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Resumo geral

SOUZA, EIDE P. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus
Rio Verde, outubro de 2020. Aspectos epidemioldgicos de Sclerotinia sclerotiorum na
cultura da soja e otimizacdo de metodo de deteccdo de ascosporos via PCR em tempo
real. Orientador: Dr. Alaerson Maia Geraldine, Coorientador: Dr. Leonardo de Castro
Santos, Coorientador: Dr. Eugenio Miranda Sperandio

A doenca mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) encontra-se presente na maioria das
regides produtoras de soja do Brasil. Por se tratar de uma doenca de dificil controle devido
a suas estruturas de resisténcia, aliado ao fato da auséncia de cultivares resistentes e
fungicidas que atuem diretamente no controle dos esclerddios no solo, o uso de modelos
ou sistemas de previsdo de doencgas para S. sclerotiorum auxiliam na determinacéo do
risco de ocorréncia da doenca. O patdgeno possui quatro tipos de propéagulos: esclerddios,
apotécios e ascosporos, pétalas infectadas (os ascosporos atingem a flor, a mesma é
abortada e cai em um tecido sadio da planta, einicia a infeccdo da doenca) e hifas
infecciosas. Porém, a principal via de infeccédo é pelos ascdsporos nos tecidos florais, que
ocorre depois da formacao do apotécio, onde os ascosporos sdo ejetados e atingem a flor
da cultura. Este trabalho fornece informac6es e um banco de dados para complementar e
auxiliar em modelos de previsdo de ocorréncia da doenga mofo-brando. Assim, no
primeiro capitulo, foi realizado o estudo do desenvolvimento de epidemias de S.
sclerotiorum na cultura da soja. Cinquenta e duas epidemias foram estudadas e
representaram uma grande variacdo nas curvas de progresso da doenca. As epidemias
foram analisadas por diferentes técnicas estatisticas e foram separadas de acordo com a
similaridade utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic averages) e distancia euclidiana no desenvolvimento da doenga em trés grupos
(A, B e C). O grupo A é composto por epidemias de lento estabelecimento e com baixa
taxa de desenvolvimento, ocasionando em epidemias com baixa incidéncia e severidade
da doenca. Enquanto o grupo B e C, é composto por epidemias de incidéncia e severidade
intermedidria e alta, respectivamente. Considerando a importéncia do estudo do patégeno em
populacdes e necessidade de detecgdo réapida e eficiente de ascosporos de S. sclerotiorum, no
campo no segundo capitulo foi avaliado trés métodos de extragdo de DNA de ascosporos de S.
sclerotiorum para otimizacdo da deteccdo via PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa
(gPCR). A curva padrdo foi determinada a partir de amostras de ascosporos coletadas no
laboratdrio. O método de extracdo de Kurtgma & Fell (1998) e Reader & Broda(1985) foi
o mais eficiente na extracdo de DNA de Sclerotinia sclerotiorum a partir de ascosporos.
A otimizacdo da deteccdo e quantificacdo de ascosporos por meio da qPCR sdo praticas
Uteis para detecgdo precoce e orientar medidas preventivas e no manejo do mofo branco
da soja, além de auxiliar no desenvolvimento modelos de previsdo de doenca.
Palavras-chave: epidemias, mofo-branco, burkard, gPCR
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General abstract

SOUZA, EIDE P. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus
Rio Verde, October, 2020. Epidemiological aspects of Sclerotinia sclerotiorum in
soybean culture and optimization of real-time PCR ascospore detection method. Advisor:
Alaerson Maia Geraldine, Advisor: Leonardo de Castro Santos, Co-advisor: Eugenio
Miranda Sperandio

The white mold disease (Sclerotinia sclerotiorum) is present in most of the soy producing
regions of Brazil. It is a disease that is difficult to control due to its resistance structures,
and as there are no resistant varieties and fungicides that act directly in the control of
sclerotia in the soil, models or systems for predicting diseases for S. sclerotiorum help to
determine the risk of the occurrence of disease. The pathogen has 4 types of propagules:
sclerotia, apothecium and ascospores, infected petals and infectious hyphae. However,
the main route of infection is by ascospores in floral tissues. In the first chapter, the study
of the development of S. sclerotiorum epidemics in soybean was carried out. Fifty-two
epidemics were studied and represented a wide variation in disease progress curves.
Epidemics were analyzed using different statistical techniques and were separated
according to the similarity in the development of the disease in three groups (A, B and
C). Group A is composed of epidemics of slow establishment and with a low rate of
development, causing epidemics with low incidence and severity of the disease. While
group B and C, it is composed of intermediate and high epidemics, respectively.
Considering the importance of studying the pathogen in the population and the fast and
efficient detection of S. sclerotiorum ascospores in the field in the second chapter, three
methods of DNA extraction from S. sclerotiorum ascospores were evaluated to optimize
detection via PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative (qQPCR). Ascospores were
obtained with the aid of an automatic spore collector (Burkard) in the 2016/17 harvest in
a commercial soybean crop infested with S. sclerotiorum sclerotia. For the choice and
optimization of the methodology, the DNA of each sample was extracted and its quantity
was measured via gPCR. The standard curve was determined from samples of ascospores
collected in the laboratory. The Kurtgma & Fell (1998) and Reader & Broda (1985)
extraction method was the most efficient in extracting DNA from Sclerotinia sclerotiorum
from ascospores. Optimizing the detection and quantification of ascospores using gPCR
are useful practices to guide preventive measures and the management of white soybean
mold, as well as assist in the development of disease prediction models.

Key words: epidemics, white mold, burkard, qPCR
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Introducéo

A cultura da soja (Glycine max) € o principal produto da agricultura brasileira, e
0 pais o segundo maior produtor de soja do mundo. Corresponde a 35,822 milhGes de
hectares de area plantada em grdos no Pais, com producdo de 114,843 milhGes de
toneladas na safra 2018/2019 (CONAB, 2020). A soja prevalece como a principal
commodity. Entretanto, muitos patégenos como fungos, bactérias, virus e nematoides
podem ocasionar grandes perdas de produtividade ou até mesmo inviabilizar a producao
do grdo. Um patégeno que vem causando grandes perdas econdmicas na cultura da soja
é 0 agente causal da doenca mofo-branco.

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um fungo ascomiceto cosmopolita que
pode infectar mais de 400 espécies de plantas (PURDY, 1979). O mofo-branco, é também
conhecido como podriddo-de-esclerotinia, € uma das doencas mais destrutivas na cultura
da soja, com perdas de até 70% de produtividade (MEYER, 2014).

As reducdes de rendimento sdo causadas pela reducdo do nimero e peso das
sementes resultante do anelamento das hastes e ruptura do xilema e do floema. Na cultura
da soja, a fase mais vulneravel a infeccdo acontece da floracdo plena (R2) ao inicio da
formacéo dos gréos (R5) (DANIELSON; NELSON; HELMS, 2004). Em condic¢bes de
alta umidade, o fungo pode colonizar os tecidos sadios entre 16 e 24 horas apds a infec¢do
do tecido floral senescente. Em tempo seco, o progresso da doenca pode ser retardado ou
paralisado, mas € retomado em condicdes de alta umidade. O micélio pode permanecer
viavel em flores infectadas por até 144 horas em condicdes desfavoraveis de umidade e
temperatura (HARIKRISHNAN; DEL RiO, 2006).

As flores infectadas disseminam o fungo para toda a planta ao cairem nas folhas
e caule. Inicialmente a planta infectada apresenta a formacdo de uma lesdo palida ou
marrom escuro que evolui e forma um micélio branco e cotonoso (mofo branco). O
desenvolvimento desse micélio da origem aos esclerodios, que sdo estruturas de
resisténcia formadas a partir de um aglomerado de hifas. Inicialmente, os esclerédios
possuem coloragdo branca e, com o seu desenvolvimento, escurecem e se tornam pretos
(AGRIOS, 2002). Essas estruturas podem permanecer viaveis no solo durante um longo
periodo de tempo, mesmo sob condi¢Ges desfavordveis de umidade e temperatura,
auxiliando na sobrevivéncia do patogeno na area (BOLTON, 2006).

Os esclerddios do patogeno podem germinar de forma miceliogénica (a partir do
crescimento micelial) ou carpogénica (a partir da producédo de apotécios) (PURDY,

1979). Os apotécios formam os esporos do fungo, denominados de ascdsporos, que por
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sdo produzidos dentro de ascos. Quando maduros 0s ascosporos sdo ejetados dos ascos e
liberados no ar. A liberacdo de ascosporos ocorre por mais de 10 dias no campo, a uma
taxa de 1.600 esporos h™ e estes sdo cobertos por uma mucilagem pegajosa, que ajuda na
adesdo ao hospedeiro (CLARKSON, 2002). Quando os esclerodios germinam
miceliogenicamente sdo formadas hifas que infectam diretamente o tecido da planta
(BARDIN, 2001).

A utilizagdo de um Gnico método de controle ndo tem sido eficiente no manejo de
S. sclerotiorum. Assim, 0 manejo integrado tem sido utilizado com uma combinacédo de
praticas de controle cultural, quimico e biologico. A praticas como rotacdo com plantas
ndo hospedeiras, cultivo, controle de ervas daninhas e plantas de cobertura (PELTIER,
2012) podem servir para reduzir o in6culo.

Cada vez mais tem se estudado modelagem epidemioldgica para melhorar as
estratégias no controle desse patdgeno. Foi determinado um modelo que reduziu o
namero de aplicacdes de fungicida, obtendo resultados satisfatorios quando comparado a
aplicacGes baseada em calendério em um estudo de campo (FOSTER, 2011).

A geracdo e o armazenamento de dados e fatores ambientais comparados as
caracteristicas do patdgeno pode auxiliar na busca de informacdes para subsidiar modelos
de previsdo de doenga. Os modelos gerados usando dados disponiveis publicamente
permitem que o modelo seja acessivel e funcional em praticamente qualquer local de
cultivo (MARGAREY, 2001).

Revisdo bibliografica

2.1 Cultura da Soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill) possui um importante papel no agronegécio
brasileiro. A crescente demanda mundial por alimentos mantém a soja como umas das
principais fontes de proteina vegetal. Componente essencial na fabricacdo de racGes
animais e de importancia cada vez maior na alimentagdo humana, a oleaginosa € a cultura
agricola que mais cresceu no Brasil. A soja é um dos produtos mais destacados da
agricultura nacional e na balanca comercial. Esta vem crescendo como fonte alternativa
de biocombustivel, é utilizada na industria quimica, industria de alimentos e na
agroindustria para producdo de 6leo vegetal e races para alimentacdo animal (COSTA,
2000).
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No Centro-Oeste, a area plantada aumentou 2,9% na safra 18/19, em relacdo a
safra anterior e a producdo foi de 52 milhdes de toneladas, com variacdo de +2,4% ao
exercicio anterior. A soja inclusive vem mantendo a tendéncia de crescimento na area
cultivada e aponta para crescimento de 1,9%, com 120,4 milhdes de toneladas (CONAB,
2020).

Pertencente a familia Fabaceae, a soja tem sua origem no continente Asiatico,
atual China. A soja chegou ao ocidente e na América no século XV e XVI, e foi cultivada
inicialmente nos Estados Unidos como planta ndo sé produtora de grdos, mas como
forrageira. Em 1882 chegou a Bahia, Brasil trazida dos EUA e se espalhou em S&o Paulo
e Rio Grande do Sul, com maior desenvolvimento no Centro Oeste brasileiro (PAIVA,
2006). Um dos grandes gargalos da sojicultura é o manejo de doencas que podem
promover perdas de até 75% na produtividade das lavouras (JUHASZ et al., 2013).

2.2 Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia sclerotiorum pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe

Discomycetes, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae e género Sclerotinia
(SCHUMACHER; KOHN, 1979). E um fungo necrotréfico, possui hifas hialinas,
septadas, multinucleadas, ramificadas e produz estruturas de resisténcia (esclerddios) que
permanecem viaveis por muitos anos (AGRIOS, 2002).

Muitas das hospedeiras de S. sclerotiorum (Lib.) sdo de grande interesse
econémico, como alface, tomate, algodao, soja, feijdo, alfafa, girassol, canola, morango,
cenoura e batata (DERBYSHIRE, 2017), conhecido podriddo branca de esclerotinia ou
mofo-branco, é um patdgeno que vem pode perdas na produtividade das culturas podendo
chegar a 100% sob condices favordveis (PURDY, 1979).

Na cultura da soja, a fase mais vulneravel a infeccdo acontece da floracdo plena
(R2) ao inicio da formacao dos grdos (R5) (DANIELSON; NELSON; HELMS, 2004).
Em condic¢des de alta umidade, o fungo pode colonizar os tecidos sadios entre 16 e 24
horas apos a infeccéo do tecido floral senescente. Em tempo seco, o progresso da doenga
pode ser retardado ou paralisado, mas é retomado em condi¢des de alta umidade. O
micelio pode permanecer viavel em flores infectadas por até 144 horas em condic¢des
desfavoraveis de umidade e temperatura (HARIKRISHNAN; DEL RIO, 2006).
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A infeccéo € iniciada a partir dos ascésporos que atingem a flor; a planta com
mecanismos de defesa aborta a flor e est4 cai em um tecido sadio da planta, dando inicio
a infectacdo da doenca mofo-brando na cultura da soja. Assim, as flores infectadas
disseminam o fungo para toda a planta ao cairem nas folhas e caule. Inicialmente a planta
infectada apresenta a formacéo de uma lesdo palida ou marrom escuro que evolui e forma
um micélio branco e cotonoso (mofo branco). O desenvolvimento desse micélio da
origem aos esclerddios, que sdo estruturas de resisténcia formadas a partir de um
aglomerado de hifas. Inicialmente, os esclerodios possuem coloracao branca e, com o seu
desenvolvimento, escurecem e se tornam pretos (AGRIQOS, 2002). Os esclerddios podem
permanecer viadveis durante longo periodo, mesmo sob condi¢des desfavoraveis de
umidade e temperatura, auxiliando na sobrevivéncia do patdgeno na area (BOLTON,
2006). A germinacdo carpogenica dos esclerddios forma os apotécios. Cada apotécio
pode liberar cerca de 10 milhdes ascosporos (esporos), que séo transportados pelo vento,
sendo assim responsaveis pela disseminacdo do patdgeno a longas disténcias. Os
ascasporos sdo também responsaveis pela infecgdo que ocorre no periodo de floragdo. A
flor € um tecido fragil quando comparado aos outros tecidos do hospedeiro, sendo por
isso mais suscetivel a infec¢do, servindo como fonte de nutriente para o desenvolvimento
do fungo na planta (HARTMAN, 1999), ap6s a formacao do apotécio, 0s ascGsporos sao
liberados e ao atingirem a flor da se inicio ao processo de infec¢do da doenca.

Para a germinacdo carpogénica ocorrer, os esclerodios devem receber luz e
temperatura entre 10 a 20°C e umidade a capacidade de campo; caso contrario, ndo
havendo a presenca de luz e temperatura entre 10 a 20°C, é mais provavel que a
germinacdo miceliogénica (crescimento de hifas hialinas a partir do esclerédio) ocorra
(SILVA et al., 2011). Esse tipo de germinacdo possui um potencial epidémico muito
reduzido quando comparado com a germinacdo carpogénica (PHILLIPS, 1986). Altas
populacbes de plantas, espagamentos estreitos entre linhas, periodos prolongados de
precipitacdo, elevada umidade relativa e temperaturas amenas sao condicdes favoraveis a
incidéncia do mofo-branco (PURDY, 1979).

2.3 Manejo integrado de Sclerotinia sclerotiorum
O manejo integrado para o controle de S. sclerotiorum utiliza uma combinagéo

de praticas de controle cultural, quimico e biolégico (PELTIER, 2012). A rotacédo de
culturas e o plantio direto de soja combinado com rotagdo com culturas ndo

hospedeira do patdgeno se mostraram mais eficientes em reduzir o indculo primario
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(por exemplo, apotécio) em campos de soja infestados de S. sclerotiorum (GARZA et
al., 2002).

A utilizagéo de cultivares resistentes modificando o dossel da soja por meio
da taxa de semeadura e espacamento entre linhas maior e arquitetura mais eretas de
plantas influencia no microclima formado no dossel da cultura manipulam o ambiente
do patdgeno para ser desfavoravel ao desenvolvimento da doenga (GRAU, 1984;
HOFFMAN et al., 2002; NAPOLEAO et al., 2006).

O controle da doenca é limitado pela falta de cultivares com resisténcia
completa, no entanto, varios genoétipos de soja parcialmente resistentes foram
identificados (BOLAND, 1987) e atualmente o controle dessa doenca € realizado por
controle quimico e biol6gico. Como nenhuma resisténcia completa esta disponivel em
cultivares comerciais, 0 manejo depende muito do controle quimico direcionado a
proteger as flores da infeccdo por ascosporos de S. sclerotiorum (PELTIER, 2012).
Alguns estudos mostraram que benomil, tiofanato metilico e vinclozolina
demonstraram reducdo de S. sclerotiorum aos sintomas na folha. A maioria dos
fungicidas usados no controle de S. sclerotiorum séo classificados como carbamatos
de metil benzimidazol ( por exemplo, tiofanato-metil), inibidores de succinato
desidrogenase ( por exemplo, boscalid), inibidores de desmetilacdo ( por exemplo ,
flutriafol, protioconazol, tetraconazol) e inibidores de quinina externa (Qol) ( por
exemplo , fluoxastrobina, picoxistrobina, trifloxistrobina) (ARMANDO Q, , 2018; DI
et al., 2016; HUZAR-NOVAKOWISKI; PAUL; DORRANCE, 2017; LIANG et al.,
2015; PELTIER, 2012).

Um método de controle muito eficiente na reducgéo de esclerédios no solo é o
controle bioldgico, pois diversos microrganismos como o Coniothyrium minitans,
Streptomyces lydicus, varias cepas de Trichoderma spp. (como T. asperellum e T.
harzianum) e algumas bactérias (Bacillus pumilus, entre outras) tem sua eficiéncia
demonstrada em controlar esclerddios de S. sclerotiorum (HADDAD et al., 2017;
HUANG; HOES, 1976; MEYER, M. C.; MAZARO, S. M.; SILVA, 2019; ZENG et
al., 2012).

2.4 Modelos de previsao de risco de ocorréncia de S. sclerotiorum
Um sistema de previsdo de doenca de planta é aquele que prevé o

aparecimento ou um aumento na intensidade de uma doencga baseado em informacao

sobre 0 ambiente, a cultura e/ou o patégeno. Os modelos estdo relacionados com uma
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previsdo por estacdo de cultivo, e sdo Uteis quando é importante predizer o indculo
inicial ou o nivel inicial da doenca, e o seu desenvolvimento geralmente requer
observagdes de vérios anos e ou locais. H4& modelos que envolvem multiplas
previsdes, sdo Uteis para saber quando a doenca pode aumentar rapidamente durante
a estacdo de crescimento, ou quando o valor econémico da cultura justifica varias
intervencgdes de controle. (CAMPBELL, C. L.; MADDEN, 1990).

As condigdes ambientais sdo muito importantes para o desenvolvimento do
patdgeno e incremento na incidéncia e na severidade de epidemias de S. sclerotiorum,
s80 necessarias a quantificacdo e a interacéo entre os fatores ambientais que afetam o
ciclo de vida do patégeno, para suportar o desenvolvimento de sistemas de previsao
da doenca (SUN; YANG, 2000).

Devido as amplas condicdes de fatores favoraveis ao patdgeno e a dificuldade
de controle do patégeno vérios trabalhos tém mostrado a eficiéncia de se usar
aplicacdo de fungicidas no momento certo e ndo uso de aplicagdes por calendario (na
maioria das vezes com aplicacbes desnecessarias) (MUELLER et al., 2004). A
recomendacdo de fungicida no inicio da floracdo e, se as condicBes climaticas
continuarem favoraveis a doenca, outras aplicacdes se fazem necessarias (VIEIRA et
al., 2012). A utilizag&o racional de fungicidas também pode ser balizada em modelos
de previséo de risco de ocorréncia de mofo-branco.

Diversas ferramentas séo utilizadas para facilitar a coleta de material biologico
(estruturas dos fungos) para a posterior realizacao de técnicas moleculares de deteccao
e confirmacdo do patdgeno. Como dispositivos de amostragem de ar, como a
armadilha volumétrica de 7 dias Burkard (tipo Hirst), ou amostrador de braco
giratério. Os coletores do tipo Burkard sdo utilizados para as coletas dos esporos ou
material bioldgico usado para a detec¢do da presenca e quantificacdo dos ascOsporos.

Dados meteoroldgicos associados a informacBes de fenologia da planta,
parametros do dossel da cultura da soja e espagamento entre linhas foram combinados
para determinar um modelo de previséo de risco de presenca de apotécio durante o
periodo de floracdo da soja (FALL et al., 2018), auxiliando o produtor na tomada de

decisdo das aplicacdes de fungicidas e outras medidas de controle do patégeno.
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2.5 Uso de técnicas moleculares para deteccédo do patdégeno
Métodos moleculares baseados na técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR - uma técnica de Biologia Molecular que permite replicacéo in vitro do DNA de
forma extremamente rapida) tém sido estudados para a deteccao de diferentes patogenos.
Diversos trabalhos mostram uso de PCR para deteccdo de Fusarium oxysporum
f. sp. lactucae em sementes de alface (GLYNN; EDWARDS, 2010; MBOFUNG;
PRYOR, 2010). O PCR ¢ eficiente para detectar a presenca de S. sclerotiorum em
sementes infectadas com pelo menos 1% de incidéncia (BOTELHO et al., 2015).

As técnicas de PCR tém potencial suficiente para detectar varios patogenos de
plantas de maneira altamente especifica e sensivel (OJAGHIAN et al., 2016). Técnicas
para deteccdo de ascdsporos de S. sclerotiorum foram desenvolvidos com uso de PCR em
tempo real para deteccdo dos esporos transportados pelo ar (ROGERS; ATKINS; WEST,
2009a). As principais vantagens da utilizagdo de técnicas moleculares, é por serem
rapidas, enquadrando-se perfeitamente em modelos de previsdo (PARKER,;
MCDONALD; BOLAND, 2014).

Sabe-se que o risco de ocorréncia de mofo-branco esté relacionado a concentracao
de ascosporos transmitidos pelo ar ou a porcentagem de infestacdo de pétalas no inicio
do florescimento (ROGERS; ATKINS; WEST, 2009b; TURKINGTON; MORRALL;
GUGEL, 1991) e a utilizacdo de armadilhas de esporos (como Burkard) sdo comumente
utilizadas para a coleta de ar juntamente com ascésporos (OJAGHIAN et al., 2016).

O monitoramento de ascosporos disseminados pelo ar é utilizado como uma
abordagem direta para medida de risco de ocorréncia da doenca. As concentracfes de
ascosporos transportados pelo ar foram relacionadas a subsequente desenvolvimento da
doenca no girassol (FREEMAN et al., 2002) auxiliando em estudos epidemiol6gicos e na
determinacdo de modelos de previsdo. A PCR em tempo real tornou-se uma ferramenta
de diagnoéstico atil em vérias areas das ciéncias bioldgicas, incluindo a ecologia
microbiana. Além disso, a abundéncia relativa de diferentes grupos taxonémicos foi

guantificada com conjuntos de primers especificos (KIM; KNUDSEN, 2008).

Objetivo

Objetivou-se realizar o estudo do desenvolvimento de epidemias de S.
sclerotiorum em trés areas distintas no estado de Goias com cultivo de soja e

determinar o desenvolvimento das epidemias agrupadas em grupos de similaridade.
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E validar uma metodologia para extracdo de DNA de S. sclerotiorum a partir das

amostras coletas nas areas experimentais.
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CAPITULO 1
Resumo

SOUZA, EIDE P. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus
Rio Verde, outubro de 2020. Aspectos epidemioldgicos de Sclerotinia sclerotiorum na
cultura da soja. Orientador: Dr. Alaerson Maia Geraldine, Coorientador: Leonardo de
Castro Santos, Coorientador: Dr. Eugenio Miranda Sperandio

Sclerotinia sclerotiorum é o agente causador de mofo-branco, uma doenca de grande
importancia na cultura da soja. O patégeno possui esclerodios, apotécios e ascosporos, e
hifas infecciosas, como propagulos. Porém, a principal via de infeccédo é pelos ascosporos
nos tecidos florais. Esta € uma doenca de dificil controle devido a suas estruturas de
resisténcia, e ainda ndo existem fungicidas que atuam diretamente no controle dos
esclerddios no solo. O conhecimento sobre os propédgulos do patdgeno e a forma de
desenvolvimento da doenca é necessario para o desenvolvimento de modelos e /ou
sistemas de previséo do risco de ocorréncia de epidemias de mofo-branco. Diante disto,
objetivou se realizar o monitoramento de epidemias de S. sclerotiorum na cultura da soja.
O trabalho foi realizado em trés areas distintas e nenhum método de controle foi adotado.
Cinquenta e duas epidemias foram estudadas e representaram uma grande variacdo nas
curvas de progresso da doenca. As epidemias foram analisadas por diferentes técnicas
estatisticas e foram separadas de acordo com a similaridade utilizando o método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) e distancia euclidiana no
desenvolvimento da doenca em trés grupos (A, B e C). O grupo A é composto por
epidemias de lento estabelecimento e com baixa taxa de desenvolvimento, ocasionando
epidemias com baixa incidéncia e severidade da doenca. Enquanto o grupo B e C, é
composto por epidemias de intermediério e alto desenvolvimento e estabelecimento,
respectivamente.

Palavras-Chave: epidemias, mofo-branco, ascdsporos, infeccdo secundaria
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Abstract

SOUZA, EIDE P. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus
Rio Verde, February, 2020. Epidemiological aspects of Sclerotinia sclerotiorum in
soybean. Advisor: Alaerson Maia Geraldine, Advisor: Leonardo de Castro Santos, Co-
advisor: Eugenio Miranda Sperandio

Sclerotinia sclerotiorum is the causative agent of white mold, a disease of great
importance in soybean culture. The pathogen has 4 types of propagules: sclerotia,
apothecium and ascospores, infected petals and infectious hyphae. However, the main
route of infection is by ascospores in floral tissues. This is a disease that is difficult to
control due to its resistance structures, and there are still no fungicides that act directly to
control sclerotia in the soil. Knowledge about the propagules of the pathogen and how
the disease develops helps in models and/or systems for predicting the risk of occurrence
of white mold epidemics. Given this, the objective was to carry out the study of the
development of S. sclerotiorum epidemics in soybean culture. The work was carried out
in three different areas and no control method was adopted aiming at the development of
epidemics. Fifty-two epidemics were studied and represented a wide variation in disease
progress curves. Epidemics were analyzed using different statistical techniques and were
separated according to the similarity in the disease progress curve and secondary infection
(contact between sick plant and healthy plant) in three groups (A, B and C). Group A is
composed of epidemics of slow establishment and with a low rate of development,
causing epidemics with low incidence and severity of the disease. While group B and C,
it is composed of intermediate and high development and establishment epidemics,
respectively.

Keywords: epidemics, white-mold, ascospores, secondary infection
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Introducéo
O mofo branco, causado pelo fungo ascomiceto necrotrofico Sclerotinia

sclerotiorum. O fungo infecta mais de 400 espécies de plantas, incluindo algodao, tomate,
girassol, feijao e soja (BOLAND; HALL, 1994).

Atualmente é uma das doencas mais destrutivas na cultura da soja, podendo causar
perdas de até 70% de produtividade (MEYER et al., 2014). Na cultura da soja, a fase mais
vulneravel a infeccdo acontece da floracdo plena ao inicio da formacéo dos graos (R5)
(DANIELSON et al., 2004). Em condicdes de alta umidade, o fungo pode colonizar os
tecidos sadios entre 16 e 24 horas ap0s a infecgdo do tecido floral senescente. Em tempo
seco, 0 progresso da doenca pode ser retardado ou paralisado, mas é retomado em
condicdes de alta umidade. O micélio pode permanecer viavel em flores infectadas por
até 144 horas em condicOes desfavoraveis de umidade e temperatura (HARIKRISHNAN
& DEL RIO, 2006).

As flores infectadas disseminam o fungo para toda a planta ao cairem nas folhas
e caule. Inicialmente a planta infectada apresenta a formacdo de uma lesdo péalida ou
marrom escuro que evolui e forma um micélio branco e cotonoso (mofo-branco). O
desenvolvimento desse micélio d& origem aos esclerédios, que sdo estruturas de
resisténcia formadas a partir de um aglomerado de hifas. Inicialmente, os esclerodios
possuem coloracdo branca e, com o seu desenvolvimento, escurecem e se tornam pretos
(AGRIQS, 2005).

Os esclerodios podem permanecer viaveis durante longo periodo, mesmo sob
condicdes desfavoraveis de umidade e temperatura, auxiliando na sobrevivéncia do
patdgeno na area (BOLTON et al., 2006). A germinacdo dos esclerddios forma os
apotécios. Cada apotécio pode liberar cerca de 10 milhdes ascdsporos (esporos), € podem
ser transportados pelo vento, sendo assim responsaveis pela disseminacdo a longas
distancias. Os ascOsporos sdo responsaveis pelas infeccdes que ocorre no periodo de
floracdo. A flor é um tecido fragil quando comparado aos outros tecidos do hospedeiro,
sendo por isso mais suscetivel a infecgdo, servindo como fonte de nutriente para o
desenvolvimento do fungo na planta.

Para a germinacdo carpogénica ocorrer, os esclerodios devem receber luz e
temperatura entre 10 a 20°C e umidade; caso contrario, ndo havendo a presenca de luz e
temperatura entre 10 a 20°C, é mais provavel que a germinacdo miceliogénica

(crescimento de hifas hialinas a partir do esclerddio) ocorra. Esse tipo de germinacgéo
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possui um potencial epidémico muito reduzido quando comparado com a germinacao
carpogénica (PHILLIPS,1987).

Outra forma de infeccdo e incremento na curva de progresso da doenca é a
infeccdo de contato entre tecido doente e tecido sadio (infeccdo secundaria). Algumas
cultivares podem nédo ser infectadas mesmo quando o patdgeno esta presente e as
condigBes ambientais sdo favoraveis, esse fendbmeno é chamado de escape.

O escape ocorre quando o hospedeiro suscetivel consegue se manter sadio em
virtude da separacao, no espaco ou no tempo, de seus tecidos suscetiveis aos propagulos
infectivos do patogeno (GASPAROTTO et al., 2010).

Material e métodos

Area experimental

Os experimentos foram conduzidos em trés locais distintos, descritos a seguir,
com resultados analisados no laboratorio de Fitopatologia do Instituto Federal Goiano,
Campus Rio Verde, GO.

- Areal
O experimento 1 foi instalado na area experimental da Embrapa Arroz e Feijdo, em
Goianira, GO (16°43'33"S, 49°38'33"W), em area infestada artificialmente com
esclerddios de S. sclerotiorum. A instalacdo do experimento ocorreu em janeiro de 2014
(dados de epidemias proveniente do banco de dados, Geraldine 2014). Nenhum método
de controle foi empregado objetivando promover uma série de epidemias de mofo-branco.
Foram avaliadas 15 epidemias distribuidas aleatoriamente, com 1 m de bordadura.

-Areas2e3
Os experimentos 2 e 3 foram instalados na Fazenda 2J1, municipio de Montividiu, GO
(17°28'52.8"S, 51°15'16.0"W), em talhdes (locais) distantes geograficamente por 1 km.
Foram realizados em &rea infestada naturalmente com esclerddios de S. sclerotiorum. As
instalagcbes dos experimentos ocorreram em novembro de 2016 e a cultivar de soja
implantada na area 2 foi foi a Monsoy 7739 e na area 3 foi 2737 coodetec. Nenhum
método de controle foi empregado objetivando promover uma série de epidemias de
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mofo-branco. Foram avaliadas 18 epidemias no experimento 2 e 19 epidemias no
experimento 3, em parcelas de 64mz2 (8x8m) distribuidas aleatoriamente, com 1 m de

bordadura.

Densidade de esclerddio nas areas experimentais

A infestacdo da &rea foi determinada pela metodologia de Jaccoud-Filho et al.
(2010) descrita a seguir, onde foram realizadas quatro coletas de solo com
aproximadamente 5cm de profundidade utilizando um gabarito 0,25m? (50x50cm), € a
média dessa amostragem estimou o niimero de esclerodios/metro?. As amostras foram
processadas no laboratério de Fitopatologia, onde foi determinada os niveis de infestacdo
da area. A viabilidade inicial dos esclerddios obtidos na amostragem de infestagdo da area
e foi determinada em meio de cultura Neon (meio de cultura especifico para S.
sclerotiroum). Esta amostragem nédo foi necessaria para a area 1, onde a presenca de

esclerddio foi confirmada por ser uma area infestada naturalmente com esclerddios.

AvaliacOes de Incidéncia, Severidade e Infec¢do secundaria
As avaliacdes de incidéncia (i) e severidade (s) da doenca foram realizadas no
inicio da floragdo. Foram realizadas com 66, 79, 86, 90 e 107 dias apds o plantio (DAP),
avaliacdo 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente. Foi realizada uma marcagcdo com uma
bandeirinha no centro de cada parcela e uma marcacdo com um barbante na planta
primeira planta a ser avaliada para garantir maior seguranca para realizar as avaliacoes
sempre nas mesmas plantas, determinando assim desenvolvimento de cada epidemia.
Em cada parcela foram avaliadas 40 plantas em duas linhas centrais, sendo 20
plantas por linha. As plantas foram consideradas doentes quando apresentaram micélio
cotonoso na superficie da planta e ou lesbes necréticas com micélio branco. Para estimar
a severidade de S. sclerotiorum utilizou-se escala de notas de Geraldine et al. (2010);
1 a7 (1:todas as plantas sadias);
2: 1 a 5% de area coberta por sintomas (ACS);
3:6a20% ACS;
4: 21 a50% ACS;
5:51a70% ACS;
6: 712 90% ACS; e
7:91 a100% ACS).
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O numero de infecc¢Bes secundaria (Infec) foi estimado em 1 m linear, em todas
as parcelas experimentais. A quantificacdo de infeccdo secundéria foi realizada pela
visualizagdo do contato entre uma parte doente da planta e outra planta. Esta variavel foi
determinada em namero de infeccdo por contato entre planta sadia e planta doente por

parcela.

Design estatistico e experimental das epidemias

As epidemias de cada experimento (1, 2 e 3) foram analisadas separadamente,
onde cada epidemia foi considerada independente. As variaveis foram determinadas
sempre de 40 plantas centrais de cada ponto avaliado (parcela), e estes foram
determinados de maneira aleatoria no talhdo de cada area experimental.

Para maior uniformidade dos dados foi excluida a sexta avaliacéo, pois a area 1
so6 foram coletados dados de cinco avaliagdes de incidéncia e severidade. As variaveis
mensuradas foram determinadas de acordo com os dados coletados sempre no mesmo
parcela em todas as avaliagOes, cada parcela foi marcada com uma bandeirinha e a
primeira planta a iniciar a avaliacdo de incidéncia e severidade foi marcada com um

barbante, garantindo assim que as avaliacGes ocorressem sempre nas mesmas plantas.

Anélises das epidemias de mofo-branco
Processamento dos dados
Todos os resultados das 52 epidemias (15 epidemias da area 1, 18 epidemias da
area 2 e 19 epidemias da area 3) foram analisados estatisticamente e o0 progresso da
doenca foi determinado individualmente para cada epidemia.

Analise Temporal das curvas de progresso da doenca
Foram construidas as curvas de progresso da doencga das cinco avaliacfes de
incidéncia e severidade da doenca entre 66 e 107 DAP. Algumas outras variaveis
(Geraldine, 2014) foram estimadas para incidéncia:
Menor valor ndo nulo (zero) de incidéncia da doenca (Imin);
Incidéncia maxima observada (Imax);
Inclinacdo maxima da curva de progresso da incidéncia (Islope);

Area abaixo a curva de progresso de incidéncia (AACPI);
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Foram calculadas as seguintes variaveis a partir da curva de progresso da
severidade:
Menor valor ndo nulo (zero) de severidade da doenca (Smin);
Severidade maxima observada (Smax);
Inclinacdo maxima da curva de progresso da severidade (Sslope);

Area abaixo a curva de progresso de severidade (AACPS);

Foram determinadas equacfes com parametros de modelos lineares e estimado o
coeficiente de determinacdo (R?) para cada epidemia. Os coeficientes de determinagio
(R?) foram estimados para cada modelo de curva de progresso individualmente nas
epidemias de mofo branco utilizando o Microsoft Excel. O método (retangulo) de Euler
(CAMPBELL, C. L.; MADDEN, 1990) foi utilizado para calcular a area abaixo da curva

de progresso da doenca, para as variaveis incidéncia e severidade das 52 epidemias.

Anélises de dispersao e regressao
A analise de dispersdo € uma representacdo grafica que analisa a relacdo entre
duas varidveis quantitativas — uma de causa e uma de efeito. Assim, graficos de
dispersdo foram feitos e as analises de regressdo foram construidas para visualizar e

analisar o comportamento e a velocidade de ocorréncia de cada epidemia.

Anélise de Cluster

Foi realizado o método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages) e distancia euclidiana pela anélise de cluster para classificar
as epidemias de mofo-branco em grupos. Preliminarmente foi realizada uma analise com
todas as variaveis relacionadas a curva de progresso da doenca (Avaliacdes de incidéncia
3, 4 e 5, Imin, Imax, Islope, AACPI, AvaliacOes de severidade 3, 4 e 5, Smin, Smax,
Sslope e AACPS) (Figura 1). Uma segunda analise de cluster foi feita para gerar grupos
de similaridade semelhante a primeira analise, porém com um numero reduzido de
variaveis. Nesta, foram utilizados os dados das avaliagdes das trés ultimas avaliacfes de
incidéncia e severidade (3,14, Is, Ss, S e Ss) (Figura 2). Foi utilizado o software PAST®,
Versdo 1.0.0.0 (Paleontological Statistics). Esta reducdo de variaveis foi realizada para

determinar se o resultado seria 0 mesmo para as duas analises

Andlise Discriminante
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A andlise discriminante teve como objetivo identificar as principais variaveis que
caracterizaram 0s grupos epidémicos separados pela anélise de cluster hierérquica. E
determinar a porcentagem de correcdo em que cada epidemia foi alocada pela analise de
cluster.

Uma analise discriminante envolvendo as varidveis que caracterizam as 52
epidemias foi realizada para verificar se as epidemias pertencem aos grupos epidémicos
alocadas pela analise de Cluster, considerando a classificagdo Jackknifed, e valores de
Lambda de Wilk. Foi utilizado as variaveis da segunda analise de Cluster na analise

discriminante realizada no software SYSTAT-versaol3.2.

Resultados e discussao

Densidade de esclerddio nas areas experimentais

A presenca de esclerodios foi confirmada nas trés &reas. Nas areas 2 e 3 foi
quantificado 54 esclerédios/m?. Com a confirmagc&o da presenca dos esclerddios nas areas
foi possivel o inicio da implantacdo do experimento e demarcacdo das epidemias na
lavoura de soja. Na area 1 ndo foi realizada quantificacdo por ser uma area infestada

artificialmente.

Analise de Cluster das Epidemias de mofo-branco

A andlise pelo método hierarquico de cluster utilizando os dados de incidéncia e
severidade (I3, ls, Is, S3, S4 e Ss) classificou em trés grupos (A, B e C) distintos as 52
epidemias de mofo-branco (Figura 2) através do ponto de corte pelo método de Mojema.

Os grupos de epidemia A, B e C foram separados pela analise de cluster de acordo
com a similaridade dos grupos, com 30, 18 e 4 epidemias, respectivamente para a segunda
analise de cluster. Enquanto na primeira analise de cluster (Figura 1) utilizando as
variaveis de avaliacdes de incidéncia 3, 4 e 5, Imin, Imax, Islope, AACPI, avalia¢Ges de
severidade 3, 4 e 5, Smin, Smax, Sslope e AACPS, o numero de epidemias foi idéntico
aos grupos formados na segunda analise de Cluster (utilizando um ndmero reduzido de
variaveis). A separacdo das epidemias na analise com todas a varidveis e na analise com

ndmero de variaveis reduzidas teve similaridade de 100%.
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Assim, possibilitando a analise ser realizada com nimero reduzido de variaveis e
obtendo o mesmo resultado. O coeficiente de correlacdo cofenético mede o grau de
distorcdo da distancia resultante do agrupamento em relacdo as distancias originais, para
as analises de cluster o coeficiente foi de 0,839. Em um estudo similar com os propagulos
e agrupamento de epidemias de mofo-branco na cultura do feijao, Geraldine (2015)
obteve um resultado de 87% de similaridade entre analise de cluster utilizando os dois
tipos de analise (uma com nUimero maior de variaveis e uma analise com nimero de

variaveis reduzidas).
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Figura 1. Primeira andlise hierarquica de cluster para agrupamento de 52 epidemias de
mofo-branco. Cluster gerado utilizando os dados de trés Gltimas avaliac@es de incidéncia
e severidade da doenca (I3, l4, Is, Sz, S4 € Ss), incidéncia e severidade minima e maxima
(Imin, Imax, Smin e Smax) e inclina¢do da reta de incidéncia e severidade da doenca

(Islope e Sslope) para formacdo dos grupos de epidemia.
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Figura 2. Segunda anélise hierarquica de cluster para agrupamento de cinquenta e duas
epidemias de mofo-branco. Cluster gerado utilizando os dados de trés ultimas avaliagdes
de incidéncia e severidade da doenca (I3, l4, Is, S3, S4 e Ss) para formacéo dos grupos de

epidemia.

Caracteristicas dos grupos epidémico formados

O grupo epidémico A foi caracterizado por curvas de progresso de incidéncia e
severidade com inicio da doenca a partir de 66 dias ap6s o plantio da soja e uma inclinacdo
da curva de progresso baixa e constante. A incidéncia média e as curvas de progresso da
severidade média aumentam muito pouco quando comparado aos grupos B e C (Figura
4. A). A equacdo que demonstra a inclinacdo da curva para esse grupo epidémico é y =
0,1471x — 9,2487 e y = 0,0614x — 2,11. E possui um R?=0,73 e R?=0,473 para incidéncia

e severidade, respectivamente.
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Figura 3. Diferencas entre variaveis da curva de progresso do mofo branco da soja em
funcdo dos grupos epidémico (A, B e C) gerados a partir da analise de agrupamento
hierarquico das cinquenta e duas epidemias. a: inclinacdo da curva de incidéncia, b:
inclinacdo da curva da severidade, c: incidéncia minima, d: incidéncia maxima, e:
severidade minima e f: severidade maxima. Representacdo grafica utilizando o erro
padrao.
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Figura 4. Curvas de progresso da doenca resumidas pela média de cada grupo epidémico
agrupado na andlise de cluster com as 52 epidemias de mofo-branco. As figuras A, Be C
representam os grupos epidémicos A, B e C, respectivamente.

O grupo A também ¢é caracterizado por um valor maximo de incidéncia (Imax) de
0,08 ou 8% e por um valor ndo nulo de incidéncia minima (Imin) de 3% plantas doentes
por parcela (Figura 3d e c). A inclinagdo méaxima mais baixa da curva de progresso de
incidéncia entre os grupos foi (Islope = 0,14) no grupo A (Figura 3a). Este grupo também
apresentou o menor valor médio de severidade nao nula (Smin) de 3% e um valor médio
de Smax de 0,06 ou 6% de folhagem doente por parcela (Figura 3f, e).

Boland (1987) considerou que algumas infeccdes secundarias podem se
desenvolver pela disseminacdo do micélio de tecidos doentes para tecidos saudaveis, mas
foi considerado no trabalho que o processo de infec¢do secundéaria é responsavel pela
menor porcdo da dindmica de mofo-branco. Com isto, este trabalho mostrou que o0s trés
grupos (A, B e C) apresentaram este tipo de infec¢do, porém, as epidemias do grupo de
taxa de desenvolvimento lento (grupo A) apresentou as menores taxas de infecgdo
secundaria. Enquanto o grupo C (taxa de alto desenvolvimento da doenca) apresentou a
maiores incidéncias da doenca e consequentemente o maior ndmero de infeccdo
secundaria. Geraldine (2015) concluiu que infecgdes secundarias raramente ocorrem em
grupos de epidemia com baixa/lenta taxa de desenvolvimento, para a doenga mofo-branco
na cultura do feijéo.

A curva de progresso da doenca para grupo epidémico B mostrou um aumento
regular desde o inicio da incidéncia da doenca até a incidéncia da Gltima avaliacéo (66 a
107 DAP), exceto por reducdo na incidéncia em 86 DAP, que pode ser explicada devido
a perda de material vegetativo doente das plantas avaliadas nesse periodo, o que ndo
influenciou no acréscimo no progresso da doenca em 90 e 107 DAP. N&o foi verificada

diferenga significativa pelo teste t para a medias avaliadas de incidéncia entre 79 e 86
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DAP (Figura 4B). O grupo B é caracterizado por uma inclina¢do da curva de progresso
de incidéncia e severidade intermediéria (Figura 3a, b) quando comparado ao grupo A e
C.

A inclinacdo da curva de progresso da doenca do grupo epidémico B ¢é
demonstrado nas equacdes y = 0,4886x — 12,118 e y = 0,1659x — 3,7985, com R?=0,63 e
R?=0,45 para incidéncia e severidade, respectivamente (Figura 3a, b).

O grupo B possui um valor maximo de incidéncia (Imax) de 0,45 ou 45% e um
valor nédo nulo de incidéncia minima (Imin) de 0,15 ou 15% de plantas doentes por parcela
(Figura 3d, c). Este grupo quando associado ao grupo C apresentou a menor severidade
ndo nula (Smin = 0,07 ou 7%) e valor médio de Smax de 0,13 ou 13% de planta doente
por parcela (Figura 3f, e).

O agrupamento C foi gerado pela analise de cluster com o menor numero de
epidemias (composto por quatro epidemias). Neste grupo foi observado os maiores
valores de inclinacdo da curva do progresso da doenca e indicou 0 grupo com a maior
velocidade de desenvolvimento da doenca, seguido pelo grupo B (com velocidade de
desenvolvimento moderado) e o grupo A (com velocidade de desenvolvimento baixa)
(Figura 3a, b).

A incidéncia final no grupo C € a mais alta entre todos 0s grupos, com epidemias
atingindo até 87% das plantas infectadas. A analise da fun¢do discriminante revelou que
ainclinacdo da curva de progresso de incidéncia (Islope) foi o parametro mais importante
para categorizar os grupos epidémicos, que possui valor 0,85 na funcdo discriminante 1
(F1) (Figura 5) (Tabela 2). Este grupo apresentou os maiores valores de incidéncia
minima ndo nula e incidéncia maxima (Imin = 0,28 ou 28% e Imax = 0,78 ou 78%)
guando comparado aos grupos A e B (Figura 3c, d).

Ao considerar a area abaixo da curva de progresso da doenca, o grupo A foi o que
obteve a menor valor (169,76); seguido dos valores 1156,94 e 2303,24 para 0s grupos B
e C, respectivamente.

Anélise discriminante

Ao considerar a classificacdo Jackknifed das trés variaveis utilizadas na analise
discriminante: Infecgdo secundéria (contato planta-planta), incidéncia minima (Imin) e
Inclinacdo da curva de progresso de incidéncia (Islope) foi caracterizado o percentual

correto em que cada epidemia foi alocada na andlise de cluster das epidemias em cada
grupo.
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No grupo A (de 28 epidemias agrupadas) a analise discriminante determinou que
27 epidemias foram alocadas corretamente (96% correto), no grupo B (de 18 epidemias
agrupadas) a andlise discriminante determinou que 6 epidemias foram alocadas
corretamente (0 modelo esté correto em 55% neste grupo) e no grupo C de 4 epidemias
alocadas pelo Cluster, 3 epidemias foram alocadas no grupo certo, mostrando que o
modelo esta correto em 75% (Figura 5) (Tabela 2). As epidemias com dados faltantes
(por perda de parcela ou informacédo) foram desconsideradas pelo software para maior
confiabilidade da analise discriminante, por isso o resultado da analise mostra 28, 11 e 4
epidemias para os grupos A, B e C, respectivamente e ndo foi demonstrado de acordo
com as epidemias total da anélise de cluster, sendo 30, 18 e 4 epidemias, para 0S grupos
A, BeC.

4 _
Yo _
x
O
|_
@)
< 0 —
LL
Grupos
2+ — o A
X B
4 | | | | C
-4 -2 0 2 4 6

FACTOR(1)

Fz= 0,85Islope+ 0,844Imin + 0,086Infec

Fx = 0,097Islope—1,047lmin + 1,207Infec
Figura 5. Analise discriminante das variaveis experimentais em funcdo de grupos
gerados a partir da analise de agrupamento hierarquico de 52 epidemias de mofo-branco.
As funcbes discriminantes foram determinadas em funcdo da Infeccdo secundaria,
Incidéncia minima (Imin) e inclinacdo da curva de incidéncia (Islope).

A estatistica Lambda de Wilk foi usada para o teste multivariado de dispersao
entre todos os grupos em todas as variaveis. Lambda varia de 0 a 1, com 0 significando
gue as médias do grupo diferem, e 1 significando que todas as médias do grupo sdo iguais.
Um valor Lambda de 0,165 foi encontrado, indicando que as médias dos grupos se

diferem (P < 0,01) na fungéo discriminante (Figura 5).
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Tabela 1. Funcdes discriminantes canbnicas padronizadas por variagdes internas.
Usando Infecgdo secundéria (Infec), Incidéncia minima (Imin) e Inclinacdo da curva de

incidéncia (Islope).

Funcéo discriminante

Fatores
F1 F2
Infec 0,086 1,207
Imin 0,844 -1,047
Islope 0,85 0,097

Tabela 2. Matriz de classificacdo Jackknifed de analise discriminante realizada com 52
epidemias de mofo branco de soja usando as seguintes variaveis experimentais: Infeccéo
secundéria (Infec), Incidéncia minima (Imin) e Inclinacdo da curva de incidéncia (Islope).

Grupo A Grupo B Grupo C % correto
Grupo A 27 1 0 96
Grupo B 3 6 2 55
Grupo C 0 1 3 75
Total 30 8 5 84

*Qs grupos A, B e C indicam grupos de epidemia de baixa, moderada e alta intensidade, respectivamente

Conclusodes

Os propagulos do patégeno e as caracteristicas de desenvolvimento da epidemia
influenciam no manejo da doenca. Assim, caracteristicas no desenvolvimento, como
velocidade de ocorréncia aumenta ou reduz a taxa de incidéncia e severidade.

Neste trabalho foram de epidemia (grupo A, B e C). O grupo em que as epidemias
possuem a menor velocidade de desenvolvimento foi grupo A, e neste foram agrupadas
30 epidemias. No grupo C foram agrupadas epidemias de desenvolvimento rapido,
composto por 18 epidemias. O modelo se ajustou em 96% corretamente para epidemias
alocadas no grupo A, 55% para epidemias acopladas no grupo B e 75% para epidemias

acopladas no grupo C.
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CAPITULO 2

Resumo
SOUZA, EIDE P. Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus
Rio Verde, outubro de 2020. Otimizacdo de métodos de extracdo de DNA de ascOsporos
de Sclerotinia sclerotiorum em soja para deteccdo via gPCR. Orientador: Dr. Alaerson
Maia Geraldine, Coorientador: Dr. Leonardo de Castro Santos, Coorientador: Dr.
Eugenio Miranda Sperandio

O mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) encontra-se presente na maioria das regioes
produtoras de soja do Brasil e a principal via de infec¢do sdo pelos ascosporos do nos
tecidos florais. Considerando a importancia da detecgdo rapida e eficiente de ascosporos
de S. sclerotiorum no campo, este estudo avaliou trés métodos de extracdo de DNA de
ascosporos de S. sclerotiorum para otimizacao da deteccdo via PCR (Polymerase Chain
Reaction) guantitativa (QPCR). Os ascdsporos foram obtidos com auxilio de coletor de
esporos automatico (Burkard) na safra 2016/17 em lavoura comercial de soja infestada
com esclerddios de S. sclerotiorum. Para a escolha e otimizacdo da metodologia, 0 DNA
de cada amostra foi extraido e aferida a sua quantidade via gPCR. A curva padrédo foi
determinada a partir de amostras de ascosporos coletadas no laboratorio. O método de
extracdo de Kurtgma & Fell (1998) e Reader & Broda(1985) foi o mais eficiente na
extracdo de DNA de Sclerotinia sclerotiorum a partir de ascosporos. A otimizacdo da
detecc¢do e quantificacdo de ascosporos por meio da qPCR sdo praticas Uteis para orientar
medidas preventivas e no manejo do mofo branco da soja, além de auxiliar no
desenvolvimento modelos de previséo de doenca.

Palavras-chave: Mofo branco, Glycine max, bioaerossol, indculo, deteccdo molecular,
gPCR.
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Abstract
SOUZA, EIDE P. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus
Rio Verde, October, 2020. Optimization of real-time PCR ascospore detection method.
Advisor: Alaerson Maia Geraldine, Advisor: Leonardo de Castro Santos, Co-advisor:
Eugenio Miranda Sperandio

White mold (Sclerotinia sclerotiorum) is present in most of the soy producing regions of
Brazil and the main route of infection is through the ascospores of our floral tissues.
Considering the importance of rapid and efficient detection of S. sclerotiorum ascospores
in the field, this study evaluated four methods of extracting DNA from S. sclerotiorum
ascospores to optimize quantitative detection via PCR (Polymerase Chain Reaction)
(gPCR). The ascospores were obtained with the aid of an automatic spore collector
(Burkard) in the 2016/17 harvest in a commercial soybean crop infested with S.
sclerotiorum sclerotia. Four methods of DNA extraction were tested. For the choice and
optimization of the methodology, the DNA of each sample was extracted and its quantity
was measured via gPCR. The standard curve was determined from samples of ascospores
collected in the laboratory. The Kurtgma & Fell (1998) and Reader & Broda (1985)
extraction method was the most efficient in extracting DNA from Sclerotinia
sclerotiorum from ascospores. Optimizing the detection and quantification of ascospores
using gPCR are useful practices to guide preventive measures and the management of
soybean white mold, as well as assist in the development of disease prediction models.

Key words: white-mold, glycine max, bioaerosol, inoculum, molecular detection, gPCR.
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Introducéo

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é o agente causal da doenca
conhecida como mofo-branco, podriddo da esclerotinia ou murcha da esclerotinia. Na
cultura da soja (Glycine max), o patégeno pode reduzir drasticamente o rendimento de
grdos quando encontra condi¢bes ambientais favoraveis. No Brasil o mofo branco €
considerado a segunda doenca fungica mais importante da cultura da soja (WRATHER
et al., 2001; WRATHER & KOONING 2006), com estimativas de perdas anuais de até
US$ 1,47 bilhdo (LEHNER et al., 2016). Na safra 2018/2019, a area cultivada de soja
brasileira infestada com S. sclerotiorum foi estimada em 28% ou mais de 10 milhdes de
hectares (MEYER et al., 2019).

O patdgeno produz esclerddios, estruturas de resisténcia que podem se manter
vidveis no solo por muitos anos e, ao encontrarem condi¢des favoraveis de umidade e
temperatura, germinam carpogenicamente produzindo os apotécios (BOLTON et al.,
2006). Cada esclerddio pode produzir mais de um apotécio, que por sua vez ddo origem
a cerca de dois milhdes ascosporos, que sdo ejetados e se dispersam pelo vento
(SCHWARTZ & STEADMAN 1978; STEADMAN 1983; CLARKSON et al. 2003).

O estagio mais vulneravel da soja a infeccdo por S. sclerotiorum acontece da
floracdo plena (R2) ao inicio da formacdo dos grdos (R5) (DANIELSON et al., 2004).
Neste periodo, os ascosporos ao serem lancados e disseminados pelo vento, encontram
pétalas de soja, se aderem, germinam e penetram no tecido da pétala, iniciando a infec¢éo.
Apbs instalada no campo a doenca é espalhada por meio da senescéncia e queda destas
flores infectadas em folhas, caules e vagens de soja (PURDY 1979; JAMAUX et al. 1995;
CLARKSON et al. 2003).

Como estratégias de manejo integrado do mofo branco em soja tém se
recomendado a integracdo da rotacdo com plantas ndo hospedeiras, fungicidas quimicos
e bioldgicos e outras praticas culturais (KURLE et al. 2001; GORGEN et al. 2009;
PELTIER et al. 2012; GERALDINE et al. 2013). Para um controle quimico eficiente, a
aplicacdo deve ser preventiva e capaz de atingir as flores durante o periodo de
florescimento da cultura da soja, coincidindo com a liberagdo de ascosporos pelo
patdgeno. Por esse motivo, a deteccdo precoce da presenca de ascOsporos na area € de
extrema importancia na tomada de decisdo preventiva para o controle da doenca, haja
vista que a erradicagdo do fungo é muito dificil uma vez estabelecida a infecgdo e

posterior producéo de esclerddios.
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A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa, conhecida como
gPCR, é amplamente utilizada na detecgdo e quantificacdo de fitopatdgenos (ROGERS
et al. 2009; JONES et al., 2015). Com a vantagem de ser um método especifico e de
grande repetibilidade, a qPCR detecta rapidamente ascosporos de S. sclerotiorum do
bioaerosol, reduzindo o tempo para confirmacéo da presenca de indculo (PARKER et al.,
2012). A técnica de PCR quantitativa é mais sensivel em relacdo ao PCR convencional,
além de ter a vantagem de fornecer dados sobre presenca e quantidade do DNA nas
amostras (ZIESMAN et al., 2015). Neste contexto, detectar a presenca de ascOsporos,
antes ou durante o florescimento da soja, de uma forma rapida, pode ser uma ferramenta
eficaz para 0 monitoramento e direcionamento das aplica¢des dos agroquimicos visando
0 manejo de S. sclerotiorum. Visando a utilizacdo da técnica de qPCR para detec¢édo de
ascosporos de S. sclerotiorum do bioaerosol nas condi¢des do Centro-Sul brasileiro.
Obijetivou-se neste estudo comparar trés métodos de extracdo de DNA de ascosporos de
S. sclerotiorum do bioaerossol de lavouras de soja para otimizacdo da detec¢do do fungo
via gPCR.

Material e Métodos

Area experimental

As coletas das amostras de ascosporos para extracdo do DNA foram realizadas
em area comercial de soja naturalmente infestada por esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum, localizada no municipio de Montividiu, Goias, Brasil (17°28'52.8"S,
51°15'16.0"W). A area possui histérico de sucessdo soja/milho. A infestacdo inicial
da area foi determinada pela metodologia descrita por Jaccoud-Filho et al. (2010)

(descrito no capitulo 1) com uma média de 55.5 esclerddios.m.

Coletas de amostras de ascosporos em lavoura de soja

As coletas das amostras de ascosporos foram realizadas no ano safra 2016/2017, com o
auxilio de um coletor de esporos automatico Multi-Vial Cyclone Sampler (Burkard
Manufacturing Co. Ltd., Rickmansworth, United Kingdom) (disponibilizado pelo
professor Dr. Cafe Filho, A.C da Universidade Federal de Brasilia). O coletor de esporos
foi instalado em area comercial de producdo de soja no periodo que coincidiu com o
periodo reprodutivo (inicio do florescimento R1/R2). O coletor Burkard € um amostrador

volumétrico de ar continuo com orientacdo do vento usando um Unico ciclone em
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miniatura de fluxo reverso. Neste dispositivo 0 bioaerosol é coletado diretamente em
microtubo de Eppendorf 1.5 ml. A alimentacdo do sistema é realizada por um painel solar
acoplado ao coletor e ao painel de controle. Foram realizadas coletadas semanais, sendo
ao final de trés semanas um total de 45 amostras (tubos) coletados. Os tubos coletados
foram logo em seguida armazenados em freezer a -20°C, até 0 momento da extracdo do
DNA. Este método foi utilizado para testar os reagentes de extracdo e de Qpcr, utilizando
material biol6gico (micélio de apotécio de S. sclerotiorum) produzidos no laboratério.

Método Dellaport, 1993 (modificado)

Este método foi utilizado para testar os reagentes de extracao e de Qpcr, utilizando
material bioldgico (esclerddio e apotécio de S. sclerotiorum) produzidos no laboratério.

Este método foi utilizado devido a sua facilidade para extracdo de DNA de
diversos fungos. Assim, os apotécios e esclerddios de S. sclerotiorum foram macerados
em cadinho com auxilio de pistilo e uso de nitrogénio liquido. Os materiais foram
transferidos para diferentes microtubos de 2 ml. Foi adicionado 500 pl do tampéo de
extracdo Dellaport (Tris-HCI 100 mM, EDTA 50mM, NaCl 500mM com pH ajustado
para 8). Os microtubos foram agitados em vértex por 2 min, e adicionou se 30 pl de
CTAB 20%, agitando novamente por 2 min em vértex. Os microtubos foram incubados
a 65°C por 30 min em banho maria, agitando-os a cada 10 min. As amostras foram
retiradas do banho-maria e secos em temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se
150 pl de acetato de potéssio (5M) e agitou-se em vortex por 2 min. Foram centrifugadas
a 14000 rpm, a 25°C, por 10 min. O sobrenadante foi retirado (~400 pl) e transferido para
um novo microtubo. Foi entdo adicionado 300 ul de isopropanol e os microtubos
invertidos suavemente 50 vezes para homogeneizar. As amostras foram levadas para
centrifuga a 14000 rpm a 25°C por 10 min. O sobrenadante foi descartado. Ao pellet foi
adicionado 500 pl de etanol 70% e os microtubos centrifugados por 30 s entre as lavagens.
Esse procedimento foi realizado por duas vezes. Apéds, adicionou se 250 pl de alcool
absoluto e centrifugado por 5 min a 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado e os
microtubos foram secos a temperatura ambiente. As amostras foram ressuspendidas em
50 pl de agua ultra pura e armazenada em freezer -20 °C.

O DNA das amostras utilizadas para testar os protocolos foram extraidos
diretamente dos microtubos retirados do coletor de esporos. Foram testados trés métodos

de extracdo de DNA dos ascosporos. O método que apresentasse melhor qualidade e
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quantidade de DNA extraido, se tornaria o protocolo padrdo a ser utilizado na extragdo
de todas as amostras. A pureza do DNA extraido foi analisada em um NanoDrop
Espectrofotdmetro (Thermo Scientific) ajustando os valores de rendimento em ng.uL? e
razdo de absorbancia A260/A280. A integridade foi determinada com base na
visualizacdo através de gel de agarose a 1,2% eletroforese em tampao TBE, em que foram
aplicados 5 uL de RNA (acima de 10 ng.uL-1) em agua Milli-Q.

Métodos de Extracdo do DNA
Para verificar qual método seria aplicado para extracdo de DNA total das amostras

de ascosporos, trés métodos foram inicialmente testados. Os métodos testados foram:

Método 1 - PowerSoil DNA Isolation Kit

Este kit é destinado a extracdo de amostras de solo. E foi utilizado pois as
amostras coletadas em campo continham alta quantidade de solo aderidos a amostra de
ascosporos.

Inicialmente adicionou-se 60ul da solu¢do C1, misturado com auxilio de vortex
em velocidade méxima por 10 min. As amostras foram centrifugadas a 10.000g por 30s.
O DNA retido no sobrenadante foi transferido cuidadosamente para microtubos de 2mL
onde adicionou-se 250 pl da solucdo C2 e agitou-se por 5s em vortex. Em seguida as
amostras foram incubadas a 4°C por 5 min, seguido de centrifugacdo por 1 min a 10.000g.
Evitando-se o pellet, 600 pul do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de 2
mL. Apo6s a adigdo de 200 pl da solucdo C3, as amostras foram ligeiramente misturadas
com auxilio do vortex e incubadas a 4°C por 5 minutos em geladeira e posteriormente
centrifugadas a 10.000g por 1 min. Apds, transferiu-se 750 pl do sobrenadante em um
microtubo de 2 mL para agitacdo e posteriormente adicionado 1200 pl da solugéo C4 ao
sobrenadante, seguido por agitacdo no vortex por 5 seg. Aproximadamente 650 pl foi
adicionado ao filtro de rotacdo (Spin Filter) e centrifugado por 1 min a 10.000 g. O fluxo
foi descartado e o restante do sobrenadante foi adicionado no Spin filter e centrifugado
novamente por 1 min a 10.000g. Esta etapa foi repetida por trés vezes. Foi adicionado
500 pul da solucéo C5 e foi centrifugado por 30 seg a 10.000 g. Apos descartado o fluxo,
foi centrifugado novamente por 1 min. Cuidadosamente o Spin Filter foi colocado em um
novo tubo, evitando derramar a solugdo C5 no filtro. Adicionou-se 100 pl da solugéo C6

no centro da membrana do filtro branco, e entdo foi centrifugado por 30 seg a 10.000 g.
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O Spin filter foi descartado e 0 DNA extraido armazenado em freezer (-20° a -80°C) até

utilizacéo.

Método 2 - Extracdo de DNA de Leveduras (Kurtgma& Fell, 1998; Reader & Broda,
1985)

Adicionou se aos microtubos retirados do coletor 200 pl de tampdo de extracdo
(2% CTAB, Tris-HCL 100 mM (pH 8), NaCl 1.4 mM e 20 mM EDTA) e agitado em
vortex. Em seguida adicionou-se aproximadamente 5mg de beads de vidro e
homogeneizado em alta velocidade no vortex. Os microtubos foram incubados em banho-
maria para incubar a 65°C por 30 minutos, onde a cada 10 minutos as amostras eram
homogeneizadas em vortex. Foi adicionado 400 pl de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1) e agitado no vortex até homogeneizar. Em seguida os microtubos foram
centrifugados a 1300rpm durante 15 min. O sobrenadante foi retirado tombando
levemente os microtubos em novos microtubos autoclavados. Foi acrescentado 400 pl de
isopraponol, e com auxilio do vortex, homogeneizado em baixa velocidade, levando-os
ao freezer por 1 h. Apds este periodo as amostras foram centrifugadas a 1300 rpm por 7
min. O isopropanol foi descartado inclinando os microtubos levemente preservando o
pellet, posteriormente deixando-os abertos para secar por aproximadamente 10 min.
Adicionou-se em seguida 400 ul de etanol 70% e centrifugou-se por 7 min a 13000 rpm.
O etanol foi descartado, deixando novamente apenas o pellet, e foi pipetado 30 pl de agua
ultra pura autoclavada. O DNA extraido foi armazenado em freezer -20°C até o0 momento

de sua utilizag&o.

Método 3 - Adaptado de Reader & Broda, 1985

Foi adicionado 150 ul de tampéo de extracdo (TE) aos microtubos contendo as
amostras de ascosporos e em seguida homogeneizada. Adicionou-se 350 ul de fenol,
sendo levemente homogeneizado. Foi acrescentado 150 pl de cloroférmio
homogeneizando a solucdo levemente a solugéo até apresentar aspecto turvo. As amostras
foram centrifugadas a 11800 rpm a 4°C por 30 minutos. O sobrenadante (até 750 pl) foi
transferido para outro tubo de 1,5mL, incubou se 37°C por 15 minutos. Foi adicionado
10 unidades de cloroférmio e homogeneizado completamente. Foi centrifugado a 1300
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e transferido para outro tubo de 1,5mL.
O DNA foi precipitado com 54 ul do volume do isopropanol e homogeneizado. Por 2

minutos foi homogeneizado em velocidade total na centrifuga. Colocou se 200 ul de
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etanol 70% gelado e centrifugou se novamente. O etanol foi descartado, deixou se apenas
0 pellet de DNA; este passo foi realizado novamente. Secou-se totalmente o pellet a
temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido em 50 pl de dgua e armazenado em
freezer -20°C.
Preparo de reagentes para gPCR

A gPCR foi realizada utilizando o Kit Platinum® SYBR® Green gPCR
SuperMix-UDG (InvitrogenTM). Inicialmente foram preparados dois mix de reagéo: 1°
Mix - foi adicionado em um tubo de 1.5mL.: 5,2 pl de corante fluorescente SYBR green,
0,2 ul de primer foward, 0.2 pl de primer reverse; 2° Mix — Em um microtubo de 1.5mL
foi pipetado adicionado 3.4 pl de 4gua ultra pura autoclavada e 1 pul do DNA extraido. Os
primers utilizados na gPCR foram Mit(i)_Ss-F (5-
CGAAAGGCTATACGTGGCTGAAGT-3") e Mit(i)_Ss-R (5°-
TCCGCGATAATCCATTTCTCTTTC-3") (Parker, 2012). Com uma pipeta multicanal
foi adicionado 5,6 ul do 1° Mix e 4,4 ul do 2° mix em cada poco da placa (96 pocos) de
gPCR. Como controle foi adicionado 4,4 pl de agua ultra pura em trés pocos (sem DNA).
O volume final de cada poco foi de 10 pl. Ao final da pipetagem, a placa de 96 pocos
MicroAmp® (Applied Biosystems) foi vedada com o adesivo transparente e fixado com
auxilio de uma espatula. Foi utilizado o termociclador (7500 Fast, Applied Biosystems)
para as reacoes de amplificacdo. As condi¢cdes de amplificacdo e quantificacdo foram:
desnaturacdo inicial a 95°C durante 2 min, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 1 s e
anelamento por 30 s a 60°C. Os resultados da amplificacdo, quantidade de DNA e de
ascosporos foram obtidos a partir do software Step one. A partir da curva padrédo, obtida
através de uma amostra de DNA com concentracdo conhecida, foi possivel a
guantificacdo absoluta de DNA das amostras.
Suspensdo de ascosporos e curva padrao de gPCR

Foram realizadas duas extracGes de DNA a partir de ascdsporos de S. sclerotiorum
na concentracdo de 5.10% Esses ascosporos foram coletados a partir de apotécios
produzidos em laboratorio sob condi¢bes controladas (fotoperiodo de 12 horas,
temperatura de 25°C e umidade a capacidade de campo 60%). Apos a extracdo, foi
realizada a diluicdo seriada dos ascosporos com fator de diluicdo 1:10, em quatro
diluicbes (10 a 10#). A coleta foi realizada com auxilio de uma bomba e um funil
adaptado a uma bomba a vacuo, onde o ar, juntamente com 0s ascosporos que foram
liberados a partir dos apotécios, foram coletados. A primeira extracdo foi realizada usando

o Kit Mobio e a segunda extragéo foi realizada com o Protocolo de Extracdo de DNA de
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Leveduras (Kurtzman & Fell, 1998; Reader & Broda, 1985). Para cada uma das
concentragdes, inclusive o tubo sem diluigdo (10%), foram pipetados trés pogos na placa
de reacéo.

A diluicdo da curva padrdo, foi estimado que: DNA sem dilui¢do (10%) possui
50.000 ascosporos, a primeira dilui¢do (10°1) possui 5.000 ascosporos, a segunda diluicio
(1072) possui 500 ascdsporos, a terceira diluicdo (107%) possui 50 ascosporos, e a quarta
diluicéo (10™*) possui 5 ascosporos de S. sclerotiorum. Com a quantidade determinada de
ascosporo da curva padrao foi possivel se ter um valor conhecido do DNA e da quantidade

de ascosporos das amostras de campo coletadas com coletor.

Resultados

Dos trés métodos testados, aquele que apresentou os melhores resultados foi
escolhido para teste em outras 15 amostras de ascosporos coletados do bioaerossol de soja

A concentracdo da suspensdo de ascosporos produzidos em laboratério para a
realizacdo das extracOes do DNA, foi ajustada para 5 x 10* ascosporos. mL™. Em relagéo
a quantificacdo do DNA realizada no equipamento NanoDrop, 0 mesmo apresentou
baixas quantidades de DNA (como 2,4 ng/ pl de DNA) (Tabela 1), o que indicava que
provavelmente o método de extracdo do DNA ndo era um protocolo adequado para
extracdo de DNA de ascdsporos de S. sclerotiorum, devido a baixa quantidade de DNA

extraido por estes protocolos e a contaminagdo no que foi extraido.

Tabela 1. Quantificacdo de DNA (ng/ul) pelo espectrofotémetro NanoDrop.

Métodos ng/ul  A260/A280  A260/A230

1 0,3 0,29 5,68
2 0,2 1,03 -0,11
3 2,6 1,04 0,37
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Na primeira extracdo (com uso do Kit Mobio), a amostra A e B estavam na
concentragdo 5x10% e amostra C 6x10°. E as mesmas obtiveram 5 ng/ul de DNA. A
segunda foi realizada com o Protocolo de Extracdo de DNA de Leveduras (Kurtgma &
Fell, 1998; Reader & Broda, 1985) amostra D, a quantidade de DNA apresentada por este
método de extracdo foi maior do que a do Kit Mobio, (8ng/ ul de DNA). O que levou a
utilizacdo do DNA extraido pelo Protocolo Extracdo de DNA de Leveduras (Kurtgma &
Fell, 1998; Reader & Broda, 1985) para a obtencdo da curva de calibracéo.

Durante a amplificacdo, o software construiu em tempo real um gréfico
relacionando os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida
durante a amplificacdo do DNA nas amostras, ciclo a ciclo. A partir deste gréafico foi
tracado uma linha paralela ao eixo referente ao numero de ciclos, na altura em que foi
iniciada a fase exponencial da amplificacdo (inicio da elevacdo exponencial na emisséo
da fluorescéncia). Este parametro representou o0 nuimero minimo de ciclos para
amplificacdo, denominado “threshold” pelo software utilizado. O ponto em que o
“threshold” cruzou com a linha de amplificacdo da amostra, permitiu determinar o
namero de ciclos necessarios para o inicio da amplificacdo da sequéncia génica-alvo
presente no DNA de cada amostra. Este valor € denominado Ct (Cycle Threshold) e
permitiu a quantificagéo relativa do DNA de cada uma das amostras (Figura 1). Devido
a comparacdo com os valores de DNA conhecidos da curva, foi obtido o coeficiente de
determinacdo, R?=0.94 como mostra na Figura 2, onde esse valor foi proveniente da
amplificacdo das reacdes correspondentes a curva padrdo com o0s cinco pontos de

diluicéo.
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Figura 1. Relagéo entre Cycle Threshold (Ct) e a quantificacéo relativa do DNA de cada uma das
amostras da Curva Padrao.
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Figura 2. Relagdo entre Cycle Threshold (Ct) e a quantificagdo do DNA de cada uma das

amostras coletadas de Sclerotinia sclerotiorum com R?= 0,94
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A quantidade de DNA apresentada inicialmente pelo equipamento nanodrop pelo

protocolo de extracdo escolhido foi 8 ng/ul de DNA, e a partir deste e da quantidade de

DNA na amplificagdo foi calculado a quantidade de ascdsporos das amostras (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativa de ascésporos em relacdo a quantidade de DNA amplificado.

Amostra  Concentracdo de DNA  Quantidade de Ascosporos
(ng/ pl)
1 0,000445166 2,8
2 0,000663851 4,1
3 0,002818624 17,6
4 0,000540135 3,3
5 0,000425195 2,6
6 0,00049773 31
7 0,000420788 2,6
8 0,000427454 2,7
9 0,000579045 3,6
10 0,000282919 1,8
11 0,000204036 1,3
12 0,000368248 2,3
13 0,000554342 35

Discussao

Este estudo avaliou trés métodos de extragdo de DNA de ascosporos de S.

Sclerotiorum do bioaerosol de lavouras de soja para otimizacéo da detec¢éo do fungo via
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PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa (QPCR). O ensaio mostrou que 0
protocolo para a extracdo de outros microrganismos pode ser utilizado com eficiéncia
para extracdo de DNA de S. sclerotiorum.

Parker (2012) mostrou que foi possivel a deteccdo de ascosporos de S.
sclerotiorum especificamente de amostras coletadas do ar e analisadas por gPCR. Assim,
com a determinacgdo da quantificacdo dos ascosporos de S. sclerotiorum sera possivel a
deteccdo da presenca do fungo antes da instalacdo da doenca nas plantas em campo,
evitando gastos com fungicidas e reduzindo perdas de produtividade. Levando em
consideracdo que € um patogeno de dificil controle, medidas preventivas de manejo e
controle da doenca podem ser eficientes para evitar reducdo na produtividade da cultura.

Foi possivel nesse estudo, desenvolver anélises de gPCR para identificacdo rapida
e especifica dos ascosporos de S. sclerotiorum. J& que o método atual de deteccdo de
ascosporos do modelo de previsdo de S. sclerotiorum baseia-se no teste de placa azul
(utilizando um meio de cultura Neon, que altera sua cor na presenca de S. sclerotiorum),
que é eficaz, mas requer 3 dias para confirmar a presenca do patdgeno. O uso da qPCR e
de amostrador de coleta burkard, melhora ainda mais a eficacia do modelo de previséo de
S. sclerotiorum, ja que este tem se um resultado em aproximadamente 5 horas. Foi
possivel a deteccdo e quantificacdo de ascosporos por meio da gPCR, e juntamente com
outros dados, pode servir de ferramenta na orienta¢do de tomada de medidas preventivas
e desenvolver modelos de previsdo de doenca.

Qandah e Del Rio Mendoza (2012) detectaram um forte linear associacao entre as
concentragcOes de ascAsporos viaveis, aerotransportados, de S. sclerotiorum e incidéncia

de doencas em campos de canola.

Conclusodes

Neste estudo o método de extracdo de DNA de Leveduras foi eficiente na extracao
do DNA dos ascdsporos de S. sclerotiorum.

A concentragdo limite para deteccio de ascosporos de 5x10* do DNA obteve
quantidade suficiente de DNA para amplificagdo via qPCR em relagéo a outras diluices.
Assim, foi possivel a deteccdo e quantificacdo de ascdsporos por meio da qPCR, e
juntamente com outros dados, pode ser usado para orientar medidas preventivas e

desenvolver modelos de previséo de doenca.
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