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RESUMO

o=

-ta entre os fitopatdgenos mais bem sucedidos, onivoros e
sem hospedeiros definido, é con3|derado um dos patégenos fungicos mais importantes no
mundo. Esta distribuido em todas as regifes produtoras, sejam elas temperadas, subtropicais
ou tropicais. O fungo produz estruturas de resisténcia denominadas esclerddios, na superficie
e no interior dos tecidos colonizados. Estes retornam ao solo com os residuos da cultura e sdo
responsaveis pela sobrevivéncia do fungo na mesma area por até 8 anos. Os objetivos desse
trabalho foram quantificar a variabilidade intra e inter populacional do fungo S. sclerotiorum
em culturas de feijdo e soja de diferentes localidades produtoras dessas espécies. Para isso
foram coletados 46 isolados de S. sclerotiorum de seis locais de producdo de grédos em
diferentes regibes do Brasil. Os locais escolhidos foram Monte Carmelo-MG, Formosa-GO,
Lucas do Rio Verde-MT, Montividiu-GO, Londrina-PR e Santo Antonio de Goias-GO em
todas as areas o hospedeiro de origem da coleta foi o feijoeiro, com excec¢do de Londrina-PR,
na qual o hospedeiro foi soja. Foi feito um estudo populacional do fungo através de
marcadores do tipo RAPD com a utilizagdo de 13 primers para a analise da variabilidade
genética do fungo. Paralelamente também foram feitos testes para a formacdo de grupo de
compatibilidade micelial entre os isolados e testes de producéo de enzimas hidroliticas. A
analise estatistica dos dados se deu através do programa Arlequin, o qual indicou
variabilidade de 16,94% entre populacdes e 83,06% dentro de populagdes. Foram formados
10 grupos de compatibilidade micelial sem especificidade de populagbes. As atividades
enzimaticas realizadas indicaram diferencas significativas dentro de populacdes de todas as
enzimas. A comparacdo entre populagcdes também indicou diferengas significativas entre
populagcdes nas enzimas poligalacturonases, 1,3-B-glucanase e xilanase. Os resultados
indicaram baixo nivel de variabilidade entre populacGes e alta variabilidade dentre as
populagdes.
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is among the most successful pathogens, omnivores, and
without SpeCIfIC hosts is considered one of the most important fungal pathogens in the
world. Is distributed in all producing regions, temperate, subtropical or tropical. The fungus
produces resistant structures called sclerotia on the surface and within tissues colonized, they
returned to the soil with crop residues and are responsible for the survival of the fungus in the
same area for up to eight years. The objectives of this study were to quantify the variability
within and between populations of the fungus S. sclerotiorum in bean and soybean crops in
different producing places of those varieties. 46 isolates were collected of S. sclerotiorum in
six locals of grain production in different regions of Brazil. The sites chosen were Monte
Carmelo-MG, Formosa-GO, Lucas do Rio Verde-MT, Montividiu-GO, Londrina, PR and
Santo Antonio de Goias-GO. All areas of the original host of the gathering was the bean with
the exception of Londrina-PR in which the host was soybeans. A population study of the
fungus through RAPD markers using 13 primers was carried out for the analysis of genetic
variability of the fungus. In parallel, tests were also made for the the Mycelial compatibility
groups among isolates and test production of hydrolytic enzymes. The statistical analysis was
performed using the Arlequin software, which indicated variability among populations of
16.94% and 83.06% within populations. Were found 10 mycelial compatibility groups
without specific populations .Enzyme activities performed indicated significant differences
within the populations of all enzymes, a comparison between populations also showed
significant differences among populations in polygalacturonases, 1,3-B-glucanase and
xylanase. The results indicate a high level of variability within populations and low variability
among populations
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1.1. A espécie

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary é um fungo fitopatogénico de amplo espectro
de hospedeiros, infectando cerca de 75 familias, 278 géneros e 408 espécies ou variedades de
plantas. Com excecdo de uma espécie da divisdo Pteriddfita, todos os hospedeiros de S.
sclerotiorum pertencem as classes Gimnosperma e Angiosperma, sendo a maioria pertencente
a subclasse dicotileddnea, e poucos exemplares da subclasse monocotiledénea (BOLAND;
HALL, 1994). Entre estas se destacam varias culturas de interesse comercial como, feijdo,
amendoim, alface, batata, tremoco, cenoura, ervilha, fumo, girassol, soja e tomate (BOLAND;
HALL, 1994). Dentre as culturas comerciais afetadas, a do feijoeiro é uma das que mais sofre
perdas na producgdo, sendo o nimero de sementes por planta e seu peso 0s componentes de
rendimento mais afetados, trazendo enormes prejuizos ao nosso pais por sua importancia
socioecondmica (HALL; NASSER, 1996).

O fungo S. sclerotiorum ocorre em locais de clima ameno e Umido e ataca
severamente quando as temperaturas variam de 15°C a 20°C (JONES et al., 1991), as quais
sd0 comuns em varias regides do Brasil. A ocorréncia de alta umidade do ar e agua livre nas
plantas por certo periodo favorece a germinacdo de estruturas de resisténcia do fungo
presentes no solo, um importante fator para o ciclo da doenga causada pelo S. sclerotiorum
(HUNTER et al., 1984).

Essa doenca é encontrada por todas as regides onde o clima seja propicio, 0 que
engloba desde a Regido Sul do Brasil, até regiGes dos cerrados com altitudes superiores a 800
metros. E um patdgeno comumente associado a perdas significativas de producdo em
plantagdes comerciais de feijdo irrigadas por pivo central no Distrito Federal. Em soja, as
perdas devido a ocorréncia desse patdgeno variaram de 11,5% a 61% durante a safra
2000/2001, na regido sul do Parand (YORINORI; FEKSA, 2001). Em feijdo é estimado que
as perdas possam chegar a 50% (EMBRAPA, 2007), ou mesmo a 100% (FERDINANDO,
1980).

Na agricultura o cultivo continuo de espécies por tempo prolongado, principalmente
de hortaligcas como tomate, ervilha e feijdo é comum. 1sso provoca a ocorréncia de Varios tipos
de patdgenos dentre eles S. sclerotiorum, causado principalmente pela pouca diversidade de
cultivares, rotacdo de culturas inadequada, alta densidade de inoculo, incidéncia de
temperaturas e umidades favoraveis aos patogenos (LOBO JUNIOR, 1999).
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ilanases e cutinases, que atuam no processo de infec¢do

do hospedeiro. Muitas dessas sdo isoenzimas que se diferem pelo seu ponto isoelétrico, massa
molecular, processamento e regulagdo na transcricdo (KEON et al., 1987). Em cultura, a
expressdo destas enzimas pelo S. sclerotiorum é regulada pelas caracteristicas da fonte de
carbono e nitrogénio presentes no meio em que se encontra (ALGHISI; FAVARON, 1995),
ou seja, pode haver inducdo ou repressdao dos genes ligados a enzimas de degradagéo dos
compostos da planta, o que permite ao patdgeno se adaptar a fonte de carbono presente no
local, tornando a obtencdo de nutrientes o mais eficiente possivel.

Apos a completa eliminacdo do hospedeiro ou na escassez de fonte de nutrientes o
fungo finaliza seu ciclo de vida formando estruturas de resisténcia denominadas esclerodios.
Estes auxiliam a sobrevivéncia do fungo mantendo o potencial de germinacdo durante longo
periodo em que uma nova fonte de alimento esteja disponivel (ADAMS; AYERS, 1979). Os
esclerodios sdo estruturas formadas por hifas densamente entrelagadas revestidas por uma
camada negra de melanina, composto este importante para a protecdo contra condicoes
adversas e degradacdo microbial (HENSON et al., 1999). A formacdo de esclerddios so6
ocorre em ambientes com baixo pH, sendo que mutantes de S. sclerotiorum incapazes de
produzir acido oxalico ndo produzem esclerodios (DICKMAN; MITRA, 1992).

O micélio é composto por hifas hialinas multicelulares, o esclerddio é formado pelo
agrupamento de uma grande quantidade de hifas o que forma um corpo duro e compacto, de
varios formatos e tamanhos o que varia de poucos milimetros ate varios centimetros de
comprimento (MASIREVIC; GULYA, 1992). Duas formas de germinagéo podem ocorrer a
partir do escler6dio: uma miceliogénica, formando somente hifas e outra carpogénica,
produzindo apotécios (ZIMMER; HOES, 1978). Os apotécios sdo estruturas reprodutoras com
formato de taga responsavel pela disseminacdo dos esporos sexuais de Sclerotinia
sclerotiorum (ascosporos), possuem cor bege e tamanho variando de 4 a 9 mm. Solos Umidos
por um longo periodo sdo essenciais para a formacdo de apotécios. Estas condi¢des variam
com temperaturas de 15 a 18 °C durante 10 a 14 dias (WEISS, 1980).

Durante o ciclo de vida da S. sclerotiorum ocorrem dois tipos de reproducdo
dependendo das condi¢Ges ambientais. A reproducdo sexuada ocorre com a producgédo de
apotécio e a assexuada com o micélio produzindo hifas as quais podem atacar diretamente 0s
tecidos da planta. As hifas produzidas pelos dois tipos de reproducdo sdo septadas e

multinucleadas de cor branca.
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S. sclerotiorum em campo pode iniciar-se através da

la germinacdo de esclerddio no solo. Os ascdsporos se

instalam em partes vegetais senescentes como pétalas, folhas ou frutos. Em condicGes ideais
de temperatura, luz e umidade os esclerédios podem germinar carpogénicamente e criar
multiplos apotécios os quais podem produzir na faixa de 3 x 10" ascosporos (ABAWI;
GROGAN, 1979). Esses se instalam em partes vegetais senescentes como pétalas, folhas ou
frutos e em geral, o ataque direto a tecidos sadios ndo ocorre (LUMSDEN, 1976). Aos poucos
0 processo de infecgéo se alastra pelas partes vivas da planta colonizando a por completo.
Essa invasdo dos tecidos ocorre com auxilio de apressorios, estruturas multicelulares
formadas pela ramificacdo de uma Unica hifa (HEGEDUS; RIMMER, 2005).

Os apressorios fornecem uma forte ligacdo entre o fungo e a superficie do hospedeiro
exercendo forca mecénica que auxilia na penetracdo do fungo através da cuticula da planta.
Apos a penetracdo ocorre a formagdo de uma vesicula na ponta do apressorio, onde ha vérias
enzimas de degradagdo. Apos a instalacdo do fungo em tecidos sadios, ocorre liberacéo local
de acido oxalico. A fungdo deste &cido ja € bem conhecida em fungos necrotréficos possuindo
varios papeis importantes durante o processo infeccioso (DUTTON; EVANS, 1996).

1.2. Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares representam qualquer tipo de informagédo molecular que
possa fornecer um polimorfismo rastreavel entre um conjunto de organismos que se deseja
comparar. Estes marcadores permitem a possuem varias fun¢@es dentro da anélise genética,
entre elas a identificacdo de individuos, clones, na estimativa de variabilidade genética, fluxo
génico, taxa de cruzamento e na construgdo de cladogramas genéticos (WILLIAMS et al.
1990; WELSH; McCLELLAND 1990). Existem vario tipos de marcadores moleculares, entre
eles os RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLPs, (Amplified Fragment Length
Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), ITS (Internal
Transcribed Spacer), e destacando-se a técnica de Microssatélites (ZUCCHI, 2002).

O conhecimento sobre a estrutura genética populacional e as formas de transmissao de
caracteres genéticos ao desenvolver estratégias de resisténcia ao patégeno e controle da
doenca auxilia na criacdo de novos métodos de controle da doenca. Um exemplo € o estudo
do patdgeno Ascochyta rabiei que ataca o grdo de bico (Cicer arietinum), que revelou

diferencas genéticas entre populagcdes de viveiros e campos comerciais, confirmando que a
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1.2.1. Marcadores RAPD

A partir do descobrimento de que a utilizagdo de um primer Unico, mais curto, de
sequencia arbitraria para dirigir a reagdo de amplificacdo de DNA, poderia ser utilizado para
analisar variabilidade genética, houve significativo avanco na andlise gendmica por
marcadores moleculares baseados em PCR, o qual eliminava a necessidade de conhecimento
prévio da sequencia do DNA. A utilizacdo de marcadores genéticos baseados em
polimorfismo de DNA tem crescido a cada ano e tem sido uma valiosa ferramenta
complementar em pesquisas de diversidade genética e de viruléncia (DUTECH et al., 2007).

A presenca ou auséncia de fragmento amplificado pela reagdo de PCR em DNAs
diferentes determina o nivel de polimorfismo existente dentro de uma populagdo (CRUZ,
1998). A andlise de RAPD é amplamente utilizada como ferramenta para andlise de
variabilidade genética mesmo possuindo dificuldades para padronizagdo da técnica, devido as
suas variagdes intrinsecas.

A técnica de RAPD se baseia no uso de marcadores moleculares, normalmente um por
reacdo, contendo todas as bases nitrogenadas sendo que a quantidade de G + C entre 50 a 70
% (FRITSCH; RIESEBERG, 1996). Esses marcadores ndo possuem sequencia especifica para
a espécie, no geral sdo do tipo arbitrario contendo ate 10 nucleotideos. Por serem de tamanho
pequeno, podem se anelarem durante a reacdo de polimerase em diferentes lugares do genoma
gerando como produto da amplificacdo diversos fragmentos (WILLIAMs et al., 1990). A
alteracdo, delecéo ou insercdo de uma base em determinado local do genoma pode impedir o
anelamento do primer e amplificacdo da regido, essas alteracGes de bases permitem & técnica
de RAPD detectar polimorfismos nos individuos da espécie estudada. Estas alteracdes sdo de
caracteristica binéria, presenga ou auséncia do fragmento amplificado apds separacdo em gel
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

Vantagens e limitacOes

O uso do RAPD se destaca principalmente por ser de simples utilizagdo, répida
obtencdo de resultados, necessidade de pequena quantidade de DNA para as amplificagdes e

utilizagdo da técnica em espécies as quais ndo se possui conhecimento prévio de genoma
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polimorfismos em espécies com alto nivel de semelhanca (HADRYS, et al., 1992). Essa
amplificacdo ocorre sobre regibes condantes e ndo codantes, regibes repetitivas ou de
sequencia aleatoria demonstrando a abrangéncia sobre o genoma (FRITSCH; RIESEBERG,
1996). A técnica tem como limitagdo a caracteristica ser do tipo dominante, ndo consegue
distinguir individuos heterozigotos e produz menor quantidade de informacdo por loco
quando comparado com técnicas de utilizando marcadores co-dominantes. Outro fator que
necessita de atencdo especial no RAPD ¢é a baixa repetibilidade das banda o que pode ser
contornado utilizando de protocolos bem otimizados (RABOUAM et al.,1999) e programa de
PCR.
Aplicaces da técnica de RAPD

A técnica de RAPD tem sido utilizada na realizacdo de analises genéticas de diferentes
microorganismos, animais e plantas, sendo principalmente utilizado na determinagcdo da
diversidade e estrutura genética em popula¢des naturais como também no estabelecimento de
relacbes filogenéticas e diferenciagdo de espécies proximas (WOLFF; MORGAN-
RICHARDS, 1998).

E possivel escanear por inteiro o genoma com esta técnica possuindo um conjunto de
marcadores polimorficos de DNA. Os principais problemas com a técnica de RAPD é a
reproducdo dos resultados e obtencdo de bandas homogéneas.

A técnica de RAPD ja foi demonstrada eficiente por varios motivos, entre eles a
confiabilidade dos dados, o fato de nédo ser influenciado por condi¢cdes ambientais e rapidez e
precisdo na deteccdo (FALEIRO et al., 2003) A anélise do DNA é uma ferramenta muito
eficiente para responder as questdes relacionadas a distribuicdo da variabilidade genética
dentro e entre populagdes. O acesso imediato, baixo custo e a transferibilidade de utilizagdo
dos primers entre as espécies sdo caracteristicas que tem tornado os marcadores RAPD

intensamente usados.

1.2.2. Variabilidade genética de S. sclerotiorum através de marcadores moleculares

O fungo S. sclerotiorum tem se demonstrado ser em varias regides de clima temperado
como sendo de reproducéo do tipo clonal. Cubeta et al. (1997) e Kohn (1995) mostraram que
populagdes de S. sclerotiorum em culturas de repolho na regido leste do Estado da Carolina
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anola no Canadéa sdo principalmente clonais. Kohn et al.

adores genéticos como RFLPs, sondas nucleares e

mitocondriais, foi verificado que isolados dentro do mesmo grupo de compatibilidade micelial
eram geneticamente uniformes.

Trabalhos utilizando a técnica de DNA fingerprint, tém demonstrado que no sul da
ilha de Nova Zeléndia, onde foram coletados 75 isolados de S. sclerotiorum em quatro
populacbes diferentes, existe alto nivel de variacdo dentro e entre essas populacdes
(CARPENTER, et al., 1999).

No trabalho de SUN et al. (2005) foi analisada a diversidade e estrutura genética de
uma populacdo com isolados de S. sclerotiorum provenientes de diferentes regides e plantas
hospedeiras utilizando a técnica de RAPD. Dentre os isolados selecionados verificou-se alta
taxa de similaridade genética, sendo que o calculo do indice de diversidade de Nei obteve
valor de 0,197, e o indice de Shannon’s, valor de 0,300. A analise de varidncia molecular
(AMOVA) revelou que a percentagem de variancia entre e dentro das populagdes foi de
50.62% e 49.38%, respectivamente. A diferenciagdo genética entre e dentro das populactes
foram altamente significativas (P< 0.001).

Outro método de detecgdo de variabilidade genética como a amplificacdo de regides
microssatélites também ja foram utilizados com sucesso em S. sclerotiorum. Sirjusingh e
Kohn (2001) utilizaram esta técnica para obter marcadores moleculares em isolados de S.
sclerotiorum provenientes do Canada. A partir de 25 oligonucleotideos utilizados, foram
amplificados produtos ndo especificos de 23 loci contendo microssatélites e 2 loci
polimorficos de microssatélites, com dois a dez alelos em cada l6cus deste fungo.

Sexton e Howlett (2004) trabalharam com isolados de S. sclerotiorum provenientes de
cultura de canola na Australia utilizando marcadores do tipo microssatélites. Nesse trabalho
foram utilizados oito conjuntos de marcadores descritos por Sirjusingh e Kohn (2001) o qual
foram obtidos variabilidade genotipica de 36% a 80% e diversidade alélica de 0,23 a 0,79. A
analise desses dados dessas quatro populagdes indicou uma possivel reproducdo do tipo
sexuada e assexuada.

Isolados de S. sclerotiorum, obtidos do estado de Washinton, EUA, foram utilizados
por Atallah et al. (2004) em estudo com marcadores do tipo microssatélites. Foi detectado alta
taxa de variabilidade genética entre os isolados sendo a maior parte dentro das sub-
populagbes. Os dados também sugerem que o tipo de reproducdo seja do tipo sexuado e

assexuado.
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fungo obtidos do estado de Sdo Paulo e Minas Gerais, estes apresentaram variabilidade

genética limitada, dos trés oligonucleotideos microssatélites testados, apenas um produziu
padrdo de bandas polimérfico em cinco isolados. Gomes et al. (2010) utilizaram 79 isolados
de S. sclerotiorum de quatro populagdes diferentes em analise da diversidade génica. Foram
analisados 10 regifes de microssatélites, alem da analise de regido ITS (internal transcribed
spacer) por RFLP e sequenciamento, para caracterizar a diversidade genética das quatro
populacdes obtidas. Os resultados obtidos por RFLP falharam em indicar diferencas genéticas
entre os isolados, porem a analise do sequenciamento indicou alta variabilidade entre e dentre

as populagdes analisadas.

1.3. Enzimas hidroliticas

Para penetrar a parede celular da planta o fungo libera uma série de enzimas com
diferentes especificidades de substrato as quais facilitam a penetracdo do patdgeno no
hospedeiro. Dentre elas existem poligalacturonases, pectinases, xilanases e outras enzimas de

funcdo degradadora e/ou provedora de nutrientes para o fungo.

1.3.1. Poligalacturonases

A pectina é um heteropolissacarideo de estrutura complexa composto principalmente
de monbémeros de acido D-galacturénico ligados por uma ligacdo do tipo o-1,4 presente em
grande parte da parede celular das plantas. A hidrélise da pectina pelas poligalacturonases
(PGs) enfraquece a parede da célula e facilita a penetracdo e a colonizacdo de varios fungos.
Estas pectinases sdo de grande importancia como fator de viruléncia para muitos
fitopatdgenos. Genes para as PGs foram descritos em varios fungos fitopatogénicos como
Sclerotinia sclerotiorum (FRAISSINET-TACHET et al., 1995), Botrytis cinerea (WUBBEN
et al., 1999), Aspergillus flavus e Fusarium oxysporum.

S. sclerotiorum produz varias formas de poligalacturonases, essas atuam no processo
inicial de infeccdo do fungo degradando os polimeros de pectina presentes na lamela média e
na parece celular primaria de plantas superiores, e, portanto, sdo capazes de enfraquecer as
células da parede celular e macerar seu tecido (SELLA et al, 2005).

Um dos fatores essenciais que desencadeiam a infec¢do é a producdo de &cido oxalico
(HEGEDUS; RIMMER, 2005; BOLTON et al., 2006). Isolados de S. sclerotiorum que

produzem maiores quantidades de acido oxalico tendem a ser mais infecciosas do que
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orum, mas também em varios outros fungos (WALTON,

1994). Além de participar da acidificacdo do ambiente, 0 que maximiza a atividade das
poligalacturonases e impede proteinas inibidoras de PGs (PGIPs) de agirem (FAVARON et
al. 2004), o acido oxalico sequestra o célcio presente na lamela média em forma de cristais de
oxalato, ajudando no enfraquecimento dos tecidos. A expressdo de genes ligados as PGs é
aumentada quando o pH fica abaixo de 3,8 (COTTON et al., 2003). O &cido oxalico também
inibe mecanismos de defesa da planta como a atividade da fenol oxidase e a acéo de eventuais
enzimas inibidoras de poligalacturonases liberadas pela planta na tentativa de combater o
ataque do fungo (FAVARON et al., 2004). Estudos mostram que mutantes deficientes neste
acido se mostraram ndo patogénicos (GODOQY et al., 1990) e soja transgénica capaz de oxidar
0 oxalato atraves de enzimas especificas sdo resistentes ao patdgeno S. sclerotiorum
(DONALDSON et al. 2001), isto indica a essencialidade deste acido para a patogenicidade do
fungo.

A atividade das PGs é induzida por pectina ou seus mondmeros (monossacarideos)
como o &cido galacturdnico, porém, é reprimida por aclcares simples como a glicose
(FRAISSINET-TACHET; FEVRE, 1996; RIOU et al., 1992). Trabalhos indicam as
poligalacturonases como possiveis fatores de viruléncia em que individuos mutantes nédo
produtores desta enzima sdo incapazes de penetrar seu hospedeiro (GAO et al., 1996).

Durante o crescimento saprofitico in vitro o aumento da atividade das PGs foi
resultado da producdo de pelo menos 16 isoformas com ampla variedade de pontos
isoelétricos (MARTEL et al., 1996). Atualmente foram isolados genes codificando apenas
seis tipos de PGs (Li et al., 2004). Modifica¢bes ocorridas apds o0s processos de tradugdo
(glicosilagdo) e de secrecdo (proteoliticas) podem vir a explicar a multiplicidade de enzimas
hidroliticas secretadas por fungos filamentosos (FRAISSINET-TACHET et al., 1995).
Estudos recentes mostram que dentre 5 endopoligalacturonases existem diferentes
propriedades bioquimicas e atividades necroldgicas em diferentes hospedeiros (KARS et al.,
2005), atuando em diversos estagios da infeccdo.

Diversas isoformas das poligalacturonases sdo produzidas por S. sclerotiorum tanto
em cultura quanto em planta, entretanto, seu numero total e propriedades diferem
extensivamente entre os isolados fingicos e na expressao temporal desses genes (FAVARON
et al., 1992; MARCIANO et al., 1982; RIOU et al., 1992). Por exemplo, estudos de Kasza et
al. (2004) demonstram por Northem blot que os genes PG1, PG2 e PG3 s@o expressos apenas
na colonizagdo, em 96 horas ndo sdo mais detectados. Por RT-PCR foi observado que 0s
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rande variedade de enzimas garante ao fungo sua grande

flexibilidade e capacidade de adaptacéo a varios hospedeiros.

1.3.2. Xilanases

A xilana é um polissacarideo é predominante na hemicelulose presente na parede
celular de plantas, a 3-1,4-Xilana é o segundo polissacarideo mais abundante na Terra. As
xilanases s@o uma classe de enzimas que degradam componentes da parede celular vegetal.
Esta enzima atua degradando o polissacarideo linear -1,4-xilano em xilose (BELIEN et al,
2007). A xilanase é produzida por uma grande variedade de organismos incluindo bactérias,
fungos e plantas. E de significativa importancia em muitos processos fisiologicos, patoldgicos
e também em muito processos biotecnolégicos que envolvem degradacdo ou remodelamento
da parece celular vegetal.

As xilanases secretadas por micro-organismos fitopatogénicos sdo considerados em
alguns casos (BILIEN, et al 2006) componentes essenciais para a colonizagdo do parasita no
tecido vegetal. As xilanases tdo atualmente utilizadas em processos biotecnolégicos como
branqueamento de pasta base para papel (BAJPAI, et al, 2004) bioconversdo de residuos
agricolas para etanol (SAHA, et al, 2003) e processamento de alimentos industrializados
(BRUFAU, et al, 2006).

1.3.3. Glucanases

Grande parte da parede celular de plantas é formada por celulose, este polissacarideo é
formado por B-Glucanas que sdo polimeros de D-glicose ligados por ligacdes na configuracdo
. Estas sdo lineares quando formadas por apenas um tipo de ligacdo ou complexas quando
possuem mais de um tipo de ligagdo nas cadeias lineares e ou nas ramificagdes. Sua
classificacdo é feita de acordo com sua configuracao e tipo de ligagdo predominante (PITSON
et al., 1993).

A funcdo das [B-glucanas na biologia dos fungos varia e depende do tamanho,
estrutura, propriedades fisico-quimicas e principalmente sua localizagdo. No citoplasma s&o
utilizados como reserva de fonte de carbono de facil metabolizacdo. Quando presentes na
parede celular agem na rigidez e protecdo da célula. Além disto, podem ser utilizadas como
fonte de nutrientes em decorréncia de modificagOes da parede celular durante a morfogénese
ou mesmo na exaustdo do meio de cultura. Além disso, podem estar envolvidas na

patogenicidade e protecdo das células contra desidratacdo (PITSON et al., 1993).


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

¢ Your complimentary
— use period has ended.
Thank you for using

Complete PDF Complete.
Click Hereion oliticas em fungos consiste de no minimo trés grupos de
Unlimit 4), exoglucanase (E.C.3.2.1.91 e E.C.3.2.1.74) e -
glucosidase (E.C.3.2.1.21). A interacdo sinérgica entre estas enzimas & necessaria para a

completa hidrolise de polimeros de celulose. B-glucosidase catalisa a hidrdlise de celobiose o
que finaliza a completa hidrélise de celulose em moléculas de glicose. As B-glucosidase sdo
geralmente responsaveis pela regulacdo do processo celulolitico (KADAM; DEMAIN, 1999).
B-glucosidase foram caracterizadas em varias espécies de fungos (BHAT; BHAT, 1997) como
0s dos géneros: Aspergillus, Botrytis, Chaetomium, Fusarium, Humiola, Penicillium,
Phanerochaete, Piromonas, Piromyces, Sphaeromonas, Sporotrichum, Talaromyces e
Trichoderma.

Durante a interacdo fitopagénica de fungos, a celulose em plantas € degradada por
varias celulases (HENRISSAT et al, 1985), partindo de vérias enzimas dentre elas as [3-1,4-
glucanases. Estas enzimas facilitam a penetragéo do fungo no tecido das plantas. A funcéo das
B-1,4-glucanases € de quebrar a ligacdo -1,4-glicosidica que liga os mondmeros de glicose
formadores da parede celular (WOODWARD et al., 1983; EDNEY et al., 1991) auxiliando
entrada fungo em seu hospedeiro. Possui como substrato a carboximetilcelulose dessa forma
essa enzima também é chamada de carboximetilcelulase. Recentemente esta enzima foi
aplicada na inddstria téxtil para a remocgdo de fibrilas da superficie de tecidos a base de
celulose elevando sua atividade.

As enzimas [B-1,3-Glucanase sdo amplamente distribuidas entre bactérias, fungos, e
plantas (REESE; MANDELS, 1999), muitos delas foram purificadas e caracterizadas (COPA-
PATINO et al., 1989; KAUFFMAN, et al. 1987; MRSA, et al., 1993; STAHMANN, et al.
1993). Estas enzimas séo classificadas de acordo com o0 modo de ataque ao substrato como
exo-B-1,3-glucanases (glucanohydrolase de B -1,3-glucan [EC 3.2.1.58]) e endo- B -1,3-
glucanases (glucanohydrolase de B -1,3-glucan [EC 3.2.1.6 ou EC 3.2.1.39]), estes dois
mecanismos de acdo sdo identificados pelos produtos de hidrdlise (PITSON et al., 1993). As
exo-B-1,3-glucanases hidrolisam o substrato, [-1,3-glucana, pela clivagem sequencial de
residuos de glicose a partir da extremidade ndo redutora, o principal produto de hidrélise é
glicose podendo gerar também dissacarideos e outros oligossacarideos. As endo-B-1,3-
glucanases clivam o substrato aleatoriamente ao longo da cadeia. Tanto as exo quanto as
endo-B-1,3-glucanases podem agir simultaneamente na hidrélise de -glucanas de uma forma
sinergética.

Os genes correspondente a [-1,3-glucanase dos organismos acima mencionado

também foram isolados e caracterizados, assim como genes de fungos de filamentosos
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pendem da sua origem. Em plantas estas enzimas sdo um

tipo de sistema de defesa contra fungos fitopatogénicos (KAUFFMAN, et al. 1987), embora
também fossem sugeridos papéis na diferenciagdo celular (NEALE, et al. 1990). Em
bactérias mutantes para a [ -1,3-glucana foi sugerido um papel nutricional (WATANABE, et
al. 1992) para esta enzima. Em fungos, B -1,3-glucanases parecem ter fungdes diferentes: um
papel fisiolégico no processo de morfogénese durante desenvolvimento e diferenciagcdo
celular (PEBERDY, 1990) ou; relacionadas & mobilizacdo de B-glucanas em condicdes de
estresse nutricional (RAPP, 1992; STAHMANN, et al. 1992). Estas enzimas também estéo
envolvidas em interacdes de planta-patdgeno, degradando celulose (B-D-1,3-glucana) nos
tecidos vasculares da planta hospedeira durante o processo de invasdo do fungo
(SCHAEFFER, et al. 1994). Finalmente, um papel nutricional em fungos saprofitos e mico
parasitas (LORITO, et al. 1994).

1.4. Compatibilidade micelial

O teste de compatibilidade micelial é um teste macroscépico que consiste na
habilidade de dois isolados de fungo filamentoso da mesma espécie provocarem a anastomose
de suas hifas e formarem uma Unica colbnia, continua. Este é um teste de féacil
reconhecimento sendo extremamente Util em comparacdes intra-especificas de isolados. A
aplicacdo do teste de compatibilidade micelial tem sido altamente utilizada e descrita por
varios pesquisadores assim como 0S mecanismos por traz desse fendbmeno (LESLI, 1993;
GLASS; KULDAU, 1992; GLASS, et al, 2000; SAUPE, 2000).

As hifas de isolados diferentes ao se ligarem provocam a mistura dos citoplasmas e a
formacdo ou ndo do heterocério vegetativo (célula com dois ou mais nlcleos geneticamente
distintos em um citoplasma comum). A viabilidade destes heterocarios € geneticamente
controlada por loci especificos chamados de het (de heterocéario) ou vic (de incompatibilidade
vegetativa) (SAUPE, 2000). Um lécus het pode ser definido como um l6cus no qual o
heteroalelismo ndo pode ser tolerado em um heterocério. Quando dois isolados que se diferem
geneticamente no l6cus het se fundem, a célula resultante é rapidamente destruida ou tem seu

crescimento inibido dependendo do locus het envolvido (COPPIN et al, 1997).

2. JUSTIFICATIVAS

Em fungdo de uma série de fatores como o monocultivo, a sucessdo de culturas com

espécies suscetiveis (girassol, canola, feijdo e algoddo) e o plantio de sementes infectadas
11
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torna-se particularmente importante ndo somente pela

ampla gama de hospedeiros, mas principalmente pela formagéo de estruturas de resisténcia, 0s
esclerddios. Tem se verificado em algumas areas alta infestacdo do solo por esclerddios do
fungo, sendo comum encontrar até 80 esclerédios/m?. Desta forma, essas reas estardo
impréprias para a rotacdo ou sucessdo de culturas com feijdo, algodao, girassol e canola, caso
esse indculo inicial ndo seja reduzido (COSTA; COSTA, 2001).

Com a finalidade de minimizacao das perdas provocadas pela doenca, varias medidas
de controle tém sido adotadas, dentre elas estdo as chamadas medidas de manejo integrado,
como limpeza de implementos agricolas, rotacdo de culturas com gramineas, integracdo
lavoura-pecuaria, controle biolégico e quimico (FERRAZ et al, 2003; VIEIRA et al. 2001).
Pelo fato deste ser um fungo de ampla ocorréncia, todas essas medidas tornam-se necessarias
pelo fato do patdgeno permanecer viavel no solo por vérios anos. Alem disso, alteracGes
causadas por mutacGes ou recombinagdes poderiam causar diferencas significativas entre
isolados prejudicando métodos atuais e em desenvolvimento de combate ao fungo. Uma das
formas de se comprovar este fato é realizando um estudo da genética populacional existente
entre varios isolados da mesma espécie obtidos de varias regides do pais.

A maioria dos estudos de genética de populacdes em S. sclerotiorum foi conduzida na
América do Norte, sendo baseados em DNA fingerprint gerados utilizando sondas para
transposons em analises por Southern Blot (KOHLI et al. 1992). Estudos populacionais
através de testes de compatibilidade micelial combinados com figerprint de microssatélites
sugerem que S. sclerotiorum na América do Norte apresenta reproducédo predominantemente
clonal e ocasionalmente recombinacdo sexual (HAMBLETON et al, 2002). Atualmente existe
um reduzido namero de trabalhos envolvendo o estudo de S. sclerotiorum através de RAPD
em conjunto com outras formas de determinar variabilidade genética, e no Brasil ainda
existem poucos estudos desse tipo feitos com isolados de S. sclerotiorum (GOMES, et al.
2010; MEINHARDT et al. 2002). A producdo de dados obtidos através desses experimentos
contribuiria para aumentar o nivel de conhecimento sobre este patdgeno regionalmente,

auxiliando também no desenvolvimento de novas pesquisas em diversas regies do Brasil.
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A partir do tema exposto acima, onde se demonstra a devida importancia na avaliagdo
da variabilidade genética de Sclerotinia sclerotiorum em varias &reas de grande cultivo de

feijdo e soja, o presente trabalho teve como objetivos:
Objetivo Principal:

e Avaliar a estrutura populacional do fungo S. sclerotiorum obtido de plantagdes das
culturas de soja e feijdo em diferentes regides do Brasil.

Obijetivos especificos:

o Verificar a Compatibilidade Micelial dos isolados;
e Analisar a producédo de enzimas hidroliticas liberadas pelo fungo.

e Analisar a variabilidade genética de isolados por marcadores moleculares do tipo
RAPD,;

¢ Ildentificar o grau de similaridade entre os isolados coletados no Brasil.
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4.1. Coleté dos isolados.

Os isolados do patégeno de solo S. sclerotiorum, foram coletados em &reas de cultivo de
feijdo e soja. Foram coletadas amostras no PAD-DF (DF), em Goids nos municipios de
Formosa e Montividiu, em Minas Gerais foram obtidos isolados em Monte Carmelo. No estado
de Mato Grosso, as amostras foram obtidas em Lucas do Rio Verde e no estado do Parand em
Londrina (Fig. 1).

Riaui

$ Lucas do Rio\Verde - MT

MatoiGrosso

d

I:':‘.Bua‘s- S_a'nt_'o_:'ﬁ‘ntonzo de/Goids - GO

d Montividiu - GO

il < = Monte Carmelo - MG
z(de L'a Sierra R
3 Minas Gerais

: & Belo Horizonte, ~

Mato Grosso,doiSul I ; ) A
" 4% Vitoria
/28 Séo Paulo
s;i' ‘el Be ; - ‘ Londrina'- PR . S ianairn
¥ : R By Formosa-GO 15°32'13.10"S/47°20'08.62"

A } O

Paraguai+{" : : Londrina-PR 23°17'33.83"S/51°10'23.55"0

<3 3 3 Lucas do Rio Verde-MT 13°03'48.12"S/55°55"15.72"0

& Monte Carmelo - MG 18°43'44.84"S/47°31'21.24"0

& Montividiu-GO 17°26'24.00"S/51°09'21.27"0
Santo Antonio de Goias-GO 16°29'07.93"S/49°18'32.20"

T892 kme,

Figura 1. Mapa da localizacéo das regides onde os esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum
foram coletados. As regides de coleta estdo indicadas com um marcador na cor amarela, as
coordenadas geograficas das localidades estdo descritas na parte inferior da imagem.

A distribuicdo dos isolados nas areas de coleta foi considerada possibilitando a
delimitacdo de grupos com base na variabilidade genética, origem e patogenicidade, e sua

distribuicéo dentro e entre regides.

Os isolados na forma de esclerddios foram rotulados e passaram por processo de
desinfec¢do. Essa foi feita mergulhando o esclerédio em solucéo de hipoclorito de sédio 0,1%

por 30 segundos, solugdo de alcool etilico 70% por 30 segundos e 3 lavagens consecutivas em
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cinco dias.

4.2. Crescimento de S. sclerotiorum em meio liquido.

Os Isolados de S. sclerotiorum foram inoculados em 50mL de meio minimo (2g/L
NH4NO3, 1g/L KH,PO,, 0,1g/L MgSO,4 7H,0; 0,5g/L extrato de levedura, 3g/L D-malic acid
e 1g/L NaOH) suplementado com 2% de parede celular de planta feijoeiro. Esse foi obtido
através da maceracdo em nitrogénio liquido de caules e folhas sadios de feijoeiro até a
formacdo de um pd fino. As culturas em Erlenmeyers de 250 mL foram mantidas a
temperatura de 20°C, com agitacdo constante (120 rpm) por 72 horas. Apds esse periodo as
amostras foram retiradas e filtradas em filtro Millipore de 0,45 um sendo reservado o micélio
e 0 sobrenadante a —20°C, para posterior estudo das respectivas atividades enzimaticas e

extracdo de DNA.

4.3. Teste de compatibilidade micelial

O teste de compatibilidade micelial foi feito de acordo com Kohn e Schafer (2006),
discos de micélio com 5 mm de didmetro foram obtidos das bordas de colénias de S.
sclerotiorum com 5 dias de crescimento em meio BDA. Dois discos miceliais foram
colocados em lados opostos em placas de Petri contendo meio BDA adicionado de corante
alimenticio vermelho. As placas foram encubadas no escuro por 7 dias a 20°C. A
compatibilidade entre os isolados foi determinada pela fusdo do micélio dos dois isolados e a
incompatibilidade foi observada através de uma linha vermelha no fundo das placas de Petri
ou pela formacdo de micélio aéreo ao longo da linha divisoria entre os dois isolados. Apos
uma pré-formacdo dos grupos, foram feitos testes apenas entre os grupos, ndo sendo

necessario testar todos os isolados entre si. O experimento foi feito em triplicata.

4.4. Teste de producdo de enzimas hidroliticas

As atividades enzimaticas foram realizadas através do método da determinagdo do
teor de agucares redutores liberados pela reacdo enzimatica através da solugdo de acido
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959).

4.4.1. Ensaio de atividade das Poligalacturonases.
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b de pectina. A mistura de reacéo foi feita em placa de 96

pocos e constituiu-se de 22 pL de solugdo de pectina citrica 0,5% em tampdo acetato de sodio
0,05 M, pH 5,0 mais 7 pL de amostra de sobrenadante de cultura. Depois de completada a
homogeneizacdo, os preparados foram incubados a 50°C; decorrido 10 minutos, foram
adicionados 75 pL de DNS, seguido de imediata agitacdo e incubacdo a 100 °C, por 5
minutos. Apds a homogeneizacdo, 75 pL da reacdo foram transferidos para uma placa de
ELISA, a leitura foi realizada em leitor de placas em comprimento de onda de 575 nm e os
valores obtidos foram comparados com a curva padréo da reacdo. A atividade liberadora de
acucares redutores foi expressa em U.mg™ (unidade de atividade enzimatica por miligrama de

proteina), com os ensaios realizados em triplicata.

4.4.2. Ensaio de atividade das Xilanases.

A atividade das xilanases foi determinada atraveés da quantificacdo dos grupos
redutores liberados da solugéo de xilana. A mistura de reacdo foi feita em placa de 96 pocos e
constituiu-se de 40 pL de solucdo de xilana 1% em tampdo acetato de sddio 0,05M, pH 5,0
mais 25 pL de amostra de sobrenadante de cultura. Depois de completada a homogeneizacdo,
os preparados foram incubados a 50°C; decorrido 10 minutos, foram adicionados 100 pL de
DNS, seguido de imediata agitacdo e incuba¢do a 100 °C, por 5 minutos. Apés a
homogeneizacdo, 75 pL da reacdo foram transferidos para uma placa de ELISA, a leitura foi
realizada em leitor de placas em comprimento de onda de 575 nm. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

4.4.3. Ensaio de atividade de [3-1,3-glucanase

A atividade foi determinada medindo-se a quantidade de agucar redutor liberado apds
incubacdo das amostras com laminarina (Sigma Chemical Company 95%). Foram
acrescentados 10 yL da amostra a 20 pL de laminarina 0,25%, diluida em tampdo acetato de
sodio 0,05 M, pH 5,0. Depois de completada a homogeneizacdo, os preparados foram
incubados a 50°C; decorrido 10 minutos, foram adicionados 100 yL de DNS, seguido de
imediata agitacdo e incubacdo a 100 °C, por 5 minutos. Apos a homogeneizagdo, 75 pL da
reacdo foram transferidos para uma placa de ELISA, a leitura foi realizada em leitor de placas

em comprimento de onda de 575 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.4.4. Ensaio de atividade de [-1,4-glucanase
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cubacdo das amostras com solugdo de CMC

(CarboxiMetilCelulose). Foram adicionados 12 pL da amostra a 29uL de CMC 1% pH 5,0. A
incubacgéo foi a 50°C por 1 hora sendo em seguida a reagdo parada pela adicdo de 59 yL de
DNS (MILLER, 1959) e aquecida em agua fervente por 5 minutos Depois de completada a
homogeneizacdo, 75 pL da reacdo foram transferidos para uma placa de ELISA, a leitura foi
realizada em leitor de placas em comprimento de onda de 575 nm. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

4.5. Extracdo do DNA

A extracio do DNA foi feita pelo método de CTAB (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998) com modificagcbes. Aproximadamente 15 a 20 mg de micélio
foram transferidos para 500 pL de tampdo de extragdo formado por: 0.7 M NaCl, 50 mM de
Tris-HCI, pH 8,0 e 10 mM de EDTA. Um volume igual de cloroférmio foi adicionado e a
mistura foi agitada vigorosamente através de vortex e centrifugada por 5 min a 10.000 rpm. A
extragdo com cloroférmio foi repetida e a fase aquosa do sobrenadante transferida para um
novo tubo. O DNA foi precipitado com a adi¢do de 50 pL de dois volumes de etanol gelado e
centrifugado por 10 min a 4°C. O pellet formado foi lavado com etanol a 70% gelado e seco a
temperatura ambiente antes de ser dissolvido em 50 puL de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA) e 2 pL de ribonuclease A (10mg/mL). A qualidade do DNA foi atestada pela
verificacdo da integridade do mesmo em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. O
DNA obtido foi quantificado em espectrofotometro e sua concentracdo aferida em torno de 10
a 100 pg mL™.

4.6. Selecdo de oligonucleotideos

As reacdes de amplificagdo foram feitas em termociclador, num volume de reagéo de
30 pL contendo: 1 ng DNA molde, 0,5 pM de primer (Operon Technologies), 0,8 uM de
dNTP, 2,5 uL de tampéo 10X, 1,5 mM de MgCl,, 2,5 unidades de TagDNApolimerase e H20
(g.s.p.).- As condigdes de amplificagdo foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por dois minutos;
40 ciclos de um minuto e meio a 92 °C, um minuto a 37 °C, e dois minutos e meio a 72 °C. A
extensdo final foi de cinco minutos a 72 °C. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a
eletroforese com corrida (3V/cm) em géis de agarose 1,5% (P/v) em tampdo TBE 1X. O
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O teste para selecdo foi realizada com oligonucleotideos iniciadores da série OPC e
OPE da Operon Technologies (Huntsville, Alabama, USA). Para verificacdo do perfil de
amplificacdo de cada oligonucleotideo foram utilizados DNA de trés amostras, sendo uma de
cada populagdo, gerando uma matriz binéria, onde a presenca de banda € representada pelo
namero um (1) e a auséncia de banda pelo zero (0). A eletroforese foi executada em cuba
horizontal com corrida (3V/cm) em géis de agarose 1,5% (P/v) e tampdo TBE 1X. Foram
selecionados 13 primers (Tab. 1) para o processo de amplificagdo, dentre 23
oligonucleotideos. A triagem foi feita analisando a quantidade de bandas amplificadas para
cada primer utilizando-se um individuo de cada popula¢do, optou-se pelos primers que

apresentaram maior nimero e bandas mais intensas no gel.

Tabela 1- Primers selecionados para amplificagdo do DNA dos isolados.

Primer Sequencia Locos obtidos
5>3 Ne°
OPC-1 TTCGAGCCAG 3
OPC-2 GTGAGGCGTC 8
OPC-3 GGGGGTCTTT 3
OPC-4 CCGCATCTAC 9
OPC-9 CTCACCGTCC 3
OPC-10 TGTCTGGGTG 10
OPE-12 TTATCGCCCC 6
OPC-13 AAGCCTCGTC 4
OPC-20 ACTTCGCCAC 6
OPE-2 GGTGCGGGAA 4
OPE-6 AAGACCCCTC 4
OPE-9 CTTCACCCGA 6
OPE-17 CTACTGCCGT 7
Total 73
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A partir dos dados do experimento de producdo de enzimas hidroliticas realizou-se a
analise de variancia (ANOVA) e o teste de diferenca minima significativa (teste de Tukey)
para as médias, utilizando o programa Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2002).

A analise dos dados foi feita com base nos polimorfismos gerados pelas bandas mais
evidentes do marcador RAPD pela analise das fotos dos géis. A planilha com os dados
binéarios foi construida no Microsoft Excel. Os dados foram interpretados como binarios,
gerando-se uma matriz com a genotipagem dos individuos quanto a presenca (1) e auséncia
(0) de bandas. A porcentagem de polimorfismos obtida nos géis com as amplificaces foi
calculada dividindo-se o nimero de bandas polimérficas pelo nimero total de bandas de cada
primer. O programa Arlequin, versdao 2.001 (SCHNEIDER, et al. 2000) foi usado para
calcular a frequéncia de haploides, indice de fixacdo Fg que indica a distribuicdo da
variabilidade genética entre as populagdes (WEIR; COCKERHAM, 1984) e anélise
hierdrquica da variancia molecular (AMOVA) entre e dentre as populagdes.

O dendograma foi construido baseado em uma matriz de distancia genética obtida
pelo coeficiente de distancia de Rogers modificado (WRIGHT, 1978), também chamado de
Rogers-W. Os individuos foram agrupados pelo método de UPGMA, disponivel no software
NTSYS (Rohlf, 1998). Esse programa também foi utilizado para calcular o coeficiente de
correlacdo cofenética r entre as matrizes de distancia pelo teste de Mantel (MANTEL, 1976).
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5.1

Coleta de isolados de Sclerotinia sclerotiorum

Foram obtidos isolados de Sclerotinia sclerotiorum, amostrados em um minimo de
dois campos por regido, conforme pode ser verificado na Tabela 2. O fungo foi coletado na
forma de esclerddio presente no solo ou planta, estes foram embalados em sacos plasticos e
catalogados. Os esclerédios em laboratorio passaram por processo de desinfeccdo dentro de
camara de fluxo laminar onde foram lavados em solucdo de hipoclorito 0,1% e logo ap06s
alcool 70%. Apds desinfeccdo os esclerodios foram incubados para crescimento em meio
BDA em placa de Petri. Possiveis isolados contaminados foram retirados do grupo e novos

esclerédios foram utilizados.

Dos esclerddios coletados 30 isolados obtidos de cultura de feijoeiro nas regides de
Santo Antonio de Goias (2 isolados) , Formosa (13 isolados) e Montividiu (4 isolados) no
estado de Goias, Lucas do Rio Verde (6 isolados) em Mato Grosso e Monte Carmelo (5

isolados) em Minas Gerais. Outros 16 isolados de S. scleroriorum foram obtidos de cultura de

soja na regido de Londrina no Parana, totalizando 46 individuos.

Tabela 2 — Lista de isolados de Sclerotinia sclerotiorum coletados em regi6es do Brasil

Isolados Hospedeiro Localizagéo

ss30 Feijao Santo Antdnio de Goias — GO
§532 Feijao Santo Antdnio de Goias — GO
$s39,1 Feijao Formosa — GO

$s39,2 Feijao Formosa — GO

ss40,0 Feijao Formosa — GO

ss40,1 Feijao Formosa — GO

ss40,2 Feijao Formosa — GO

ss41,0 Feijao Formosa — GO

ss41,1 Feijao Formosa — GO

ss41,2 Feijao Formosa — GO

ss41,3 Feijao Formosa — GO

ss41,4 Feijao Formosa — GO

ss43,0 Feijao Formosa — GO

ss43,1 Feijao Formosa — GO

ss43,3 Feijao Formosa — GO
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$546,4 Feijao Lucas do Rio Verde - MT
$546,5 Feijao Lucas do Rio Verde - MT
$546,6 Feijao Lucas do Rio Verde - MT
$s46,7 Feijao Lucas do Rio Verde - MT
mcQ7 Feijéo Monte Carmelo - MG
mc08 Feijao Monte Carmelo — MG
mcl4 Feijéo Monte Carmelo - MG
mc19 Feijéo Monte Carmelo — MG
mc21 Feijéo Monte Carmelo — MG
ml4 Feijéo Montividiu — GO
m24 Feijéo Montividiu — GO
m48 Feijéo Montividiu — GO
m96 Feijéo Montividiu — GO
prOl Soja Londrina - PR
pr02 Soja Londrina - PR
pr03 Soja Londrina - PR
pro4 Soja Londrina - PR
pr05 Soja Londrina - PR
pro6 Soja Londrina - PR
pr07 Soja Londrina - PR
pr08 Soja Londrina - PR
prl0 Soja Londrina - PR
pril Soja Londrina - PR
pri2 Soja Londrina - PR
prl5 Soja Londrina - PR
prl3 Soja Londrina - PR
prl8 Soja Londrina - PR
pr21 Soja Londrina - PR
pr23 Soja Londrina - PR

5.2. Grupo de compatibilidade micelial
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dade micelial dos isolados estudados, individuos que

do provocaram fusdo de micélio foram considerados

antagonicos, ou seja, de diferentes grupos de compatibilidade micelial. A combinagéo entre
dois isolados antagonicos de Sclerotinia sclerotiorum causou a formagdo de uma fina banda
de micélio morto a qual pode ser visualizada na placa pelo corante adicionado ao meio de
cultura, esta faixa indica a incompatibilidade entre os dois isolados. Assim, isolados
compativeis entre si, cresceram livremente pela placa produzindo a anastomose entre as hifas
da margem da coldnia e uma massa continua de micélio (Fig. 2). Na figura é possivel
observar a compatibilidade entre o isolado ss41,3 de Formosa-GO e o isolado ss46,6 de Lucas
do Rio Verde-MT (A) e a incompatibilidade entre o0 mesmo ss41,3 e o isolado m14 de
Montividiu-GO (B).

ss41,3 ss41,3
¢ & d
\ o

SS46,6 m1l4

Figura 2. Teste de compatibilidade micelial entre dois isolados coletados. O teste
demonstra a compatibilidade entre os isolados ss41,3 e ss46,6 com crescimento micelial
continuo (A) e a incompatibilidade entre os isolados ss41,3 e m14 com formacdo de linha
escura entre os dois individuos (B).

Foram feitos 120 testes de confrontos entre os isolados para determinar a
compatibilidade entre eles. Individuos compativeis entre si foram classificados como de um
mesmo grupo de compatibilidade.. Na medida em que os grupos foram montados, os isolados
restantes eram confrontados apenas com representantes desses grupos, ndo sendo necessario o

teste entre todos os isolados.

A partir dos testes realizados foi possivel formar 10 grupos de compatibilidade
micelial (Fig. 3). O grupo 1 (g1) conteve o maior numero de isolados chegando a abranger 47
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se conteve individuos obtidos de todas as areas de coleta

omo de soja. Dois grupos (G8 e G10) tiveram apenas um

isolado representativo.

mgl

mg3

mgl

mg5

mgb6

mg8

g9

mglo

Figura 3. Grafico indicativo da proporcdo de isolados contidos em cada grupo de
compatibilidade micelial obtido. O maior grupo (G1) conteve isolados de todas as areas de
coleta, outros grupos contiveram regides especificas.

Apenas o Grupo 1 foi contido em todas as areas de cultivo, outros os grupos formados
foram de regiGes especificas, Monte Carmelo-MG conteve isolados dos grupos G1, G6, G7 e
G8, Formosa-GO conteve G1, G2, G3 e G5, Lucas do Rio Verde-MT conteve G1, G4 e G5,
St. Anténio de Goias-GO conteve apenas G1 e Londrina conteve G1, G9 e G10 (Tab. 3). A
regido de Londrina, cuja coleta foi feita de campos de soja, conteve trés grupos de
compatibilidade micelial dois desses ndo foram encontrados em outras regides. Essa

exclusividade de pode ser devida a diferenciagdo entre isolados obtidos de feijdo e de soja.

Tabela 3— Numero de isolados e grupos de compatibilidade miceliais (MCGs) observados em
cada local de coleta.

Localidade N° de isolados N° de MCGs obtidos MCGs identificados

Monte Carmelo-MG 5 4 Gl1, G6, G7, G8
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Analisando a esclerogénese durante os testes de compatibilidade micelial, de forma
geral houve a formacdo de esclerddios apenas na borda da zona litica (&rea de contato entre 0s
dois isolados) de cada isolado testado.

5.3. Producéo de enzimas hidroliticas

Em todas as atividades enzimaticas analisadas foi possivel verificar a producdo de
enzimas hidroliticas pelo fungo em meio de sobrenadante de cultura tendo como fonte de
carbono extrato de parede celular de feijoeiro. Os isolados produziram diferentes niveis de
atividade, em todas as enzimas analisadas houveram diferencas estatisticamente significativas

entre os isolados (p<0,05).

5.3.1. Atividade das Poligalacturonases

Analisando a atividade das poligalacturonases (Fig. 4) do meio sobrenadante de
cultura de S. sclerotiorum obteve-se um nivel mediano de 25 unidades enzimaticas por
micrograma de proteina entre todos os isolados provenientes das localidades Santo Ant6nio
de Goias-GO, Formosa-GO, Montividiu-GO, Lucas do Rio Verde-MT e Monte Carmelo-MG,
excec¢do feita por a Londrina-PR, com 55 unidades enziméaticas por micrograma de proteina,
atividade bem acima da média dos outros Estados (p<0,01).
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Figura 4. Atividade enzimatica das poligalacturonases em meio sobrenadante de isolados
de Sclerotinia sclerotiorum crescidos em meio minimo e extrato de parede de feijoeiro
como fonte de carbono. A regido de Londrina-PR apresentou nivel de atividade
significativamente maior que as outras regides analisadas (p < 0,01). Letras diferentes
representam diferencas significativas entre os niveis de atividade.

5.3.2. Atividade das Xilanases

A atividade das xilanases (Fig. 5) apresentou diferentes niveis de producéo de
enzima entre os isolados, dentro das populagbes essas diferencas foram significativas
(p<0,05). Ao analisar a atividade entre populagdes houve diferencas significativas, a atividade
da populacéo de Londrina foi significativamente maior que a populagdo de Formosa (p<0,05).
Para as popula¢cdes de Montividiu, Monte Carmelo, Lucas do Rio Verde e St. Anténio de

Goiés as diferencas ndo foram significantes.
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Figura 5. Atividade enzimatica das xilanases em meio sobrenadante de isolados de
Sclerotinia sclerotiorum crescidos em meio minimo e extrato de parede de feijoeiro como
fonte de carbono. Letras diferentes representam diferengas significativas entre os niveis de
atividade (p < 0,05).

5.3.3. Atividade da 1,3-B-glucanase

A atividade das 1,3-B-glucanase (Fig. 6) apresentou diferentes niveis de produgéo de
enzima entre os isolados, dentro das mesmas populaces de uma localidade essas diferencas
foram significativas (p<0,05). A analise entre populagdes indicou diferentes niveis de
atividade, sendo que a regifes de Monte Carmelo-MG e Londrina-PR, com nivel de atividade
dessa enzima semelhante entre si, tiveram producéo significativamente maior que a populacéo
de Formosa-GO. As varia¢Bes entre Montividiu, Lucas do Rio Verde e Santo Antdnio de
Goias nao foram significantes quando comparadas entre si.

26


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Click Here to upgrade to
Unlimited Pages and Expani

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
O m p | ete PDF Complete.

= Atividade p-
1,3-glucanase

ab
I Ib

N
(3]
1

Atividade enzimatica especifica (U. ug?)
N
ol

24 -
23 -
22 -
21 . .
Montividiu-GO Formosa-GO Monte Lucas do Rio St. Antonio de Londrina-PR
Carmelo-MG Verde-MT Goias-GO
Localidade

Figura 6. Atividade enzimatica das B-1,3-glucanase em meio sobrenadante de isolados de
Sclerotinia sclerotiorum crescidos em meio minimo e extrato de parede de feijoeiro como
fonte de carbono. Letras diferentes representam diferengas significativas entre os niveis de
atividade (p < 0,05).

5.3.4. Atividade da [-1,4-glucanase

A atividade enzimética das [-1,4-glucanase (Fig. 7) em meio sobrenadante de cultura
de S. sclerotiorum foi positiva em todos os isolados analisados. A andlise da atividade dentro
das populacées indicou variagdo significante entre os isolados (p<0,05), porém ndo foram
encontradas diferencas significativas na atividade enzimética entre as popula¢des estudadas.
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Figura 7. Atividade enzimatica das [-1,4-glucanase em meio sobrenadante de isolados de
Sclerotinia sclerotiorum crescidos em meio minimo e extrato de parede de feijoeiro como
fonte de carbono. Nao houve diferencas significativas entre as regides.

5.4. Selecdo de oligonucleotideos

Os fragmentos de DNA amplificados por RAPD, produtos provenientes das
amplificacdes, foram separados em géis de agarose 1,5%. Todos os oligonucleotideos que
foram analisados produziram bandas com tamanho e intensidade passiveis de serem
computadas, como no exemplo da amplificagdo do primer OPC2 e OPC4 (Fig. 8).

No primer OPC2 foi possivel verificar polimorfismos em bandas amplificadas, este
se deram principalmente em isolados provenientes de Londrina, em outras regides houve
homogeneidade nas bandas. O primer OPC4 amplificou um maior numero de polimorfismos
em comparagdo ao OPC2, sendo possivel verificar varios isolados de Santo Antonio de Goias,
Formosa, Monte Carmelo e Londrina apresentando bandas polimérficas. Atencdo especial é
dada aos isolados pr10 e ss39,1 os quais foram observou-se nos perfis eletroforéticos da
amplificacdo dos dois primers maior nivel de diferenciagdo no padrdo de bandas em
comparacao aos outros individuos. No total foram produzidas 73 bandas das quais 94% eram
polimorficas (Tab. 4). Quando se remete & populacdo, a maior porcentagem de bandas
polimdrficas obtidas foi da regido de Londrina-PR com 66,27% e a menor porcentagem foi da
regido de Santo Antdnio de Goias-GO com 17,8%.
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Figura 8 - Perfil eletroforético do produto de amplificacdo dos primers OPC2 (A) e
OPC4 (B) nas seis populactes de Sclerotinia sclerotiorum. Produtos separados em gel de
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Tabela 4- Analise por marcadores RAPD da estrutura genética de populagGes de Sclerotinia
sclerotiorum de diferentes regides e plantas hospedeiras

Populacéo Tamanho da N° de bandas % de bandas
amostra polimoérficas polimoérficas
St. Anténio de Goids-GO 2 13 17,8%
Formosa-GO 13 42 57,53%
Lucas do Rio Verde-MT 6 13 17,8%
Monte Carmelo-GO 5 29 39,72%
Montividiu-GO 4 15 20,54%
Londrina-PR 16 44 60,27%

Nos testes realizados pelo método AMOVA, os resultados indicaram que 16,94% da
variacdo total foi atribuida a diferencas entre populacdes, enquanto 83,06% foi devido a
variagOes intrapopulacional (Tab. 5). Percebeu-se, assim, que os niveis de variacdo entre
populacbes foram menores do que os niveis de variagdo dentro das popula¢des. O indice de
fixacdo (Fst) obtido no trabalho foi de 0,16937.

Tabela 5- Resumo da anélise de variancia molecular (AMOVA).

Fonte de variacdo Graus de Média dos Componente de Total (%)
Liberdade quadrados variagao

Entre populagbes 5 68,834 1,15646 16,94

Dentro de 40 226,862 5,67155 83,06

populagdes

Total 45 295,696 6,82801

indice de fixagdo  0,16937
(Fst)

A partir dos dados da tabela de presenca e auséncia, foi calculado uma matriz de
distancia genética entre as populagdes utilizando-se o coeficiente de distancia Rogers-W. A
partir da matriz obtida foi criada a matriz cofenética para ser utilizada no Teste de Mantel,

obtendo-se indice de correlacdo cofenética 0.978. Dessa forma o dendograma gerado
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O dendograma foi produzido com base nos valores da matriz segundo o Método de
UPGMA utilizando-se o programa NTSYS (ROHLF, 1998), as 6 popula¢Ges foram divididas
em 4 grupos principais. Tanto o grupo formado por Formosa-GO e Lucas do Rio Verde-MT
quanto o grupo de Monte Carmelo-GO e Montividiu-GO apresentaram distancia genética de
aproximadamente 0.12. O grupo de S. Antbnio de Goias-GO foi o mais divergente e

apresentou distancia genética de 0.39 em relacdo aos outros grupos (Fig. 9).

S. Antonio de Goias-GO

Formosa—GO-|
o 100

Lucas do Rio Verde-MTJ

95

Monte Carmelo-MG
86.1

Montividiu-GO

Londrina-PR
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0.12 0.19 0.25 0.32 0.39
Similaridade Genética

Figura 9 — Dendograma representativo das distancias genéticas entre as populacées de S.
sclerotiorum. As distancias foram obtidas com base em marcadores RAPD entre seis
populacbes de Sclerotinia sclerotiorum agrupado por UPGMA utilizando indice de distancia
Rogers-W. A consisténcia dos agrupamentos foi determinada pela analise de bootstrap, os
valores estdo demonstrados na figura.
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No presente trabalho foram estudados 46 isolados de Sclerotinia sclerotiorum
provenientes de 6 regibes diferentes. Desse total, 30 isolados foram obtidos de cultura de
feijoeiro e 16 de cultura de soja. Com o objetivo de avaliar a diversidade genética desses
individuos foram analisadas caracteristicas como a capacidade de formar anastomose entre
hifas de diferentes isolados, produgdo de enzimas de importante funcdo patogénica para o
fungo e anélise genética através da utilizagdo de marcadores do tipo RAPD.

A formacdo de grupos de compatibilidade micelial através da fusdo de hifas de
diferentes isolados indica nivel de parentesco entre diferentes isolados. Isolados que foram
capazes de fundir hifas foram classificados como sendo do mesmo grupo. Os 46 individuos
coletados foram classificados em 10 grupos de compatibilidade micelial. O maior grupo, G1,
representou praticamente a metade dos isolados analisados, com 47% de todos os isolados.
Nesse grupo ndo houve especificidade de regido, pois ele continha isolados de todas as areas
analisadas. Em experimento semelhante com isolados obtidos no Canada, pesquisadores
coletaram 213 isolados de diferentes campos, foram formados 21 grupos de compatibilidade
micelial, sendo que 5 grupos representavam 84% dos isolados (HAMBLETON et al, 2002).
Nesse experimento houve também a formacdo de um grande grupo de compatibilidade
micelial contendo 46% de todos o0s isolados obtidos, dado bastante proximo ao ocorrido com
0s isolados estudados neste trabalho. Nao foi observado especificidade de grupos de
compatibilidade micelial e hospedeiro de origem de S. sclerotiorum, tanto a cultura de soja

quanto a de feijdo obtiveram nimeros variados de grupos.

Apesar de terem sido obtidos 10 grupos de compatibilidade micelial dentre os 46
isolados analisados, ndo foi observado especificidade com a regido de origem do isolado. A
regido de Monte Carmelo-MG com apenas 5 isolados possui 4 grupos, proporcionalmente a
maior quantidade obtida, sendo que a regido de Londrina obteve 0 menor ndmero
proporcional de grupos, dentre 16 isolados somente 3 grupos foram identificados. Resultado
semelhante foi obtido por Meinhardt et al (2002) os quais trabalharam com 18 isolados
obtidos da regido de Guaira-SP (13 isolados de feijoeiro) e Unai/Bonfindpolis-MG (5 isolados
de feijoeiro, batata e pimentdo) estes produziram apenas dois grupos de compatibilidade
miceliais. Mesmo as duas localidades estando separadas por cerca de 500 km ndo houve

especificidade de grupo de compatibilidade com relacdo a regido de coleta nem com relagdo
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S. sclerotiorum €é conhecido por secretar uma grande quantidade de enzimas que
degradam polissacarideos e proteinas responsaveis por degradar polimeros da parede celular
vegetal (POUSSEREAU et al. 2001). Essas enzimas contribuem com a nutricdo geral do
microrganismo e facilitam a invasdo do patdgeno no hospedeiro. De acordo com LI et al.
(2004), isolados de S. sclerotiorum capazes de produzir maiores quantidades de
poligalacturonases possuem vantagem no processo de infeccdo sobressaindo sobre aqueles
com menor capacidade de produzir essa enzima. No presente trabalho houve diferencas
significativas de atividades das poligalacturonases entre os isolados estudados o que pode ser
visualizado com um grande aumento da atividade do grupo de Londrina-PR (Fig. 4). Esta
populacdo foi coletada de culturas de soja indicando um maior nivel de atividade enzimética
em comparacdo a isolados obtidos de cultura de feijoeiro. As médias das atividades entre

populacgdes obtidas de feijoeiro ndo apresentaram diferencas significativas.

A B-1,4 Xilana é uma fracdo da hemicelulose muito abundante em vegetais, a Endo-
1,4-B-xilanase e B-xilosidase sdo responsaveis pela hidrolise da xilana. A atividade enzimética
das xilanases pelos isolados de S. sclerotiorum demonstrou um maior nivel na populagéo de
Londrina (Fig. 5), porém esta diferenca foi significativa apenas com relacdo a populacéo de
Formosa. Entre as outras populacdes a atividade das xilanases ndo obteve diferencas
significantes. Observando as variacGes entre isolados obtidos de feijoeiro e soja, estes ndo

apresentaram variag0es importantes.

A Glucanases produzidas pelo fungo possuem grande importancia no processo
infeccioso principalmente como fonte de carbono (MARTIN et al. 2007). A andlise da
atividade das B-1,3-Glucanases demonstrou maiores niveisnas popula¢fes de Londrina-PR e
Monte Carmelo-MG, as quais foram significativamente maiores em comparacao a atividade
da populacéo de Formosa-GO (Fig. 6), nas demais populacOes analisadas as diferencas ndo
foram significativas. Analisando [-1,4-Glucanases, houve atividade enzimética em todos 0s
grupos porem ndo foi possivel detectar diferencas significativas entre as populacGes ou entre
isolados coletados de hospedeiros diferentes, diferencas foram encontradas apenas entre
isolados da mesma populagéo.

Estudos filogenéticos baseados em RAPD propiciam informacfes suficiente para

diferenciar individuos de mesma espécie. Hsiang e Mahuku (1999) trabalharam com isolados
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10s do presente trabalho com relacdo a distancia genética

entre populagbes. Os autores estudaram popula¢fes de Ontario no Canada, nas quais se
observou 50,7% de variacdo genética entre populagcdes de Ontério e 49,3% de variacdo entre
essas populagGes. Comparando-se a populacdo do Canada as popula¢fes do Japdo houve

completa distingédo entre as duas localidades.

No presente trabalho, os marcadores de RAPD foram efetivos na deteccdo de
diferencas genéticas entre os isolados de S. sclerotiorum. Foram amplificados regiGes do
DNA dos isolados a partir de 13 primers aleatérios, sendo obtidos 73 fragmentos de DNA
amplificados passiveis de analise. As diferengas entre os marcadores de RAPD foram
analisadas para indicar a relagdo genética entre os grupos de isolados. Do total de bandas
obtidas 94% foram polimdrficas, sendo que os oligonucleotideos variaram na quantidade de
fragmentos de DNA polimorficos amplificados.

A maior parte da variabilidade genética obtida, neste trabalho foi dentro das
populagcdes com 83% do total de variagdo, sendo o restante taxa de variabilidade entre as
populacdes com 16% do total de variabilidade. Resultado semelhante foi obtido por Sun et al.
(2004) os quais analisaram isolados de S. sclerotiorum obtidos no Canadd em plantacfes de
cenoura e na Polbnia coletados em plantacdes de canola. Mesmo existindo diferentes
hospedeiros de origem e grande distancia geogréafica entre os isolados foi observado nesse
trabalho baixa variabilidade genética entre as duas popula¢cdes. Nao foi encontrado relacdo
entre hospedeiro de origem e variabilidade genética entre os isolados. Fato semelhante
ocorreu no presente trabalho em que ndo se observou existir correlagdo entre variabilidade e

0s tipos de hospedeiro.

Gomes et al. (2010) analisaram 79 isolados divididos em quatro populagdes de S.
sclerotiorum obtidos plantacdes de feijdo. As coletas foram realizadas de forma aleatéria na
regido de cerrado do Brasil com distancia entre os pontos de 50 km. A diversidade genética
foi verificada por meio de analise de regides microssatélites e sequenciamento de regido ITS.
Nesse trabalho foi observado 28,79% de variabilidade genética entre as popula¢des obtidas.
Quando a analise foi feita dentro das populagdes obtidas essa variabilidade se estendeu para
71,21% de variabilidade genética. Essa variabilidade genética de S. sclerotiorum no Brasil
pode ser suportada por varios fatores, entre eles 0 manejo das lavouras e pelo proprio ciclo
propagacdo do fungo. Dos varios fatores que afetam essa diversidade estdo: a baixa de
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amenas com periodos de inverno brando, baixo controle

de qualidade das sementes utilizadas e ciclo de germinacdo do fungo carpogénico e

miceliogénico (Malvarez, et al. 2007)

Segundo YEH (2000), uma estimativa de Fst menor que 0,05 representa um baixo
nivel de diferenciagdo genética, de 0,051 a 0,150 um nivel médio e de 0,151 a 0,250 um alto
nivel de diferenciacdo. O indice de fixacdo (Fst) calculado para os isolados deste trabalho foi
de (Fst) = 0,16937 demonstrando a grande diversidade genética das populacGes estudadas, e
consequentemente indicando que ha uma alta variabilidade genética. Hemmati et al. (2009)
classificaram como alto e/ou moderado os niveis de diversidade genotipica entre 276 isolados
do Ird de quatro populagdes de S. sclerotiorum separadas geograficamente, sendo que a
diversidade genotipica ndo diferiu significativamente. Isto pode ser devido & alta taxa de
mutacdo no DNA de isolados de S. sclerotiorum, o que também foi obtido por outros estudos
de Kohn et al. (1991).
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Os resultados deste trabalho permitiram concluir que a técnica do RAPD mostrou-se
eficiente na determinacdo da variabilidade genética em Sclerotinia sclerotiorum. Os isolados
de S. sclerotiorum obtidos de diferentes regides do Brasil apresentam alto indice de
variabilidade intrapopulacional com base em anélise de dados moleculares AMOVA do
RAPD. A formacdo dos grupos de compatibilidade miceliais indicou um grande grupo
envolvendo isolados de todas as regides sendo que este ndo se correlacionou com o0s ramos do
dendograma representativo das distancias genéticas. Houve baixo indice de variabilidade
interpopulacional indicado pela andlise RAPD e pelos niveis de enzimas hidroliticas
produzidas pelo fungo entre as populagodes.

36


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended.

om p I ete Thank you for using

PDF Complete.

£ C

Click Here to upgrade

Unlimited Pages and E

O estudo da diversidade de S. sclerotiorum neste trabalho podera ser complementado
através de:

1. Ampliacdo do numero de isolados com amostras de mais localidades do pais para
tracar um melhor perfil dos isolados brasileiros.

2. Analisar outras caracteristicas de determinantes de agressividade como producéo de
acido oxalico.

3. Utilizar técnicas com melhor abrangéncia de deteccdo de variabilidade genética como
microssatélites ou sequenciamento de regido ITS.
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