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RESUMO

Entre as doencas de maior destaque na cultura da soja encontra-se o
mofo-branco, cujo agente etioldgico é o fungo Sclerotinia sclerotiorum, agente
causal da “podriddo-de-esclerotinia”, “murcha-de-esclerotinia” ou “mofo-
branco,” em muitas espécies cultivadas e de plantas daninhas. A associacdo
deste fungo com sementes de espécies tdo diversas € epidemiologicamente
importante, uma vez que essa interacio constitui uma via das mais efetivas de
introducdo e disseminacdo de in6culo em novas regides. A implementacdo de
padrdes de tolerdncia em programas de certificacio de sementes € uma
alternativa que pode auxiliar no controle do mofo-branco. Para que estes padroes
sejam estabelecidos s@o necessdrios testes de diagnose precisos e eficientes e o
conhecimento das taxas de transmissdo do patégeno via sementes, além de
outros aspectos importantes neste processo. Dessa forma, este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar as relacdes de Sclerotinia sclerotiorum, na
forma sua micelial, a partir de sementes de soja com diferentes potenciais de
in6culo, no desempenho das mesmas. Foram utilizadas duas cultivares de soja,
Conquista e Tucunaré e dois isolados de S. sclerotiorum pertencentes a coleg¢do
micolégica do laboratério de patologia de sementes. A qualidade sanitiria e
fisiolégica inicial das amostras foi determinada de acordo com métodos
descritos nas Regras para Andlises de Sementes (BRASIL, 2009). Foram
conduzidos ensaios visando a deteccdo molecular de S. sclerotiorum em
sementes infectadas artificialmente e sementes contaminadas naturalmente com
o patégeno, por meio da técnica de PCR convencional e o PCR quantitativo,
usando primers especificos descritos para este patégeno. Foram utilizadas
sementes com niveis de incidéncia e intensidade de indculo varidveis para os
trabalhos de detec¢do molecular do patégeno. Para verificar o efeito do patégeno
no desempenho das sementes de soja e mensurar a taxa de transmissdo de S.
sclerotiorum, a partir de sementes, estas foram inoculadas via condicionamento
osmotico, conforme descrito na literatura, que permite a obtencdo de sementes
com diferentes potenciais de in6culo. Os dados relativos a transmissdo foram
expressos com base na relacdo entre percentagem de ocorréncia do fungo na
semente, conforme determinado no teste de sanidade e o numero de
plantulas/plantas infectadas pelo patégeno. A partir das sementes inoculadas,
foram feitas observacdes em microscopia eletrdnica de varredura, por meio
eletromicrografias, sobre a ultraestrutura das sementes, relacionadas com os
efeitos causados nas sementes, no que tange a qualidade fisioldgica das mesmas.
Neste ensaio foram aplicados testes moleculares (PCR convencional) para a
confirmacdo de S. sclerotiorum nas sementes nos diferentes potenciais de
in6culo. Para os estudos de transformacdo gé€nica, via marcador tipo green
fluorescent protein gene (GFP), foi utilizado um isolado de S. sclerotiorum,



sendo seguidos protocolos ja descritos com modificagdes propostas. Somente a
técnica de qPCR foi capaz de detectar S. sclerotiorum em todos os niveis de
incidéncia e nos diferentes potenciais de indculo nas sementes de soja, embora a
BIO-PCR convencional tenha se revelado promissora para detectar niveis do
referido patégeno em incidéncia e potenciais mais baixos. Verificou-se que nos
potenciais de indculo mais elevados houve efeito mais pronunciado na qualidade
das sementes. A taxa de transmissdo elevou-se proporcionalmente com aumento
do potencial de indculo, havendo indices de 100% no potencial mais elevado.
Pela andlise ultraestrutural ficou evidente que S. sclerotiorum foi capaz de
colonizar as camadas protetoras e o embrido das sementes na forma micelial.
Estas informagdes relacionaram a mé qualidade das sementes a desorganizacdo
celular dos tecidos parasitados pelo patégeno. As adaptacdes realizadas no
protocolo para a transformagdo de S. sclerotiorum com o marcador GFP,
revelaram-se eficazes na transformacdo do isolado utilizado. Neste caso, houve
maior rendimento na producdo de protoplastos, bem como na incorporagcdo do
referido gene utilizado neste estudo, e ainda foram mantidas as caracteristicas de
viruléncia e morfolégicas do fungo.

Palavras-chave: Mofo-branco. Sementes. Deteccdo Molecular. Taxa de
transmissao. GFP. Microscopia eletronica de varredura.



ABSTRACT

The white mold disease in soybean caused by Sclerotinia sclerotiorum is
one of the most threatening factor in this crop, being matter of increasing
concern in Brazil during the last years. The pathogen is considered a soil-bone
organism, being also seed transmitted in soybean and several other crops. The
association of this fungus with soybean seeds is an important fact from the
epidemiological view, since this interaction is one of the most effective way of
introduction and spread of inoculum to new regions. Implementation of
tolerance standards for that pathogen in certification programs is therefore an
important control measure to help in the prevention of the disease. For
establishment of that standard in this pathosystem seed health testings which are
more accurate and sensible are demanded, in addition to the transmission rate of
the pathogen by seeds. In this study the major objectives were to evaluate the
relationship between Sclerotinia sclerotiorum, in the mycelial form, and soybean
seeds with different inoculum potentials of the pathogen, looking at the
calculation of the seed transmission rate and the effects of the pathogen on seed
quality under controlled conditions. In all trials different cultivars of soybean
and isolates of S. sclerotiorum were used. The physiological and health quality
of the seed lots used were determined according to methods described in the
current Rules for Seed Analysis. The experiments on molecular detection of S.
Sclerotiorum in artificially and naturally infected seeds were conducted by using
conventional PCR and quantitative PCR using specific primers described for this
pathogen in literature. Seeds with different levels of incidence and intensity of
inoculum were prepared for the detection trials using molecular techniques. To
check the effect of the pathogen in the performance of soybean seeds and to
measure the rate of transmission of S. sclerotiorum on seeds, infected seed
batches were prepared by the inoculation method based on osmopriming
principle as described in literature for that aim. Transmission rates of the
pathogen were calculated based on the mathematics relation between percentage
of occurrence of the fungus in the seed as determined by health test and the
number of seedlings / plants infected by the pathogen. Infected and non infected
soybean seeds were submitted to analysis by scanning electron microscopy, to
look at the relationship between seed performance and the ultrastructure of
colonized seed tissues. In this test molecular tests (PCR) were applied for
confirmation of S. sclerotiorum in the seeds at different inoculum potentials. For
the genetic transformation of S. sclerotiorum, the gene marker type GFP (Green
Fluorescent Protein) was used following protocols previously described with
proposed changes. Only the qPCR technique was able to detect S. sclerotiorum
in all levels of incidence and inoculum potential in soybean seed samples,
although the BIO-PCR tests have proved promising for detecting levels of this



pathogen in lower incidence and potential. It was found that the higher inoculum
potentials of S. sclerotiorum in seeds caused an increased damage in the seed
performance as determined under controlled conditions. The transmission rate
was affected proportionally with increased inoculum potential, reaching rates of
100% in the highest potential tested. From the ultrastructural analysis it was
clear that S. sclerotiorum was able to colonize both protective layers of the seeds
and the embryo in the mycelial form. This information proved the correlation
between poor seed quality and seed performance due to the disorganization of
cell tissues infected by the pathogen. The adaptations in the protocol for
transformation of S. sclerotiorum with the GFP gene marker, proved effective
for the transformation of the strain used in this study. In this case there was a
higher yield of protoplasts, as well as the incorporation of that gene used in this
study and the maintenance of the characteristics of the fungus in terms of
virulence and morphology.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum. Seeds. Molecular detection. Transmission
rate. GFP. Scanning electron microscopy.
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CAPITULO 1

Deteccao, transmissibilidade e efeitos de Sclerotinia sclerotiorum em

sementes de soja

1 INTRODUCAO GERAL

O desempenho de culturas de importancia agricola é o resultado da
conjugacdo do potencial genético da cultivar, da fertilidade do solo, das
condigdes climdticas, das praticas culturais, da época de semeadura, da
populacdo de plantas e da qualidade fisioldgica e sanitdria das sementes, dentre
outros fatores (REIS; CASA, 1996; VIEIRA, 1988).

No ambito da fitossanidade, a agdo de algumas doengas tem limitado o
aumento e a melhoria da produtividade, além de ser um empecilho para a
expansdo ou, mesmo, a manutencio das dreas de plantio em regides favordveis
para esta finalidade.

Por intermédio das sementes, grande nimero de patégenos, considerados
de risco pode ser disseminado entre regides produtoras dentro de um mesmo pais
e entre paises, provocando danos de dimensdes incalculdveis, além de quase
sempre irreversiveis. Os prejuizos econdmicos oriundos das doencas que surgem
a partir das sementes sdo varidveis e ainda pouco determinados, em termos
numéricos (MACHADO, 1994).

A diagnose precisa e preventiva de agentes causais de doencas de
natureza epidémica em culturas de importancia econdmica € uma medida que se
torna cada vez mais indispensdvel na agricultura moderna, tendo em vista seu
significado em termos de reduc@o dos custos de producdo e como meio de

sustentacdo da atividade agricola em geral.
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Para culturas como a soja, que representa importante fonte de divisas
para o Brasil, o aspecto sanitdrio tem sido um dos mais sérios obsticulos a
evolucdo. Embora parte da tecnologia de producao ja tenha sido desenvolvida, o
aspecto de qualidade de sementes, que € bdsico para o desenvolvimento de
qualquer programa de melhoramento dessa cultura, permanece ainda sem o
conhecimento adequado, necessdrio para atingir o seu potencial maximo de
produtividade. Assim, os riscos de introducdo e estabelecimento de doencas de
natureza epidémica sdo crescentes e isto tem ameacado todo o potencial
produtivo dessas regides.

Dentre as doengas que ocorrem na cultura da soja, o mofo-branco, cujo
agente etiolégico € Sclerotinia sclerotiorum €, atualmente, uma das mais
importantes. Este patégeno € categorizado como uma praga ndo quarentendria
regulamentada, devido a sua natureza epidemioldgica, que tem merecido das
autoridades sanitdrias do pais, atencdo crescente, havendo proposicdo de
tolerancia zero no que tange a sua presenca em amostras de sementes de soja
submetidas a andlise sanitdria pelos programas de certificacio de qualidade para
esta espécie (MACHADOQO; POZZA, 2005).

Apesar de possuir pouca variabilidade morfoldgica, facilitando de certa
forma, a sua diagnose em testes de rotina, os conhecimentos dos mecanismos de
infeccdo e transmissdo de S. sclerotiorum via sementes de espécies hospedeiras,
ainda sdo aspectos pouco esclarecidos nas condi¢des brasileiras. Esses
conhecimentos tornam-se de extrema relevancia e urgéncia para que programas
de manejo desta doenca sejam colocados em prética pelos produtores de soja.
Diante do exposto, percebe-se que € necessario definir a taxa de transmissdo e
conhecer os efeitos desse patdgeno sobre as plantas hospedeiras, quando
presente nas sementes em diferentes potenciais de inéculo em condi¢des

favorédveis a doenga.
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Neste estudo, foram definidos como objetivos de investigacdo: a
deteccdo do agente do mofo-branco em associagdo com sementes de soja por
meio de técnicas moleculares e, avaliacdes de efeitos do patégeno em foco na

qualidade das sementes e de aspectos de sua transmissibilidade via sementes.



17

2 REFERENCIAL TEORICO

2.2 Aspectos gerais do mofo-branco da soja causado por Sclerotinia

sclerotiorum

2.2.1 Importancia econdmica da doenca na cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é cultivada em muitas regides do
mundo, sendo considerada uma das principais “commodities” agricolas do
Brasil e a mais importante cultura oleaginosa, possuindo componentes
alimenticios e outras propriedades valiosas para a dieta humana. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (2010), a safra brasileira de
2009/10 ocupou uma area de 23,4 milhdes de hectares, com producéo recorde de
68,68 milhdes de toneladas, sendo a produtividade média de 2.927 kg/ha. Os
investimentos em biotecnologia, voltados para o melhoramento genético, a
fertilidade de solos e a realizacdo adequada do controle fitossanitirio foram
responsdveis pelo aumento do rendimento da cultura, além de tornarem-na
adaptédvel em todo o territério nacional. Devido a sua participacdo expressiva no
contexto sécio-econdmico do pais, a cultura da soja ocupa posi¢do de destaque
no cendrio mundial. Atualmente, ocupa o segundo lugar em producio de grios e
o primeiro lugar em exportacdo. A producdo mundial estd concentrada em
apenas trés paises: EUA, Brasil e Argentina que, juntos, respondem por 80% da
producgdo e 90% da comercializacdo mundial.

Apesar de intimeros problemas com clima, pragas e doencas, o
crescimento do cultivo de soja segue com a abertura de novas dreas a cada safra
no territério brasileiro. Para atender a demanda crescente do mercado, sdo
necessdrios o estabelecimento adequado da cultura e a elevacdo da producio, o

que pode ser alcancado com o uso de sementes com alta qualidade fisiolégica e
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sanitdria, dentre intimeros outros fatores de produc@o. No Brasil, o cultivo
praticado em uma grande diversidade de ecossistemas faz com que diversos
fatores, como as doengas, sejam limitantes ao aumento da produtividade. Um
grande nimero dos agentes causais dessas doencas € veiculado pelas sementes.
Entre essas doencas transmitidas e disseminadas por sementes e que prejudicam
a cultura da soja, além de outras espécies hospedeiras de grande importancia
econdmica para o Brasil, destaca-se o mofo-branco, cujo agente etiolégico é o
fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (sin. Whetzelinia sclerotiorum)
Korf e Dumont.A ocorréncia do mofo-branco no Brasil vem aumentando de
forma preocupante nos ultimos anos, particularmente em areas de cultivo, sob
irrigacdo via pivd central (CARDOSO, 1994; MENEZES, 1995; VIEIRA, 1994)
e em dreas de soja onde o sistema de plantio-direto € praticado. A introducgdo da
doenca nessas dreas pode ser devido ao uso de sementes de soja ou de outras
culturas portadoras do patdgeno.

Dessa forma, o mofo-branco tem se caracterizado como uma doenca de
grande importancia econdmica no Brasil, ndo s6 pelos danos que causa as
culturas hospedeiras, como a soja, cujas perdas sdo estimadas em 30% ou mais,
como também pela sua atuacdo subsequente em cultivos futuros desta e de
outras espécies de interesse econdmico. Cardoso (1994) relatou que, no Brasil,
principalmente nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Goids, ji foram
observadas perdas de até 50% no rendimento de vérias culturas, sem considerar
a provavel diminuicdo da qualidade do produto colhido. Segundo Campos e
Silva (2009), somente no estado de Goias, na safra 2008/2009, ficou evidenciado
que 45% da drea cultivada com soja, cerca de 1 milhdo de hectares, encontrava-
se comprometida com a referida doenga.

De acordo com Nasser, Resck e Charchar (1990), as perdas mais
significativas ocorridas a partir de 1980, no Brasil, na cultura do feijdo, t&ém sido

causadas por S. sclerotiorum, especialmente nos cerrados, onde a irrigacio tem
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sido amplamente difundida para algumas culturas que sido hospedeiras deste
patégeno. Segundo Kerr, Steadman e Nelson (1978), o nimero de
sementes/planta € o componente do rendimento mais afetado, seguido do peso

de grios ou semente.

2.2.2 Hospedeiros do patégeno

O fungo Sclerotinia sclerotiorum pertence ao filo dos Ascomicetos,
classe Leotiomicetes, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae. Este patégeno
pertence ao grupo dos fungos mitospdricos, subgrupo Hifomicetos (AGRIOS,
2005; INDEX..., 2010; KRUGNER; BACCHI, 1995), apresenta distribui¢io
mundial, e é o agente causal da “podriddo-de-esclerotinia”, ou “murcha-de-
esclerotinia” ou “mofo-branco” em muitas espécies de plantas cultivadas.

Atualmente, as espécies de Sclerotinia taxonomicamente reconhecidas
sao S. sclerotiorum, S. trifoliorum e S. minor (WILLETS; WONG, 1980).
Estudos com base no DNA gendmico, por meio de técnicas moleculares,
separam a maioria dos isolados de Sclerotinia dentro dessas trés principais
espécies, delineadas, inicialmente, com base em caracteristicas morfoldgicas e
citolégicas (KOHN et al., 1988).

Boland e Hall (1994) consideram S. sclerotiorum como fungo
necrotréfico e relataram a ocorréncia de 408 espécies de plantas suscetiveis,
pertencentes a 278 géneros e 75 familias. Relataram que este fungo ataca 42
variedades de plantas, particularmente hortalicas e culturas anuais, entre elas
véarias de importincia econdmica. Purdy (1979) descreveu este fungo como
sendo o mais inespecifico dos fitopatégenos e com ampla distribuicdo
geografica.

No Brasil, o fungo foi descrito, pela primeira vez, em 1920, na cultura

da batata, no estado de Sdo Paulo. Atualmente, ocorre em varias espécies
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cultivadas como alface, girassol, soja (BALARDIN, 1992; HOMECHIN, 1982),
feijdio (SANTOS; ATHAYDE, 1983) e algodio (CHARCHAR; ANJOS;
OSSIPI, 1999), bem como em algumas plantas daninhas (VIEIRA, 1988) e entre
outras varias espécies.

De acordo com dados da literatura, o mapa de ocorréncia do mofo-
branco da soja, em ambito mundial, tem se apresentado de maneira bem
distribuida. Presume-se que a doenga esteja presente em todas as regides onde a

soja € cultivada sob condicdes climéticas favordveis ao seu desenvolvimento.

2.2.3 Etiologia, epidemiologia, sintomatologia e diagnose do mofo-branco

O entendimento dos processos relacionados ao desenvolvimento de
doencgas de plantas estd fortemente ligado ao conhecimento das caracteristicas do
patégeno, do hospedeiro e do ambiente. Sabe-se que cada um desses
componentes exerce papel fundamental no desenvolvimento de epidemias
(VALE; JESUS JUNIOR; ZAMBOLIM, 2004).

Um agravante da incidéncia do mofo-branco é o fato de o patdégeno S.
sclerotiorum formar estruturas de resisténcia conhecidas como esclerddios e dai
poder sobreviver no solo, mesmo em ambiente desfavordvel. O ciclo bésico de
S. sclerotiorum inicia-se com a fase de sobrevivéncia que decorre da producio
dos esclerdédios, o que, além de concorrer para o aumento da fonte de indculo,
assegura a presenca do patégeno por periodos prolongados em ambientes onde
sdo produzidos ou introduzidos, podendo, ai, permanecer por mais de um ano no
solo (COOK; STEADMAN; BOOSALIS, 1975) e, segundo Steadman (1983) e
Vennett (1998) por até 8 anos.

A germinacdo desse fungo pode ocorrer de duas maneiras, que afetam
diretamente o processo de infec¢@o por S. sclerotiorum, conhecidas no campo

como germina¢do miceliogénica e/ou carpogénica (LE TORNEAU, 1979).
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Na germinag@o carpogénica, os esclerddios sob determinada condigéo
podem germinar dando origem a um ou mais corpos de frutificacdo (apotécios).
A partir dos apotécios sdo formados milhares de ascésporos, que sao facilmente
disseminados. Esses ascésporos sdao considerados a fonte primdria de inéculo e
podem sobreviver por mais de 7 meses a baixas umidades e germinam em
condicdes de potenciais osméticos relativamente baixos. Os apotécios formam-
se, geralmente, dentro de 4 a 12 semanas, embora alguns isolados raramente ou
nunca chegam a produzi-los (PRATT; ROWE, 1991). A temperatura 6tima para
a germinacdo carpogénica dos esclerddios de S. sclerotiorum esta em torno de 8
a 16 °C (DILLARD; LUDWIG; HUNTER, 1995). De acordo com Ferraz et al.
(1996), solos ricos em matéria organica e com teor de umidade mais elevado
podem proporcionar condi¢cdes mais favordveis de formacgdo de apotécios,
enquanto solos com menor frequéncia de irrigacdo e presenca de palhada podem
provocar a reducdo de sua formacgdo. Além disso, os esclerédios mais velhos e
provenientes de solos ricos em matéria organica sao favorecidos na producio
dos apotécios.

Na germinagdo miceliogénica, ocorre a producdo de hifas diretamente
dos esclerddios e segundo alguns autores elas ndo apresentam importancia como
fonte primédria de infeccdo quanto é da producdo de apotécio (ABAWI;
GROGAN, 1979; COOK; STEADMAN; BOOSALIS, 1975; STEADMAN,
1983). Porém, ndo ha evidéncia comprovada deste fato para a cultura da soja.

A infecc@o pelo micélio de S. sclerotiorum ocorre pela germinagdo dos
esclerédios, que se encontram no solo ou nos restos de culturas, com formacao
de hifas vigorosas que colonizam a matéria orginica morta, tornando-se, assim
capazes de iniciar o processo de infec¢do. Ao encontrar uma planta hospedeira, o
micélio coloniza tecidos senescentes ou mortos e depois invade, rapidamente,
partes sadias, principalmente os tecidos suculentos, fazendo com que as células

parasitadas entrem em colapso (AGRIOS, 2005; PURDY, 1979).
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Por outro lado, a infeccdo por S. sclerotiorum em tecidos do feijoeiro, na
forma de micélio primdrio proveniente de esclerédios, ndo foi observada em
campos de cultivo (ABAWI; GROGAN, 1975). Os autores atribuem o fato a
auséncia de uma fonte de energia exdgena aos esclerédios, os quais
demonstraram ser incapazes de infectar as plantas mesmo em condi¢des
favordveis. Em estudos sobre o processo de infec¢ao de tecidos de feijao e soja
por ascdsporos, Sutton e Deverall (1983) concluiram que, na auséncia de
nutrientes exdgenos, os ascosporos produzem pequenos tubos germinativos
sobre os tecidos intactos, mas apenas os tecidos jovens sdo penetrados por hifas
originadas de sua germinacao.

Dessa forma, sabe-se que hd uma exigéncia, do patégeno, de uma fonte
de energia exdgena para que os ascdsporos possam infectar tecidos sadios ou
folhas verdes, vagens ou caules. Orgos senescentes ou injuriados na planta ou
caidos no solo, abaixo do dossel, podem suprir essa energia exdgena necessaria.
Nas culturas hospedeiras, as fontes mais frequentes dessa energia sdo as flores,
notadamente aquelas em fase de senescéncia ou mortas (ABAWI; GROGAN,
1975; STEADMAN, 1983).

Na literatura, ha diversos relatos sobre as condi¢des favordveis para os
processos de germinacgdo e infecc¢do por S. sclerotiorum. Segundo alguns relatos
deles, a germinacdo dos ascOsporos ocorre em condicdes de alta umidade
relativa e temperatura 6tima entre 5-10°C, enquanto a temperatura Stima para
crescimento micelial esta na faixa de 15°-25°C (ABAWI; GROGAN, 1975).
Outras condi¢des requeridas para o processo de infeccdo, além da temperatura,
sdo o pH do solo entre 6,0 e 9,7 e presenca de 8 horas de luz, no minimo
(COOK; STEADMAN; BOOSALIS, 1975).

Segundo Boland e Hall (1987), a ocorréncia de epidemias severas de
mofo-branco é dependente das condigdes em que os apotécios se encontram.

Neste caso, a presenga de umidade na superficie da planta por periodo entre 39-
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64 horas, sob temperatura do ar na faixa de 15-25°C e alta densidade de plantio,
¢ requisito para o desencadeamento de epidemias.

Plantio adensado, fertilizacdo, irrigacdo ou chuvas, excessivas,
principalmente no florescimento da cultura, também favorecem a germinacdo e a
infec¢do pelo patégeno (BLAD; STEADMAN; WEISS, 1978). Também em
relagdo ao processo de infec¢do primdria por S. sclerotiorum em soja, sio
conhecidos os seguintes mecanismos: a) infec¢do por ascésporos em pétalas
florais que se alojam nas hastes; b) infeccdo associada aos ascésporos
depositados em folhas em contato com o solo imido; c) infec¢ao por ascésporos
que germinam e penetram tecidos injuriados; d) folhas que entram em contato
com esclerddios na superficie do solo; e) infeccdo por micélio proveniente de
esclerédio, que é capaz de infectar o colo da planta (SUTTON; DEVERALL,
1983; TU, 1989). De acordo com Steadman (1983), a infeccdo secunddria resulta
de tecidos sadios em contato com 4reas infectadas.

Os sinais e os sintomas do mofo-branco em soja podem ser observados,
logo apds a colonizagdo inicial nos tecidos parasitados, na forma de crescimento
superficial de micélio com aspecto cotonoso, de coloracdo pardacenta, seguida
pela producdo de esclerddios, inicialmente brancos, tornando-se negros quando
maduros. Estes esclerédios podem ser observados na superficie ou dentro dos
6rgdos afetados de plantas hospedeiras (AGRIOS, 2005; VIEIRA, 1988). A
folhagem acima da regido afetada pode murchar ou amarelecer. As sementes
atacadas perdem o brilho, tornam-se opacas e com peso reduzido. Algumas
sementes, embora com aparéncia sadia, também podem estar infectadas
(STEADMAN, 1983). O periodo critico da doenca vai do florescimento até a
formacéo e o enchimento das vagens (BOLAND; HALL, 1997). A invasdo dos
tecidos pelas hifas se da pela secre¢do de dcido oxalico e de outras enzimas. O

dcido oxdlico atua como supressor da explosdo oxidativa em plantas
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hospedeiras, desativando um dos mecanismos mais importantes de resisténcia de
plantas a patogenos (CESSNA et al., 2000).

Apesar dos avancos ja alcangados no conhecimento sobre a biologia e
identificacdo de S. sclerotiorum, o desenvolvimento de metodologias para sua
diagnose e deteccdo, particularmente, em sementes, com base em principios
culturais, morfolégicos e moleculares, torna-se de extrema importincia em
programas de certificacdo de sementes para comercializagdo. Para a deteccdo
molecular de fungos, especificamente em sementes, € necessdrio que,
independente do método adotado, os marcadores moleculares, no caso par de
primers, sejam testados quanto a especificidade e otimizados para o maximo de
sensibilidade, tanto para a coldonia pura do organismo como em associacdo com
sementes, uma vez que a sensibilidade entre um e outro pode variar
(DOMBROWSKI et al., 2006).

A deteccdo e a diagnose precisa de patégenos em sementes € outros
materiais de propagacdo vegetal estdo entre as principais etapas no sistema de
producdo agricola. Os critérios utilizados para a detec¢do de fungos em sementes
seguem, de modo geral, as mesmas regras adotadas pela International Seed
Testing Association (ISTA) e, em sua maioria, consistem em estimular os
microrganismos a produzir estruturas ou metabdlitos que permitam a sua
identificacdo indireta.

Com os avangos da biologia molecular e aperfeicoamento de técnicas de
pesquisa em geral, tem sido de grande utilidade o uso de marcadores
moleculares que permitem fazer o monitoramento dos patdgenos, além de outras
aplicacdes, visando ao controle desta doenca.

Detalhes sobre a detec¢do de S. sclerotiorum em sementes de soja e
outras espécies hospedeiras sdo descritos no Manual de Andlise Sanitdria de
Sementes, que faz parte das Regras para Andlise de Sementes publicadas pelo

Ministério da Agricultura (MAPA) (BRASIL, 2009).
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A detec¢do molecular de patégenos em sementes, por meio do PCR
convencional, tem sido reportada em alguns patossistemas. Entre eles se
encontram Phomopsis longicolla e Diaporthe phaseolorum em soja (ZHANG et
al., 1999); Magnoporthe grizea, em arroz (CHADHA; GOPALAKRISHNA,
2006) e; Rhynchosporium secalis, em sementes de cevada (LEE; TEWARI,
2001; LEE; TEWARI; TURKINGTON, 2001).

O PCR em tempo real pode ser uma possibilidade para aumentar a
sensibilidade em relacdo ao PCR convencional. Em patologia de sementes, é
possivel quantificar a presenca de um tnico esporo contaminando a semente
(CHILVERS et al., 2007). McNeil et al. (2004) quantificaram a contaminagao de
menos de um esporo por semente com confianca de 95%, de Tilletia caries, em
sementes de trigo por meio de curvas de calibracdo. A sensibilidade da técnica
em cultura pura chega a 100 pg para Alternaria brassicae (GUILLEMETTE,
2004) e 10 fentigrams para Botrytis spp. (CHILVERS et al., 2007).

2.2.4 Disseminacao e transmissao do patégeno

Em relacdo a disseminacdo de S. sclerotiorum, sabe-se que ela pode
ocorrer através de ascOsporos carregados pelo vento ou dispersos pela dgua
(ADAMS; AYERS, 1979; KIMATI, 1980) e, secundariamente, por meio dos
esclerédios em solos contaminados, dgua de irrigagdo ou implementos agricolas.
A longa distancia, as sementes infectadas por micélio ou contaminadas com
esclerédios constituem a principal forma de disseminacdo deste fungo
(ADAMS; AYERS, 1979).

Com base em estudos exploratdrios iniciais e por analogia com trabalhos
desenvolvidos com alguns patossistemas conhecidos (ARAUJO, 2008;
BARROCAS, 2008; SARTORI; REIS; CASA, 2004), os mecanismos de

transmissdo e a dindmica com que os patégenos acessam plantas emergidas, sob
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condi¢des favordveis para a sua atuagdo em campos de cultivo, s@o varidveis de
acordo com a natureza de parasitismo de cada organismo. Especula-se, por
exemplo, a trajetoria que fungos como S. sclerotiorum, considerado organismo
habitante de solo, podem utilizar para alcancar as plantas emergidas no campo a
partir de indculo presente em diferentes partes da semente, como tegumento e
embrido, entre outras partes ou como estruturas acompanhantes em lotes
comerciais. A avaliacdo e a intensidade deste processo, considerando-se
aspectos como o papel do indculo presente nas sementes infectadas e ndo
emergidas e a trajetéria desses agentes, seja pela via sist€émica ou pontualizada,
dentre outros aspectos, sdo de grande relevincia para o estabelecimento de
estratégias de controle das doengas que esses patégenos causam.

Segundo alguns autores, a transmissdo de patégenos via sementes
implica na passagem do inéculo infectivo dos tecidos das sementes para a
progénie e, por outro lado, a passagem do inéculo de plantas infectadas para as
sementes produzidas em uma dada circunstdncia (MACHADO; POZZA, 2005).
Porém, a transmissd@o do patégeno da semente para a planta poderd ou ndo
acarretar no desenvolvimento da doen¢a no campo, ja que a associacdo fisica do
patégeno com as sementes nem sempre € suficiente para assegurar a ocorréncia
de doenca. A transmissdo ocorre se houver o estabelecimento do patégeno nos
tecidos da progénie (NEERGAARD, 1979).

Do ponto de vista de manejo, o conhecimento mais aprofundado do
processo de transmissdo de patégenos por sementes, constitui para a agricultura
moderna, uma necessidade imperiosa com vistas ao controle das doencas que

estes patdgenos causam (MACHADO; POZZA, 2005).
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2.2.5 Controle da doenca

Devido a importancia do mofo-branco e as dificuldades do seu controle
convencional no campo, bem como das discrepancias existentes entre 0s
resultados de estudos realizados neste campo, com €nfase no controle quimico,
diversas praticas de manejo da cultura e a integracdo de diferentes taticas de
manejo sdo requeridas para a obtencdo de sucesso no manejo integrado em
espécies hospedeiras.

Algumas das dificuldades de controle dessa doenca podem ser devido a
permanéncia de esclerédios vidveis por longo periodo de tempo no solo, dos
quais sdo originados os ascésporos e a falta de controle quimico eficaz, ao lado
da alta suscetibilidade dos hospedeiros cultivados. Assim, o controle mais
efetivo baseia-se num programa integrado de medidas, que incluem diversas
praticas culturais. A eficiéncia do controle quimico da doenca pode ser
influenciada pela densidade de indculo de S. sclerotiorum no solo (COSTA;
COSTA, 1998). E importante ressaltar que, para o controle do mofo-branco a
eficiéncia do controle quimico reside, prioritariamente, em seu carater
preventivo.

Alguns trabalhos tém demonstrado o uso de produtos quimicos neste
contexto. O uso de fungicidas quimicos para o controle do mofo-branco,
principalmente na cultura do feijoeiro, vem se tornando uma pritica comum em
algumas regides brasileiras, sendo os produtos aplicados via dgua de irrigacdo,
visando aumentar a eficdcia das aplicacdes, bem como a economicidade desta
operacdo (COSTA; COSTA, 1998; OLIVEIRA et al., 1995; VENEGAS; SAAD,
2010).

Outra alternativa vidvel € o uso de sementes tratadas para inibir o
desenvolvimento do patégeno e evitar sua disseminacdo e transmissdo. Alguns

trabalhos de tratamento de sementes visando ao controle do mofo-branco em
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algumas espécies hospedeiras, como feijdo, girassol, algoddo e soja tém sido
realizados. Rashid e Swanson (2008) verificaram que o tratamento de sementes
com fungicidas promoveu significativa reducdo da incidéncia da infec¢do inicial
causada por S. sclerotiorum, evitando de 60 a 84% de perdas no rendimento na
cultura do girassol. Mueller, Hartman e Pedersen (1999) constataram também
que, por meio do tratamento de sementes com os fungicidas quimicos, houve
reducdo de 98% da formacdo de esclerdédios a partir de sementes de soja
infectadas, durante dois anos de estudo. A eficdcia de fungicidas no controle do
mofo-branco em soja foi avaliada por Mueller, Derksen e Ozkan (2002), que
constataram reducdo de 50% da incidéncia da doenca nas plantas avaliadas. Em
trabalhos conduzidos com sementes de soja infectadas artificialmente e sob
condicdes controladas, o indculo de S. sclerotiorum foi sensivelmente reduzido
por alguns fungicidas, como tiofanato metilico, fludioxonil e outros, alguns
aplicados de forma isolada e outros em mistura (RIBEIRO, 2010).

Outro método que tem sido utilizado também para o controle de S.
sclerotiorum é o emprego de organismos antagonistas (BETTIOL, 1991; MELO;
AZEVEDO, 1998). O uso desses organismos nem sempre erradica os patégenos,
pois sua a¢do depende do equilibrio bioldgico existente no solo.

Segundo vérios autores, organismos como Coniothyrium minitans
(HUANG et al., 2000; JONES et al., 2004; LIE; HUANG; ACHARYA, 2003),
Gliocladium roseum (HANNUSCH; BOLAND, 1996) e espécies de
Trichoderma (BISSET, 1991, FIGUEIREDO et al., 2010), dentre outros, sdo
eficazes no controle de fungos que produzem estruturas de resisténcia, como € o
caso de S. sclerotiorum. Embora se trate de uma modalidade de controle que
apresenta certas vantagens, o controle bioldgico nio tem sido intensivamente,
explorado para o controle do mofo-branco em soja, nas condi¢des brasileiras
(ILLIPRONTI JUNIOR; MACHADO, 1993; MELO, 1996). O uso desses

microrganismos antagonistas baseia-se, principalmente, no controle dos
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esclerédios presentes no solo, por meio da degradagcdo e da interferéncia na
germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum (FIGUEIREDO et al., 2010; JONES
et al., 2004).

Segundo Lima, Marco e Felix (2000), a premissa bdsica do controle
biolégico é a de manter a densidade populacional das espécies de pragas,
associadas a agricultura em niveis econdmicos e ecologicamente aceitdveis.
Entretanto, apenas a substituicdo de um produto quimico por um biolégico nio é
o bastante para garantir o desenvolvimento de sistemas de cultivo mais
sustentdveis, havendo, no entanto a vantagem de tornar o controle de doengas,
menos dependente do uso de agrotéxico.

O conhecimento das caracteristicas e das condicdes ambientais que
podem favorecer o processo de germinagdo de esclerédios e infeccdo pelo
patégeno vem sendo utilizado para minimizar os danos e as perdas causados por
S. sclerotiorum. O uso da rotacdo de culturas e de palhadas densas de braquidria
tem-se apresentado como uma das ferramentas no controle dessa doenca
(GORGEN et al., 2009). Provavelmente, nestas condi¢des, o ambiente criado na
drea de cultivo é favordvel para que os esclerdédios de S. sclerotiorum sejam
parasitados por microrganismos antagonistas presentes no solo ou na propria
semente.

A influéncia da rota¢@o de cultura sobre a producdo de apotécios de S.
sclerotiorum na cultura da soja, foi estudada por Gracia-Garza et al. (2002).
Estes autores verificaram que houve uma redugao de 47% a 80% na produgio de
ndmero de apotécios formados, diminuindo, assim, o inéculo primdrio no campo
de produgdo, quando se adotou esta pratica de manejo.

Em relacdo ao controle genético, as fontes mais conhecidas de
resisténcia nfo sdo adaptadas as condicdes brasileiras e a natureza das mesmas
envolve a presenca de muitos genes, dificultando o melhoramento de cultivares

de soja ou de outras espécies hospedeiras deste patégeno. A dificuldade em
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desenvolver progénies resistentes a esse fitopatdgeno deve-se ao fato de a
resisténcia fisioldgica ser quantitativa, com moderada a baixa herdabilidade
(MILKLAS et al., 2001; PASCUAL; CAMPA; PEREZ-VEGA, 2010). Ja foram
identificados, de forma independente, mais de 10 locos de caracteres
quantitativos (QTL) que condicionam resisténcia ao mofo-branco. Contudo,
ainda ndo ha cultivares resistentes e o controle quimico isolado ndo tem sido
eficiente.

A importancia do tratamento de sementes, no contexto atual da
agricultura brasileira, dispensa maiores argumentagdes, considerando o seu valor
como medida preventiva no controle integrado ou manejo de inimeras doencas
de impacto econdmico.

O estabelecimento de padrdes sanitdrios para S. sclerotiorum em
sementes de soja é um alvo que tem sido discutido pelo setor sementeiro no
Brasil, no intuito de ser adotado pelos sistemas de controle de qualidade de
sementes certificadas. Por se tratar de um organismo dos mais perigosos para a
agricultura brasileira, a proposi¢do de tolerdncia zero para este patégeno em
amostras de sementes de soja, tem sido sugerida de maneira emergencial no paifs
(MACHADO, 1994; MACHADO; POZZA, 2005). Neste caso, estudos mais
detalhados sobre as relacdes de S. sclerotiorum com sementes de soja se fazem
necessdrios, para a elaboracdo de esquemas mais adequados de manejo das
sementes, nas condi¢des brasileiras.

Com base nas discussdes realizadas, ao longo dos ultimos anos pela
comunidade envolvida com a producdo, o uso e o controle de qualidade de
sementes no Brasil, informacdes mais concretas sobre deteccdo do fungo em
sementes de soja, com maior precisdo e agilidade, e aprofundamento dos estudos
sobre os mecanismos de transmissao e infec¢do pelo patégeno nessas sementes

devem ser colocados como prioridades de pesquisa.
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CAPITULO 2

Deteccio de S. sclerotiorum em sementes de soja por meio da técnica de per

quantitativo e pcr convencional

RESUMO

Sclerotinia sclerotiorum, agente causal da doenca conhecida como
mofo-branco na cultura da soja, ocasiona queda de producdo, além de
contaminac¢do do solo, inviabilizando-o para o cultivo dessa leguminosa e de
outras espécies durante um longo periodo de tempo. Uma das formas de
introducdo da doenca no campo de cultivo € por meio de sementes infectadas
pelo micélio do fungo. Por isso, a qualidade sanitdria das sementes deve ser
monitorada por meio de técnicas eficientes de deteccdo do patégeno ainda em
amostras submetidas a andlise sanitdria. Tendo em vista que as técnicas
moleculares t&ém sido utilizadas para este fim com sucesso em outros
patossistemas, neste trabalho o alvo foi testd-las para deteccio de S.
sclerotiorum em associacdo com sementes de soja. Para isso foram utilizadas
sementes de soja artificialmente e naturalmente infectadas pelo patégeno e sua
detec¢do investigada, por meio das técnicas de PCR. As sementes inoculadas
artificialmente, via condicionamento osmético, foram expostas ao patégeno por
0, 24, 48 e 72 horas, correspondendo estes periodos a diferentes potenciais de
in6culo, PO, P1, P2 e P3. Para se obter amostras de sementes de soja com
diferentes niveis de incidéncia do patégeno, sementes sadias foram misturadas
com sementes infectadas em cada potencial de indculo, sendo obtidos niveis de
incidéncia de 1%, 2%, 10%, 20% e 100%. Essas amostras foram utilizadas para
deteccdo de S. sclerotiorum pela técnica de PCR convencional e gPCR. Somente
a técnica de qPCR foi capaz de detectar todos os niveis de incidéncia com
reprodutibilidade. A técnica de PCR convencional foi eficiente em detectar
sementes naturalmente infectadas e incubadas previamente por 72 e 96 horas.
Tal incubag¢do promoveu aumento expressivo da biomassa do patégeno.

Palavras-chave: Detec¢do Molecular. Fungo. PCR.
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ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum, the etiological agent of the disease “white mould” in
soybean, is responsible for severe losses in this crop causing yield reduction and
contamination of soil for long periods of time. The introduction and
dissemination of the disease is made through the use of seed lots contaminated
with sclerotia and by seeds infected by mycelium of the fungus. Therefore, seed
health quality is one aspect to be monitored by means of health testing prior to
crop sowing in the field. Molecular techniques have been used successfully to
assess seed health quality in other pathological systems. In this study
conventional and quantitative PCR techniques were used to assess their viability
to detect S. sclerotiorum in artificially and naturally infected soybean seed
samples. Artificially infected seed bulks were prepared with four inoculum
potentials of the pathogen, following the inoculation method based on osmotic
conditioning of seeds as described in literature. To obtain seed samples with
different incidence percentages of the pathogen, inoculated seeds were mixed to
health seeds at different proportions according to the desired incidence of the
pathogen to be detected. Seed bulks with 1, 2, 10, 20 and 100% incidences were
obtained and submitted to the PCR techniques under investigation. Only the
gPCR technique was able to detect all levels of infection by S. sclerotiorum with
reproducibility. The conventional PCR technique was effective in detecting
naturally infected seeds, after previous incubation of seeds for 72 and 96 hours
by blotter method. This incubation promoted a significant increase in
biomass of the pathogen.

Keywords: Molecular detection. Fungi. PCR.
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3INTRODUCAO

O mofo-branco da soja, causado por Sclerotinia sclerotiorum, ¢ uma
doenca altamente destrutiva, capaz de hospedar-se em espécies de grande
importancia econdmica para o Brasil, sendo de ocorréncia cosmopolita. A
importincia dessa doencga se torna ainda maior se for considerada a participacdo
expressiva da soja no contexto sécio- econdmico no agronegdcio brasileiro.

A preocupagdo com este patdgeno é também justificada por se tratar de
um fungo necrotréfico, com ampla gama de hospedeiros e por inviabilizar o
plantio nas dreas de cultivo por periodos de até 10 anos (BOLAND; HALL,
1994). A ocorréncia generalizada e devastadora do mofo-branco em campos de
soja no Brasil tem causado grande preocupacdo entre os segmentos da cadeia
produtiva desta leguminosa, havendo, para muitas regides do pais, um sério
comprometimento em termos da sustentabilidade deste cultivo (PAULA
JUNIOR et al., 2008). Em razio de sua natureza biolégica e ampla
disseminagdo, este patdégeno tem sido enquadrado na proposicdo de praga nao
quarentendria regulamentada com nivel de tolerincia zero em programas de
certificacio de sementes, elaborado nos dultimos anos, para o Brasil
(MACHADO, 1994; MACHADO; POZZA, 2005).

Apesar de o controle do mofo-branco ser um grande desafio para a
agricultura nacional, uma vez que deve envolver diferentes medidas de manejo,
o uso de sementes com qualidade sanitdria comprovada configura-se como o
ponto de partida para minimizar os problemas gerados pela referida doenca.
Sabe-se que as sementes portadoras do indculo desse patdégeno, na forma de
micélio dormente ou na forma de esclerédios contaminando um determinado
lote de sementes, podem ser um fator de introdugéo e recondu¢do do mesmo em

campos de cultivo.
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O aprimoramento de métodos diagndsticos de patégenos em sementes &
ainda um desafio que os programas de controle de qualidade enfrentam em todo
o mundo. Os métodos convencionais para a detec¢do de S. sclerotiorum incluem
a incubacio de sementes em papel de filtro (blotter e roll tests) e a incubacdo de
sementes em meio semis-seletivo dgar-bromofenol (NEON). Ambos os métodos
apresentam alguns inconvenientes como o periodo longo de incubagdo e
dificuldades de distingdo de S. sclerotiorum e outros organismos também
presentes nas sementes.

Os métodos moleculares baseados na técnica de Polymerase Chain
Reaction (PCR) tém sido investigados visando a deteccdo de diferentes
patégenos em sementes cujas caracteristicas morfoldgicas sdo muito parecidas
(CHILVERS et al., 2007; CONSOLO et al., 2009; FANG et al., 2009; GLYNN;
EDWARDS, 2010; IOOS et al., 2007, 2009; MBOFUNG; PRYOR, 2010). Estas
técnicas mostram-se promissoras para este fim, ji que apresentam alta
sensibilidade, especificidade, além da vantagem de permitir a avaliagdo de um
grande nimero de amostras em curto espaco de tempo, podendo ser utilizadas
dentro de programas de certificacdo.

O objetivo nesse estudo foi avaliar a viabilidade do uso de PCR
convencional e PCR quantitativo (QPCR) para a deteccdo de S.sclerotiorum em

sementes de soja artificialmente e naturalmente infectadas.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes, no

Departamento de Fitopatologia (DFP)- Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.1 Obtencao e multiplicacio dos isolados fiingicos

Isolados de S. sclerotiorum utilizados neste estudo foram obtidos de
culturas hospedeiras do patégeno severamente atacadas e os outros fungos
isolados de sementes. Os fungos foram cultivados em BDA (20g de agar, 20 g
de dextrose e 200 g de batata/L) e apés a confirmacdo de suas identidades e
pureza foram transferidos para placas de Petri com 15 cm de didmetro contendo
meio BDA, mantidas em incubacio, a temperatura de 20 + 2 °C e fotoperiodo
de 12 horas, por sete dias, para S. sclerotiorum e a temperatura de 25 £ 2 °C e
fotoperiodo de 12 h por sete dias para os demais fungos escolhidos para este
estudo, no caso Colletotrichum gossypi, Fusarium solani, Aspergillus niger e
Phomopsis sojae. Ap6s o crescimento de cada isolado, o micélio produzido
superficialmente foi raspado, lavado com agua esterelizada, seco e armazenado

em nitrogénio liquido, para posterior extracdo de DNA.

4.2 Inoculacao de S. sclerotiorum em sementes de soja e extracio de DNA

Sementes de soja, cultivar Conquista, obtidas na safra 2008/2009, foram
submetidas a assepsia com hipoclorito de sédio a 1%, durante 30 segundos e
enxaguadas em dgua destilada e, em seguida, secas em cdmara de fluxo laminar,
sobre papel germitest durante 48 horas. A inoculacdo das sementes foi
inoculada, com o isolado de S. sclerotiorum cédigo CMLAPS 242, pela técnica

de condicionamento fisiolégico descrita na literatura (MACHADO et al., 2004).



44

A metodologia constou da deposicdo de discos da cultura pura do fungo sobre
BDA acrescido com restritor hidrico manitol, ajustado a -1,0 MPa de acordo
com o software SPPM (MICHEL; RADCLIFFE, 1995). As placas foram
mantidas em incubacdo a 20 £ 2°C e fotoperiodo de 12 horas por,
aproximadamente, 5 dias, quando as sementes foram depositadas em camadas
simples sobre cultura fiingica e permaneceram em incubacgdo pelos periodos de
24, 48 e 72 horas, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. Cada tempo
correspondeu aos diferentes potenciais de in6culo (Tabela 1). Em seguida, as
sementes foram secas em cdmara de fluxo laminar, para posterior mistura com

sementes sadias.

Tabela 1 Potenciais de in6culo em funcdo do tempo de contato das sementes
com colonias de Sclerotinia sclerotiorum

Periodo de contato entre as

sementes e fungo (horas) Potencial de Indéculo

24 P1
48 P2
72 P3

Para determinar a sensibilidade de deteccao de S. sclerotiorum, quando
associada as sementes de soja por meio da técnica PCR convencional, grupos de
100 sementes foram preparados misturando-se sementes artificialmente
infectadas com sementes sadias, gerando niveis diferenciados de incidéncia de
1%, 2%, 10%, 20% e 100 % para cada potencial de indculo, ja descrito. As
amostras de sementes, de cada nivel de incidéncia, foram moidas separadamente
em moinho A1l Basic IKA, contendo nitrogénio liquido. A seguir extraiu-se o
DNA com Wizard Genomic DNA Purification kit, seguindo o protocolo do
fabricante (Promega). Para cada nivel de incidéncia de sementes, foram

realizadas cinco extragcdes de DNA e o experimento conduzido em quintuplicata.
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Para prevenir contaminagdes entre as amostras, o moinho foi sistematicamente
limpo e esterilizado entre as trocas de amostras com solug@o hipoclorito de sédio
a2%.

A qualidade do DNA das amostras foi observada em gel de dgarose
0,8% em tampao 1xTBE (40mM Tris-borato, ImM EDTA, pH 8,0), corado com
Gel Red (Biotium) e visualizado sob luz UV. O DNA foi quantificado no

espectrofotdmetro Nano Drop 3300 (Thermo Scientific).
4.3 Condicoes do PCR convencional e qPCR

Para a amplificacao dos fragmentos de 278 pares de base, foi utilizado o
par de primers especificos para a deteccdo de S. sclerotiorum confeccionados

por Freeman et al. (2002) (Tabela 2).

Tabela 2 Sequéncia dos primers utilizados dos na identificacdo do isolado de S.
sclerotiorum nas reagdes de PCR realizadas neste estudo

Primers Sequéncias
SSFWD Foward 5’GCTGCTCTTTCGGGGCCTTGTA3
SSREV Reward 5'TGACATGCACTCAATACCAAGCTG 3

Para o PCR convencional, utilizou-se o volume total de reacdo de 25 uL
do Top Taq Master Mix (Qiagen) com 0,625uM de cada primer e 2 uL. do DNA
molde (50ng). As amplificagdes foram feitas no termociclador Multigene,
Labnet, NJ, USA. Avaliou-se uma aliquota de 6 ul de cada produto da PCR em
gel de dgarose 1,0 % em tampao TBE a 100V, por, aproximadamente 2 horas. O
gel foi corado com Gel Red (Biotium) e os produtos da PCR foram observados
em transluminador UV L-PIX - Transiluminator (Loccus- Biotecnologia,

Brasil).
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Para as andlises no qPCR o termociclador utilizado foi o Rotor-Gene
6500 (Corbett Research, Mortlake, Austrdlia) com otimiza¢do de ganho para
cada tubo antes da primeira aquisicao de fluorescéncia. A reacdo foi processada
com o uso de um volume total de 20 puL do reagente “SYBR Green PCR kit”
(Qiagen) com 0,625 uM de cada primer e 2 uL do DNA molde (50 ng). Os
valores de Cq para cada reacdo foram determinados usando o Rotor-Gene
(Corbett) software version 1.7.75. Para comparar a quantificacdo das amostras
de sementes inoculadas em cada nivel de incidéncia os valores de Cq foram
calculados, sendo consideradas positivas as amostras com Cq<29,09. O Ct ou
Cq (threshold cycle) é definido como o primeiro ciclo de amplificacdo no qual a
fluorescéncia indica que um produto de PCR € detectado acima do limiar.

Para a extracdo de DNA, foram retiradas cinco repeticdes de cada
amostra, sendo cada uma testada em triplicata com computacdo do desvio
padrao.

As condi¢des do ciclo para a amplificacdo foram de 95°C por 10
minutos, seguido de um total de 30 ciclos de desnaturacio 94°C por 30
segundos, realizando-se a técnica de ‘“touchdown” nas temperaturas de
anelamento (decrescendo 1 °C, a cada ciclo de 72°C a 65°C), por 1 minuto e
extensdo de 72°C, por 1 minuto e extensdo final de 72°C, por 10 minutos

(FREEMAN et al., 2002).

4.4 Avaliacao da eficiéncia, da sensibilidade e da especificidade do ensaio de
qPCR

Uma amostra de micélio S. sclerotiorum proveniente da cultura pura
diluida foi utilizada para gerar curva de calibracdo a partir da qual a eficiéncia
do ensaio da gqPCR foi determinada. Uma série de 5 dilui¢des da amostra do

DNA foi preparada de 250 ng pL-1 a 0,5 ng pL-le foi repetida duas vezes. Os
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dados gerados foram utilizados para calcular a equacdo de regressdo linear do
ciclo de quantifica¢do (Cq) em relag@o ao log do nimero de c6pias. A eficiéncia
do ensaio foi determinada a partir da equagao de regressao pelo programa Rotor-
Gene software version 1.7.75 (CORBETT, 2010). A especificidade foi avaliada
por meio da técnica de PCR convencional usando isolados de S. sclerotiorum de
diferentes localidades e de outros hospedeiros, assim como outros fungos que
infectam sementes.

Para assegurar a especificidade dos primers em sementes inoculadas
com S. sclerotiorum no qPCR, gerou-se a curva de dissociagcdo que representa os
pontos de amplificagdo em uma determinada temperatura.

Neste trabalho, a especificidade, a sensibilidade e a eficiéncia foram
avaliadas de acordo com o guia Minimum Information for Publication of

Quantitative Real-PCR Experiments (BUSTIN, 2010; BUSTIN et al., 2009).

4.5 Deteccao de S. sclerotiorum em sementes de soja naturalmente

infectadas

Sementes de soja naturalmente infectadas foram coletadas na regidao de
Cristalina, GO, em uma &4rea com histérico da doenga. Para a deteccdo de S.
sclerotiorum, por meio de técnica Bio-PCR, essas sementes foram incubadas em
placas de Petri com 15 cm de didmetro contendo meio BDA (20g de agar, 20 g
de dextrose e 200 g de batata/L) acrescido de S0mg de cloranfenicol; 50mg de
azul de bromofenol e manitol com potencial osmético de -1,0MPa. O pH final
foi ajustado para 4,7 com HCI e NaOH. Todos os componentes mencionados,
foram adicionados ao meio antes da autoclavagem. As placas contendo as
sementes foram distribuidas em cdmara de incubagdo com temperatura de 20°C e
fotoperiodo de 12 horas, por 72 e 96 horas. Apds cada periodo de incubagdo as

amostras foram retiradas € moidas em moinho All Basic IKA, contendo
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nitrogénio liquido. A seguir extraiu-se o DNA com Wizard Genomic DNA
Purification kit, seguindo o protocolo do fabricante (Promega). A deteccdo
molecular por meio da técnica de PCR convencional seguiu protocolo descrito
no item 4.3.

Foram avaliadas 3 repeticdes de 25 sementes em cada tempo de
incubagdo. Adicionalmente, foram avaliadas trés amostras de sementes

naturalmente infectadas sem incubagdo e de sementes sadias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacoes da especificidade dos primers em detectar S. sclerotiorum

A especificidade do par de primers utilizados avaliada em PCR
convencional provou ser elevada para os isolados de S. sclerotiorum,
independentemente do hospedeiro em que foi obtido, nio tendo sido observada
amplificagdo em outros fungos que ocorrem naturalmente em sementes.

A avalia¢do dos produtos da PCR por meio da andlise eletroforética em
gel de dgarose a 0,8%, obtidos a partir da amplificacdo de fragmentos do DNA
entre a regido ITS4/ITSS dos isolados avaliados com os primers especificos
desenhados para S. sclerotiorum, geraram bandas de 278 pares de base,
revelando especificidade para a espécie em questdo (Tabela 3). O par de primers
foi especifico para a deteccdo em cultura pura e na detec¢do de S. sclerotiorum

associada a sementes de soja.
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Tabela 3 Especificidade dos primers SSFWR E SSREV em extratos de culturas
puras de fungos utilizados neste trabalho

Amplificacao
Espécie (isolado) Hospedeiro
SSFWR/SSREV
S. sclerotiorum (CMLAPS-242) Soja +
S. sclerotiorum (CMLAPS-243) Soja +
S. sclerotiorum (CMLAPS-244) Soja +
S. sclerotiorum (CMLAPS-245) Soja +
S. sclerotiorum (CMLAPS-241) Feijdo +
S. sclerotiorum (CMLAPS-248) Girassol +
S. sclerotiorum (CMLAPS-249) Girassol +
S. sclerotiorum (CMLAPS-250) Girassol +
S. sclerotiorum (CMLAPS-04) Algodao +
C. gossypi (CMLAPS 269) Algodao -
Fusarium solani (CMLAPS 298) Soja -
Aspergillus niger.(SI) Soja -
Phomopsis sojae. (CMLAPS 18) Soja -

Abreviacdes: CMLAPS = Cole¢ao Micoldgica do Laboratério de Patologia de Sementes,
Lavras-MG- Brasil; C. gossypii = Colletotrichum gossypii; + = reacdo
positiva; - = reagdo negativa; SI = sem identificagdo

Conforme citado na literatura, outros primers ja foram descritos com
sucesso para a deteccdo de S. sclerotiorum na forma de ascésporos (KIM;
KNUDSEN, 2008; ROGERS; ATKINS; WEST, 2008; YANNI et al., 2009) e
em tecidos de plantas infectadas pelo patégeno. A detec¢do do patdgeno em
tecidos de sementes de soja ainda ndo havia sido relatada. Neste trabalho, testou-
se também o par de primers desenhado por Rogers, Atkins e West (2008), que
ndo amplificou todos os isolados utilizados no estudo (dados ndo apresentados).
E importante ressaltar que a utilizagio dos primers relatados por Freeman et al.
(2002) s6 teve sucesso com a utiliza¢do da técnica PCR “touchdown”, tanto em

PCR convencional como em qPCR.
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Para a deteccdo de fungos, especificamente em sementes, € necessario
que, independentemente do método adotado, o par de primers seja testado
quanto a especificidade e otimizado para o mdximo de sensibilidade, tanto para a
coldnia pura de fungos, como para o patdgeno em associacao com as sementes.
Da mesma forma, € importante testar os primers publicados por outros autores
em diferentes isolados da regido onde o trabalho estd sendo desenvolvido. A
variabilidade, naturalmente encontrada, entre isolados fingicos da mesma
espécie, porém, de regides distintas, pode ocasionar resultados contraditérios
entre trabalhos de detec¢do, quando desenvolvidos em paises distintos. Exemplo
destes conflitos foi relatado por Barrocas et al. (2011) para o patossistema
Stenocarpella maydis e milho. Neste caso um par de primers, descrito como
especifico para o referido fungo, nio foi capaz de distinguir esta espécie de outra

espécie, S. macrospora, que também ocorre em sementes de milho.

5.2 Eficiéncia e sensibilidade da técnica de qPCR

Por meio da curva de calibracdo da cultura pura de S. sclerotiorum nas
diferentes concentracdes analisadas, observou-se a elevada sensibilidade da
combinag¢do do par de primers utilizados neste trabalho. Esta curva relacionou o
nivel de fluorescéncia com a quantidade de DNA amplificado.

A eficiéncia de 1,32 foi determinada pela equacdo de regressdo linear
gerada pelos valores médios das amplificacdes correspondentes (Grafico 1). Os
resultados deste estudo mostraram relacdo linear entre os valores de Cq e os
valores do log da concentragio de DNA com coeficiente de correlagio (R?) de 0,
924 e limite de deteccdo de 0,5 ng pL-1. O limite de deteccdo da técnica é
definido como concentragdo no qual 95% das amostras positivas sdo detectadas
(BUSTIN et al., 2009). A sensibilidade do ensaio foi determinada por meio da

seguinte equacdo Y=-2,73X+13,18, através da curva de dissociagao.
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Grifico 1 Curva padrdo e coeficiente de correlagdo avaliado com diluicdo de
DNA de S. sclerotiorum, utilizando os primers SSFWR/SSREV
(FREEMANN et al,, 2002) em “quantitative polymerase chain
reaction” (qPCR). O DNA do patégeno foi diluido com
concentracdes de 250 ng pL-t a 0,5 ng uL-t

Apds a amplificacio por PCR em tempo real, cada produto de
amplificagdo foi analisado por uma curva de dissociacio, certificando que, para
cada amostra de DNA, o produto amplificado ndo apresentou bandas
inespecificas e/ou formacgao de dimeros de primer.

Por meio da curva de dissociacdo, verificou-se uma especificidade na
reacdo de qPCR, ocorrendo a detec¢do em um unico ponto de amplificagcdo, em
todas as amostras avaliadas. A avaliacdo da curva de dissociacdo em sementes
infectadas indicou que, mesmo outros organismos contaminantes, presentes
naturalmente nas sementes nao foram amplificados, o que dd mais
confiabilidade a técnica quando se avalia a detec¢do de patégenos em sementes.
O produto de amplificacio das amostras apresentou um unico pico de
fluorescéncia e teve sua dissociacdo na temperatura de 85°C, correspondente a

temperatura de desnaturacdo do fragmento de interesse.
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5.3 Comparacao entre PCR convencional e qPCR na deteccio de S.

sclerotiorum em sementes de soja

Para a comparacdo da técnica de PCR convencional e qPCR foram
considerados positivos os valores com Cq < 29,09. Por outro lado foram
consideradas amostras positivas, na avaliagdo em PCR convencional, aquelas
que, no minimo em uma repeti¢do, apresentaram bandas correspondentes a 278
pares de base. Embora seja possivel perceber bandas em todos os niveis de
incidéncia gerados (Figura 1) a técnica ndo apresentou reprodutibilidade na
deteccdo de amostras com potencial de indculo P1. Nessas avaliagdes somente com
10%, 20% e 100% das sementes infectadas foi possivel detectar S. sclerotiorum em
todas as cinco repeti¢des de todos os potenciais de indculo avaliados. Ja no gPCR
foi possivel detectar o patégeno em todas as repeticdes avaliadas, mesmo em
amostras que foram expostas ao patdégeno por apenas 24 horas, correspondendo ao
potencial de inéculo P1 e menor incidéncia (1%). Este fato confirma a maior
sensibilidade da técnica ja destacada em trabalhos com foco na deteccio de

patégenos.



54

278 pb

— I H_-ﬂ---rﬁmb-u—n-v-—-hh
M123456789101112131415161718M

Figura 1 Amplificacio do DNA gendmico de S. sclerotiorum por PCR
convencional em diferentes niveis de incidéncia em sementes de soja.
Linha M - 100 bp ladder DNA (QUIAGEN GelPilot, E.U.A).
1=sementes sadias; 2= P3 100% de incidéncia; 3= P3 20% de
incidéncia; 4= P3 10% de incidéncia; 5= P3 2% de incidéncia; 6= P3
1% de incidéncia; 7= P2 100% de incidéncia; 8= P2 20% de
incidéncia; 9= P2 10% de incidéncia; 10= P2 2% de incidéncia; 11=
P2 1% de incidéncia;12= P1 100% de incidéncia; 13= P1 20% de
incidéncia; 14= P1 10% de incidéncia; 15= P2 2% de incidéncia; 16=
P1 1% de incidéncia;17= Cultura pura de S. sclerotiorum CMLAPS
245, 18= Cultura pura de S. sclerotiorum CMLAPS 241

Em todas as 75 extracdes de DNA de sementes com diferentes niveis de
incidéncia, os valores de Cq ficaram entre 16,85 e 29,09 e confirmaram a
presenca do patégeno em associacdo com sementes. Por outro lado, verificou-se
que ndo houve incremento de fluorescéncia no isolado de Fusarium solani,
proveniente de sementes de soja e nem em sementes sadias, confirmando,
assim, que ndo foram gerados resultados falso-positivos, o que confirma a

especificidade dos primers utilizados neste trabalho (Gréfico 2).
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Grifico 2 Curvas de amplificacio referente a detec¢do de S. sclerotiorum por
meio da técnica de quantitative polymerase chain reaction (qPCR)
com o uso de SYBR® Green, indicando o incremento do sinal de
fluorescéncia

* Sementes de soja infectadas com S. sclerotiorum nos diferentes potenciais de inculo
P3, P2 e P1 com incidéncias de 100%, 20%, 10%, 2% e 1 %, respectivamente, em cada
potencial

Pode-se observar que, com a redugdo da concentracdo do DNA houve
aumento do niimero de ciclos necessdrios para se alcancar um nivel de
fluorescéncia detectavel, ou nivel critico de threshold (Ct). Isto ocorre,
considerando-se que quanto menor a quantidade do DNA presente na amostra
inicial de amplificagdo maior € o nimero de ciclos necessdrios para se detectar
certos niveis de fluorescéncia.

Pelo seu fundamento, a técnica de PCR quantitativo é um método ideal

para detectar pequenas quantidades do patégeno no hospedeiro por causa de sua
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maior sensibilidade e reprodutibilidade quando comparado ao PCR
convencional. Outra grande vantagem € que trata-se de um método mais rapido,
visto que amplificacdo, deteccdo e quantificacdio ocorrem no mesmo tubo
eliminando a possibilidade de falsos-positivos.

Nesse trabalho foi utilizado o corante intercalante SYBR Green que,
embora seja menos sensivel que sondas, apresentou resultados satisfatérios em
relagdo a detec¢@o de sementes infectadas por S. sclerotiorum com baixos niveis
do patégeno, com 1% e 2%. Segundo Bilodeaut et al. (2007), que compararam
as técnicas SYBR Green, Taqg Man e molecular “beacon” para a deteccdo de
Phytophthora ramorum em carvalho, o uso de SYBR Green apresentou
resultados com menor eficiéncia, isto se deve a menor sensibilidade deste
corante, uma vez que ndo & especifico para os produtos em formagdo (WITTER
etal., 1997).

E importante destacar que, neste trabalho, cujo objetivo era detectar S.
sclerotiorum em associacdo com sementes, os resultados podem ser
considerados satisfatérios. A deteccao deste fungo foi possivel em sementes com
baixos potenciais de indculo e baixa incidéncia do patégeno nas amostras de
sementes testadas. A técnica de qPCR apresentou boa reprodutibilidade, ao
contrdrio da PCR convencional. Os resultados mostraram que é possivel detectar
uma semente infectada em uma amostra composta de 100 sementes. A grande
dificuldade em detectar pequenas quantidades de propdgulos nas sementes,
aliada a dificuldade de amostragem para o procedimento de extracdo de DNA,
constitui, ainda, desafio para a detec¢do de patégenos em sementes. Nesse
ensaio, foram utilizadas 100 sementes, porém em andlises de rotina, esse nimero
¢, em geral, de 400 sementes.

Devido a variacdo de Cq observada neste trabalho, o modelo pode ser
recomendado para julgar lote de sementes de soja, para deteccdo de S.

sclerotiorum, havendo necessidade, no entanto, de alguns aprimoramentos na
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técnica para inferir, com maior precisao, a respeito da quantificacdo do fungo em
cada nivel de incidéncia. No anexo 1 observam-se os valores médios do Cq em
todas as repeti¢cdes avaliadas.

E importante considerar que a técnica de PCR convencional indica
somente presenca ou auséncia do patégeno, em uma amostra, o que pode ser um
fator limitante no ambito da Patologia de Sementes. Para a detec¢do molecular
de S. sclerotiorum em sementes de soja, cujo indice de tolerancia proposto em
sementes tem sido zero, o teste pode ser recomendado em uma operagdo de
screening informando se o lote estd ou ndo infectado, permitindo rapidamente o
uso dos lotes sadios. Para os lotes considerados infectados outras técnicas
complementares podem ser utilizadas no intuito de indicar a incidéncia e a
viabilidade do pat6égeno. Por outro lado a técnica de qPCR pode representar uma
informacdo a mais para ser utilizada no manejo sanitdrio de sementes. A
quantificacio de patégenos no lote de sementes ndo é considerada em testes de
rotina, assim como, ndo € considerada nas recomendacdes de fungicidas
utilizados no tratamento de sementes. Essas informa¢des devem ser avaliadas,
visto que o tratamento de sementes em lotes com alto potencial de indculo pode

ndo surtir o resultado desejado.

5.4 Avaliacido de sementes de soja naturalmente infectadas

O método da Bio-PCR se mostrou mais eficiente quando comparado
com o0 método convencional. As amostras positivas na avaliagdo em PCR foram
aquelas que, no minimo, em uma repeticio, apresentaram bandas
correspondentes a 278 pares de base. Na avaliagdo das amostras que nao foram
incubadas, somente em uma repeti¢do, das cinco avaliadas, foi detectado o
patégeno em questdo. Para os tempos de incubacdo de 72 e 96 horas todas as

amostras mostraram-se positivas (Tabela 4).
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Tabela 4 Deteccdo de S. sclerotiorum (presenca/auséncia) em sementes de soja
naturalmente infectadas, por meio da BIO-PCR, utilizando os primers

SSFWR E SSREV
Repeticao Tempo de incubagao
(25 sementes) 0 horas 72 horas 96 horas
R1 - + +
R2 + + +
R3 - + +

(1): + = reagdo positiva, - = reacdo negativa

Por meio da Bio-PCR a incubagdo prévia das sementes proporciona
aumento da biomassa de S. sclerotiorum e de outros fungos presentes nas
sementes (Figura 2). Pelos resultados obtidos neste ensaio, ficou evidenciado
que ndo houve interferéncia dos demais fungos observados, na amplificacdo
utilizando primers especifico para S. sclerotiorum.

No contexto da Patologia de Sementes a técnica de Bio-PCR pode ser
utilizada com sucesso para enriquecer a biomassa do fungo na semente,
possibilitando, assim, o aumento da sensibilidade de sua deteccdo e diluindo a
interferéncia de potenciais inibidores durante o periodo de incubagdo
(BARROCAS et al., 2009). Quando associado as técnicas de PCR, o
procedimento prévio da incubagdo das sementes faz com que organismos vidveis
alvos, sejam detectados e quantificados com mais precisdo pelo uso das técnicas
moleculares.

Uma das dificuldades ressaltadas no ambito do controle de qualidade
sanitdria de sementes tem sido a ocorréncia de patégenos em baixa incidéncia e
em baixos potenciais de indculo nas sementes (KONSTANTINOVA et al.,
2002). Da mesma forma, tem sido também relatada como dificuldade a presenca

de inibidores como os que ocorrem naturalmente nas sementes. Por isso, o
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acréscimo de mais uma etapa no protocolo de deteccdo de um patdégeno pode
contribuir para a reducdo de problemas dessa natureza. E importante frisar que,
mesmo tendo-se um periodo de incubacdo prévia das sementes relativamente
longo, neste trabalho, ndo houve interferéncia de outros organismos presentes
nas sementes em teste, o que caracteriza a elevada especificidade dos primers
utilizados.

E vilido também destacar que a detec¢io de patégenos diretamente nas
sementes ¢ um alvo muito importante, do ponto de vista de dinamica de
trabalho, por parte dos laboratérios de andlise de sementes em esquema de
rotina. A medida que a fronteira agricola assume propor¢des das mais elevadas,
o esquema de andlise de sementes deve ser preciso, econdmico e dgil. Vale
lembrar que os trabalhos de diagnose de alguns dos fungos transmitidos por
sementes requerem, inicialmente, o seu isolamento em culturas puras e, em
seguida, ser submetidos a exames especificos de acordo com sua natureza e a
finalidade da andlise. Especificamente no caso das técnicas moleculares a
presencga de substancias como taninos, componentes fendlicos e carboidratos nos
tecidos das sementes pode ser causa de inibicdo ou influéncia na atuagdo da
enzima Taq DNA polimerase utilizada na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Neste caso hd a reducdo da sensibilidade, dificultando as amplificacdes
das regides estudadas e gerando resultados falsos negativos (BARROCAS et al.,
2009).

Nesse caso, a adocdo da Bio-PCR pode minimizar problemas na
deteccdo de patdgenos em sementes. Esse processo tem sido adotado com
sucesso por diversos autores (GUILLEMETTE; IACOMI-VASILESCU;
SIMONEAU, 2004; MBOFUNG; PRYOR, 2010; PHAN et al., 2002; YOOS et
al., 2009; YUAN et al., 2009).

Em complemento aos estudos realizados neste ensaio, julga-se

importante e necessdria a avaliacdo de um maior nimero de lotes de sementes,
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sem conhecimento do histdrico da drea, bem como avaliar periodos de incubagéo

das sementes menores que 72 horas

Figura 2 Amplificacdo do DNA gendmico de S. sclerotiorum em sementes
naturalmente infectadas. Linhal= Sementes sadias. Linha 2=
Sementes sem incubagdo portadoras do patégeno. Linha 3=
Sementes incubadas por 72 horas. Linha 4= Sementes incubadas por
96 horas. Linha 5= Cultura pura de S. sclerotiorum CMLAPS 245,
utilizando o primer desenhado por Freemann 2002. Linha M — 100
bp ladder DNA (QUIAGEN GelPilot, E.U.A)
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6 CONCLUSOES

A deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja por técnica
molecular, especificamente por PCR convencional e qPCR, com uso de primers
descritos na literatura, € vidvel e reproduzivel sendo capaz de detectar a
incidéncia do patégeno em niveis a partir de 1% nas sementes de soja.

Por meio da incubagdo prévia das sementes de soja pelo periodo de 72
horas, a sensibilidade da técnica de PCR, no caso Bio-PCR, foi
significativamente aumentada, tendo sido S. sclerotiorum detectada em sementes
naturalmente infectadas em baixa incidéncia de in6culo.

As reacdes de PCR convencional e PCR quantitativo, com suas
modificagdes testadas, ndo sofreram interferéncia de componentes das sementes,
fazendo com que essa técnica possa ser utilizada para diagnose do agente do

mofo-branco em sementes de soja submetidas a andlise laboratorial.
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ANEXO 1 Resultados da gPCR e PCR convencional

65

l;;’l:,fc‘:fl?hse Repeticio Incz‘};‘)‘c‘a Cq (média) PCR
24 RI 1 29,09 _
24 R2 ;
24 R3 +
24 R4 ;
24 RS ;
24 RI 2 21,57 ;
24 R2 ;
24 R3 +
24 R4 ;
24 RS ;
24 RI 10 21,90 ;
24 R2 +
24 R3 +
24 R4 +
24 RS ;
24 RI 20 23,72 +
24 R2 +
24 R3 +
24 R4 +
24 RS +
24 RI 100 23,60 +
24 R2 +
24 R3 +
24 R4 +
24 RS +
48 RI 1 22,31 +
48 R2 +
48 R3 +
48 R4 +
48 RS +
48 RI 2 22,39 +
48 R2 +
48 R3 +
48 R4 +
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ANEXO 1, continuacgio

72 R1 100 22,25 +
72 R2 +
72 R3 +
72 R4 +
72 R5 +
CMLAPS - 8,97 +

Legenda: CMLAPS = Colecdo Micoldgica do Laboratério de Patologia de Sementes,
Lavras-MG- Brasil; Cq= ciclo de quantificagdo; PCR conv.= PCR
convencional; + = reacdo positiva; - = reacdo negativa
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CAPITULO 3

Transmissao e efeitos de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja

RESUMO

Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo-branco na cultura da soja é
considerado um organismo de solo transmitido por sementes. A determinagdo de
sua taxa de transmissdo constitui importante subsidio para o estabelecimento do
padrdo de tolerancia desse organismo para uso em programas de certificacdo de
sementes. Para isso, dois ensaios foram realizados. No primeiro, as sementes de
soja de duas cultivares, Conquista e Tucunaré, foram inoculadas com dois isolados
de S. sclerotiorum provenientes de duas regides de Minas Gerais. As sementes
foram expostas as coldnias do fungo por 0, 24, 48 e 72 horas, correspondendo
esses periodos aos potenciais de indculo, PO, P1, P2 e P3, respectivamente. As
sementes foram distribuidas em substrato de solo em caixas plésticas e
acondicionadas ao acaso em cdmara de crescimento vegetal, com temperatura
ajustada a 20°C. Todas as sementes ndo germinadas foram transferidas para meio
BDA e apés 30 dias, todas as plantas foram seccionadas a 2 cm da altura do coleto
e na inser¢ao do primeiro par de folhas. Os fragmentos de aproximadamente 2 cm
foram desinfestados e transferidos para o meio semi-seletivo, para S. sclerotiorum,
denominado de NEON. A partir do terceiro dia foi observada a formacgao de halos
amarelados em volta dos fragmentos, correspondente ao crescimento tipico do
referido patégeno. Os efeitos de S. sclerotiorum nas sementes com diferentes
potenciais de inéculo foram avaliados através dos testes de germinagao, indice de
velocidade de emergéncia, estande inicial e final e peso da matéria seca da parte
aérea e da raiz das plantas. O somatério das sementes ndo germinadas e dos
fragmentos que estavam com S. sclerotiorum constituiu a base para o cilculo da
taxa de transmissdo em cada cultivar. Verificou-se que as taxas de infecco e
transmissdo foram aumentando a medida que aumentou o tempo de contato das
sementes com o patégeno. A maior taxa de transmissao observada foi de 100%, no
maior potencial de indculo. J4 para os potenciais P1 e P2 os maiores valores
observados da taxa de transmissdo foram de 33% e 73%, respectivamente. A
qualidade fisioldgica das sementes foi reduzida proporcionalmente ao aumento
dos potenciais de indculo. Em relagdo a viruléncia do patégeno, ndo houve
diferenca entre as cultivares analisadas.

Palavras-chave: Transmissdo de patdgeno. Sementes. Qualidade Fisioldgica.
Mofo-branco.
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ABSTRACT

“White mould” disease in soybean caused by Sclerotinia sclerotiorum, is
considered one of the most severe causes of yield reduction, being its pathogen
considered a soil contaminant and seed transmitted in several hosts. The
determination of the transmission rate of such pathogen in soybean seeds is an
important issue to establish tolerance level for its occurrence in seed lots
produced under certification schemes. The objectives were to calculate the
transmission rate and to evaluate the effects of the pathogen on soybean seed
performance under controlled conditions. Two soybean cultivars, both
susceptibles to the disease, two isolates of S. sclerotiorum from different
geographical origins and four inoculum potentials of the pathogen in seeds were
used under favorable conditions for the disease development. Seeds were sown
in sterilized soil in plastic boxes and placed randomly in a growth room with
temperature of 20°C. All non germinated seeds and two centimeter fragments
cut at different positions of the emerged plants were used for isolation and
identification of the pathogens in semi-selective media. The effects of S.
sclerotiorum on seed performance at different inoculum potentials were
evaluated by assigning the germination, emergence speed tests, initial and final
stands and dry weights of shoot and plant roots. Infection and transmission rates
were higher at the highest inoculum potential in seeds. The highest transmission
rate observed was 100%.Transmission rates of the pathogen in seeds with lower
inoculum potentials varied in the range of 33% to 73%. The physiological
quality of seeds was reduced in the proportion of inoculum potential of the
pathogen and no difference in virulence of both isolates used was observed in
relation to both cultivars used.

Keywords: Transmission of pathogen. Seeds. Physiological quality. White mold.
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3 INTRODUCAO

O mofo-branco ou podridao-de-esclerotinia, causado pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum, estd entre as principais doencas da soja e outras
espécies, sendo limitante para o desenvolvimento dessas culturas. A soja
(Glycine max (L.) Merrill) € um dos principais hospedeiros deste patégeno.

O mofo-branco tem sido frequentemente responsavel por prejuizos
diretos ou indiretos, na forma de reducdo do volume e da qualidade da produgdo,
dentre outras consequéncias frustrantes para os produtores.

Na literatura ha poucos relatos sobre a importancia do micélio na
disseminacdo e transmissdo da doenca quando este fungo estd associado as
sementes de espécies hospedeiras, como no caso da soja. Este patégeno, como a
maioria dos fungos desta cultura, pode ser transmitido via semente, como
micélio dormente ou como contaminante na forma de esclerddios.

Tendo em vista o fato de que a severidade da doenca no campo nem
sempre apresenta correlacio com a percentagem de sementes infectadas pelo
patégeno e que mesmo plantas pouco afetadas podem apresentar grande niimero
de sementes infectadas (LIMA et al., 1985), percebe-se que hd uma caréncia de
estudos sobre transmissdo deste patégeno por sementes. Esta transmissdo pode
ocorrer da planta a semente e da semente a planta. No dltimo caso, a semente
pode veicular o patdgeno, mas poderd ndo desencadear a doenca, ji que a
associacdo do patdégeno com sementes nem sempre assegura a ocorréncia de
doenca e a transmissdo ocorre somente se houver o estabelecimento do agente
patogénico (NEERGAARD, 1979).

A concretizacdo da transmissdo dos patdégenos as plantas, a partir de
sementes, pode ocorrer de diferentes maneiras, em funcio da posi¢do do inéculo
do patégeno na semente e da natureza de atuacdo desses agentes nos hospedeiros

correspondentes. Nessa relacdo bioldgica, diversos fatores de natureza fisica,
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biolégica e inerentes ao préprio tipo de germinacdo das sementes podem
interferir no estabelecimento definitivo do patégeno no campo (MACHADO,
1988). Assim, este padrdo de transmissdo de patégenos por sementes € bastante
variavel (NEERGAARD, 1979).

Estudos de transmissdo de patégenos sdo importantes, por gerarem
subsidios para o estabelecimento de padrdes de tolerancia dentro do processo de
certificacdo de sementes. Entende-se por padrdes o nimero minimo de plantas
infectadas, acima do qual os surtos epidémicos sdo iminentes (HEWETT, 1987;
MACHADO, 1994).

O conhecimento e a elucidagdo dos mecanismos de transmissdo de S.
sclerotiorum sdo subsidios importantes para a escolha de medidas eficientes para
o controle do mofo-branco. Apesar de este controle ser um grande desafio para a
agricultura nacional, o uso de sementes com qualidade sanitdria comprovada
parece ser o ponto de partida para que ndo ocorram a infestacdo ou a
reinfestacdo nas dreas de cultivo. A disseminacdo de S. sclerotiorum por meio de
sementes infectadas tem sido relatada por alguns pesquisadores (GOMES et al.,
2010; PETROFEZA, 2010). Diante da importancia dessa espécie, ela se torna
um organismo com potencial a ser enquadrado como ndo quarentendrio
regulamentado conforme a proposi¢do recente no Brasil (MACHADO, 1994;
MACHADO; POZZA, 2005). Baseado neste fato, ha a proposicdo de se
estabelecer o nivel de tolerincia zero para este patégeno em sementes basicas,
certificadas e fiscalizadas de soja no Brasil (MACHADO, 1994; MENTEN,
1997).

Em relacdo a transmissibilidade de S. sclerotiorum pela semente, ainda
existem dividas, ndo havendo uma relagdo da porcentagem de transmissdo das
sementes infectadas na forma micelial nas culturas da soja e outras espécies

hospedeiras deste patégeno.
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Diante do exposto, a proposta deste trabalho foi mensurar a taxa de
infeccdo e de transmissdo de S. sclerotiorum na forma micelial a partir de
sementes de soja infectadas, bem como avaliar seu efeito na qualidade

fisiologica e sanitdria, decorrente desta interacdo em condi¢des controladas.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes, no

Departamento de Fitopatologia (DFP)-Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.1 Obtencao e multiplicacao dos isolados fiingicos

Foram utilizados dois isolados de S. sclerotiorum, associados as
sementes de soja, provenientes de diferentes regides do Estado de Minas Gerais,
Lavras (CMLAPS 242- Isolado 1) e Uberlandia (CMLAPS 245- Isolado 2),
pertencentes a cole¢do micoldgica do Laboratério de Patologia de Sementes
(CMLAPS). Os isolados foram multiplicados inicialmente em meio BDA
(batata, dextrose e dgar), em placas de Petri, e incubados a 20°C com
fotoperiodo de 12 horas, durante cinco dias, em cdmara incubadora tipo BOD.
As culturas foram conservadas pelo método de Castellani (FIGUEIREDO,
1967).

4.2 Perfil dos lotes de sementes utilizados

Sementes de duas cultivares de soja, Conquista, safra 2008/2009 (C1) e
Tucunaré, safra 2008/2009 (C2), foram submetidas a assepsia com hipoclorito
de soédio a 1%, durante 30 segundos e enxaguadas em dgua destilada e, em
seguida, secas em camara de fluxo laminar, sobre papel germitest, durante 48
horas. A qualidade sanitdria e fisioldgica inicial dos lotes foi determinada de
acordo com os testes descritos nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL,
2009b) e pelo Manual de Andlise Sanitdria de Sementes (BRASIL, 2009a). Parte
dessas sementes desinfestadas com hipoclorito foi armazenada em cadmara fria a

15°C e umidade em 50%, para os trabalhos de inoculagao.
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4.3 Preparo e inoculaciao das sementes

As sementes foram inoculadas pela técnica de condicionamento
fisiologico desenvolvida por Carvalho (1999), Costa et al. (2003) e Machado et
al. (2001).

Para a inoculacdo, foram utilizadas placas de Petri de plastico, nas quais
foi vertido meio BDA (extrato de batata, dextrose e dgar) modificado
osmoticamente pelo soluto manitol, com potencial hidrico de —1,0 MPa, ajustado
pelo software SPPM (MICHELEL; RADCLIFFE, 1995).

Sobre o meio foram colocados discos de micélio dos isolados de S.
sclerotiorum, sendo as placas mantidas em camara de incubacdo a temperatura
de 20°C e fotoperiodo de 12 horas, por cinco dias. Apds o crescimento micelial
do fungo cobrindo a superficie toda do substrato, as sementes desinfestadas
foram distribuidas em camada tdnica sobre a coldnia flngica, tomando-se o
cuidado de manter a superficie da semente em contato com a superficie da
cultura do fungo e, novamente colocada em camaras de incubagdo, a 20°C e
fotoperiodo de 12 horas, por diferentes periodos de contato com o fungo, 24, 48
e 72 horas, correspondendo aos diferentes potenciais de indculo pretendidos

(Tabela 1).

Tabela 1 Descri¢do do potencial de in6culo em funcio do tempo de contato das
sementes com a coldnia de Sclerotinia sclerotiorum

Periodo de contato (horas) Potencial de Inoculo
0 PO
24 P1
48 P2
72 P3

A titulo de referencial uma testemunha foi preparada para cada tempo de
incubacdo de sementes em substrato com o restritor hidrico na auséncia de S.

Sclerotioum.



75

Apés cada periodo de contato, as sementes foram retiradas e secas por
48 horas até teor de dgua de 12% e, em seguida, mantidas em cdmara de

armazenamento (15°C e 50 % de UR) até sua utiliza¢do nos ensaios 1 e 2.

4.4 Efeitos na qualidade fisiologica e sanitaria de sementes de soja

inoculadas com S. sclerotiorum

O teste de sanidade das sementes inoculadas e nio inoculadas foi
conduzido em meio dgar-bromofenol (NEON), com modifica¢des conforme
descricdo encontrada na literatura (NAPOLEAO et al., 2006; NASSER;
ARANCIBIA; NAPOLEAO, 1995; PERES, 1996). Neste teste, as sementes
foram distribuidas em substrato dgarizado (batata-dextrose-dgar) contendo 50
mg de cloranfenicol, 50mg de azul de bromofenol e manitol -1,0MPa. O pH
final foi ajustado para 4,7 com HCI ou NaOH e todos os componentes foram
adicionados ao meio antes da autoclavagem. As placas foram distribuidas em
camara de incubagdo sob temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas. A
partir do terceiro dia de incubacdo, todas as sementes foram examinadas no
intuito de detectar ao seu redor a formacdo, ou ndo, de halos amarelo-
avermelhados, indicativos da presenca de S. sclerotiorum. As placas também
foram analisadas ao microscépio estereoscopico quanto ao crescimento de
micélio caracteristico e presenca de esclerédios de S. sclerotiorum (BRASIL,
2009a).

A ocorréncia de S. sclerotiorum foi avaliada em 200 sementes
inoculadas e ndo inoculadas, para cada tempo de contato com o patégeno.

Para o teste de germinacdo em rolo de papel, foram utilizadas quatro
repeticdes de cinquenta sementes distribuidas sobre substrato de papel (tipo
germitest) umedecido com dgua destilada, na proporcdo de 2,5 vezes o peso do

papel seco. Os rolos de papel foram colocados em germinador, a temperatura de
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25°C + 2°C. As avaliagdes foram realizadas no quinto e no oitavo dia para soja,
conforme as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009b). Os resultados
foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE), estande inicial,
estande final e matéria seca da parte aérea e da raiz, foram semeadas 200
sementes de cada cultivar, inoculadas e ndo inoculadas, em caixas de polietileno,
com dimensdes de 48 x 29 x 10 cm, contendo areia e substrato comercial
PLANTIMAX ©®, na proporgdo de 1:1. Apds a semeadura, as sementes foram
cobertas com uma camada de 3 cm do mesmo substrato. O ensaio foi conduzido
em camara de crescimento vegetal e a velocidade de emergéncia das plantulas
foi determinada pela contagem didria de plantulas emergidas. Foram
consideradas emergidas as plantulas que apresentaram os cotilédones acima do
nivel do solo. A contagem foi feita até a estabilizacdo do nimero dessas plantas,
por trés leituras consecutivas.

O indice de velocidade de emergéncia foi calculado de acordo com a

férmula descrita por Maguire (1962):

n
IVE = ¥, Ni/Di
i=1

em que

IVE = indice de velocidade de emergéncia; Ni = nimero de plantulas emergidas
na 1* contagem, 2* contagem,... enésima contagem, respectivamente; Di =
nimero de dias apds semeadura na 1* contagem, 2° contagem, ... enésima

contagem, respectivamente.
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Os estandes, inicial e final, foram registrados aos 10 e aos 25 dias apds a
semeadura, sendo o valor absoluto transformado em porcentagem.

Os valores do peso de matéria seca foram obtidos trinta dias apds a
semeadura, por meio da pesagem de todas as plantas emergidas por repeti¢do.
Para avaliar o peso de matéria seca, as plantas foram cortadas 2 cm acima da
regido do colo e submetidas ao processo de secagem em estufa com fluxo de ar
forcado, a temperatura de 50°C. Ap6s 96 horas, o material foi pesado em balanga

semi-analitica e os resultados apresentados em gramas.

4.5 Determinaciao da taxa de transmissdo de Sclerotinia sclerotiorum a

partir de sementes de soja inoculadas artificialmente

Para todas as plantas sintomdticas e assintomadticas, provenientes do
ensaio anterior, foram calculadas as taxas de infecgdo (TI) e de transmissdo (TT)
de S. sclerotiorum por sementes, utilizando-se a metodologia adaptada de
Teixeira e Machado (2003). Para determinar a TI, foram retirados dois
fragmentos por planta com aproximadamente dois centimetros acima da regido
do colo e na insercdo dos cotilédones com o caule de todas as plantas das
parcelas. Em seguida, estes fragmentos foram seccionados e desinfestados com
alcool 70% por 30 segundos, emergidos, posteriormente, em hipoclorito de
sédio 1% por 30 segundos, enxaguados duas vezes em dgua destilada
esterilizada e colocados em placas de Petri de 15 cm de didmetro com meio de
cultura semi-seletivo dgarizado, contendo azul de bromofenol (NEON) para
deteccdo de S. sclerotiorum (BRASIL, 2009a).

As placas foram mantidas em cdmara de incubacio a 20°C e fotoperiodo
de 12 horas. Diariamente foram feitos exames de todos os fragmentos, sendo

registrada a formacdo de halos amarelo-avermelhados ao redor dos mesmos.
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Os fragmentos seccionados das plantas e o somatdrio das sementes ndo
germinadas com os sintomas de S. sclerotiorum constituiram a base para o
célculo da taxa de transmissdo do fungo em cada cultivar com os referidos
isolados do patégeno.

A taxa de infecc@o foi obtida considerando-se o nimero de fragmentos
com crescimento micelial em funcdo do nimero de plantas avaliadas em cada
parcela. O resultado foi expresso em porcentagem de plantas infeccionadas. A
taxa de transmissdo foi determinada com base na taxa de infeccdo e na
incidéncia de S. sclerotiorum verificada nas sementes inoculadas, em cada
tratamento. De maneira esquematica, a taxa de transmissdo foi calculada com

base na féormula:

TT (%) = [TI (%)/IS (%)]* 100

em que
T.T = taxa de transmissdo; TI = taxa de infeccdo; IS = incidéncia do patégeno

em sementes inoculadas.

4.6 Analise dos dados

As andlises de variancia dos experimentos de transmissdo e de efeito do
patégeno nas sementes foram realizadas em esquema fatorial 4x2x2 (tempo de
exposicio das sementes, cultivares e isolados) no programa Sisvar®
(FERREIRA, 2000). As médias entre os tratamentos foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott (P < 0,05) ou de regressdo, de acordo com a natureza dos

dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes das cultivares Conquista e Tucunaré apresentaram,
inicialmente, indices de 93% e 89% de germinacgdo, respectivamente. Pela
andlise sanitdria das duas amostras utilizadas, ndo houve deteccdo de Sclerotinia
sclerotiorum em nenhum caso. Nas sementes analisadas, foram detectados
Cerscopora kikuchi em uma incidéncia média de 19% e Fusarium semitectum,
8%, na média geral.

A incidéncia de F. semitectum nas sementes pode ter contribuido para a
reducdo da germinagdo e do vigor das mesmas, principalmente quando
associado a elevados danos mecanicos e sob umidade elevada (FRANCA
NETO; HENNING, 1992). Em relagdo a Cerscopora kikuchi, causador da
mancha purpura da semente, ndo hd relatos na literatura sobre causa de danos
relevantes as sementes de soja (FRANCA NETO; HENNING, 1992;
HENNING, 1987; PATRICIO; BORIN: ORTOLANI, 1995). Em trabalhos de
Oliveira et al. (1993), C. kikuchii ndao afetou o desempenho das sementes no
estddio de plantula, mesmo quando as sementes apresentaram alta porcentagem
de incidéncia do patégeno em torno de 94%.

Em sementes de soja € comum a presenca dos fungos de
armazenamento, Aspergillus spp. e Penicillium sp., que podem causar grandes
prejuizos a qualidade da sementes armazenadas (POPINIGIS, 1977). Nessas
amostras, porém, foram detectados apenas 2% de Aspergillus spp. na cultivar
Conquista e 7% na cultivar Tucunaré.

Em estudos anteriores conduzidos com a utilizacdo da metodologia de
inoculagdo por meio do condicionamento fisiol6gico das sementes, no intuito de
se obter sementes infectadas por fungos em diferentes intensidades, t&m
revelado que o tempo de contato entre a semente e a colonia do patdgeno

fingico, pode corresponder a diferentes potenciais de inculo. Para a totalidade
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destes trabalhos, o aumento do tempo de contato entre semente e o patdgeno
levou ao aumento da acdo do patégeno nos tecidos das sementes. Este fato foi
comprovado neste estudo havendo um crescente efeito do patdgeno sobre as
caracteristicas das sementes submetidas a condi¢des favordveis. Este efeito foi

evidentes para os dois isolados utilizados de S. sclerotiorum (Gréfico 1).

80

70

%o Incidéncia de S. scierotiorim

C181|C282 C182 C282 | C1S1|C1S2 (281 C281|C1S2|C181 C281 C282|CINI| C2NI
P P3 P3| P2 P2 | P2 P3 P2 P2 |P1L P1L | P1L|P0O PO

‘llncidéncia 9951 99 99 955 8 | 88 8 565 | 44 405 38 35| 0 0

Grifico 1 Incidéncia de S. sclerotiorum em sementes de soja em diferentes
tempos de exposicao delas ao patégeno

*Médias seguidas pela mesma letra,nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott (P<0,05)

Tanto a cultivar Conquista quanto a cultivar Tucunaré apresentaram
comportamentos semelhantes, independentemente do isolado, a medida que

houve aumento do potencial de indculo de S. sclerotiorum.
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Em trabalhos anteriores desenvolvidos por Peres (1996), verificou-se
que a inoculacdo de sementes de soja pelo seu contato com col6nias de S.
sclerotiorum, em meio BDA por 30 horas de exposi¢ao, causou incidéncia entre
35% e 100%, valores proximos aos verificados neste trabalho, que foram de
32,5% a 99,5% de sementes infectadas.

A alta ocorréncia de S. sclerotiorum nas sementes inoculadas
comprovou a eficiéncia do método de inoculacio, tendo sido observado, neste
caso, efeito gradual e crescente do patdgeno nas sementes. Dessa forma, é
pertinente assumir que esse tipo de inoculag@o pode ser associado com potencial
de inéculo. Observa-se, na Figura 1, a detec¢@o de S. sclerotiorum em sementes

de soja nos diferentes potenciais.
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Figura 1 Deteccao de S. sclerotiorum em sementes de soja da cultivar
Conquista em diferentes tempos de contato delas com a coldnia do
patégeno desta interacdo: (A) testemunha PO; (B) potencial P1; (C)
potencial P2; (D) potencial P3

A incidéncia de S. sclerotiorum aumentou proporcionalmente, a medida
que aumentou o tempo de contato entre o patdgeno e sementes, sendo esta
incidéncia avaliada através do meio semi-seletivo (NEON) em relacdo ao total

de sementes analisadas (Gréfico 2).
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Grifico 2 Incidéncia de S. sclerotiorum em sementes de soja, (A) Cultivar
Conquista (C1) e (B) Cultivar Tucunaré (C2) em funcdo do tempo de
contato das sementes com a coldnia de dois isolados do patégeno S1
e S2. UFLA, Lavras, MG, 2010
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Com base nos resultados deste ensaio percebe-se que os efeitos de S.
sclerotiorum em niveis de infecgdo distintos, equivalentes a diferentes
potenciais de indculo, foram evidentes interferindo negativamente no
desempenho das sementes.

Em relacdo a varidvel germinacdo (Tabela 2), vé-se que em niveis mais
elevados de potencial de in6culo, o patégeno foi responsavel por sua redugdo.
Para a cultivar Conquista foi observada em média uma reducéo, nos valores de
germinacgdo, de 93% para 16% e para a cultivar Tucunaré esta reducdo foi de
90,5% para 11,5%, do menor para o maior potencial de inéculo.

No intuito de verificar o efeito da exposicdo ao restritor hidrico foi
feita uma compara¢do na presenca e na auséncia do patégeno. Verificou-se
reducdo na germinacgdo, nos diferentes tempos de contato, porém, a diminui¢do
observada na auséncia do fungo foi menor do que na presenca do fungo.
Constatou-se que esta reducio na germinacdo, do menor para o maior potencial
de indculo, na testemunha foi de 34% e 39% para as cultivares Conquista e
Tucunaré, respectivamente. J4 na presenca do patégeno, esta reducdo foi em
torno de 85% do potencial PO para P3. Essa reducdo de forma acentuada
ocorreu a partir de 24 horas de contato entre as sementes e o fungo em todos os
tratamentos (Grafico 3).

Esse tipo de comportamento observado pode ser explicado
considerando-se que a restricdo hidrica diminui a velocidade dos processos
metabdlicos, atrasando ou reduzindo a de germinacdo de sementes de muitas
espécies, interferindo na embebi¢cdo e no alongamento celular do embrido
(BRADFORD, 1990). Porém, essa reduc¢do foi baixa quando se compara com os
dados das sementes contendo o patégeno, a medida que foram submetidas a
diferentes tempos de contato entre sementes e o fungo.

Neste trabalho, observou-se também que os dois isolados de S.

sclerotiorum foram virulentos para os duas cultivares utilizadas, tendo os
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menores valores de germinacdo sido observados no tratamento cultivar
Tucunaré, isolado 2 no potencial P3, com valor de 8,5%, havendo diferenca
significativa entre os demais tratamentos. A cultivar Tucunaré foi mais sensivel

em relacdo a germinacio em todos os tratamentos analisados (Tabela 2).

Tabela 2 Valores da avaliacdo da germinacdo de sementes de soja, cultivares
Conquista (C1) e Tucunaré (C2), em funcdo do potencial de in6culo
de S. sclerotiorum, 1 e 2. UFLA, Lavras, MG, 2010

Germinacao (%)*

CULTIVAR
Isolado 1
PO P1 P2 P3
Conquista 93,0 Aa 61,5 Ab 39,5Ac 17,5 Ad
Tucunaré 90,5 Aa 47,5Bb 30,5 Ac 14,5 Ad
Isolado 2
Congquista 93,0 Aa 47,5 Ab 30,5 Ac 14,5 Ad
Tucunaré 90,5 Aa 44,0 Ab 28 Ac 8,5Bd
CV(%) 17,93

*Médias seguidas de mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, néo
diferem entre si, pelo teste de Scott-knott (P < 0,05)
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Griéfico 3 Germinacdo de sementes de soja em fun¢do do tempo de contato das
sementes a dois isolados (S1 e S2) de S. sclerotiorum; (A) Cultivar
Congquista C1; (B) Cultivar Tucunaré C2; CINI e C2NI = Cultivar
Naio Inoculada. UFLA, Lavras, MG, 2010
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No que tange a qualidade fisiologica de sementes, verificou-se uma
diferenca minima entre os cultivares na presenca do fungo. Estes resultados sdo
de grande importancia, visto que pouco se conhece sobre a resisténcia de soja ao
mofo-branco adaptadas, agronomicamente, para as condi¢des brasileiras.
Constata-se que o nivel de resisténcia fisioldgica ainda é baixo para o controle
da doenga. Tal fato foi verificado, visto que os percentuais de germinagdo foram
drasticamente afetados pela presenca do fungo nas sementes, independentemente
da cultivar utilizada, mesmo sendo a cultivar Tucunaré a mais afetada, havendo
diferenca significativa em relacdo aos demais tratamentos.

Alguns trabalhos relatam a interferéncia de S. sclerotiorum na qualidade
final, quando associado as sementes de soja. Machado et al. (2001) constataram
que a germinagdo e a emergéncia das plantulas de soja, provenientes de
sementes inoculadas com S. sclerotiorum, foram severamente prejudicadas. Foi
verificada também reducdo na germinacdo e no peso verde da parte aérea e raiz
de plantas de soja a partir de sementes inoculadas com este patégeno. Em outro
estudo, observou-se que a embebicdo de sementes de soja em suspensdo de
ascosporos de S. sclerotiorum influenciou o nivel de deterioracdo das sementes
de soja inoculadas (GOULART, 1984).

Em outro patossistema, tal efeito tem sido evidenciado. Celano (2004)
constatou que sementes de algoddo inoculadas com o agente da ramulose, nos
tempos de exposicdo de 36, 72 e 108 horas, apresentaram germinacdo média de
61%, 56%, 46%, respectivamente, confirmando dessa maneira, a acdo dos
diferentes potencias de indculo na germinagdo das sementes. Os mesmos tipo e
intensidade de efeito nesta relacdo semente-fungo foram relatados por Barrocas
(2008), em trabalho com sementes de algoddo e Colletotrichum gosypii var.
cephalosporioides. Neste caso, houve um aumento gradual da incidéncia do
patégeno e uma reducdo significativa na qualidade fisiolégica das sementes,

com o aumento do tempo de contato dessas sementes ao fungo.
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Segundo Machado (2000) e Menten (1997), a interferéncia dos
patégenos associados as sementes pode promover quedas no poder germinativo,
debilitacdo e reducdo da populacdo de plantas, além de desenvolvimento de
epidemias capazes de atacar todas as partes das plantas, em varios estigios,
inclusive em pds-colheita, dentre outros efeitos.

Em relagdo ao indice de velocidade de emergéncia (IVE) e o estande
inicial e final, foi possivel observar diferencas significativas para os fatores
analisados nos diferentes niveis de infeccdo das sementes (Tabelas 3 e 4).
Verifica-se que os maiores valores de IVE foram observados no potencial PO, o
qual diferiu estatisticamente dos demais potenciais.

Em média, os valores do IVE, nos dois isolados do patégeno foram de
4,85, no PO, para 1,09, no maior potencial P3, na cultivar Conquista. Ja para a
cultivar Tucunaré esses valores foram de 5,21, no menor potencial PO e 0,8, no
maior potencial P3, evidenciando o efeito do patégeno no vigor dessas sementes
de soja.

Foi observada menor IVE para a cultivar Tucunaré com o isolado 2 do
patégeno no potencial P3, sendo este valor de 0,45 (Tabela 3). Estes resultados
sdo semelhantes aos observados no testes de sanidade e de germinacdo, nos
quais se obteve maior nivel de infeccdo, 99,5% (Gréafico 1) e menor
porcentagem de germinacao, 8,5% (Tabela 2), neste mesmo tratamento.

De modo geral, os resultados deste estudo seguem a mesma tendéncia
dos resultados de trabalhos conduzidos com outros patossistemas (ARAUJO,
2008; BARROCAS, 2008; MACHADO et al.,, 2001; MORAES; MENTEN,
2006; SARTORI; REIS; CASA, 2004; SOUSA; 2006). Em todos eles foram
observadas redugdes no IVE, nos estandes inicial e final de plantas e na
germinacdo, a partir de sementes inoculadas com diferentes potenciais de

in6culo.



89

Tabela 3 Valores do indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de
soja inoculadas com diferentes potenciais de inéculo de S.
sclerotiorum. UFLA, Lavras, MG, 2010

CULTIVAR IVE (%)
Isolado 1
PO P1 P2 P3

Conquista 4,85Aa 3,65Ab 2,27Ac 0,92Aa

Tucunaré 5,21Aa 3,56Ab 2,30Ac 1,16Aa
Isolado 2

Conquista 4,85 Aa 2,98 Ab 2,15 Bb 1,26 Ac

Tucunaré 5,21 Aa 2,96 Ab 1,75 Be 0,45 Bd

CV(%) 18,5

*Médias com mesma letra, mintiscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre
si, pelo teste de Scott-knott (P < 0,05)



Tabela 4 Valores dos estandes, inicial e final de sementes de soja inoculadas com dois isolados de S. sclerotiorum, com
os diferentes potenciais de in6culo. UFLA, Lavras, MG, 2010

Estande inicial (%) Estande final(%)
CULTIVAR Isolado 1
PO P1 P2 P3 PO P1 P2 P3
Conquista 71,5Aa 57,5Ab 35Ac 16Ad 74Aa  56,5Ab 35,5Ac  13,5Ad
Tucunaré 77 Aa 51,5Ab 34Ac  16Ad 83Aa  58,5Ab 37Ac 18Ad
Isolado 2
Conquista 71,5Aa 54,5Ab  34,5Ac 20Ad 74Aa  47,5Ab 34Ac 20,5Ad
Tucunaré 77 Aa 51 Ab 25Ac 7Bd 83Aa 54Ab 29,5Ac¢ 5Bd
CV(%) 18,44 16,78

*Médias com mesma letra, mintscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-knott (P <0,05)

06
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Nas sementes submetidas aos diferentes tempos de contato na auséncia
do patégeno, foi observada diminui¢do na qualidade fisiolégica das sementes,
porém bem menores em relacdo aos tratamentos avaliados na presenca do fungo.
Para o IVE, essa redu¢do do pontecial PO para o P3 foi de 22% para a cultivar
Conquista e de 34% para Tucunaré. Ja na presenca do fungo essa reducdo média
foi de 83% para as cultivares estudadas (Gréfico 4). Conforme j4 verificado para
os dados de germinacdo, este fato pode ser explicado considerando-se que o
condicionamento osmoético das sementes pode afetar seu vigor, mas quando
utilizado em periodos menores, com a finalidade de potencializar o desempenho
das mesmas, costuma ndo acarretar decréscimos significativos do vigor.

Com base nos resultados do teste de germinacdo, a medida que o
potencial de indculo nas sementes aumentou, os valores da germinagdo e do
vigor observados foram significativamente reduzidos, o que possivelmente

influenciou os dados dos estandes inicial e final (Graficos 5 e 6).
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Grifico 4 Indice de velocidade de emergéncia de plantas de soja em fungdo do
tempo de contato das sementes a dois isolados (S1 e S2) de S.
sclerotiorum; (A) cultivar Conquista C1; (B) cultivar Tucunaré C2.
CINI e C2NI = cultivar ndo inoculada UFLA, Lavras, MG, 2010
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Griéfico 5 Estande inicial de plantas de soja em func¢do do tempo de exposicao
das sementes a dois isolados (S1 e S2) de S. sclerotiorum; (A) cultivar
Congquista C1; (B) cultivar Tucunaré C2. CINI e C2NI = cultivar ndo

inoculada UFLA, Lavras, MG, 2010
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Grifico 6 Estande final de plantas de soja em fun¢@o do tempo de exposicdo das

sementes a dois isolados (S1 e S2) de S. sclerotiorum; (A) Cultivar
Congquista C1; (B) cultivar Tucunaré C2. CINI e C2NI = cultivar néo
inoculada UFLA, Lavras, MG, 2010
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De forma andloga as varidveis anteriormente focadas, a inoculacdo das
sementes com S.sclerotiorum provocou reducdo do peso da matéria seca da parte
aérea e da raiz das plantas de soja (Grafico 7).

Em relacdo & matéria seca, as médias para o peso seco da parte aérea
foram de 8,12; 7,93; 4,75 g e, para raiz foi de 4,53; 4,22 ¢ 3,68 g, nos potenciais
de indéculo P1, P2 e P3, respectivamente, enquanto que na testemunha, o peso
seco médio da parte aérea foi de 10,25 g e, para raiz 5,9 g, sugerindo que o
fungo, mesmo nio mostrando uma diferenca significativa entre as cultivares
para alguns tratamentos, provocou uma diminuicio de, em média,

aproximadamente 46% no peso seco dessas partes da planta.
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5.2 Determinacido da taxa de transmissao de Sclerotinia sclerotiorum em

sementes de soja inoculadas artificialmente

Neste estudo foram calculadas as taxas de infeccdo e de transmissdo de
S. sclerotiorum em plantas de soja. A transmissdo foi caracterizada pela
passagem do patdégeno associado as sementes para as plantas de soja em
condicdes favordveis para o desenvolvimento da doenca. O célculo da taxa de
transmissdo foi baseado na incidéncia de S. sclerotiorum nos fragmentos em
relacdo ao nimero total de plantas sintomadticas e assintomdticas em relacdo a
incidéncia de sementes infectadas, no teste de sanidade. Na Figura 2, observa-se
a deteccdo do patégeno nos fragmentos das plantas de soja emergidas e oriundas
de sementes infectadas.

O somatério das sementes que ndo germinaram pela presenga de
Sclerotinia sclerotiorum e dos fragmentos que estavam com referido patégeno
constituiu a taxa de transmissdo em cada cultivar. No maior potencial de
in6culo, P3, observou-se taxa de transmissdo de 100%, constatando-se que a
infeccdo foi muito severa, ou seja, o micélio fungico presente nas sementes
atingiu os tecidos de todas as plantas analisadas. Ja para os potenciais P1 e P2,
as maiores taxas de transmissdo observadas foram de 33% e 73%,
respectivamente, ocorrendo diferenca significativa entre os fatores tempo de

exposic¢ao, cultivar e isolado (Gréfico 8).
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Figura 2 Deteccdo de S. sclerotiorum nos fragmentos de plantas de soja, do
cultivar Conquista, em meio semi-seletivo (NEON). (A) auséncia do
patégeno; (B), (C) e (D) formagdo do halo amarelado caracterizando a
presenca do patégeno. UFLA, Lavras, MG, 2010
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*Médias com mesma letra, em um mesmo tratamento, diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott (P <0,05).

O efeito do potencial de inéculo nas sementes observado no teste de
sanidade refletiu na taxa de infec¢do em plantas de soja, com 30 dias apds a
semeadura. Houve aumento tanto da taxa de infeccdo quanto da taxa de
transmissdo, quando o potencial de indculo, obtido pelo tempo de inoculacio,
aumentou de O para 72 horas de contato das sementes com o patégeno, nas duas
cultivares avaliadas (Graficos 9 e 10). Foi também avaliada a taxa de infeccdo,
cujos valores foram menores em relagdo aos da taxa de transmissdo. Esses altos

valores dessas taxas evidenciam que mesmo algumas plantas sem sintomas
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apresentaram o patégeno nos seus tecidos, uma vez que foram consideradas
todas as plantas sintomdticas e assintomadticas.

Com base na literatura, varios fatores podem afetar os valores da taxa de
transmissdo do patégeno para a semente e no estabelecimento desta infeccdo,
como a posicdo do patégeno na semente e sua intensidade. Diversos fatores
fisicos e bioldgicos tornam-se bastante varidvel este padrdo de transmissdo de
patégenos por sementes, mesmo em se tratando de um tnico patégeno

(MACHADO, 1988; NEERGAARD, 1979).
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Graéfico 9 Taxa de infeccdo (TI) de Sclerotinia sclerotiorum nas cultivares de
soja, em diferentes potenciais de inéculo. UFLA, Lavras, MG,2010
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de soja, em diferentes potenciais de inéculo. UFLA, Lavras,

MG,2010
As taxas de infeccdo e de transmissdo, avaliadas em fragmentos de
plantas de soja, foram maiores nos potenciais de inéculo mais elevados neste
estudo. Com isso, observou-se que a infec¢ao dos tecidos das plantas pode estar
diretamente relacionada com potencial de indculo presente nas sementes. Nas
condi¢gdes submetidas de risco para que ocorra a doenga, a taxa de transmissao
atingiu 100% Diante desses resultados, presume-se que a transmissibilidade de
S. sclerotiorum, a partir de sementes de soja, € efetiva e pode refletir em maiores
ou menores taxas de infec¢do e de transmissao, dependendo do nivel de infeccio
das sementes. Em trabalho semelhante, porém, realizado com sementes de milho

inoculadas com Acremonium strictum, Teixeira e Machado (2003) observaram
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que a taxa de infecg@o, avaliada na parte aérea de plantas com 28 dias de idade,
foi maior com o aumento do tempo de exposicdo das sementes (de 0 a 120
horas). Por outro lado, a taxa de transmissdo foi estatisticamente igual nos
tempos de 24, 72 e 120 horas, diferindo apenas no tempo zero hora.

Em trabalhos pioneiros realizados por Aradjo (2008) e Barrocas (2008),
também foram obtidos resultados semelhantes para diferentes patossistemas
estudados. As taxas de infecgc@o e transmissdo foram proporcionais, a medida
que aumentou o tempo de contato das sementes ao patégeno, como verificado
neste trabalho.

A partir do potencial P1, verificou-se reducdo da germinacio e do vigor
em todos os tratamentos, com diferenca significativa em relacdo a testemunha,
sendo um potencial capaz de ser menos prejudicial ao vigor das sementes,
podendo proporcionar estudos de transmissdo e efeitos em plantas emergidas
causadas por este patégeno. Esses dados sugerem que, para a obtengdo de
sementes infectadas e a verificacdo do efeito causado na qualidade sanitdria e
fisiologica e a obtencdo das taxas de infecc@o e transmissdo, o menor potencial
de in6culo correspondendo aos tempos de contato a partir de 24 horas foi
suficiente.

Na literatura, ndo existem relatos sobre a transmissibilidade de S.
sclerotiorum a partir de sementes infectadas de diferentes cultivares de soja.
Para este fungo, cujos mecanismos de transmissdo ainda sdo pouco conhecidos,
a forma mais comum ou comprovada de transmissdo ocorre por meio de
esclerédios que acompanham as sementes utilizadas na semeadura. Esse tipo de
indculo sobrevive no solo, infectando as plantas em estddios mais avangados de
crescimento, principalmente a partir do florescimento. O indculo inicial na
forma de micélio nas sementes tem sido pouco estudado.

Tu (1988) estudou o papel de sementes infectadas com S. sclerotiorum

em sementes de feijdo na disseminacdo da doenca. Concluiu que o micélio
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dormente presente no interior das sementes foi importante ndo somente na
disseminacdo do fungo como também nos aspectos epidemiolégicos dessa
doenca. Verificou-se também que o micélio permaneceu vidvel dentro da
semente por trés anos e que, apds este periodo, foi capaz de germinar e infectar
plantulas de feijdo provenientes destas sementes infectadas, comprovando a
importincia do micélio dentro da semente e sua transmissdo de sementes para
planta, como foi verificado neste trabalho.

Os resultados deste estudo tornam-se importantes para o processo de
estabelecimento de padrdes sanitdrios para patdgenos como S. sclerotiorum, que
sdo exigidos em programas de certificacdo, assim, levando-se em consideragao
fatores, como gendtipos do hospedeiro e potencial de indculo, dentre outros
fatores que devem direcionar estes estudos, todas as condig¢des estudadas
mostraram o risco para que ocorra a doenca em relacio a quantidade de inéculos
de sementes portadores deste patdégeno caracterizado como uma praga nao

quarentendria regulamentada.
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6 CONCLUSOES

A presenca de S. sclerotiorum na forma micelial em sementes de soja
influenciou o desempenho fisiolégico das sementes de forma proporcional aos
valores do potencial de in6culo do patégeno. Houve um decréscimo significativo
nos valores das varidveis: germinacdo, indice de velocidade de emergéncia,
estandes inicial e final e peso de matéria seca de plantas emergidas, nos valores
de potenciais de in6culo mais elevados.

A transmissdo de S. sclerotiorum das sementes para as plantas de soja
foi diretamente proporcional ao aumento do potencial de indculo, e a taxa de
transmissdo variou de 7,78% a 100% entre as duas cultivares, Conquista e
Tucunaré, utilizadas neste estudo.

Os isolados de S. sclerotiorum comportaram-se de forma semelhante
diante dos parametros avaliados, germinacdo e vigor, independentemente das
cultivares analisadas.

Considerando-se o risco de a taxa de transmissdo nas condi¢des
estudadas atingir 100%, é compreensivel sugerir tolerancia zero deste patégeno

em sementes de soja nos programas de certificacdo de sementes no Brasil.
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CAPITULO 4

Ultraestrutura de sementes de soja infectadas artificialmente por Sclerotinia

sclerotiorum

RESUMO

A associagdo de patégenos com sementes tem sido responsdvel por
danos dos mais significativos em cultivos de interesse agronémico, causando
prejuizos, tanto para os produtores de sementes como para os produtores e
consumidores de grdos. Uma dessas associacdes de grande importancia € o
complexo S. sclerotiorum associado as sementes de soja, causador da doenca
conhecida como mofo-branco. Devido aos danos causados por este fungo, o
conhecimento e demonstracdo desta relagdo bioldgica por meio de técnicas
ultraestruturais tornam-se importantes, principalmente para elucidar a
intensidade desta interacdo. O propdsito, neste estudo foi avaliar o
posicionamento de S. sclerotiorum por meio do exame de seu micélio nos
tecidos de sementes, infectadas em diferentes niveis de potencial de inéculo.
Para isso foram utilizadas sementes da cultivar Conquista que foram inoculadas
via a técnica de condicionamento osmdtico, com a exposi¢do das sementes ao
fungo S. Sclerotiorum por periodos de 0, 24, 48, 72 horas, o que correspondeu
aos diferentes potenciais de indculo PO, P1, P2 e P3, respectivamente. Partindo-
se das sementes inoculadas, foram analisadas varidveis quanto a qualidade das
sementes por meio de testes de sanidade (Neon), germinacdo e condutividade
elétrica. Parte dessas sementes inoculadas foi separada e submetida a andlise de
microscopia eletronica de varredura. Verificou-se que houve um decréscimo
significativo na qualidade fisiol6gica das sementes a medida que o potencial de
in6culo aumentou (PO a P3). Por meio da andlise de ultraestrutura dos tecidos
das sementes infectadas, observou-se que estes tecidos foram drasticamente
afetados, tendo sido observadas deformacdes e desorganizagdo celular das
camadas mais externas parasitadas.

Palavras-chave: Microscopia eletronica. Soja. Patologia de Sementes.
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ABSTRACT

The association of Sclerotinia sclerotiorum with soybean seeds has been
responsible for significant damages in this crop under the brazilian conditions.
The infection process of soybean seeds by mycelium of that fungus has been
little investigated, being a matter to be explored for several reasons. For
instance, epidemiological models of the disease may depend on the position and
potential of the inoculum of the pathogen established in the seed tissues.
Efficacy of seed treatment is also dependent on the intensity of the inoculum
interaction with seeds. Following an inoculation method described in literature
to obtain different inoculum potentials in seeds, in this study soybean seeds were
prepared with four inoculum potentials. In addition to the evaluation of the
effect of the pathogen on seed quality by running the germination and electrical
conductivity tests, seeds were examined in the scanning electron microscope for
observing the ultrastructural relationship between infected seed cells and the
fungus. It was observed that colonized seed tissues presented a clear
disorganization which was more intense at the highest inoculum potentials of S.
sclerotiorum . The seed physiological quality was also lower at the highest
infection potential by the pathogen. Mycelium of S. sclerotiorum was seen in all
external layers of infected seeds, as well as in the embryo, mainly in the
cotyledons.

Keywords: Scanning electron microscopy. Soybean. Seeds health. White mold
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3INTRODUCAO

A semente € o elemento principal no estabelecimento, na expansao, na
diversificacdo e no desenvolvimento para a cultura da soja. A cobertura da
semente mantém unidas as partes internas da semente, bem como fornece
protecdo mecanica contra choques, microrganismos e insetos. Também lhe sdo
atribuidas as funcdes reguladoras no processo de germinacdo. Uma estrutura
importante nas sementes € o eixo embriondrio. O eixo embriondrio mais o(s)
cotilédone(s) formam o embrido. Os cotilédones sdo estruturas seminais, de
formato varidvel, ligadas ao eixo embriondrio, com fungdo de absorver e
reservar alimentos do endosperma e/ou perisperma, que serdo usados durante a
germinagdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; MARCOS FILHO, 2005).

Os patdgenos, quando associados com as sementes, podem seriamente
comprometer a integridade dessas estruturas essenciais as sementes.

Dentre os patdégenos que podem vir associados as sementes de soja,
encontra-se o fungo Sclerotina sclerotiorum. Devido aos danos causados na
qualidade fisioldgica e sanitdria das sementes, este patdgeno tem se destacado
como sendo um dos mais importantes da cultura da soja e de outras espécies
hospedeiras de grande importancia econdmica, no Brasil.

Os trabalhos em que se demonstram detalhes sobre a transmissdo deste
fungo presente nas sementes para as plantas sdo escassos. Técnicas como a
microscopia eletronica, que ajudam a esclarecer a interacdo patdgeno e
hospedeiros, tém sido utilizadas em diversos patossistemas (JERBA;
RODELLA; FURTADO, 2005; LICHSTON; GODOQY, 2006).

Alguns trabalhos em relacdo a S. sclerotiorum em diferentes espécies
hospedeiras que tém aplicado esta técnica t€ém colaborado no entendimento da
dindmica do processo infeccioso por este patégeno em diferentes tecidos de

plantas, bem como na determinagdo de sua exata localizacdo (HUANG et al.,
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2008). Diante do exposto, estudos ultraestruturais podem auxiliar no
entendimento das relagdes de patogenicidade e revelar etapas importantes no
processo de colonizacgao e infecc¢do pelos patégenos.

Neste trabalho estudaram-se a possivel associacdo dos potenciais de
indculo de S. sclerotiorum e o efeito histoldgico pela presenca do patégeno na

qualidade fisioldgica e sanitdria de sementes de soja.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Andlise de Sementes,
Patologia de Sementes, de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural

(LME), da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

4.1 Sementes e isolados utilizados

Foram utilizadas sementes pertencentes da cultivar Conquista, safra
2008/2009. A qualidade sanitdria e fisioldgica inicial do lote foi avaliada por
meio do teste de germinacdo e sanidade, como recomendado nas Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) e pela International Seed Testing
Association - ISTA (2002).

O isolado de S. sclerotiorum CMLAPS242, oriundo de sementes de soja
foi multiplicado em meio BDA, em placas de Petri, a 20 °C e fotoperiodo de 12

horas, em camara incubadora tipo BOD.

4.2 Procedimentos de inoculacao de S. sclerotiorum em sementes de soja.

O substrato basico utilizado na inoculagido foi o batata-dextrose-dgar
(BDA), adicionando-se o soluto manitol e ajustando-se o meio para -1 MPa
(MACHADO et al., 2001). A concentracdo para o preparo dos meios, para este
potencial hidrico, foi obtida por meio do software SPPM (MICHEL;
RADCLIFFE, 1995).

As sementes de soja foram previamente desinfestadas. Esta assepsia
superficial consistiu em emergi-las em solucdo de hipoclorito de sédio (NaCl
1%) por 1 minuto, lavando-as por trés vezes em dgua destilada, e, em seguida,

secas por 48 horas, em cdmara de fluxo laminar. Posteriormente essas sementes



114

foram colocadas sobre as coldnias, em camada unica e mantidas por diferentes
periodos de exposi¢do (0, 24, 48 e 72 horas), o que correspondeu aos potenciais
de inéculo PO, P1, P2 e P3, respectivamente. Com a testemunha, sementes foram
colocadas em nas mesmas condi¢des sobre o meio de cultura, sem adicdo do
fungo, em cada tempo de exposi¢do citado.

Apés a incubagdo das sementes, estas foram retiradas e distribuidas
sobre papel germitest em temperatura ambiente, para secagem. Estas sementes
inoculadas com os diferentes potenciais de indculo foram utilizadas nos testes

descritos a seguir.

4.3 Testes aplicados para avaliacao da qualidade de sementes

a) Teste de sanidade

As sementes inoculadas com S. sclerotiorum foram distribuidas em
substrato 4garizado (batata-dextrose-agar) contendo 5S0mg de cloranfenicol; 50
mg de azul de bromofenol e manitol -1,0MPa. O pH final foi ajustado para 4,7
com HCI ou NaOH e todos os componentes foram adicionados ao meio antes da
autoclavagem. As placas foram distribuidas em camara de incubagdo, a
temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas. A partir do terceiro dia de
incubagdo, todas as sementes foram examinadas no intuito de detectar ao seu
redor a formacdo, ou ndo, de halos amarelo-avermelhados, indicativos da
presencga de S. sclerotiorum. As placas também foram analisadas ao microscépio
estereoscOpico quanto ao crescimento de micélio caracteristico e a presenca de
esclerddios de S. sclerotiorum (BRASIL, 2009).

A ocorréncia de S. sclerotiorum foi registrada em 200 sementes

inoculadas e nao inoculadas, para cada tempo de contato com o patégeno.
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b) Teste de germinacao:

Foram utilizadas quatro repeti¢des de 50 sementes inoculadas com S.
sclerotiorum distribuidas sobre substrato de papel (tipo germitest) umedecido
com agua destilada, 2,5 vezes o peso do papel seco. Os rolos de papel foram
colocados em germinador regulado a temperatura de 25° + 2°C. As avaliagdes
foram realizadas no quinto dia, conforme as Regras para Andlise de Sementes
(BRASIL, 2009) e os resultados expressos em porcentagem de plantulas

normais.

d) Teste de condutividade elétrica:

Foi realizado com quatro repeticdes de cinquenta sementes inoculadas
com S. Sclerotiorum. Sementes de cada repeticdo foram pesadas com precisdo
de 0,01g e, a seguir, colocadas em copos de plastico contendo 75 mL de dgua
deionizada, permanecendo por um periodo de 24 horas a temperatura constante
de 25°C. Com um condutivimetro de massa marca DIGIMED, modelo CD21A,
foi efetuada a leitura em puS.cm™ e os resultados expressos com base no peso da

amostra (TORRES, 1996; VIEIRA; CARVALHO, 1994).

4.4 Analise de ultraestrutura de sementes de soja por meio de microscopia

eletronica de varredura (MEYV)

Amostras de sementes de soja, inoculadas artificialmente com .
sclerotiorum, foram tomadas aleatoriamente e preparadas para observagdo ao
microscépio eletrdnico de varredura (MEV). Sementes inteiras ou sementes
seccionadas transversalmente, longitudinalmente e medialmente, foram fixadas
em solu¢do Karnovisk’s modificado- Glutaraldeido 2,5% , formaldeido 2,5% em
tampao cacodilato de sédio 0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001 M por um periodo de

24 horas. Apds a imersdo do material em solucdo fixadora, os espécimes foram
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transferidos para uma solugdo tampdo de cacodilato (0,05M) e lavados trés
vezes, durante 10 minutos. Posteriormente, foram colocados em uma solugdo de
tetroxido de ésmio 1% em &4gua por 1 hora, lavados em dgua destilada por trés
vezes e desidratados em série crescente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e
100%, por 3 vezes). Apds a desidratacdo, as amostras foram levadas para o
aparelho de ponto critico Balzers CPD 030 para a substitui¢do da acetona por
CO, e complementacdo da secagem. Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de aluminio stubs com fita de carbono sobre uma pelicula de papel
aluminio e cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 050 para a
observagdo em microscopio eletrdnico de varredura LEO EVO 40. As imagens
foram registradas digitalmente, e as mais representativas gravadas e preparadas

as pranchas utilizando o pacote Corel Draw 12.

4.5 Analise estatistica

Para todos os testes, o delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos constituidos de quatro tempos de contato das
sementes com o fungo e dois tipos de inoculagdo com e sem o fungo, com quatro
repeticdes. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Sisvar® (FERREIRA, 2000). Para os tempos de contato foi utilizada regressio e
a comparacdo das médias foi feita pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Qualidade fisiologica e analise ultraestrutural de sementes de soja

infectadas artificialmente

Pelos resultados da andlise de variancia, houve diferenca significativa
entre os niveis de infec¢do do patégeno em relacdo a qualidade fisioldgica e
sanitdria das sementes de soja. Com o aumento do tempo de exposi¢cdo das
sementes ao fungo, houve aumento linear correspondente a incidéncia do
patégeno nas sementes (Grafico 1).

Foi verificado decréscimo acentuado na germinacdo (Grifico 2) e
aumento gradual na condutividade elétrica (Grafico 3) das sementes de soja a
medida que houve aumento nos potenciais de in6culo.

Nas sementes ndo inoculadas com S. sclerotiorum constatou-se uma
pequena alteracdo tanto na germinacdo quanto na condutividade, quando
comparada aquelas submetidas a inoculagao.

Para a qualidade fisioldgica em relacdo aos valores de germinacao houve
uma reducdo de 94% para 20,5%, quando ocorreu aumento dos potenciais de
in6culo. No Griéfico 2, verifica-se que a redugdo da germinacdo nos diferentes
potenciais de in6culo na auséncia do patdgeno foi apenas de 15%, enquanto na
presencga do fungo essa reducdo do potencial PO para o potencial P3 foi de 78%.
Assim pode-se afirmar que a reducgdo real sem o efeito do restritor hidrico foi de

63%.
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Grifico 1 Incidéncia de S. sclerotiorum em sementes de soja, cultivar Conquista,
nos diferentes potenciais de inoculo em func¢io do tempo de contato
das sementes ao patégeno. UFLA, Lavras, MG, 2010
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Grifico 2 Germinacdo de sementes de soja, em fungdo dos diferentes potenciais
de in6culo de S. sclerotiorum. UFLA, Lavras, MG, 2010
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Os testes de vigor tém sido instrumentos precisos para a industria de
sementes na determinacdo da sua qualidade fisiolégica (MARCOS FILHO,
1999). Neste trabalho, foi realizado o teste de condutividade elétrica para a
verificacdo do vigor do lote em questdo nos diferentes potenciais de indculo.
Como a degradacdo das membranas celulares se constitui, hipoteticamente, no
primeiro evento do processo de deterioracio (DELOUCHE; BASKIN, 1973), os
testes que avaliam a integridade das membranas seriam, teoricamente, 0s mais
sensiveis para estimar o vigor.

Nesse sentido, pode-se destacar o teste de condutividade elétrica, no
qual a qualidade das sementes ¢é avaliada indiretamente por meio da
determinacdo da quantidade de lixiviados na solucdo de embebicdo das
sementes, como realizado neste trabalho. Os menores valores, correspondentes a
menor liberacdo de exsudatos, indicam alto potencial fisiolégico (maior vigor),
revelando menor intensidade de desorganizacdo dos sistemas de membranas das
células. Assim os maiores valores de solutos lixiviados neste estudo foram
verificados nos potenciais de inéculo P2 e P3 (Gréfico 3), nos quais foi
detectada maior incidéncia de S. sclerotiorum (Grafico 1).

Observa-se, pelo Grafico 3, que os valores da condutividade elétrica
diminuiram proporcionalmente com o aumento do potencial de inéculo de PO
para o P3, e esses valores foram inversamente proporcionais quando comparado
com os das sementes nos diferentes potenciais de indculo na auséncia do
patégeno. Os valores foram de 70 uS.cm™, no menor potencial, para 98 pS.cm™ ,
na presenca do patdégeno, enquanto na auséncia deste, esses valores variaram de
50270 uS.cm™.

Na literatura, varios fatores sdo citados como interferentes nos
resultados de condutividade, como a presenca de sementes danificadas
fisicamente (LOEFFLER; TEKRONY; EGLI, 1988; TAO, 1978), o tamanho da
semente (TAO, 1978), o gendtipo de uma mesma espécie (PANOBIANCO et
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al., 1999), o teor de 4dgua inicial das sementes (ASSOCIATION OF OFFICIAL
SEED ANALYSTS - AOSA, 1983; CARVALHO, 1994; LOEFFLER;
TEKRONY; EGLI, 1988), o periodo de embebi¢do (LOEFFLER; TEKRONY;
EGLI, 1988; WANG; HAMPTON; HILL, 1994) e a temperatura de embebicao
(MURPHY; NOLAND, 1982). Segundo Machado (1988), a interferéncia dos
patégenos associados as sementes pode promover quedas no poder germinativo,
debilitacdo e reducdo da populagdo de plantas, além de desenvolvimento de
epidemias capazes de atacar todas as partes das plantas, em véarios estadios,

inclusive pés-colheita.
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Grifico 3 Condutividade elétrica de sementes de soja em funcdo dos diferentes
potenciais de inéculo de S. sclerotiorum. UFLA, Lavras, MG, 2010

No presente trabalho, foi possivel associar a qualidade fisiolégica das

sementes de soja e os aspectos anatdmicos do tegumento, avaliados por meio de



121

microscopia eletronica de varredura. Observou-se que as estruturas celulares
sofreram alteracdo em sua parede celular 2 medida que ocorreu aumento no nivel
de infeccdo das sementes com isolado de S. sclerotiorum, caracterizado como
potencial de in6culo.

Observou-se também acentuada reducdo de volume celular que pode ter
sido o resultado de ruptura da membrana celular, fazendo com que o contetido
citoplasmatico seja lixiviado, refletindo nos altos valores de condutividade
elétrica (Gréfico 3).

A andlise de células ultraestrutural revelou o efeito causado pela
associacdo de S. sclerotiorum com sementes de soja submetidas a diferentes
potenciais de indculo do patégeno. Ficou evidente o efeito do patégeno nas
células do eixo embriondrio quando os niveis de infec¢do foram aumentados nas
sementes de soja (Figura 1). As eletromicrografias revelaram o efeito desta
associacdo nas camadas de células palicddicas, nas células em ampulheta e no
parénquima lacunoso (Figura 2).

A partir do tegumento das sementes, o fungo foi capaz de germinar e
penetrar nos tecidos internos das sementes, conforme pode ser observado na
Figura 3.

Pela andlise de microscopia eletronica foi possivel observar as
diferencas na estrutura das membranas na auséncia e na presenca do patégeno,
podendo-se neste caso inferir que o fungo foi responsavel pela degradacido da
membrana. Este resultado ajuda a elucidar um dos fatores que podem ter
interferido na baixa qualidade fisiolgica das sementes a medida que aumentou

o potencial de infeccdo por S. sclerotiorum.
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Figura 1 Eletromicrografias de varredura no eixo embriondrio de sementes de
soja inoculadas com S. sclerotiorum. 1) potencial P1 sem fungo; 2)
potencial P2 sem fungo; 3) potencial P3 sem fungo; 4) potencial P1
com fungo; 5) potencial P2 com fungo; 6) potencial P3 com fungo. As
setas nas Figuras 1 e 2 indicam presenga do crescimento micelial do
fungo
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Figura 2 Eletromicrografias de varredura em sementes de soja inoculadas com S.
sclerotiorum. 1 - auséncia do patégeno e 2 - presenca do patégeno no
tecido vegetal (corte). Comparagdo da espessura (um) das camadas de
células. (a) epiderme (camadas palicddicas); (b) hipoderme (células em
ampulheta) e; (c) células parenquimatosas
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Figura 3 Eletromicrografias de varredura em sementes de soja inoculadas com S.
sclerotiorum. 1) tegumento no potencial PO sem a presenca do
patégeno; 2 e 3) crescimento micelial do fungo S. sclerotiorum no
tegumento das sementes de soja no maior potencial de in6culo

A partir do potencial de inéculo P1 ja foi possivel observar pelas
eletromicrografias de varredura o crescimento potencial e a degradacdo dos
tecidos das sementes. Esses dados foram observados quando se verificou que,
apo6s 24 horas de contato da semente com o fungo, houve decréscimo nos valores
de germinacdo e vigor dessas sementes de soja.

Na interacdo planta-patégeno a maioria dos eventos que levam ao
estabelecimento de relacdes parasiticas ou a resisténcia do hospedeiro ocorre na
célula, ou seja, tanto no patégeno quanto na planta hospedeira. Teoricamente,
existem duas amplas categorias de defesa: a estrutural, morfolégica ou
anatomica e a bioquimica ou fisioldgica (AGRIOS, 2005). Contudo, conhecer e
elucidar como o patégeno coloniza os tecidos das sementes podem fornecer

subsidios para medidas de controle eficientes contra o mofo-branco.
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6 CONCLUSOES

As andlises ultraestruturais das sementes de soja infectadas por S.
sclerotiorum, realizadas por meio da microscopia eletrobnica de varredura
mostraram-se eficazes para demonstrar os danos causados nos tecidos das
sementes; os maiores danos foram observados nos potenciais de inéculo mais
elevados.

Os dados de germinagdo e vigor (teste de condutividade elétrica) foram
associados com os danos causados pelo patégeno, conforme revelou a andlise

ultraestrutural.
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CAPITULO 5

Adequacio do processo de transformacio de Sclerotinia sclerotiorum com o

gene marcador GFP (Green Fluorescent Protein Gene)

RESUMO

Sclerotinia sclerotiorum é um dos principais patégenos de um grande
nimero de espécies vegetais em todo o mundo, causando sérios prejuizos em
condi¢des favordveis para o desenvolvimento da doenca. Conhecida como
“mofo-branco,” essa doenca causa reducdo de estande, debilitacdo e morte das
plantas e seu agente causal € transmitido por sementes. Para auxiliar nos estudos
sobre a dindmica e os mecanismos de transmissdo do referido patdégeno via
sementes, este trabalho foi realizado como propdsito de realizar a adequacao do
processo de transformacgdo genética deste fungo utilizando-se de gene marcador
de expressdo tipo GFP (Green Fluorescent Protein). Para a obteng¢do dos
transformantes, foram seguidos protocolos ja descritos na literatura, com
adaptacdes. O plasmideo utilizado foi multiplicado com sucesso em células
competentes e a extracdo e a purificacdo do DNA foram verificadas por meio da
eletroforese. Apds a transformacdo, observacdes das coldnias dos isolados foram
realizadas com auxilio de microscépio de epifluorescéncia, pelo qual foi
possivel comprovar a incorporacdo do marcador fluorescente tipo GFP. A
confirmacgdo desses transformantes foi também realizada por meio da técnica de
PCR, usando primers especificos, forward
5'GCGACGTAAACGGCCACAAG3T' e reverse
5'CCAGCAGGACCATGTGTGATCG3’, com amplificacio a 606 bp a
sequéncia de fragmento do sgfp. Por meio do teste de patogenicidade, os
transformantes mantiveram sua viruléncia em plantas de soja cultivar Conquista.

Palavras-chave: Protoplasto. Transformacdo genética. GFP. Sclerotinia
sclerotiorum.
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ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum is a major pathogen in many crops worldwide,
causing serious losses under favorable conditions and being seed transmitted. In
soybean the disease named “white mold," causes reduction in yields and
contamination of soils where sclerotia are introduced or formed on infected host
plants. To better understand the dynamics and mechanisms of transmission and
colonization of the pathogens through seeds, the use of molecular markers such
as GFP gene, is considered a quite useful tool. In this work the aim was to adjust
standard protocol, developed for several fungi, for the transformation of S.
sclerotiorum isolated from soybean. The plasmid, used in this work was
successfully multiplied in competent cells of Escherichia coli and small
modifications in the DNA extraction and purification were efficient as
demonstrated by electrophoresis. After the transformation step, observation of
colonies of the isolates in epifluorescent microscope, indicated the successful
incorporation of the fluorescent marker GFP in the target isolates. The
confirmation of these transformants were also done by PCR using specific
primers, forward 5'GCGACGTAAACGGCCACAAG3 ‘'and reverse
amplification 55CCAGCAGGACCATGTGTGATCG3' com the 606bp sequence
of the fragment sgfp. Through the pathogenicity test transformants maintained
their virulence capacity as demonstrated in a susceptible soybean cultivar.

Keywords: Protoplast. Genetic transformation. GFP. Sclerotinia sclerotiorum.
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3INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo necrotréfico que ataca culturas de
importancia econdmica no mundo, sendo relatada em diversas espécies de
plantas hospedeiras (AGRIOS, 2005; BOLAND; HALL, 1994).

No ambito da fitossanidade, a a¢do de algumas doengas, tem limitado
ndo somente o aumento e a melhoria da produtividade, como também a
expansdo das dreas de plantio em regides favordveis para esta finalidade. Por
intermédio das sementes, grande nimero de patégenos, considerados de risco,
como € o caso de S. sclerotiorum, pode ser disseminado entre regides produtoras
dentro de um mesmo pais e entre paises, determinando danos de dimensdes
intolerdveis, além de quase sempre irreversiveis. A andlise dos prejuizos
oriundos das doengas que surgem a partir das sementes, encontra dificuldades
embora se saiba que estes sdo varidveis e pouco determinados (MACHADO,
1994).

Para a cultura da soja, que representa importante fonte de divisas para o
Brasil, a interacdo de S. sclerotiorum com sementes de soja, ndo tem sido
elucidada com a devida clareza. Embora parte da tecnologia de producdo ja
tenha sido desenvolvida, o aspecto de qualidade de sementes, que € basico para
qualquer programa de melhoramento dessa cultura, permanece ainda sem o
conhecimento adequado, necessdrio para atingir o seu potencial madximo de
produtividade.

O conhecimento dos mecanismos que envolvem a infeccio e a
transmissdo de S. sclerotiorum via sementes de espécies hospedeiras, ainda é
aspecto pouco esclarecido nas condi¢des brasileiras. O uso de técnicas
moleculares via marcadores genéticos, pode auxiliar na elucidacdo desses
mecanismos. Um aspecto importante sobre o uso dessas técnicas sdo os estudos

de estabelecimento de taxas de transmissdo de patégenos da semente a planta,
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que é um fator fundamental para o estabelecimento de padrdes de sanidade de
sementes para patdgenos considerados de risco, como é o caso de S.
sclerotiorum.

Diversos marcadores genéticos sao utilizados na atualidade, em
biotecnologia, mas muitos empregam técnicas onerosas, que podem ocasionar
modificagdes indesejadas nos organismos em estudo. Entretanto, o marcador
molecular green fluorescent protein (GFP), que codifica a proteina fluorescente
verde, aparece como opg¢do valiosa para estudos sobre a interagdo de agentes
patogénicos (CHALFIE et al., 1994). Atualmente, ja foram desenvolvidos
muitos variantes do gfp, através de mutagdes que induzem a substituicdo dos
nucleotideos que codificam vérios aminodcidos. Esse tipo de marcador apresenta
inimeras vantagens, como a nio descaracterizagdo do isolado transformado em
relacdo a sua natureza.

Atualmente, na literatura, sdo encontrados relatos sobre a transformagao
de diversos fungos, havendo, para cada espécie, a necessidade de ajustes nos
protocolos utilizados. Para que a concentragdo de GFP na célula seja satisfatoria,
a escolha do promotor e a metodologia empregada para fazer a transformacao da
célula devem ser otimizadas para cada tipo de célula com que se estd
trabalhando (BALINT-KURTI; MAY; CHURCHILL, 2001; LORANG et al.,
2001; SPELLING; BOTTIN; KAHMANN, 1996; TOMBOLINI et al., 1999).

A partir do exposto, o que se propds com a realizacdo deste trabalho foi
a adequacdo de um protocolo de transformacdo que emprega o gene marcador
tipo GFP, com vistas a sua aplicacdo para a espécie Sclerotinia sclerotiorum,

para isolados atuantes nas condi¢des brasileiras.
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4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados nos laboratdrios de Patologia de Sementes,
Virologia Vegetal e de Microscopia Eletrénica, no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA-MG) e da University of
Guelph, Canada (UoG-ON).

4.1 Obtencao do isolado e do vetor de transformacao

O isolado utilizado de S. sclerotiorum neste estudo foi obtido da colecio
do Laboratério de Patologia de Sementes (CMLA242). O vetor plasmidial de
transformacdo utilizado foi o pCT74 (pSCO001), contendo o sgfp com o gene
promotor pToxA, proveniente do fungo Aspergillus nidulans, contendo um gene
de resisténcia (hpr) e o antibidtico higromicina-B (MAOR; PUYESKY;
SHARON, 1998). Este plasmideo foi cedido pelo pesquisador Dr. Theo van der
Lee (Plant Research International, The Netherlands). Células de Escherichia coli
para a multiplicagdo desse plasmideo pSC001 foram utilizadas seguindo a

metodologia descrita por Sambrook e Russell (2001).

4.2 Obtencao de protoplastos

O isolado de S. sclerotiorum, patogénico a soja, escolhido para a
transformacdo com GFP foi, inicialmente, multiplicado em meio batata-
dextrose-dgar (BDA), em placas de Petri, a 20°C e fotoperiodo de 12 horas, por
cinco dias. Para a obtencdo dos protoplastos, a metodologia foi adaptada de
acordo com Boland e Smith (1991) e Liljeroth, Jansson e Schafer (1993). Foram
avaliados os seguintes fatores: estabilizadores osméticos (NaCl 0,7M; KCl 0,7

M; NH,CI 0,6 M; MgSO,4 0,62 M; sacarose 0,56 M e sorbitol 0,63 M) e tempo
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de geragdo de protoplastos (1, 2, 3 e 4 horas). Esses fatores foram analisados em
ensaios independentes com 8 repeticdes e em triplicata. O pH das solugdes
estabilizadoras foi ajustado na faixa de 5,8 e elas foram autoclavadas, a 121°C,
por 20 minutos.

A partir do crescimento flingico no meio de cultura, foram retirados 5
discos de micélio da periferia das coldnias, os quais foram transferidos para
Erlenmeyers (100 mL) contendo 50 mL de caldo de batata-dextrose. Os frascos
foram dispostos em agitador mecanico horizontal a 125 rpm, a 20°C, por 72
horas. Apés a producdo da massa micelial fizeram-se a filtragem e a secagem,
por meio de bomba a vacuo. Posteriormente, para cada 3 mL de estabilizador
osmético, foram adicionados 100 g de micélio seco e a enzima lyzing enzimes
(Sigma- L1412-10G), na proporcdo de 100 mg, para cada 3 mL de solugdo
osmotica. A geracdo dos protoplastos de S. sclerotiorum foi realizada em
agitador com 75 rpm, a 28°C. Os protoplastos foram coletados e observados ao

microscépio e, em seguida, quantificados em camara de Newbauer.

4.3 Obtencao de Sclerotinia sclerotiorum geneticamente modificada com

sgfp.

A suspensdo enzima/protoplastos foi coletada e filtrada em uma camada
de algodao esterilizada, e em seguida, foi centrifugada, por 5 minutos, a 2.000
pm, a 4Ce ressuspendida em NaCl (0,7 M) gelado (4°C) e novamente em
tampao de armazenamento, contendo quatro partes de STC (0,8 M sorbitol, 50
mM Tris HCI pH 8,0 e 50 mM CaCl,) e uma parte de SPTC (0,8 M Sorbitol,
40% PEG4000, 50 mM Tris HCI pH 8,0 e 50 mM CaCl,).

Para a transformacio, a suspensio de protoplastos (0,5- 2,5 x 10" em
100 pL ) foi misturada com 10 uL. DNA plasmidial GFP (0,35-1,66 pg/uL) em

microtubo de 2,2 mL e mantida em gelo, por 30 minutos. Em seguida,
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adicionou-se 1 mL de SPTC (40% do PEG4000- FLUKA), deixando-a em
incubadora & temperatura de 22°C, por mais 20 minutos.

Ap6s esse periodo, essa suspensdo foi vertida em 200 mL de meio de
regeneracio a 43'C, previamente autoclavado. O meio de regeneragio foi
preparado dissolvendo-se 0,1% de extrato de levedura (Sigma-Y4250-250G),
0,1% do casienhydrolysate (Sigma-C8845-500MG), 34,2% de sacarose (Sigma-
84100-1KG) e 1,0% de agar granulado (Difco-1016141000-1KG) em 1.000 mL
de 4agua destilada. Em seguida, esse meio contendo os possiveis isolados
transformados foi vertido em dez placas de Petri (94 mm de didmetro) contendo
20 mL do meio. Cada um deles foi seguido de incubagdo por 72 horas, a 20°C.
Ap6s esse periodo, sobre cada placa foram adicionados 10 mL de dgar-dgua
contendo o antibidtico higromicina-B na concentracio de 100 pg/mL, sendo elas

mantidas em camara do tipo BOD, a 20'C, por até quinze dias.

3.3 Selecao, verificacdo da estabilizacio e caracteristicas dos transformantes

As colOnias resistentes a higromicina-B foram selecionadas e, em
seguida transferidas para meio seletivo BDA contendo o antibidtico seletivo.

Para garantir a estabilidade dos transformantes, realizaram-se sucessivas
repicagens das col6nias de S. sclerotiorum em meio seletivo com batata,
dextrose e Agar (BDA), com e sem higromicina B (100 pg/mL). Observagdes
foram feitas sobre o crescimento micelial e as caracteristicas morfoldgicas dos
transformantes em relacdo a testemunha e ao monitoramento da fluorescéncia
realizado em microscopio de epifluorescéncia (Zeiss Axio Observer Z.1)
equipado com o filtro GFP, excitagdo filtro 470 a 490 nm e pico de transmissao
para excitacdo em 510 a 560 nm. As imagens obtidas das avaliagdes foram
editadas utilizando-se os softwares Axio Vision Release V.4,7 e o Microsoft

Office Picture Manager.
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4.4 Teste de patogenicidade

Sementes de soja foram semeadas em vasos de 1 L contendo substrato
vermiculita e colocados em camara de crescimento vegetal a 20°C e fotoperiodo
de 12 horas, por 4 semanas. Apds este periodo dois isolados dos transformantes
estaveis e um isolado de S. sclerotiorum ndo transformado foram inoculados nas
plantas de soja e, apds 48 horas da inoculagdo, as lesdes foram analisadas com
base em escala de notas (AUCLAIR et al., 2004). Foram computados os dados
de duas avaliagcdes, uma na primeira e outra na segunda semana apds a
inoculagdo.

O procedimento da inoculacdo seguiu a metodologia descrita por
Auclair et al. (2004), Petzold e Dickson (1996) e Singh et al. (2007), pelo qual
empregaram-se tubos plasticos de, aproximadamente, 5 mm de didmetro e 2 cm
de comprimento. Foram colocados discos de micélio do patégeno no orificio de
cada tubo e, em seguida foi inserido em plantas de soja que foram cortadas 2 cm
abaixo do terceiro par de folhas. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em que cada 10 plantas por repeticio de cada isolado ou
transformante foram utilizadas para a andlise de variancia pelo teste de Tuckey

P<0,05.

4.5 Confirmacio da presenca do gene GFP por meio de primers especificos

Para este ensaio, foram empregados primers especificos, forward
5’GCGACGTAAACGGCCACAAGZ’ e reverse
5'CCAGCAGGACCATGTGTGATCG-3", com amplificacdo de 606-bp,
desenhados com base nas sequéncias de nucleotideos do gene (SILVA;

BOLTON; NELSON, 2009).
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Os transformantes foram cultivados em meio BDA, a 20°C, por 5 dias.
Em seguida, fez-se a macera¢do da massa micelial em nitrogénio liquido, e
utilizaram-se 0,04g do macerado para a extracio do DNA. Todo o procedimento
de extracdo e purificacdo utilizou o protocolo e o kit comercial da promega
(Wizard Genomic DNA Purifications Kit — Promega® ).

A amplificag@o da sequéncia do sgfp foi de 35 ciclos de 1 minuto de
94°C, 2 minutos de 53°C e 90 segundos de 72°C, seguido por 5 minutos de
72°C. As reacdes da PCR constituiram-se de 2,5 uL de 25 mm Mg buffer, 2,5
puL de 10 x buffer, 1 mm dNTPs, 0,25 um de cada primer e 1 unit Tag DNA

polimerase (Invitrogen) para um volume total de 25 pL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A transformacio genética de um microrganismo requer a utilizacdo de
procedimentos que tornem as células receptoras permedveis a entrada do DNA.
Entre vdérios tipos de procedimentos, destaca-se para os fungos filamentoso, a
obtencdo de protoplastos (PERBEDY et al., 1976), os quais consistem em
células destituidas de parede celular.

O numero de protoplastos obtidos neste trabalho, variou em relagdo aos
tipos de estabilizadores osméticos usados e também em relacdo ao tempo de
liberagdo dos protoplastos. O niimero de protoplastos foi maior a medida que se
aumentou o tempo de digestdo de uma para trés horas, tendo a maior quantidade
liberada sido de 50 x 10°mL (Gréfico 1). A liberagdo de protoplastos foi
progressiva até a terceira hora da digestdo enzimdtica do micélio. A partir dai,
observou-se reducdo na produgdo de protoplastos com modificagdes do formato
e observou-se rompimento da membrana desses protoplastos em todos os
tratamentos. Segundo Kim et al. (2000), incubacdes prolongadas com enzimas

liticas podem levar a degeneracdo dos primeiros protoplastos liberados.
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Gréfico 1 Numero de protoplastos de S. sclerotiorum obtidos na presenca de
diferentes estabilizadores osméticos em funcdo de diferentes tempos
de digestdao enzimadtica

Dentre os estabilizadores utilizados, os sais KCI, NaCl e NH4CL foram
0s que apresentaram maior eficdcia, sendo destaque o soluto NaCl 0,7 M, com
maior liberagdo dos protoplastos.

Diversos fatores que interferem na liberacio de protoplastos, sio
relatados na literatura, como a preparac@o enzimadtica, o estabilizador osmdtico,
a idade micelial e o microrganismo a ser utilizado (PEBERDY et al., 1976).

Os agtcares, como sorbitol e sacarose, ndo se mostraram estabilizadores
osmoticos adequados para a liberagdo de protoplastos neste trabalho, a exemplo
do que tem sido revelado também por outros estudos (DIAS et al., 1997;
MARCHTI et al., 2006).

Em alguns trabalhos ja realizados com outros microrganismos t&m sido

encontradas dificuldades na obtencdo de protoplastos. Nesse sentido, estudos de
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Marchi et al. (2005, 2006) revelaram que a liberacdo de protoplastos de
Botryosphaeria sp. e Magnaporthe grisea foi relativamente baixa com o uso da
solucdo a base de agucares. Por sua vez, em estudos de Elbouami (2000) e Seh e
Kenerley (1988) mostrou-se que o uso de manitol e sacarose foi similar a KCl e
MgSO,, demonstrando que o estabilizador mais adequado depende de cada
organismo a ser estudado.

De acordo com os testes realizados neste trabalho ficou evidenciado, nas
repeticdes com triplicata deste experimento, que, para a obtengdo de protoplastos
de S. sclerotiorum, o uso de micélio com 5 dias de idade apds a repicagem em
meio de cultura contendo BDA, uso de 10 mg da “lyzing enzime”) para cada
3mL de solug¢do osmética NaCl 0.7 M, sob agitacdo, a 75 rpm, por 3 horas, a

28°C, € um procedimento adequado para a transformacao de S. sclerotiorum.
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Figura 1 Protoplastos de S. sclerotiorum produzidos de acordo com os
protocolos de Boland e Smith (1991) e Marchi, Borges e
Brommonschekel (2006), com modificacdes

Em relacdo a obtencdo de transformantes contendo o plasmideo
(pSCO01), os resultados podem ser considerados satisfatérios, uma vez que 45
transformantes contendo o gene GFP foram obtidos, e, destes, 15 que
apresentaram maior intensidade da fluorescéncia foram avaliados para teste de
estabilidade mitdtica e patogenicidade. Esses transformantes foram capazes de
crescer em meio seletivo contedo higromicina na concentragdo de 100mg/ml,
entre 8 e 14 dias apds a repicagem, o que nao foi evidenciado na testemunha.

Em relacdo a estabilidade, a maioria dos transformantes nao
permaneceu estavel. Foram também observadas hifas parcialmente fluorescentes,
as quais, apds sucessivas repicagens, perderam esta caracteristica em alguns dos
casos.

A fluorescéncia verde foi evidenciada nos transformados com GFP,
sendo a intensidade da fluorescéncia varidvel entre transformados e outros que
apesar de crescerem na higromicina, ndo foram capazes de expressar tal

fluorescéncia (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 Fotomicrografia de fluorescéncia de hifas de S. sclerotiorum, com GFP,
analisadas em microscépio de fluorescéncia (A) objetiva de 40x de
aumento, sob luz UV a 558nm de comprimento de onda; (B) objetiva
de 40x, sob luz branca; (C) objetiva de 60x- imersdo sob luz UV
558nm; (D) tecido da raiz de planta de soja colonizado, apds
transmissdo de sementes inoculadas com o fungo transformado e (E)
hifa do isolado transformado com GFP sob luz branca
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Figura 3 Fotomicrografia de fluorescéncia de hifas de Sclerotinia sclerotiorum
por marcador Green fluorescent protein (GFP) com inicio de
enovelamento de hifa configurando possivel formacgao de esclerédios

A perda da fluorescéncia em alguns dos transformates de S.
sclerotiorum pode ter sido devido ao tipo de niicleo dos protoplastos. Segundo
Lorang et al. (2001), nos transformantes gerados a partir de protoplastos
uninucleados a fluorescéncia é mais uniforme, como acontece com alguns fungos
ja trasformados e relatados na literatura, como, Colletotrichum magna,
Verticillium dahliae, Alternaria alternata, Cochliobolus sativus, C. sambucinum
e Fusarium spp. J4 os transformantes gerados a partir de protoplastos
multinucleados como é o caso de Botrytis cinerea, Pyrenophora tritici-repentis e
Sclerotinia sclerotiorum, muitas vezes sido expostos a fluorescéncia apenas
algumas células flingicas, que mantém a expressao do fenétipo de fluorescéncia,
necessitando ser transferidos varias vezes para meios seletivos, para uniformizar
a expressdo do gene marcador nas hifas.

Em relagdo as caracteristicas morfoldgicas, os transformantes estdveis
mantiveram crescimento similiar em relacfo a testemunha. Apenas um deles ndo

foi capaz de produzir esclerddios.
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Em relagdo ao teste de patogenicidade, os transformantes analisados
mantiveram-se virulentos quando foram inoculados em plantas de soja em dois
periodos de avaliacdo. Observou-se que a inoculac@o ocasionou maior severidade
da doenca na primeira semana apds a inoculacdo no isolado ndo transformado
(CMLAPS242) que nao difereiu do transformado (GFP22). Apds 2 semanas da
inoculac¢do tanto o transformado GFP22 quanto o GFP15 foram semelhantes,
estatisticamente, em relacdo ao fungo nao transformado diferindo da testemunha
(DSF) (Tabela 1). As lesdes e o crescimento do patégeno nas plantas foram
obeservados e, ap6s duas semanas, o fungo ocasionou morte das plantas de soja

(Figura 4).
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Tabela 1 Avaliacdo da severidade, de acordo com escala de notas, de lesdes
causadas por S. sclerotiorum em plantas de soja inoculadas com o

patégeno
Média das lesdes por S. sclerotiorum
Isolado
1" avaliacio  EP 2" avaliacio EP

CMLAPS 242 5,3 a* 0,30 7,50a 0,43
GFP 22 42a 0,30 6,56a 0,43
GFP 15 3,5b 0,30 6,32a 0,43
DSF Ic 0,30 1b 0,43
CV(%) 17,13 13,83

*Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna, nio diferiram entre si pelo teste

de Tukey (P<0,05)

Legenda: CMLAPS242 = colecdo micolégica do Laboratério de Patologia de Sementes;
GFP22= transformante com sgfp; GFp15= transformante com sgfp ;DSF= discos de agar-

dgua sem o fungo; EP= erro padrdo da média
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Figura 4 Teste de patogenicidade em plantas de soja: (A) formacdo do micélio e
da lesdo no caule da planta de soja, duas semanas apds a inoculacio;
(B) transformantes contendo o gene sgfp (C); plantas inoculadas com
discos de 4dgar-dgua (testemunha)
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A incorporacdo, contudo, foi satisfatéria. O fato de os transformados
terem mantido as mesmas caracteristicas do fungo ndo modificado geneticamente
com o gene sgfp podendo, assim, ser utilizados para diversos estudos, tais como
detalhes do processo de infeccdo, o modo exato de penetracdo, o crescimento do
fungo dentro do tecido e a expressdo de certos genes em diferentes estddios do
processo de infeccdo, pode ser facilmente acompanhado usando isolados que
expressam GFP (ABOUL-SOUD et al., 2003; DUMAS et al.,, 1999; MAOR;
PUYESKY; SHARON, 1998).

Entretanto, trabalhos com fungos geneticamente modificados em
Patologia de Sementes para elucidar os mecanismos de transmissdo semente-
planta sdo escassos.

Siqueira (2009) realizou a transformacdo de Stenocarpella maydis com
os genes marcadores GFP e DsRed e testou a patogenicidade dos transformados
em sementes de milho. O fungo manteve suas caracteristicas morfoldgicas e
infectividade, quando comparado aos isolados originais, sem transformacao.
Trabalho semelhante foi realizado por Pedrozo (2009), que obteve
transformantes provenientes de Fusarium oxysporum f sp. vasinfectum oriundos
de sementes de algoddo e verificou que ndo houve alteracdo na patogenicidade
entre os isolados transformados em relacdo aos ndo transformados e verificou a
presenca do fungo quando foi inoculado nos tecidos internos de plantas de
algodoeiro.

As anélises de DNA por PCR confirmaram as observacdes realizadas em
microscopia de epifluorescéncia, tanto para os isolados transformados como para
o controle. A confirmacdo foi realizada por meio da utilizacdo de primers
especificos para o GFP. A amplificagdo de uma banda de 600 pb ocorreu apenas
para os fungos transformados com o GFP, o que ndo foi observado no controle
(Figura 5). Silva, Bolton e Nelson (2009), utilizando os mesmos pares de bases

para a confirmagao, obtiveram os mesmos resultados. Outros trabalhos relatam a
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utilizacdo de primers especificos na confirmagdo da transformacdo com GFP,
apdés a transformacdo dos fungos (ABOUL-SOUD et al., 2004; BALINT-
KURTI; MAY; CHURCHILL, 2000; DUMAS et al., 1999; FERNANDEZ-
ABALOS et al., 1998; LEE; KIM; BREUIL, 2002; SILVA; BOLTON;
NELSON, 2009).

Figura 5 Andlise eletroforética das bandas originadas da multiplicagdo do DNA
plasmidial, sendo: 1 = marcador 100pb (Amresco); 2-4 = Sclerotinia
sclerotiorum marcado com GFP; 5 = Sclerotinia sclerotiorum nao
transformada; 6 = plasmideo; 7 = marcador 100pb (Amresco)

De posse do transformado de S. sclerotiorum, espera-se que a partir de
agora, as pesquisas passem a gerar novos e importantes conhecimentos sobre a
interacdo desse fungo com sementes de espécies hospedeiras e sua
transmissibilidade via sementes. Estas informacdes sdo de grande valor no
sentido de se estabelecer medidas mais eficazes de controle das doengas que o
referido patégeno causa nas condi¢des brasileiras e elucidar os processos de

transmissdo da semente para a planta de espécies hospedeiras desse patégeno.
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6 CONCLUSOES

A adequagdo do protocolo para a produgcdo de protoplastos e a
incorporacdo de genes codificadores de GFP em S. sclerotiorum foi eficiente e
pode ser considerada satisfatéria para estudos de interesse em Patologia de
Sementes.

No processo de protoplastizag@o de S. sclerotiorum, constatou-se que os
estabilizadores salinos foram melhores do que os estabilizadores compostos de
actcares.

A transformacdo génica do isolado de S. sclerotiorum ndo alterou as
caracteristicas originais do mesmo, no que tange a viruléncia e aos aspectos

morfolégicos considerados.
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CONSIDERACOES GERAIS

O cultivo da soja no Brasil, ao longo dos ultimos anos, embora venha
apresentando um crescimento dos mais expressivos, com produgdes recordes
alcancadas em sucessdo, encontra-se, de certa forma, ameacado em termos de
sustentabilidade, pela ocorréncia de algumas doengas. Entre elas o mofo-branco,
causado por S. sclerotiorum, € o maior risco.

O principal fator atribuido ao aumento da incidéncia do mofo-branco em
uma grande drea de cultivo da soja no Brasil tem sido o uso de sementes
contaminadas com esclerédios deste fungo, sendo esse fato decorrente do uso de
material sem a devida certificacdo, em outras palavras, sem o controle da
qualidade sanitiria de sementes, que € praticado em testes de sanidade em
laboratério.

Com o uso intensivo do sistema de plantio direto, ja por muitos anos, as
chances de disseminacdo e estabelecimento do mofo-branco em dreas com
plantio de soja s@o cada vez maiores, principalmente considerando-se que S.
sclerotiorum € um fungo tipico de solo, capaz de sobreviver na forma de
esclerédios por muitos anos. Pela falta de um programa adequado de rotacio de
culturas, voltado para o controle da referida doenca, e pelo uso de lotes de
sementes portadoras do patégeno em foco, as perspectivas do cultivo da soja e
das demais espécies hospedeiras deste fungo, como feijdo, algoddo, girassol e
inimeras outras espécies de interesse agrondmico, tornam-se uma preocupacao
de dimensdo incalculdvel. Atualmente estima-se que mais de 30% da &rea
cultivada com soja em altitudes maiores esteja contaminada com a referida
doenca e isso se deu pelo acimulo de in6culo do fungo ao longo dos anos.

Diante deste cendrio, a necessidade de estudos sobre o mofo-branco em
soja, de maneira mais integrada e em maior profundidade torna-se uma realidade

que passa a constituir uma das mais importantes prioridades dos atuais
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programas de apoio a pesquisa, a cargo dos 6rgdos de fomento a pesquisa tanto
na esfera puiblica como pelo setor privado ligados ao agronegécio no pais. A
conduc¢do de projetos de pesquisa, sobre a referida doenca, como foi a proposta
nesta tese, teve, portanto o intuito principal de esclarecer algumas dividas sobre
os verdadeiros mecanismos de transmissdo do fungo em relacdo as sementes de
soja, buscando também determinar as taxas de transmiss@o do patégeno por esta
via, além de avaliar a aplicacdo de técnicas moleculares na detec¢do do fungo
em sementes, tendo como alvo o desenvolvimento de protocolos que sejam
adotados em programas de controle de qualidade sanitdria de sementes de soja
no Brasil.

Os estudos desenvolvidos sobre a transmissdo de S. sclerotiorum, alvos
do capitulo 3 desta tese, revelaram que este fungo pode ser veiculado pelas
sementes na forma de micélio, sendo essa fonte das mais eficazes em disseminar
e introduzir o inéculo do patégeno em ambientes nos quais os plantios de soja
sdo realizados, além de seu efeito extremamente danoso ao desempenho de
sementes a partir da semeadura. A premissa de que a doenca € disseminada
exclusivamente por esclerédios do fungo em mistura com sementes em lotes
comerciais, hipdtese que tem sido defendida por indmeros pesquisadores e
produtores rurais, nao tem sustentacdo, sendo este fato, possivelmente, uma das
principais causas da surpreendente disseminacdo da doenga nos dltimos anos, no
Brasil. A infeccdo de sementes pelo patégeno na forma de micélio, além do
papel de disseminacdo de indculo, é também uma causa da reducdo drastica da
qualidade cultural das sementes, sob condi¢des favordveis a doenca, sendo
detectada uma grande influéncia sobre o estande e o vigor das plantas
emergidas. Por meio de um modelo epidemiolégico proposto para avaliar a taxa
de transmissdo do patégeno via sementes, foi possivel, neste trabalho, verificar
que o aumento da intensidade desta transmissio é proporcional ao aumento do

potencial de in6culo do patégeno nas sementes infectadas. Por meio do referido
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modelo, as relagdes entre S. sclerotiorum e sementes de soja puderam ser
dimensionadas e, dependendo do potencial de inéculo do fungo presente nos
tecidos das sementes, a transmissdo do patégeno a progénie atinge niveis de
100%. Em alguns casos, a infeccdo pelo referido patégeno estabeleceu-se de
forma assintomdtica, o que constitui uma informacdo das mais relevantes, do
ponto de vista epidemiolégico. A infecg@o da planta emergida, iniciada na haste,
como o resultado da acdo do inéculo presente nos cotilédones colonizados pelo
fungo a partir das sementes, é mais um dos mecanismos, até entdo desconhecido,
pelos quais a doenca se estabelece a partir de sementes infectadas.

Por se tratar de um patégeno categorizado no Brasil como uma praga
ndo quarentendria regulamentada (PNQR), a diagnose desse fungo em
associacdo com sementes requer métodos de alta precisio e que sejam vidveis de
adocido pelos programas de certificagdo de sementes no pais. Neste trabalho, os
resultados observados com o uso de técnicas moleculares, PCR convencional ou
sua variacdo BIO-PCR, focados no capitulo 2, demonstraram que o uso de
primers ja conhecidos para S. sclerotiorum podem ser aplicados com seguranca
para a deteccdo do fungo em associagdo com sementes de soja. O protocolo
estabelecido para este tipo de diagnose surge, portanto, como uma contribui¢io
das mais importantes atualmente, uma vez que, apds alguns aprimoramentos
ainda requeridos, estas técnicas ji poderdo ser disponibilizadas aos setores
produtivos e de controle de qualidade para soja no Brasil.

Por meio de andlises ultraestruturais de sementes de soja inoculadas e
ndo inoculadas com o fungo em questdo, objeto do capitulo 4, foi possivel
verificar a proporcionalidade do efeito de S. sclerotiorum no desempenho das
sementes de soja em fungdo de seu potencial de in6culo, diferenciado por meio
do método de inoculagdo de sementes, que é pautado no contato entre sementes
e a coldnia do fungo em substrato com condicionamento fisiolégico, conforme ja

tem sido recomendado para outros patossistemas. Esta demonstragdo constitui
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uma contribui¢do pioneira no ambito das relagdes entre S. sclerotiorum e
sementes de soja.

Alvo de uma atencdo pontual no capitulo 5 desta tese, foi a adaptacdo de
um protocolo de transformacdo de S. sclerotiorum por meio de marcadores GFP.
Por esta tecnologia foi possivel obter isolados deste fungo, portadores do gene
em questdo, o que representa mais um avango importante para o melhor
entendimento do processo de parasitismo do agente do mofo-branco partindo de
seu acesso aos tecidos da semente. Apesar da instabilidade dos transformantes
neste estudo, apds sucessivas repicagens em condigdes de laboratdrio, percebeu-
se que este recurso ainda € de grande utilidade para estudos sobre mecanismos
de acesso do patégeno entre sementes e plantas e vice-versa.

De modo geral, os resultados deste trabalho propiciam bases adicionais
importantes ao conhecimento atual disponivel sobre a interacdo do agente causal
do mofo-branco e sementes de soja, fazendo com que a elaboragdo de programas
de controle desta doenca seja fortalecida, principalmente pela diagnose

preventiva de seu agente causal e pelo manejo sanitdrio das sementes.



