aliquota retirada do liquido com 72 horas

de embebicdo.
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Figura 3.3 — Amplificagcdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja, de plantas naturalmente
infectadas, comseveridade de 80%. Controle negativo: Reacdo sem DNA e sem aliquota. Controle
Positivo: Reagdo com 10 ng de DNA do isolado padrdo. (Imagem: 22% de brilho e 17% de
contraste)

Esses resultados corroboram a eficiéncia do método de deteccdo molecular de S.
sclerotiorum em sementes de soja naturalmente infectadas, mesmo em amostras em que 0S
demais testes detectaram apenas 1 e 3 sementes contaminadas (Amostra P1-50%).

Para a obtencdo dos resultados pelos métodos convencionais, sdo necessarios de 5 a 15
dias para finalizar as avaliacbes, enquanto que 0 método molecular forneceu o resultado em
apenas algumas horas, sendo a rapidez na obtencdo de resultados, fator essencial em
laboratérios de analise de rotina (MACHADO; LANGERAK, 2002; BLAKEMORE;
REEVES, 2002). Havendo, também, variacdo quanto a sensibilidade de deteccdo de S.
sclerotiorum, entre os métodos de incubagdo convencionais.

Pode-se destacar a precisdo dos resultados obtidos através do método molecular, visto
que algumas dificuldades foram encontradas nos outros metodos. No método ‘“Blotter Test”,
aos 14 dias de incubacdo, algumas sementes apresentavam micélio similar ao de S.
sclerotiorum, no entanto sem a formacéo de esclerodios (Figura 3.4), essas sementes foram
consideradas sem S. sclerotiorum; porém, em pesquisa realizada por Purdi; Grogan (1954)
com isolados de S. sclerotiorum, os autores observaram que alguns dos isolados avaliados
necessitaram de nutrientes especiais para a formacéo de esclerodios, fato que poderia indicar a

possibilidade da obtencdo de resultados falsos negativos, por este método e também pelo
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método de incubacdo em Rolo de Papel, que igualmente sdo baseados na formacdo de

esclerédios.
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Figura 3.4 — “Blotter test” — Sementes com formacdo de micélio branco caracteristico de S. sclerotiorum com
(Tracejado vermelho) e sem (Tracejado verde) a presenca de esclerddios

No método de incubacdo em Rolo de Papel, outra dificuldade observada foi a de
formacdo de esclerddios do lado de fora do rolo (Figura 3.5), pois ndo se sabe de qual(is) e,
ou, de quantas sementes ele se originou e, ainda, a deterioracdo das folhas de papel em

algumas situacgdes (Figura 3.6).

Figura 3.5 — Método de Rolo de Papel: Formagao de esclerddios externamente aos rolos de papel.
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Figura 3.6 — Método Rolo de papel: papel com partes deterioradas e, ou, emdecomposicao.

No método de incubacdo em meio Neon-S, houve dificuldade para a quantificacdo das
sementes contaminadas, quando as placas apresentavam mais de uma semente contaminada
(Figura 3.7A) e a presenca de outros patdgenos que formaram halos amarelados (Figura
3.7B), sendo os mesmos problemas relatados por Henneberg (2011) e Henneberg et al.
(2012). Outro ponto negativo deste teste, segundo Henning; Bergonsi (2011) é a dificuldade
de instalacdo de tal método.

Figura 3.7 — Método Neon-S: A —Formacdo do halo amarelado caracteristico sob diversas sementes; e B —
Formacéo do halo amarelado sob sementes contaminadas por outros microrganismos.




4.2 Sementes de areas comercias de soja
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O resultado das andlises das amostras de sementes de areas comerciais com historico

de S. sclerotiorum com as metodologias utilizadas encontra-se na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Resultado dos testes de deteccdo tradicionais recomendados para S. sclerotiorum, com quatro

repeticbes (R1, R2, R3, e R4) comamostras de sementes de soja retiradas de areas comerciais.

Meétodos tradicionais

Método Molecular

Area R “Blotter “Blotter “Blotter Rolo Serr_1 _Kitge Com_Kit~de
Test” Test” Test” de Neon-S  Purificagdo purificag8o
(7°C) (14°C) (20°C)  Papel 3h 6h 3h  6h

A R1 0 0 0 0 0 - -

R2 0 0 0 0 0 - -

gﬁ)”st;‘a R3 0 0 0 0 0 .
R4 0 0 0 0 0 - - - -

B R1 0 4 0 0 0 - -

Teixeira R2 0 0 0 0 0 i i

Soares R3 0 0 0 0 0 - -
R4 0 0 0 0 0 - - - -

c R1 0 0 0 0 0 - -

Ponta R2 0 0 0 0 0 - -

Grossa R3 0 0 0 0 0 - -
R4 0 1 0 0 0 - - - -

R1 0 0 0 1 0 - -

D R2 0 0 0 0 0 - -

Carambei R3 0 0 0 0 0 - -
R4 0 0 0 0 0 - - + -

R1 2 0 0 0 0 - -

E R2 0 0 0 0 0 - -

Ventania R3 0 0 0 0 0 - -
R4 0 0 0 0 0 - - - -

R1 0 0 0 0 0 - -

F R2 0 0 0 0 0 - -

Ipiranga  R3 0 0 0 0 2 - -
R4 0 0 0 0 0 - - - -

R1 0 0 0 0 0 - -

G R2 6 0 0 0 0 - -

Ventania R3 0 0 0 0 0 - -
R4 0 0 0 0 0 - - - -

Pelo resultados apresentados na Tabela 3.2, um pequeno numero

de sementes

contaminadas com S. sclerotiorum foi detectado pelos métodos baseados na incubacdo das

amostras de sementes, e pelo método molecular o fungo ndo foi detectado em nenhuma das
duas aliquotas (3 e 6 horas) testadas sem filtro (Figuras 3.8; 3.9; 3.10; 3.12; 3.13 € 3.14), e em
apenas uma das amostras filtradas (aliquota coletada ap6s 3 horas de embebicédo, da area D —

Carambei-PR) foi detectado o patdgeno (Figura 3.11).

Ao considerar que foram testadas 1.600 sementes de cada area comercial para cada

metodologia e que ndo se detectou sementes contaminadas, pode-se dizer que as sementes da

area A apresentavam-se isentas do fungo (Tabela 3.3). Por outro lado, as sementes da area B
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apresentaram 0,25% de contaminagdo segundo o “Blotter Test” a 14 °C; as sementes das areas
C e D 0,06% segundo “Blotter Test” a 14 °C e Rolo de Papel respectivamente; as sementes da
amostra Ee F, 0,125% segundo “Blotter Test” a 7 °C e Neon-S respectivamente e as sementes

da amostra G com 0,375% de contaminagéo de S. sclerotiorum.

Esses baixos niveis de incidéncia de S. sclerotiorum podem justificar a ndo deteccéao
do patogeno no teste molecular, pois talvez as 1.600 sementes embebidas nas quatro
repeticbes (R1, R2, R3 e R4) realmente ndo continham a presenca do patdgeno, ou entdo,
como apresentado anteriormente, a quantidade de DNA alvo era pequena, principalmente
quando comparada com a proporcdo de substancias inibitérias da reacdo de PCR liberadas
pelas préprias sementes de soja (CHOU, 1991; WILSON, 1997; AL-SOUD; RADSTROM,
1998). Por meio da utilizacdo do filtro foi possivel detectar o patdgeno em uma amostra de
area comercial que continha apenas 0,06% de incidéncia do fungo, segundo o método de
incubacdo em Rolo de Papel e que ndo tinha sido detectado em amostras em que ndo foram
utilizados os filtros, demonstrando a interferéncia dos inibidores da reacdo de PCR, que, nesse

caso, foram superadas pelo filtro.

Por meio de todos os métodos tradicionais foi possivel detectar o patdgeno quando
1.600 sementes foram analisadas, ao somar as quatro repeticOes, sugerindo que talvez um
aumento no numero de sementes analisadas fosse uma maneira de detectar mais precisamente
0 patdgeno, como ja ocorre no teste de detec¢cdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em
sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris) que analisa 1.000 sementes, ou entdo, na deteccdo de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis em sementes de tomate (Lycopersicon
esculentum) que analisa 10.000 sementes (BRASIL, 2009). Nos métodos tradicionais isto
provavelmente ndo seria viavel principalmente devido ao aumento no tempo gasto, espago
necessario e no custo, enquanto que, por meio do método molecular, esses problemas ndo
influenciariam na viabilidade. Este aumento no numero de sementes analisadas também se
justifica através da importancia da deteccdo de S. sclerotiorum visando a utilizacdo de lotes
isento de tal patdgeno, ja que uma semente contaminada, considerando a formac¢do de um
esclerédio no campo, representa 2.000.000 de novos focos de infeccdo (STEADMAN, 1983).

Vérios autores relataram também a dificuldade de se avaliar a eficiéncia dos testes de
deteccdo de patdgenos em sementes naturalmente contaminadas, em virtude dos niveis de
contaminacdo apresentados pelas mesmas serem baixos (PERES, 1996; JACCOUD-FILHO,
1996; HENNEBERG, 2011).
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Figura 3.8 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja de area comercial A (Ponta
Grossa-PR) da cultivar CD 231 RR, apds 3 e 6 horas de embebicdo, e uma das amostra filtradas
antes da reagdo de PCR. Controle negativo: Reagdo sem DNA e sem aliquota. Controle Positivo:
Reacdo com 10 ng de DNA do isolado padrédo.
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Figura 3.9 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja de area comercial B (Teixeira
Soares-PR) da cultivar CD 219, ap6s 3 e 6 horas de embebicdo, e uma das amostra filtradas antes
da reacdo de PCR. Controle negativo: Reagdo sem DNA e semaliquota. Controle Positivo: Reacdo

com 10 ng de DNA do isolado padréo.
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Figura 3.10 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja de area comercial C (Ponta
Grossa-PR), da cultivar BRS 255 RR, apés 3 e 6 horas de embebicdo, e uma das amostra filtradas
antes da reacdo de PCR. Controle negativo: Reagdo sem DNA e sem aliquota. Controle Positivo:
Reacdo com 10 ng de DNA do isolado padrao.
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Figura 3.11 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja de area comercial D (Carambei),
da cultivar CD 206, ap6s 3 e 6 horas de embebicdo, e uma das amostra filtradas antes da reacéo de
PCR. Controle negativo: Reacdo sem DNA e sem aliquota. Controle Positivo: Reagdo com 10 ng
de DNA do isolado padrao.
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Figura 3.12 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebigdo de sementes de soja de area comercial E (Ventania-
PR), da cultivar Don Mario 5,8i, ap6s 3 e 6 horas de embebigdo, e uma das amostra filtradas antes
da reacdo de PCR. Controle negativo: Reagdo sem DNA e semaliquota. Controle Positivo: Reacdo
com 10 ng de DNA do isolado padréo.
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Figura 3.13 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebigdo de sementes de soja de area comercial F (Ipiranga-PR)
da cultivar BRS 255, apds 3 e 6 horas de embebicdo, e uma das amostra filtradas antes da reacéo
de PCR. Controle negativo: Reacdo sem DNA e sem aliquota. Controle Positivo: Reacdo com 10
ng de DNA do isolado padrao.
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Figura 3.14 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebigcdo de sementes de soja de area comercial G (Ventania-
PR) da cultivar Spring, ap6s 3 e 6 horas de embebicdo, e uma das amostra filtradas antes da reagédo
de PCR. Controle negativo: Reacdo sem DNA e sem aliquota. Controle Positivo: Reagdo com 10

ng de DNA do isolado padrao.

Ao analisar a Figura 3.11, ¢é possivel notar a presenca da banda especifica de 278 bp,
apresentada pela aliquota retirada apds 3 horas de embebicdo das sementes de soja, que foi
filtrada antes de ser utilizada na reacdo de PCR. Esse resultado ressalta a interferéncia das
substancias inibidoras na reacdo de PCR, que apresentaram resultados falsos negativos nas
aliquotas retiradas das amostras de sementes que ndo foram passadas pelo filtro antes da
reacdo de PCR, e em uma das amostras, apos ser filtrada antes da reacdo, detectou o fungo por
meio da amplificacdo do fragmento especifico. Por esse resultado, € possivel afirmar que
esses filtros podem ser uma ferramenta utilizada para superar os inibidores da reacdo de PCR,
presentes nas aliquotas retiradas de sementes embebidas. Porém, em vista das outras amostras
gue ndo amplificaram fragmento algum, mesmo detectando-se a sua contamina¢do pelos

meétodos tradicionais e com a utilizagdo do filtro, ainda ha dificuldades para serem superadas.

4.3 Sementes de lotes comerciais

Na Tabela 3.3 séo apresentados os resultados obtidos com as amostras de sementes de

soja de lotes comerciais, submetidas ao metodo de incubacdo em Rolo de Papel, e os
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resultados obtidos pelo método de detec¢cdo molecular com avaliagcdo as 3 e as 6 horas de

embebicdo das sementes.

Takela 3.3 — Comparacdo dos resultados das amostras de lotes comerciais de sementes de soja submetidas ao
teste de deteccédo de S. sclerotiorum de incubacdo em Rolo de Papel e método molecular com avaliacdo as 3 e e

as 6 horas de embebicéo.

. Método

Cédigo CIDADE CULTIVAR ANO Rol??ﬂ?gg | molecular
P 3h 6h
1A Ponta Grossa CD 235RR 2009/10 0 - -
2A*  Castro NA 5909 2010/11 9 - -
3A Ponta Grossa NK 7059 2009/10 0 - -
4A Ventania DON MARIO 5.8i 2010/11 0 - -
5A Castro NK 412113 2010/11 1 - -
6A Ponta Grossa BMX POTENCIA RR 2009/10 1 - -
TA Castro NA 5909 2010/11 6 - -
8A Ventania DON MARIO 5.8i 2010/11 0 - -
9A Ventania BMX POTENCIA 2010/11 0 - -
10 A Castro NK 3363 2010/11 1 - -
11 A* Castro BMX POTENCIA 2010/11 0 - -
12 A Ponta Grossa NK 3363 2009/10 16 - -
13 A Ponta Grossa BRS 246 RR 2009/10 0 - -
14 A Ponta Grossa BMX TITAN RR 2009/10 19 - -
15 A Castro BMX POTENCIA 2010/11 3 - -
16 A* Castro NA 5909 2010/11 14 - -
17 A Lapa NA 5909 RG 2009/10 0 - -
18 A Mangueirinha 14 2010/11 0 - -
19 A Mangueirinha 19 2010/11 0 - -
20 A Mangueirinha 9 2010/11 8 - -
21 A Ponta Grossa DON MARIO 2009/10 0 - -
22 A Arapoti NK 3363 2009/10 0 - -
23 A Castro NA 5909 2010/11 1 - -
24 A Ventania BMX ENERGIA 2009/10 0 - -
25 A  Ponta Grossa CD 235RR 2009/10 0 - -
26 A Castro NA 5909 2010/11 0 - -
27 A Ponta Grossa CD 202 2009/10 22 - -
28 A Castro BMX POTENCIA RR 2010/11 12 - -
29 A* Castro BMX POTENCIA RR 2010/11 0 + -
30 A Ponta Grossa DON MARIO 5.8i RR 2009/10 - -
31A Arapoti CD 206/01 2009/10 - -

* Amostras ndo beneficiadas.

Analisando-se a Tabela 3.3, pode-se observar que as amostras de sementes de soja dos

lotes comerciais utilizados, avaliadas pelo método de incubacdo em Rolo de Papel, 15 das

amostras, apresentaram de 1 a 22 sementes contaminadas com S. sclerotiorum, e 16 das 31

amostras ndo apresentaram contaminacdo com o fungo. Ao analisar essas amostras pelo
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método molecular para a deteccdo de S. sclerotiorum, apenas detectou-se o fungo em uma das
amostras (29 A) na aliquota das 3 horas de embebicdo (Figuras 3.15; 3.16; 3.17 e 3.18).

Ilipronti et al. (1997) relataram que a liberacdo de solutos pelas sementes embebidas
pode aumentar em funcao principalmente da presenca de rachadura nas mesmas, mas também
por fatores como 0 seu tamanho, seu peso e a sua coloracdo; fatores que entdo devem ser
considerados na otimizacdo de um teste de deteccdo molecular baseado no liquido de
embebicdo das sementes. Provavelmente, ndo houve a detecgdo do patdgeno nessas amostras,
pelo método molecular, possivelmente devido a diferenca de liberacdo de solutos pelas
sementes, visto que o teste foiaferido por meio de uma Unica amostra de sementes inoculadas,
sendo da Cultivar CD 206 RR e com tamanho de peneira de 6,5 mm.
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Figura 3.15 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja de lotes comerciais, apés 3 e 6
horas de embebicdo (Parte 1: Amostras 1 a 8). Controle negativo: Reacdo sem DNA e sem
aliquota. Controle Positivo: Reagdo com 10 ng de DNA do isolado padrao.
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Figura 3.16 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja de lotes comerciais, apés 3 e 6
horas de embebicdo (Parte 2: Amostras 9 a 16). Controle negativo: Reacdo sem DNA e sem
aliquota. Controle Positivo: Reagdo com 10 ng de DNA do isolado padrao.
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Figura 3.17 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja de lotes comerciais, apds 3 e 6
horas de embebicdo (Parte 3: Amostras 17 a 24). Controle negativo: Reagcdo sem DNA e sem
aliquota. Controle Positivo: Reagdo com 10 ng de DNA do isolado padrao.
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Figura 3.18 — Amplificacdo do fragmento de 278 bp por meio de PCR com o par de primers SSFWD/SSREV e
aliquotas retiradas do liquido de embebicdo de sementes de soja de lotes comerciais, apés 3 e 6
horas de embebicdo (Parte 4: Amostras 25 a 31). Controle negativo: Reacdo sem DNA e sem
aliquota. Controle Positivo: Reagdo com 10 ng de DNA do isolado padrao.

Esses resultados falsos negativos obtidos pelo método molecular, onde ndo se detectou
a presenca do patdgeno, em vista dos resultados positivos obtidos no teste de Rolo de Papel,
possivelmente possa ter sido causado pela inibicdo proporcionada pelas substancias liberadas
pelas sementes de soja embebidas em &agua, conforme ja relatado por diversos autores
(RASMUSSEN; WULFF, 1991; JACCOUD-FILHO, 1996; JACCOUD-FILHO, 2002), que

talvez, através da utilizacdo de filtros possam ser superados.

Além dos falsos-negativos apresentados pelo teste de deteccdo molecular, o teste de
incubacdo em Rolo de Papel também apresentou um resultado falso-negativo, demonstrando

problemas de sensibilidade na deteccdo.

Além dos problemas discutidos em relagdo as substancias que podem inibir a reacéo
de PCR, essa técnica molecular apresenta a limitagcdo de resultados qualitativos, isto é,
indicam a presenca do patdgeno nos lotes de sementes, mas ndo indicam o nivel de infeccao
dos lotes (JACCOUD-FILHO et al, 2002). O constante aprimoramento de técnicas
moleculares tem-se mostrado promissor com relacdo a quantificacdo de sementes infectadas
por patdgenos em um determinado lote de sementes, como, por exemplo, a PCR quantitativa
(BATES et al., 2001), PCR em tempo real (BATES et al., 2001; KONSTANTINIVA et al.,
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2002; MCEWAN; MULHOLLAND, 2002) e Scorpions Primers (BATES; TAYLOR, 2001,
JACCOUD-FILHO et al., 2002).

5 CONCLUSAO

O método molecular detectou a presenca de S. sclerotiorum em amostras de sementes
de soja naturalmente contaminadas com 0,25% e 0,75% de contaminagdo, segundo oS

métodos de Rolo de Papel e Neon-S, respectivamente.

O método molecular detectou o patégeno em apenas uma das 31 amostras comerciais,

sendo que 0 método de incubacdo emrolo de papel detectou 15 delas com contaminacao.

O liquido de embebicao das sementes incubadas possivelmente inibiu a reacdo de PCR

realizada em amostras de areas comerciais e de lotes comerciais contaminados.

Em uma amostra de area comercial, que apresentava 0,06% de contaminacéo segundo
o método do Rolo de Papel, a utilizacdo de filtro permitiu a deteccdo de S. sclerotiorum, que
sem a sua filtragem, o patdgeno ndo tinha sido detectado, apresentando-se como uma

ferramenta para superar as substancias inibidoras de PCR.

O periodo para a obtencéo dos resultados pelo método molecular € menor do que o
requerido pelos demais métodos, no entanto, precisa ser otimizado quanto a sensibilidade para

sua utilizacdo em laboratorios de analise de rotina.
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