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1 INTRODUCAO

O fungo patdgenoXlerctinia sclerotiorum (Lib) de Bary pertencente a classe dos
Ascomycetos € conhecido por causar a doenca mofo branco emenosas culturas
economicamente importantes, dentre as quais sacdesto feijdo, a soja, o girassol e a
canola. Este patdgeno apresenta uma alta dis@ibgjeografica em termos mundiais e pouca
especificidade de hospedeiros, atacando mais deedPécies de plantas (HEGEDUS &
RIMMER, 2005)

Estudos sobre a estrutura populacionabdsclerotiorum tém demonstrado a ocorréncia de
diversidade genética e a ocorréncia tanto de regémdclonal como sexuada. Em geral, a
reproducao clonal foi observada ser predominanteregides temperadas, enquanto que a
recombinacdo sexuada contribui para a estruturgpatalacdo em clima mais ameno
(CUBETA et al, 1997; KOHLI & KOHN, 1998; CARPENTERt al, 1999; ATALAH, et al.,
2004; MALVAREZ et al, 2007; ARBAOUI et al, 2008).0s isolados séo classificados em
linhagens clonais pelo uso de dois ou mais mareadodependentes, tais como grupos de
compatibilidade micelial (MCG), marcadores de DNAmMo microssatélites ou padrbes de
RAPD (AUCLAIR et al, 2004; HAMBLETONEet al., 2002; KOHNet al, 1991).

A classificacdo dos isolados por meio de gruposcaimpatibilidade micelial (MCG) é
comumente usada como um rapido marcador genotipitoee as populacbes d8&
Sclerotiorum. Estes grupos séo determinados com base na capacddahastomose de hifas
entre diferentes isolados quando combinados emraulisolados incompativeis produzem
uma barreira de células mortas entre si, deixandwm dinha de reacdo, que é
macroscopicamente visivel (SCHAFER & KOHN, 2006jus de compatibilidade micelial

podem ser visto como uma medida indireta da didada genética nas populacdes, uma vez
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gue ndo revelam o grau de parentesco entre ouodéatMCG. No entanto, umas séries de
técnicas moleculares estao disponiveis para atigaedo da variabilidade genética dentro e
entre MCG. Estes incluem a amplificacdo aleatorma [ANA polimoérfico (RAPD)
(WILLIAMS et al., 1990), uma técnica que tem sido mostrado Utiespecies e subespécies
de outros géneros de fungos. Bnsclerotiorum, marcadores RAPD foram muito eficazes na
identificacdo de diferencas genéticas entre isslagodiferentes regides e plantas hospedeiras
na China (LI et al, 2009). E recentemente, Litholdo Junior e colatboras (2011)
demonstraram baseado em analise de RAPD, altabiigidale entre isolados dé&.
Sclerotiorum provenientes de diferentes culturas e regide®ld¢acno Brasil.

Para vencer a barreira imposta pela parede celataplantas durante o processo de invasao,
o fungoS. Sclerotiorum produz de uma ampla e complexa variedade de enfiticas, como
celulases, hemicelulases, xilanases, cutinasesing®ses e proteases. Sequencialmente a
secrecao destas enzimas liticas facilitam a pe@etracolonizagdo e maceracdo, e também
geram uma importante fonte de nutrientes (BOLT&DaI. 2006).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto foi avaliar a variabilidagenética em populacdes Sesclerotiorum

em sistemas irrigados cultivados com o feijoeironem. Para isto foram analisados os
seguintes parametros: (1) variabilidade genétideeens isolados e/ou populacdes Se
sclerotiorum através do uso de marcadores moleculares RAPDniy2js de atividade de
poligalacturonases; xilanases e celulases, en2masvidas no processo de interacdo planta-
patdégeno; (3) grupos de compatibilidade micelia idolados coletados.

3. METODOLOGIA

3.1. Crescimento dos isolados

Foram utilizados 30 isolados (Tabela 1) coletadws diferentes regides do Brasil e em
diversas areas de producdo de feijao irrigado,ilgentte cedidos pela Embrapa Arroz e
Feijdo. A purificacdo dos esclerodios foi realizata solucdo de alcool 70% por 1 minuto,
hipoclorito 1:1 por 20 segundos e lavados com agjliQ. Em seguida foram cultivados em
meio BDA (Batata-dextrose-agar) em estufa BOD aC2pér 5 dias. De cada isolado foi
extraido o DNA conforme protocolo descrito ZolariP&kkila (1986).



Tabela 1.— Isolados dé&clerotinia sclerotiorum coletados em cultura de Feijoeiro em regides
do Brasil.

N°. Ref. Isolados Cultura Localizacdo
ss30 GO1 Feijao Goiania — GO
$s32 GO2 Feijao Santo Antonio de Goias — GO
ss39,1 GO3 Feijao Formosa — GO

s$s39,2 G018 Feijao Formosa — GO

ss40,0 GO4 Feijao Formosa — GO

ss40,1 GO5 Feijao Formosa — GO

ss40,2 GO6 Feijao Formosa — GO

ss41,0 GO7 Feijao Formosa — GO

ss41,1 GO8 Feijao Formosa — GO

ss41,2 GO9 Feijao Formosa — GO

ss41,3 GO10 Feijao Formosa — GO

ss41,4 GO11 Feijao Formosa — GO

ss43,0 G012 Feijao Formosa — GO

ss43,1 G013 Feijao Formosa — GO

ss43,3 G019 Feijao Formosa — GO

ss46,1 MT1 Feijao Lucas do rio verde — MT
$546,2 MT2 Feijéo Lucas do rio verde — MT
ss46,4 MT3 Feijao Lucas do rio verde — MT
ss46,5 MT4 Feijao Lucas do rio verde — MT
s$s46,6 MT5 Feijao Lucas do rio verde — MT
$s46,7 MT6 Feijao Lucas do rio verde — MT
mcQ7 MG1 Feijao Monte Carmelo — MG
mc08 MG2 Feijéo Monte Carmelo — MG
mcl4 MG3 Feijao Monte Carmelo — MG
mcl9 MG4 Feijao Monte Carmelo — MG
mc21 MG5 Feijao Monte Carmelo — MG
ml14 G014 Feijao Montividiu — GO
m24 G015 Feijao Montividiu — GO
m48 GO16 Feijao Montividiu — GO

m96 G017 Feijao Montividiu — GO




3.2. Andlises da diversidade genética: RAPPRandom amplified polimorphic DNA”)

A variabilidade genética dos isolados foi avaliaatsavés do polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD). Para tanto, as ansostea DNA obtidas dos diferentes
isolados foram processadas individualmente em esacde amplificacdo utilizando
oligonucleotideos, de sequéncia aleatéria, domst©PERON (Operon Biotechnology).
Estas reacdes foram realizadas em um volume fe@5dl sendo o sistema composto de:
DNA (10ng); tampéo da enzim@ag. (500 mM KCI; 100mM Tris-HCI, pH8.4; 15mM
MgCl,); dNTP a 2.5 mM; primer (20 ng)faq DNA polymerase (1 U). As reacbes de
amplificacéo processadas utilizando a seguinteéseugi de reacdes: 98 por 2 minutos para
uma desnaturacao inicial, seguidos de 30 ciclo828€ por 2 min, 42C por 1 min e 72

por 2.5 min. Sendo que no ultimo ciclo o perioderiensao final é de 7€ por 5 min. Os
fragmentos foram analisados em gel de agarose td@#do com brometo de ethidium
(Sambrooket al., 1989). O gel assim tratado foi fotografado papatg@rior analise. Cada
isolado foi identificado quanto a presenca ou atiséde bandas (fragmento de DNA
amplificado) com cada oligonucleotideo testado.

A andlise da variabilidade genética foi realiza@éto pagrupamento dos isolados segundo o0s
principios adotados em taxonomia numeérica. Foizatlb o coeficiente de similaridade de
Jaccard, que permite calcular similaridades cone less variaveis binarias (0 ou 1 para a
presenca de bandas) (Sneath and Sokal, 1973).ideles existentes foram agrupadas através do
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method withtimetical Average), que é um modelo
de agrupamento hierarquico, que permite a constidgd@lendogramas (Sneath and Sokal, 1973).

Matrizes e dendogramas foram elaboradas com aadaiprograma NTSYS-PC.

3.3. Ensaios de Atividade Enzimatica

Os isolados d& sclerotiorum foram inoculados em 50 mL de meio minimo (2g/L4NBs,
1g/L KH,POy, 0,1g/L MgSQ 7H,0; 0,5¢/L extrato de levedura, 3g/L acido D-makcag/L
NaOH) suplementado com 1% de extrato de pared&cele plantas de feijoeiro, e mantidos
a 20°C com agitacdo a 120 rpm por 72 horas. Apéaescimento, o micélio foi filtrado a
vacuo e o sobrenadante da cultura utilizado pdsagem da atividade enzimatica.

A atividade da enzimf-1,3-glucanase foi determinada por medida da Ilg@rale glicose a
partir da laminarina, usada como substrato, consoride por Boller (1993). A atividade de
poligalacturonase foi determinada através da diiagéo dos grupos redutores liberados da

solugéo de pectina. Para determinacao da atividadélanases foi utilizada a metodologia



citado por Macdonald & Odds (1980). A atividadeGiulases foi determinada medindo-se a
quantidade de acucar redutor liberado apds incobaed amostras com Carboxi-Metil
Celulose (CMC) (Sigma Chemical Company). O teorldeécares redutores livres presentes
nos sobrenadantes foi determinado pelo método d MLLER, 1959). Os testes foram
feitos em triplicata, sendo adaptados para reagdeplacas de 96 poc¢os, 0s ensaios foram
feitos em termociclador e as absorbancias a 55Gonam obtidas em leitor de ELISA. A

quantificacao das proteinas totais foi feita wiido o método de Bradford (1976).

3.4. Grupos de Compatibilidade Micelial

Os grupos de compatibilidade micelial entre os ado$ de S sclerotiorum foram
determinados pelo método descrito por Kohn e codalmrves (1990). Os isolados foram
pareados em meio BDA contendo 30 gotas / L de t®@imenticio. Os pares de isolados
foram avaliados apés 4 dias de crescimento a 2@<€.reacdes compativeis foram
consideradas quando as duas col6nias foram fundidasm crescimento continuo. Reagdes
incompativeis foram consideradas quando houvernaaigho de uma linha de reacéo entre as

duas colbnias.

4. RESULTADOS.

4.1. Variabilidade Genética.

Para a determinacéo da variabilidade genética foeatados 7 oligonucleotideos do sistema
Operon (OPC 02; OPC 10/0PC04; OPC20/OPE 04; OPHEEEI9; OPE 09/OPE 17;
OPC13/0OPE10), destes somente um (OPC13/OPE10) péeseataram produto de
amplificacdo. Baseado na analise destes marcadmeglos foi observado um elevado
ndamero de bandas monomorficas. De acordo com actee de similaridade de Jaccard,
um elevado grau de diversidade foi observado exdresolados, variando de 68% a 100%,
sendo os isolados GO9 e GO11 os mais proximos shttem 100% de similaridade. A
analise de agrupamento (UPGMA) ao nivel de 76%ilisti os isolados em quatros grupos
(Figura 1). Os grupos lll e IV apresentaram um mendmero, com 3 e 2 isolados
respectivamente. O grupo 2 foi o que apresentowrmaiumero de individuos, com 15

isolados e média de similaridade de aproximadani&tite
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Figura 1. Diversidade genética em populacdes d& sclerotiorum. Dendograma dos 28
isolados de& sclerotiorum baseado no polimorfismo de DNA amplificado.

A andlise dos dados sugere uma tendéncia paranagéo de grupos com isolados da mesma
regido como, por exemplo, os grupos lll e IV, ofm@m observados isolados provenientes
de Goias. Entretanto, apesar desta tendénciaupsgt e Il foram constituidos de isolados

de diferentes regides (Figura 1).

4.2. Atividades de enzimas envolvidas no processe ithvasao.
Foram detectadas atividades para todas as enastadds, indicando que mesmo em sistema
de inducéan vitro, similando o processo de invasao, ocorre a sexE&nzimas envolvidas

na degradacéo dos componentes da parede celytarda hospedeira.



Os resultados obtidos demonstraram que as enziolgmlBcturonased3-1,4 glucanases e
Xilanases apresentaram maior variagao nos indicgidelade observados entre os isolados
analisados (Figura 2). Nao foi observado tendénem atividades em relacdo ao local de

coleta dos isolados.
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Figura 2- Atividade enzimética em sobrenadante deuttura de S. Sclerotiorum. Isolados
de S. Sclerotiorum proveninentes da cultura de feijoeiro foram ci@Eiem meio minimo
suplementado com 1% de parede de feijoeiro come fie carbono. A atividade das enzimas
(A) Beta 1-3 GlucanaseB) Beta 1-4 GlucanaseC] Poligalacturonase ®f Xilanase foram
determinadas como descrito em Material e métodos.



4.3. Grupos de Compatibilidade Micelial

Os isolados d&. Sclerotiorum utilizados neste estudo foram distribuidos em gitgpos de
compatibilidade micelial (Tabela 2) baseados nasemwea ou auséncia de uma linha de
confronto (Figura 3). Dentre estes GCM foi obtidqmermas um grupo apresentando maior
namero de isolados, GCM1 com 8 isolados e os defomsn constituidos de cinco a um
isolado.

Figura 3. Determinacdo de grupos de compatibilidadamicelial em isolados deS.
sclerotiorum. (A): isolados incompativeis. (B): Isolados conipeis. MCGs foram
determinados usando a metodologia descrita por lodn(1990).

Tabela 2 Grupos de Compatibilidade Micelial de isoladosSdelerotiorum.

Nome do Grupo Isolados pertencentes ao grupo

GCM1 GO10; MT6; GO4; MG1,G018 MT4; GO3; GO5;
GCM2 GO13; GO7; GO8

GCM3 GO19; GO12

GCM4 MT2; GO15; MT1; GO17; GO16

GCM5 MT3; GO9; MT5; GO11

GCM6 MG4; MG5; GO6

GCM7 MG2; MG3

GCM8 GO14




Os grupos de compatibilidade micelial se mostrata@erogéneos em relagcdo a sua
localizagéo de origem dos isolados (Tabela 2). Cpomoexemplo, no GCM1 onde foram
agrupados isolados provenientes de Formosa — Qaidas de Rio Verde — Mato Grosso e

Monte Carmelo — Minas Gerais.

5. DISCUSSAO

De acordo com os marcadores RAPD, uma elevadabuatale genética foi observada em
populacdes d& Sclerotiorum provenientes da cultura de feijoeiro. Corroborandm esses
dados, marcadores RAPD foram muito eficazes natifib@gdo de varios niveis de
diversidade genética em cinco populacbesSd&clerotiorum provenientes de trés Paises
(China, Canada e Inglaterra) (&lal., 2009). Também neste sentido, recentemente esd nos
grupo de pesquisa, Litholdo Junior e colaborad¢2€41) utilizando esta mesma técnica
observaram elevada variabilidade entre isoladds 8elerotiorum provenientes de diferentes
culturas e regides de coleta no Brasil. Outrosathads utilizando marcadores microssatélite,
também tem demonstrado a ocorréncia de variabdidgehética entre populacbes 8e
Sclerotiorum em diferentes culturas, como batata (ATALAE&t al., 2004), alface
(MALVAREZ et al, 2007) e canola (SEXTON & HOWLET,2004; ARBAOUIlet al, 2008).

A andlise das atividades das enzimas Beta 1-3 mpisea Beta 1-4 glucanase;
poligalacturonase e xilanase envolvidas no procdssmvaséo, demonstrou variacdes que
podem estar associadas a diferentes niveis desaggi@sle dos isolados. A associacdo dessas
enzimas entre si, confere ao fungo a habilidadeetgadacéo da parede celular da planta
hospedeira para sua invasdo com maior facilidaddicgncia (OLFA, 2006). Nao foi
observado nenhuma tendéncia entre o nivel de atigicenzimatica e local de coleta dos
isolados ou grupo de compatibilidade micelial. At¢resente momento, este € o primeiro
relato da atividade dessas enzimas, relacionadapr@messo de invasdo do fungd
Sclerotiorum, em sistema de indugéo com parede de plantasjdeirfei

Assim como o apresentado, outros trabalhos realizada Australia com isolados
provenientes da cultura de canola também demoastram pequeno numero de grupos de
compatibilidade micelial (SEXTON & HOWLETT, 2004gste fator também foi observado
no Estado da Califérnia em culturas de alface (&/&l, 2006). No entanto, houve trabalhos
realizados no Estado de Washington em cultivarebadata e na Carolina do Norte em
cultivares de repolho que demosntraram um alto ndinde grupos de compatibilidade
micelial entre seus isolados (ATALAE al, 2004; CUBETAet al., 1997). Nao houve um

agrupamento exclusivo dos isolados em GCMs em &elap local de coleta, mesmo se



tratando de coletas em um hospedeiros especiticestes dados foram também observados
nos trabalhos citados.

A elevada variabilidade genética observada nestel@sassim como o0 pequeno numero de
grupos de compatibilidade micelial, sugerem quenalé@ reproducéo clonal, a ocorréncia de
reproducdo sexuada com trocas de informacdo ganétite os isolados. Outros trabalhos
demonstraram elevada variabilidade genética e aslagdo com a provavel ocorréncia de
reproducdo sexuada em populacdesSd&clerotiorum (CUBETA et al, 1997; KOHLI &
KOHN, 1998; CARPENTER al, 1999; ATALAH et al., 2004; MALVAREZ et al, 2007,
ARBAOUI et al, 2008).

6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos neste trabalholudoms que:

1. Elevada variabilidade genética foi observadareemts isolados deS sclerotiorum
provenientes da cultura de feijoeiro;

2. Os marcadores gerados pela técnica de RAPD fefiarantes para estimar a variabilidade
em populacdes deste patdgeno;

3. Um baixo numero de grupos de compatibilidadeshaicfoi observado, em detrimento da
elevada variabilidade genética nesta populacéo;

4. Todos os isolados analisados apresentaramad®ipara as enzimas hidroliticas (Beta 1-3
glucanase; Beta 1-4 glucanase; poligalacturonaskmase) quando na inducdo com parede

celular de feijoeiro.
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