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IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DE FUNGOS FITOPATOGENICOS E
DESENVOLVIMENTO DE PRIMER ESPECIFICO PARA IDENTIFICACAO
MOLECULAR DO FUNGO FITOPATOGENICO Bipolaris sorokinianal

Autora: Heloisa Giacomelli Ribeiro
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RESUMO

Bipolaris sorokiniana é um fungo fitopatogénico que ataca diversas gramineas
causando doencas principalmente na cultura de trigo. O diagnéstico das doencas
causadas por fungos fitopatogénicos geralmente envolve apenas a identificacdo
morfoldégica destes microrganismos o0 que requer tempo e mao de obra
especializada. Desta forma, a aplicacdo de ferramentas de biologia molecular que
viabilizem um rapido e preciso diagnéstico deste fungo € importante. Este trabalho
teve como objetivo buscar uma regido no cromossoma de Bipolaris sorokiniana para
utiliza-la como referéncia para o desenho de primers especificos. Para tanto foram
realizados ensaios de reacdes em cadeia da polimerase com dois primers universais
do genoma de arroz (URP- Universal Rice Primers), URP 6R e URP 38F, com o
objetivo de identificar fragmentos de DNA monomorficos para Bipolaris sorokiniana.
Com base nas sequéncias de um fragmento monomorfico gerado com o primer URP
6R e de um fragmento monomorfico gerado com o primer URP 38F foram
desenhados trés pares de primers. Um par foi considerado inespecifico para o fungo
Bipolaris sorokiniana enquanto dois pares foram considerados especificos para
isolados do género e espécie Bipolaris sorokiniana e tém potencial para serem
utilizados na identiicacdo e deteccao deste fungo.

!Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.
(86 p.) Marco, 2019.
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MORPHOLOGICAL IDENTIFICATION OF PHYTOPATHOGENIC FUNGUS AND
DEVELOPMENT OF SPECIFIC PRIMER FOR MOLECULAR IDENTIFICATION OF
PHYTOPATHOGENIC FUNGUS Bipolaris sorokinianal

Author: Heloisa Giacomelli Ribeiro
Advisor: Prof. Dr. Sueli Teresinha Van der Sand

ABSTRACT

Bipolaris sorokiniana is a phytopathogenic fungus that attacks several grasses
causing diseases mostly in wheat crop. Diagnosis for diseases caused by
phytopathogenic fungi generally involves the morphological identification only of
these microorganisms, which requires time and specialized manpower. Thus, the
application of molecular biology tools that allow a quick and accurate diagnosis of this
fungus is important. The objective of this work was to search for a region in Bipolaris
sorokiniana chromosome that could be used to design specific primers. Therefore,
polymerase chain reaction assays were performed with two Universal Rice Primers,
URP 6R and URP 38F, with the objective of identify Bipolaris sorokiniana
monomorphic DNA fragments. Based on the sequences of the monomorphic
fragments three pairs of primers were designed. One pair was considered non-
specific for Bipolaris sorokiniana while two pairs were considered specific for the
genus and Bipolaris sorokiniana species and have the potential to be used in the
identification and detection of this fungus.

'Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil. (pp.86) march, 2019.
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1. INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma das primeiras espécies de gramineas
domesticadas pelo homem. Este cereal é fundamental para a base alimentar da
humanidade sendo o segundo alimento mais consumido no mundo e o seu plantio
em sistemas de rotacdo de culturas é essencial para a sustentabilidade da economia
brasileira (MANAMGODA et al., 2014; PIRES, 2017; RESENDE; VEKIC, 2018).

Em 2016 a cadeia produtiva do trigo gerou um volume de renda de R$
25,3 bilhdes para o Brasil e a producao deste cereal para a safra de 2018/2019 esta
estimada em 5.239 mil toneladas, 22,9% maior que a safra 2017/2018. Embora o
Brasil seja um importante produtor de trigo, a metade deste cereal que € utilizado na
industria é oriundo de importacdo, principalmente da Argentina. Entretanto, nas
previsbes das safras de 2018/2019 a Rdussia consolida-se como o principal
fornecedor mundial, exportando para o Brasil um total de 26,22 mil toneladas
(ABITRIGO, 2018a, 2018b).

Assim como o clima umido da regido sul do Brasil permite a plantagéo do
trigo durante o ano inteiro ele propicia o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos
(FERNANDES; PICININI, 1999; PIRES, 2017). A contaminacéo do trigo por fungos
pode resultar na reducédo da produtividade nas lavouras, a doengas em humanos e
animais e a rejeicdo do produto, tanto no mercado interno quanto no mercado
externo (BERNARDI et al., 2018).

Bipolaris sorokiniana € uma espécie de fungo fitopatogénico que pode
estar relacionado a doencas comumente detectadas em plantacBes, tais como
manchas foliares, podridao das raizes e podridao do pé (BACALTCHUK et al., 2006;
MANAMGODA et al., 2014). Este fungo pode infectar todos os orgaos do trigo e
guando acomete as sementes causa a doenca denominada mancha marrom ou
helmintosporiose, que pode causar perdas de até 80% (KIMATI et al., 1997).

O ano de 2020 foi declarado pela Organizacédo das Nac¢des Unidas (ONU)
como Ano Internacional da Defesa Fitossanitaria. A disseminacdo dos patdégenos ao
redor do mundo é um fator preocupante e uma correta identificacdo é necessaria
para o tratamento adequado das doencgas (BENEVIDES; MARINHO, 2015; FAO;
IPPC, 2018; RESENDE; VEKIC, 2018). Por muitos anos o diagndéstico para doencas

causadas por fungos fitopatogénicos envolveu apenas a identificacdo morfolégica



destes microrganismos, utilizando métodos convencionais demorados e que
requerem uma pessoa qualificada e especializada para realiza-los. O uso de
técnicas moleculares para diagnosticar doencas em plantas pode resultar em uma
analise mais rapida, sensivel e precisa, pois enquanto o diagnostico por morfologia
baseia-se em caracteres fenotipicos o diagndstico molecular é baseado em
caracteres genotipicos (AGGARWAL et al., 2011; ASLAM et al., 2017; CAIRNS et
al., 2016).

Entre as técnicas moleculares utilizadas no estudo da diversidade
genética de fungos fitopatogénicos pode-se citar a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com primers universais do arroz (Universal Rice Primers; URP-PCR)
(AGGARWAL et al.,, 2011; MANN, 2010, 2014; MANN et al., 2014). Através de
amplificacbes com  primers URP ¢é possivel produzir fragmentos que sao
caracteristicos de espécies ou de linhagens e que podem ser estudados para
desenvolver uma reacao de amplificacdo com primers especificos (AGGARWAL et
al., 2011; KANG et al., 2002).

Desta forma, este estudo tem como objetivo buscar, utilizando primers
URP, sequéncias comuns no cromossoma de isolados de Bipolaris sorokiniana e

utiliza-las para desenhar primers especificos para identificar esta espécie.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Buscar, utilizando primers URP, sequéncias comuns no cromossoma
de isolados de Bipolaris sorokiniana e utiliza-las para desenhar novos

primers especificos para identificar esta espécie.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Identificar os fungos fitopatogénicos utilizados neste estudo.

2.2.2 Avaliar a diversidade genética dos isolados de Bipolaris
sorokiniana e buscar uma sequéncia em seu cromossoma que
permita a diferenciacdo de outras espécies de fungos
fitopatogénicos.

2.2.3 Desenhar primers especificos para Bipolaris sorokiniana para
serem utilizados como marcador molecular.

2.2.4 Através da técnica de PCR avaliar a especificidade dos primers

com DNA de diferentes espécies de fungos fitopatogénicos



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 A cultura do trigo

A agricultura € considerada um grande salto evolutivo para o homem. O
cultivo de sementes alterou o comportamento essencialmente cacador — coletor de
Nnossos ancestrais o que levou ao desenvolvimento da sociedade como hoje
conhecemos. Nascida na Mesopotamia, no periodo Neolitico (8000 a 5000 a.c.), foi
difundida através da pratica de diversas técnicas que propiciavam o0
desenvolvimento de importantes culturas, como o trigo (FELDENS, 2018)

Desde e origem da agricultura, o trigo (Triticum aestivum) esta presente
na dieta dos homens e dos demais animais, pois possui papel relevante na producéo
de diversos alimentos e bebidas. A farinha de trigo € fonte de carboidratos,
proteinas, fibras, calcio, ferro e &cido folico, sendo esta utilizada como base na
producdo de paes, massas, biscoitos, racdo e diversos outros produtos, como
mostra a figura 1 (Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira, 2014; RESENDE;
VEKIC, 2018).

Oleos e gorduras FE Acucares e Doces
1 porgdao /4 &2 1 porgéo
Carne e Ovos

Leite, Queijo, logurte £S5 » 5—/: S 1 porgdo

3 porgoes

Feijoes e Oleaginosas

1 porcao

Legumes e Verduras =
3 porgées (511

Arroz, Pao, Massa,
Batata, Mandioca &
6 porgdes A T

b omos 4

Figura 1. A piramide alimentar do brasileiro, estabelecida através das indica¢des do
Guia Alimentar para a Populagao Brasileira (2014), distribui os alimentos de acordo
com suas fungbes e seus nutrientes. A farinha de trigo e seus derivados s&o
considerados alimentos energéticos, que devem ser consumidos em maior
guantidade, constituindo a base da piramide.

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e

Alimentacdo e com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica o trigo é o



segundo alimento mais consumido no mundo e esta entre os trés mais consumidos
pela populacao brasileira. O trigo foi trazido para o Brasil em 1534 e no ano de 1737
para o estado do Rio Grande do Sul e hoje seu plantio é considerado fundamental
para a sustentabilidade da economia brasileira. Quando cultivado em sistemas de
rotacdo de culturas contribui para a conservacdo do solo e também auxilia no
controle de doencas e pragas na lavoura (ABITRIGO, 2018a; MANN, 2010; PIRES,
2017; RESENDE; VEKIC, 2018).

No Brasil a producdo deste cereal para a safra de 2018/2019 esta
estimada em 5.239 mil toneladas, 22,9% maior que a safra 2017/2018. No pais o
trigo € cultivado principalmente nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste, onde, em
eixo regional, o Rio Grande do Sul ocupa o0 segundo lugar com estimativa de
produgéo de 1.411,1 mil toneladas em setembro de 2018 (SOUZA, 2018). Embora
as estimativas de producdo sejam promissoras o Brasil ainda importa metade do
trigo utilizado na industria (ABITRIGO, 2018a).

No ano de 2018 o Brasil importou 6.812.399,51 toneladas de trigo. A
importacdo de trigo é feita principalmente da Argentina, que forneceu 5.938.768,16
toneladas, seguida pelo Canada, China, Estados Unidos, Libano, Paraguai, Russia,
Uruguai e Franca, com valor médio de 220,35 US$/tonelada. JA& no ambito da
exportacdo o pais fechou o ano exportando 220.622,60 toneladas de trigo para
paises como a Tailandia, Vietnd, Filipinas, Ilhas Marshall e Paraguai. Com valor
médio de 181,50 US$/toneladas (ABITRIGO, 2018b).

O grao de trigo, tido como a parte mais valiosa da planta devido a todas
as suas aplicacbes, pode ser dividido em duas partes: pericarpo e semente
(EMBRAPA, 2006). As sementes sdo consideradas um importante veiculo de
disseminacéo de patdogenos. Um pequeno inoculo de bactérias, nematoides, virus ou
fungos podem ter uma grande significAncia epidemioldgica, ocasionando epidemias
nas plantas. Entre os principais patdégenos que podem ser encontrados nas
sementes, 0S maiores responsaveis por causar avarias sdo os fungos (PESKE;
ROSENTHAL; ROTA, 2003).

3.2 Fungos fitopatogénicos
Os fungos representam o0 segundo maior grupo de microrganismos
eucarioticos da terra, com uma estimativa que varia de 1,5 milhdes a 5,1 milhdes de

espécies (RAJA et al., 2017,p.756). Sdo microrganismos heterotréficos (saprofiticos



ou parasitarios), aerébios ou anaerobios facultativos, que se alimentam por meio da
absorcdo de nutrientes através da digestdo enzimatica externa de substancias
organicas, sendo caracterizados pela sua falta de pigmento fotossintético e parede
celular de quitina. Possuem importante papel na economia, podendo atuar na
biorremediacdo de compostos organicos, na producdo de antibiéticos, enzimas e
bebidas e também causando doencas em animais e plantas (BENEVIDES;
MARINHO, 2015; GONZALEZ-FERNANDEZ; PRATS; JORRIN-NOVO, 2010).

Estes microrganismos podem crescer na forma unicelular, como por
exemplo, a levedura Saccharomyces cerevisiae ou podem crescer na forma
multicelular, como o fungo filamentoso Bipolaris sorokiniana (teleomorfa
Cochliobolus sativus). Quando sao capazes de alternar entre o crescimento
unicelular e multicelular séo classificados como dimérficos, como por exemplo,
Candida albicans (ARKOWITZ; BASSILANA, 2015; KUES; KHONSUNTIA; SUBBA,
2018; MANAMGODA et al., 2014; RAJA et al., 2017).

Os fungos filamentosos s&o fungos multicelulares compostos por uma
cadeia de células interconectadas formando filamentos denominados de hifas. As
hifas podem ser septadas ou cenociticas e em teoria podem crescer
indeterminadamente, mas tipicamente se ramificam e se expandem de forma radial
para formar uma colénia micelial. As principais hifas periféricas crescem evitando-se
mutuamente, possivelmente pela liberagdo de compostos difusiveis que séo
inibidores de crescimento. Em contraste, os ramos laterais gerados posteriormente
crescem em dire¢cdo um ao outro e eventualmente podem formar uma rede micelial
organizada que permite o fluxo citoplasmatico, transporte de agua, nutrientes, sinais
autoregulatérios e dependendo da situacdo o transporte de organelas, como
nucleos. A reproducéo destes fungos, que é coordenada por sinais autoregulatérios
da coldnia em resposta a condi¢des ambientais, como 0s nutrientes que compdem o
substrato, produz estruturas distintas de desenvolvimento reprodutivo sexual e
assexual (KUES; KHONSUNTIA; SUBBA, 2018).

A reproducédo sexual, que ocorre por meiose, resulta na producdo de
esporos reprodutivos sexuais, enquanto que a reproducao assexual, que ocorre por
mitose produz esporos assexuais. Através da avaliagcdo por microscopia das
caracteristicas destes esporos, é realizada a identificagdo morfologica dos fungos.
Entretanto, em laboratorio, dificilmente os fungos sdo cultivados em sua forma

sexual (teleomorfa) (RAJA et al., 2017). Na figura 2 é possivel visualizar uma coldnia



€ 0S esporos assexuais, ou conidios, do fungo filamentoso Bipolaris sorokiniana.

Colbnia Conidio ou
micelial r Conidiésporo

‘ “\—— Conidicforo

A B
Figura 2. (A) Colbnia micelial do fungo filamentoso Bipolaris sorokiniana, cultivado
em agar batata dextrose, observado a olho nu. (B) Conidios, ou conidiésporos, e

conidiosforos, corados com azul de algoddo, observados por microscopia em um
aumento de 400X. Autor (2019).

Os fungos sao considerados os decompositores primarios e embora a
maioria das espécies sejam saprofiticas algumas delas sdo parasitas de animais e
plantas. Estima-se que 15.000 espécies causem doencas em plantas, sendo a
maioria delas pertencentes aos Ascomicetos e Basidiomicetos (GONZALEZ-
FERNANDEZ; PRATS; JORRIN-NOVO, 2010; RAJA et al., 2017). De acordo com o
tipo de parasitismo os fungos sao classificados como biotréficos (ex., Blumeria
graminis), necrotéfricos (ex., Botrytis cinera) ou hemibiotréficos (ex., Colletotrichum
destructivium). No primeiro caso o fungo parasita um hospedeiro vivo, no segundo o
fungo obtém nutrientes de células mortas e no terceiro o fungo realiza
sequencialmente um modo de nutricdo biotréfico e depois necrotréfico (GONZALEZ-
FERNANDEZ; PRATS; JORRIN-NOVO, 2010).

As condigbes climaticas do Brasil como os altos indices de chuvas e
temperaturas elevadas favorecem a proliferacdo de fungos fitopatogénicos nas
culturas de trigo. Estes fungos podem atacar as plantas levando ao desenvolvimento
de diversas doencas e consequentemente a importantes perdas econdmicas
(FERNANDES; PICININI, 1999; PIRES, 2017). Na agricultura as perdas econdmicas
anuais atribuidas as doencas flngicas pré e pés-colheita excedem os €$ 200 bilhdes
e apenas nos Estados Unidos sdo gastos mais de US$ 600 milhdes em fungicidas
anualmente (GONZALEZ-FERNANDEZ; PRATS; JORRIN-NOVO, 2010). Todavia as
perdas variam de acordo com as condi¢cbes climaticas de cada ano, sendo que a

perda de rendimento por manchas foliares no trigo pode variar de 3% a 80%



(AGGARWAL et al., 2011; FERNANDES; PICININI, 1999).

3.3 Doengas fangicas do trigo

Na agricultura existem alguns fatores que podem levar a danos ou
reducdo no rendimento da producédo sendo um dos mais importantes as doencas. Na
cultura do trigo existem diversas doencas que podem ser causadas por fungos
fitopatogénicos ocasionando perdas expressivas na produtividade (BERNARDI et al.,
2018; KIMATI et al., 1997). A tabela 1, adaptada de Cério da Luz (1987), reune
informacdes dos géneros predominantes, espécies mais comuns e tipos de
associacdo dos principais fungos fitopatogénicos das sementes de trigo. Muitos
destes fungos sdo responsaveis por causar grandes perdas, sendo um dos
relevantes o fungo Bipolaris sorokiniana (MANAMGODA et al., 2014).

Tabela 1. Principais fungos das sementes de trigo.

Fungos Espécie Teleomorfa Anamorfa Tipo de
comum associagao
Sclerotium Tode S. rolfssi Athelia Patogénica
Rhizoctonia DC. R. cerealis  Ceratobasidium Patogénica
sp.
R. solani Thanatephorus
sp.
Chaetomium C. globosum Botryotrichum  Saprofitica
Kunze Sp.
Pleospora P. herbarum Alternaria Saprofitica
Rabenh. Dendryphion
Phoma
Stemphilium
Sporobolomyces S. roseus Saprofitica
Kluy. e Niel
Rhodotorula R. rubra Rhodosporium Saprofitica
Harrison R. glutinis
Phoma Sacc. P. glomerata Leptosphaeria Algumas
P. herbarum Pleospora espécies
P. exigna Didymella patogénicas

Septoria tritici Mycospharella Patogénica



Rob.

Stagonospora
nodorum (Berk.)
Cast. e Germ.
Stagonospora
avenae (Frank)
Bisset f. sp.
triticea

Colletotrichum
graminicolla
(Ces.) Wilson
Fusarium
tricinctum
(Corda) Sacc
Fusarium
moliniforme
Sheldon

Fusarium
avenaceum (Fr.)
Sacc
Fusarium
acuminatum EII.
e Kellerm
Fusarium

equiseti (Corda.)

Sacc
Mucor Micheli M. hiemalis
M.
circinelloides
M.
racemosus
Rhizopus R. stolonifer

graminicola
(Fuckel)
Schroeter
Phaeosphaeria
nodorum
(Muller) Hedja.
Phaeosphaeria
Avenaria
(Weber) O.
Eriks f. sp.
triticea
Glomerella

tucumanensis

Gibberella
fujikuroi
(Sawada)
Wollenw
Gibberella
Avenacea
Cooke
Gibberella

acuminata Wr.

Gibberella
intricans

Wollenw

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Saprofitica

Patogénica

Saprofitica

Saprofitica

Saprofitica

Saprofitica



Ehrenb.
Aspergillus Link

Penicillium Link

Alternaria Nees

Epicoccum Link

Clodosporium
Link

Nigrospora
Zimm.
Curvularia
Boedijn
Drechslera
tritici-repentis
(Died.) Drech
Bipolaris
sorokiniana
(Sacc. In Sorok).

Shoem

R. orysae

A. flavus

A. niger
A. clavatus
A. fumigatus
P. notatum

P. expansum

A. alternata

E.
purpurascens
C. herbarum
C.

clodosporoide

N. sphaerica
N. orysae

C. lunata

Eurotium
Sartorya

Emericella

Eupenicillium
Talaromyces
Hamigera
Penicilliopsis
Trichocoma
Pleospora
Clathrospora

Mycosphaerella

Apiospora

Cochliobolus

Pyrenophora
tritici-repentis
(Died.) Drech
Cochliobolus
sativus (Ito e
Kurib) Drech.

Ex Dastur

Saprofitica

Saprofitica

Patogénica

Saprofitica

Saprofitica

Saprofitica

Saprofitica

Patogénica

Patogénica
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O género Bipolaris contém aproximadamente 45 espécies que estao

distribuidas mundialmente. A maioria delas é patogénica para plantas e estédo

comumente associados a doengas como manchas e ferrugem nas folhas, podridao e

putrefacdo das raizes e outros sintomas que acometem culturas de grande valor

econdmico como arroz (Bipolaris oryzae), milho (Bipolaris maydis), trigo e cevada

(Bipolaris sorokiniana), entre outras. Este género de fungo pertence ao filo

Ascomycota, classe Deuteromicetos, ordem Pleosporales e familia Pleosporaceae.
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Séo fungos filamentosos que contém hifas septadas e conidios que séo produzidos
em longas cadeias a partir do conidiéforo. A sua forma sexual, o género
Cochliobolus, é raramente encontrado na natureza, mas pode ser produzida em
condic¢des laboratoriais (MANAMGODA et al., 2014).

Bipolaris sorokiniana pode afetar diversas culturas como centeio, cevada,
trigo e triticale. No Brasil este patdgeno € de grande importancia encontrando-se
disseminado por todas as regifes triticolas (KIMATI et al., 1997). No ano de 1990,
durante a conferéncia “Trigo para as areas quentes e ndo tradicionais”, realizada no
Brasil, a espécie Bipolaris sorokiniana foi declarada o fungo fitopatogénico foliar mais
importante do ponto de vista econdmico para a cultura de trigo, ao redor de todo o
mundo (MANAMGODA et al., 2014).

Quando cultivado em agar batata dextrose (BDA) esta espécie apresenta
conidiéforos e conidios cor marrom escuro para dourado palido (Figura 3). Os
conidiéforos sdo septados e podem estar solitarios ou em grupos medindo de 100 —
400 pum x 6,8 um. Os conidios podem crescer curvados ou retos e podem apresentar
extremidades conicas, medindo de 40 — 72 um x 15 - 25 pm. As col6nias deste
fungo sdo aveludadas e acinzentadas, com bordas irregulares ou onduladas,
verificando-se esporulagdo abundante ap0s uma semana de crescimento
(MANAMGODA et al., 2014).

—p Conidio

—p Conidiéforo
septado

Figura 3. De (F) a (H) conidiéforos e conidios do fungo fitopatogénico Bipolaris
sorokiniana. Adaptado de Manamgoda et al. (2014).

Bipolaris sorokiniana é o principal fungo que causa a podriddo comum das
raizes, porém essa doenca também pode ser causada pelo fungo Fusarium
graminearum. O sintoma mais comum ¢é a descolorizacdo dos tecidos radiculares
que se tornam pardos (Figura 4). Esta descoloracdo segue até alcancar a coroa da

planta e quando atinge a base da planta mata precocemente as folhas basais. A
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principal fonte do inéculo é a semente infectada (KIMATI et al., 1997).

Figura 4. Nas duas raizes a esquerda é possivel observar a coloragéo parda, que é
0 sintoma comum da podriddo comum das raizes, quando comparada a coloracao
sadia das duas raizes a direita (FERNANDES, 2013).

Quando acomete as sementes do trigo Bipolaris sorokiniana causa a
doenca denominada mancha marrom ou helmintosporiose. A helmintosporiose pode
ocorrer em qualquer parte ou estagio de crescimento do trigo. Lesdes necroticas
pardas, com um a dois milimetros de comprimento, podem ser observadas ja nas
primeiras folhas devido a transmissdo da doenca pelas sementes, que quando
infectadas apresentam a ponta do escudete negro (Figura 5). Em regides frias as
lesBes costumam ser retangulares e escuras e em regides quentes elipticas e
cinzas. No clima humido ocorre a frutificagdo do fungo nas lesées mais velhas,
sendo possivel observar os conidi6foros e os conidios. As principais fontes de
in6culo sdo as sementes, restos culturais, plantas voluntarias, hospedeiros
secundarios e conidios dormentes no solo (FERNANDES; PICININI, 1999; KIMATI et
al., 1997).



13

Figura 5. Na imagem (A) € mostrado o sintoma da helmintosporiose na folha do
trigo, com a formacdo de manchas marrom e na imagem (B) o sintoma da doenca
guando acomete as sementes, que apresentam as pontas negras (PICININI;
FERNANDES, [s.d.]).

As sementes infectadas por fungos fitopatogénicos servirdo como fonte de
indculo para o estabelecimento de focos iniciais de doencas em outros ciclos e
localidades de producdo, sendo assim, o manejo fitossanitario € um fator crucial
para o desenvolvimento de plantas sadias. O uso de cultivares resistentes a doencas
€ a estratégia preferencial para evitar perdas na producdo. No entanto, quando nao
h& cultivares resistentes as medidas tomadas para reduzir o inéculo dos patégenos
sdo eliminacdo de plantas voluntarias, rotacdo de culturas, producdo de sementes
sadias e tratamento das sementes com fungicidas. Para evitar as perdas causadas
por Bipolaris sorokiniana, em geral, o controle recomendado é a utilizacdo de
fungicidas, tanto para o tratamento de sementes como para a doenca ja estabelecida
na lavoura. O monitoramento para a presenca deste fungo deve ser semanal e o
tratamento com fungicida € indicado para qualquer percentual de presenca deste
fitopatogeno (KIMATI et al., 1997; SILVA; BASSOI; FOLINI, 2017).

O ano de 2020 foi declarado pela ONU como Ano Internacional da Defesa
Fitossanitaria. A disseminacdo dos patégenos ao redor do mundo é um fator
preocupante e uma correta identificacdo destes € necesséaria para o tratamento
adequado das doencas, o que pode diminuir a utilizacdo de agrotdxicos, que quando
utilizados incorretamente podem causar danos a saude e ao meio ambiente
(BENEVIDES; MARINHO, 2015; FAO; IPPC, 2018; RESENDE; VEKIC, 2018).
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3.4 Técnicas moleculares para a identificacéo de fungos

A identificacdo morfolégica dos fungos fitopatogénicos é a medida de
manejo rotineiramente utilizada. Esta metodologia convencional requer tempo e
pode nado funcionar para identificacdo em nivel de espécie, pois para algumas
linhagens de fungos a andlise dos caracteres pode ser controversa e problematica
até para micologistas treinados (ASLAM et al., 2017; RAJA et al., 2017).

Devido as limitagdes dos métodos convencionais as técnicas moleculares
surgiram como ferramentas para superar os problemas e auxiliar no processo de
identificacdo. Estas técnicas baseiam-se na analise de caracteres genotipicos e
incluem métodos baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), métodos
baseados em sondas de DNA/RNA (acido desoxirribonucleico/acido ribonucleico),

métodos baseados em métodos baseados em

técnicas pés amplificacdo,
amplificacdo isotérmica e métodos baseados em sequenciamento de nova geracao.
A tabela 2, adaptada de Aslam et al. (2017), descreve o principio do método,
vantagens, desvantagens e alguns fungos fitopatogénicos que podem ser

identificados através de técnicas moleculares baseadas em PCR.

Tabela 2. Técnicas moleculares baseadas em PCR que séo utilizadas na

identificacdo de fungos fitopatogénicos

Técnicas Principio do Vantagens Desvantagens Exemplos
moleculares método
PCR Sintetizar milhdes Resultados Método oneroso  Mycosphaerella
, de coOpias de um rapidos e .
convencional : e trabalhoso musicola
segmento do DNA precisos
utilizando primers
especificos M. fijiensis
através de ciclos
alternados de
desnaturacao,
anelamento e
alongamento.
Nested PCR Neste método, O uso de dois Método Phytophthora
duas rodadas conjuntos de trabalhoso que palmivora
consecutivas de primers apresenta
amplificacdo aumenta o risco de P. parasitica
ocorrem. Um rendimento e contaminacao,
dnico par de especificidade devido a dois
primers é usado de ciclos de
para amplificar amplificacéo amplificacdo
uma grande regido  do DNA alvo



Multiplex PCR

Transcriptase
Reversa PCR
(RT - PCR)

PCR
guantitativo em
tempo real (q
PCR)

DNA barcoding

de DNA, entao
esta sequéncia
amplificada atua
como um alvo
para a segunda
rodada usando
dois primers
internos.
Utiliza varios
pares de primers
na mesma reacao
que permite a
deteccéo
simultanea de
diferentes
sequéncias de
DNA
Primeiramente o
RNA é
reversamente
transcrito em
cDNA pela enzima
Transcriptase
Reversa (RT) e
entdo amplificado
por PCR
Monitoramento
das reacbes de
amplificacéo
utilizando corantes
e sondas
fluorescentes que
se intercalam no
DNA gerando um
sinal que aumenta
a medida que o
DNA é amplificado
Sequenciamento
de um pequeno
segmento de DNA
gue permite
identificar
espécies

Economia de
tempo e
dinheiro

Fornece dados
guantitativos
sobre
patégenos,
mais sensivel
gue a PCR
convencional

Automatizado
e sem
necessidade
de andlise po6s
amplificacéo

Permite
sequenciar o
DNA de
espécies nos
estagios do
ciclo de vida
em que nao é
possivel a
identificacdo
morfoldgica

Interferéncia de
primers e
sondas pode
reduzir a
sensibilidade

Preparacgéo
demoarada do
ensaio, requer
equipamento e
reagentes caros

Alto custo e
complexidade
devido a
simultaniedade
entre o ciclo
térmico e a
deteccao da
fluorescéncia

Dependente da
composicao dos
bancos de
dados
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Fusarium
oxysporum

Bipolaris
cactivora

Phytophthora
nicotinae

Fusarium
graminearum

Aspergillus
versicolor

Cladosporium
cladosporoiodes

Stachybotrys
chartarum

Alternaria
alternate
Diversas
espécies

Os trés genes ribossémicos usualmente utilizados para a identificacdo dos

fungos provém da maior subunidade do DNA ribossomal (nrLSU-26S ou 28S) e da

menor subunidade (nrSSU-18S). Entretanto o uso da regido dos espacadores

internos transcritos (ITS) estabeleceu uma nova era na identificagdo de sequéncias
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filogenéticas dos fungos e é hoje considerada como DNA barcoding para a
identificacdo destes microrganismos (RAJA et al., 2017).

Barcoding € um pequeno segmento de DNA utilizado para identificar
espécies. E uma técnica emergente que oferece vantagens como facilitar a
identificacdo de espécies em qualquer fase do ciclo de vida, permite a descoberta de
espécies com base na analise filogenética de sequéncias de acidos nucléicos,
elucidar sobre a diversidade dos seres vivos e promover o desenvolvimento de
ferramentas moleculares Uteis para o estudo da biodiversidade (ASLAM et al., 2017).
Entretanto, a identificacdo de espécies utilizando DNA barcodings depende da
composicdo e acuracia dos bancos de dados e nao proporciona informacdes quanto
a variabilidade genética de populacdes da mesma espécie (ASLAM et al., 2017
RAJA et al., 2017).

O monitoramento das doencas nas lavouras desempenha um papel
fundamental no combate contra a disseminacdo dos organismos patogénicos. A
identificacdo rapida e precisa dos fungos que causam as doencas auxilia na
definicdo das estratégias de manejo (AGGARWAL et al.,, 2011). As técnicas
moleculares utilizadas para o diagnéstico de doencas em plantas precisam ser
robustas, confiaveis, baratas e faceis de serem usadas (ASLAM et al., 2017)

A sociedade Brasileira de Genética define marcadores moleculares como
um segmento especifico de DNA representativo das diferencas em nivel do genoma
qgue permitem fazer inferéncias diretas sobre a diversidade genética e inter-relacdes
entre os organismos em nivel do DNA.

Os marcadores moleculares podem ser divididos em trés categorias:
marcadores baseados em hibridizacéo, marcadores baseados em sequenciamento e
marcadores baseados em PCR. Também podem ser classificados de acordo com o
tipo de heranca alélica em dominantes e codominantes. Os marcadores baseados
em hibridizacdo tém como principio do método o pareamento de bases
complementares, como por exemplo os marcadores RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) e DArT (Diversity arrays technology). Os marcadores
baseados em sequenciamento tém como principio do método o sequenciamento de
fragmentos em plataformas de sequenciamento, como por exemplo SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism). Os marcadores baseados em PCR tém como principio
do método a amplificacdo de sequéncias especificas do DNA, tais como o0s

marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), ISSR (Inter-simple
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sequence repeats), SSR (Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

A escolha do tipo de marcador a ser utilizado deve levar em consideracao
a quantidade necesséaria de DNA, o conhecimento técnico, questdes monetarias e
estrutura do laboratorio. Os marcadores moleculares baseados em PCR néo
requerem grande quantidade de DNA, séo relativamente rapidos e de facil revelacéo
através de gel de agarose ou poliacrilamida (KANG et al., 2002; TURCHETTO-
ZOLET et al., 2017). Estes marcadores podem ser Uteis para desenvolver métodos
de deteccédo que sejam rapidos e precisos (ASLAM et al., 2017; KANG et al., 2002).

Universal Rice Primer — PCR (URP — PCR) é uma técnica de amplificacédo
que foi desenvolvida com base na sequéncia repetitiva pKRD, isolada de uma
biblioteca construida com amostras de DNA gendmico de arroz Weddy, ou arroz
vermelho. Esta técnica permite a amplificacdo de regides inespecificas do DNA de
procariotos e eucariotos através do uso de diferentes primers que possuem 20
nucleotideos. Cada primer pode gerar perfis de amplificacdo caracteristicos
possibilitando o estudo de diversidade em niveis inter e intraespecificos (KANG et
al., 2002).

Utilizando os primers URP € possivel produzir fragmentos que sao
caracteristicos de espécies ou de linhagens e que podem ser estudados para
desenvolver uma reacdo de amplificacdo com primers especificos (AGGARWAL et
al., 2011; KANG et al., 2002). Estes primers especificos podem ser utilizados para
detectar a presenca de fungos fitopatogénicos, como o fungo Bipolaris sorokiniana,
sem a necessidade de isola-lo quando associado a plantas, promovendo mais uma
ferramenta de auxilio ao combate da disseminacédo do patégeno (AGGARWAL et al.,
2011; ASLAM et al., 2017; KANG et al., 2002)
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Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas amostras de 16 géneros

de fungos filamentosos fitopatogénicos (Tabela 3) e uma espécie de semente de

trigo. Os fungos foram isolados a partir de plantas de diversas regifes do Brasil e de

outros paises, oriundos das cole¢Bes de isolados do Laboratério de Microbiologia
Aplicada da UFRGS, Laboratério de Microbiologia da UFPel, CIMYTT—México e

CNTP — Embrapa (Passo Fundo), sendo este ultimo cedente de isolados fungicos e

sementes.

Género

Tabela 3. Isolados fungicos e sua origem

Cédigo do
isolado

Laboratério de
origem

Localizacédo de
origem

Planta de

origem

Alternaria

Aspergillus

Bipolaris

LMA323AL_1

LMAS323AL_2

LMA323AL_3

LMA323AL_4

LMA323AL_5

LMA323AS_1

LMA323AS_2

LMA323AS_3

LMA323BIO1

LMA323BIS1

LMA323BIS2

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFPel

UFPel

Embrapa

Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Pelotas, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Buri, Sado Paulo,
Brasil

Feijdo

Arroz

Trigo

Cevada



LMA323BI_C1/08
-2

LMA323BIS903

LMA323BI1S9800
4P

LMA323BIS9800
7P

LMA323B1S9801
2P

LMA323BI1S9802
8P

LMA323BIS9803
4P
LMA323BI_98041
P
LMA323BISA20P

LMA323BI_15M2
P

LMA323BI_18M2
P

LMA323BI_CF02
01P

Cercospora LMA323CE_1

LMAS323CE_2

Diaporthe LMA323DI_1

Drechslera LMA323DR_27

LMA323DR_45

LMA323PY_48
LMA323DR_C1/0
8-5

LMA323DR_C1/0
8-11

Exserohilum LMA323EX 1

Embrapa

Embrapa

CIMYTT

CIMYTT

UFRGS

UFRGS

UFPel

Embrapa

Embrapa

Embrapa
Embrapa

Embrapa

UFPel

Dourados, Mato
Grosso do Sul,
Brasil
Uberaba, Minas
Gerais, Brasil
Cruz Alta, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Cruz Alta, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Lagoa
Vermelha, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Vitéria, Parana,
Brasil
Vitéria, Parana,
Brasil
Saskatoon,
Saskatchewan,
Canada
Delicias,
Chihuahua,
México
Poza Rica,
Veracruz,
México
Africa do Sul

Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Pelotas, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Vacaria, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Trés de Maio,
Rio Grande do
Sul, Brasil

Ponta Por3,
Mato Grosso do
Sul, Brasil
Maringa,
Parand, Brasil
Pelotas, Rio

Trigo

Trigo

Trigo

Trigo

Trigo

Trigo

Trigo

Trigo

Trigo

Trigo

Trigo

Soja

Trigo

Trigo

Azevém
Trigo

Trigo

Arroz
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Fusarium

Gerlachia

Macrophomina

Paecilomyces

Penicillium

Rhizoctonia

Rhizopus

Sclerotina

Ulocladium

LMA323FU_1

LMA323FU_2

LMA323FU_3

LMA323FU_4

LMA323FU_09M
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LMA323GE_1

LMA323MAP1

LMA323PA_1

LMAS323PE_12

LMA323PE_13

LMA323RIC_1

LMAS323RIP_1

LMA323SCS1

LMA323UL_1

Embrapa

Embrapa

Embrapa

UFRGS

UFPel

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFRGS

UFPel

Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Arapué&/Coamo,
Rio Grande do
Sul, Brasil
Sao Luiz
Gonzaga, Rio
Grande do Sul,
Brasil
Passo Fundo,
Rio Grande do
Sul, Brasil
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Pelotas, Rio
Grande do Sul,
Brasil (UFPel)
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Porto Alegre,
Rio Grande do
Sul, Brasil.
Pelotas, Rio
Grande do Sul,
Brasil

Arroz

Trigo

Trigo

Trigo

Arroz

Arroz

Arroz
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4.2 Identificacdo morfoldgica

A identificacdo dos isolados fungicos mediante observagéo dos caracteres

morfolégicos foi realizada com o crescimento dos isolados em meios de cultura e

microcultivo.
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4.2.1 Crescimento em meio de cultivo
Quarenta e seis isolados foram repicados em placas contendo Agar
Batata Dextrose (BDA). Os isolados foram incubados em estufa de crescimento
microbiologico em temperatura controlada de 28°C, sem exposi¢do a luminosidade,
por um periodo de 5 dias. Os caracteres morfolégicos observados foram cor e

textura das coldnias miceliais.

4.2.2 Microcultivo

Quarenta e cinco isolados foram submetidos separadamente a
microcultivo em meio BDA. As camaras umidas foram preparas com laminas de
vidro e algodéo e esterilizadas. Para a realizagdo do microcultivo uma porgéo de
meio de cultura BDA foi disposto sobre a lamina. Apds, a inoculacdo do isolado foi
realizada nas laterais do meio, e sobre ele, foi depositada uma laminula de vidro
estéril (HOFLING; GONCALVES, 2008). Agua estéril foi utilizada para umedecer o
algodéo e assim propiciar uma condicdo de camara Umida para o crescimento dos
fungos. As camaras foram incubadas em estufa de crescimento microbiol6gico em
temperatura controlada de 28°C, sem exposicdo a luminosidade, por um periodo de
pelo menos 7 dias. Apos o crescimento do isolado a laminula foi depositada sobre
uma lamina limpa e corada com corante azul de algodao e as estruturas reprodutivas
foram visualizadas por microscopia em um aumento de 400X.

Os isolados que ndo desenvolveram esporos em meio BDA foram
crescidos nos meios V8 Batata Dextrose Agar (V8-BDA - 150 mL de suco V8
Original, 10 g de &agar, 10 g de agar batata dextrose, 3 g de CaCOs, 850 mL de agua
destilada) e Agar Cenoura (CA - Caldo de 200g de cenouras cozidas e trituradas, 4 g
de agar, 200 mL de agua destilada) e entdo foram submetidos ao microcultivo nos

mesmos meios de cultura. Todos os microcultivos foram realizados em duplicata.

4.3 Extragbes de DNA gendmico
A identificagdo mediante analise dos caracteres gendomicos, estudo da
diversidade genbmica e reacdes de amplificacdo com primers especificos foram

realizadas com DNA extraido dos isolados fungicos e das sementes de trigo.

4.3.1 Cultivo dos isolados fungicos em meio liquido

Quarenta e seis isolados foram cultivados separadamente em
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Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de caldo Sabouraud. Os isolados foram
incubados a temperatura controlada de 28°C, sob agitacdo de 100 rpm, por um

periodo de 5 dias ou até atingirem peso de massa micelial superior a 1 g.

4.3.2 Extracdo de DNA gendmico dos isolados fungicos

A extracdo de DNA dos isolados fungicos foi realizada seguindo o
protocolo descrito por Ashktorab e Cohen (1992) com algumas modificacdes. Apds o
cultivo em meio liquido, a massa micelial de cada isolado foi lavada trés vezes com
agua destilada estéril para retirar o meio de cultivo excedente. A massa lavada foi
depositada em papel filtro para secagem, a temperatura ambiente por
aproximadamente 16h. As amostras secas foram maceradas com nitrogénio liquido
até a granulometria de p6. Em um microtubo de 2 mL foi pesado 0,1 g de cada
amostra macerada e a ela adicionado 1 mL de tampao lise-extracdo (200 mM Tris-Cl
pH 8, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA e 2% SDS) pré-aquecido em banho de agua. Ao
microtubo com tampdo foram adicionados 10 uyL/mL de B-mercaptoetanol e 50
pg/mL de proteinase K. A mistura foi incubada a 65°C em banho de agua durante 1
h, invertendo-se gentilmente a cada 15 min. Apés a incubacdo, o conteudo do
microtubo foi centrifugado a 2795 g, por 20 min. O sobrenadante foi retirado e
dispensado em um novo microtubo. Ao sobrenadante foi adicionado 1 volume de
fenol tamponado e o conteudo foi homogeneizado e centrifugado a 2795 g, por 20
min. O sobrenadante foi retirado e o procedimento repetido uma vez com fenol, duas
vezes com fenol — cloroformio (1:1), e uma vez com cloroférmio — alcool isoamilico
(24:1). A fase aquosa resultante foi separada em um novo microtubo e a ela foi
adicionado 50 pg/mL de RNase pancreética. O microtubo foi incubado a 37°C em
banho de agua por 20 min. O DNA foi precipitado com 0,1 volume de acetato de
sédio 3M e 2,5 volume de isopropanol gelado. A amostra foi incubada a -20°C por 16
— 18 h. Apés este periodo o microtubo foi centrifugado a 2795 g, por 20 min e o
sobrenadante foi descartado. O DNA foi lavado com &alcool 70% (-20°C) e entéo
centrifugado a 2795 g, por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco
em temperatura ambiente. O DNA foi resuspendido em 100 pL de agua Milli-Q estéril

e armazenado a -20°C até o momento do uso.

4.3.3 Assepsia das sementes de trigo

A assepsia da superficie das sementes de trigo foi realizada com a
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imersdo das sementes por um periodo de 3 minutos em uma solucdo 2% de
hipoclorito de sddio, seguida por 3 lavagens com agua destilada estéril (AGGARWAL
et al., 2011).

4.3.4 Extracdo de DNA gendmico de trigo

A extracdo de DNA das sementes de trigo foi realizada seguindo o
protocolo descrito por Bonato (2008) com algumas modificacdes. Apds a assepsia
das sementes, estas foram maceradas com nitrogénio liquido até a granulometria de
p6. Em um microtubo de 2 mL foram pesadas 0,3 g de amostra macerada e a ela foi
adicionada 1 mL de tamp&o de extracdo CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-
Cl pH 8, 20 mM EDTA e Agua Milli-Q para completar o volume) pré-aquecido em
banho de 4gua. As amostras foram incubadas a 65°C em banho de agua por 1 h,
invertendo-se gentilmente a cada 10 min. Apos o tempo de incubacédo o conteudo do
microtubo foi resfriado por 5 min em temperatura ambiente. A esta mistura foi
adicionado 700 pL de cloroférmio — alcool isoamilico (24:1). O microtubo foi invertido
gentiimente por 10 min. O mesmo foi centrifugado a 12212 g, por 7 min. O
sobrenadante foi retirado e dispensado em um novo microtubo e o procedimento
com cloroférmio — alcool isoamilico foi repetido uma vez. O sobrenadante foi retirado
e a ele foi adicionado 500 pL de isopropanol (-20°C). O conteudo foi misturado para
gue houvesse a precipitacdo do DNA e posteriormente incubado a -20°C por 1 h. O
contetdo do microtubo foi centrifugado a 12212 g, por 5 min e o sobrenadante foi
descartado. O DNA foi lavado com 600 puL de alcool 70% (-20°C) e posteriormente
lavado com 600 pL de alcool 96%. O DNA foi seco em temperatura ambiente. O
DNA foi resuspendido em 100 pL de TE (100 mM Tris-Cl pH 8 e 10 mM EDTA pH 8)
e a ele foi adicionado 3 pL de RNase pancreatica na concentragdo de 10 mg/mL.
Essa suspenséo foi incubada a 37°C por 1 h e depois o DNA foi armazenado a -

20°C até o momento do uso.

4.3.5 Analise da qualidade e quantificagcdo do DNA
A qualidade das extracdes de DNA foi verificada por eletroforese em gel
de agarose 0.8%. Foram utilizados 4 pL de DNA extraido corados com 0,5 uL de
GelRed (Quatro G). As corridas foram realizadas por um periodo de 40 minutos a 80
volts, 80 miliampere e 80 watts. A revelacdo do gel foi registrada pelo gerador de

imagens SmartView Pro (UVCI 1200 — Major Science). A concentracdo do DNA foi
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medida utilizando o Nano Espectrofotometro KASVI (K23-0002 versao 01/13).

4.4 |dentificagdo genotipica

Os isolados que nao foram identificados através do microcultivo e
identificados como Bipolaris foram submetidos ao sequenciamento da regido
ribossomal ITS1, 5.8S, ITS2 (WHITE et al., 1990).

441 ITS-PCR

Para amplificar a regido ITS para o sequenciamento dos isolados foram
preparadas reacfes em um volume final de 25 uL, contendo: 5 pmoL de cada primer
(Tabela 4) descritos por White et al. (1990), 50 ng de DNA, 1X tampéao de reacéo, 2
mM de MgClz, 1,25 mM de cada desoxirribonucleotideo fosfatado (ANTP), 1 U Taq
DNA polimerase e agua Milli-Q estéril para completar o volume. As amplificacdes
foram realizadas em um termociclador ProFlex™ PCR System (Thermo Fisher
Scientific), com um ciclo inicial de desnaturacéo de 94°C por 5 minutos, seguido por
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 53°C por 45
segundos, alongamento a 72°C por 1 minuto e terminando com uma extensdo a
72°C por 5 minutos.

Tabela 4. Sequéncia de primers ITS.

Primer Sequéncia (5’ — 3’)
ITS1T TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

4.4.2 Eletroforese em gel de agarose
Os resultados das amplificagcdes foram verificados por eletroforese em gel
de agarose 1%. Foram utilizados 4 pL de produto de PCR corados com 0,5 ul de
GelRed (Quatro G) e 2 pL de Ladder 100bp (Ludwig Biotec) como marcador
molecular. As corridas foram realizadas por um periodo de 1 hora, utilizando os
parametros de 80 volts, 80 miliampere e 80 watts. A revelacdo do gel foi registrada
pelo gerador de imagens SmartView Pro (UVCI 1200 — Major Science).

4.4.3 Analise das sequéncias
Os resultados obtidos com o sequenciamento de Sanger das regides
ITS1, 5.8S, ITS2, realizado no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade

Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, foram comparados com sequéncias
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depositadas nos bancos de dados do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e
MycoBank (http://www.mycobank.org/) (RAJA et al., 2017). Para o isolado ser
identificado em nivel de espécie a sequéncia da regido ITS deveria ter identidade =
98% com as sequéncias dos bancos de dados e para ser identificado em nivel de

género ter identidade = 80%.

4.5 Desenvolvimento de metodologia de identificacdo molecular

Em busca de uma sequéncia comum apenas para os isolados de Bipolaris
sorokiniana foram realizadas amplificacdes com primers URP utilizando o DNA de
alguns isolados fungicos dos géneros Bipolaris, Cercospora, Alternaria, Drechslera,

Exserohilum e DNA de semente de trigo.

451 URP-PCR

Foram realizadas separadamente reacdes com os primers URP 6R e 38F
(Tabela 5) descritos por Kang et al. (2002). As reagOes foram preparadas em um
volume final de 25 uL, contendo: 20 pmoL de cada primer, 50 ng de DNA gendmico,
1 x tampao de reacdo, 4 mM MgCl;, 0,2 mM de cada dNTP, 200 ng/puL albumina
bovina, 1 U Tag DNA polimerase e agua Milli-Q estéril para completar volume. Todas
as amplificacbes foram realizadas em um termociclador ProFlex™ PCR System
(Thermo Fisher Scientific), com um ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 4
minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
55°C por 1 minuto, alongamento a 72°C por 2 minutos, e extensao final a 72°C por 7
minutos. As amplificacdes foram repetidas mais de uma vez para cada amostra em
experimentos separados.

Tabela 5. Sequéncias de primers URP

Primer Sequéncia (5’ - 3’)
URP 6R GGCAAGCTGGTGGGAGGTAC
URP 38F AAGAGGCATTCTACCACCAC

4.5.2 Eletroforese em gel de agarose
Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%. Foram utilizados 4 pyL de produto de PCR corados com 0,5 pyL de
GelRed (Quatro G) e 2 pL de Ladder 100bp (Ludwig Biotec) como marcador
molecular. As corridas foram realizadas por um periodo de 3 horas utilizando os
parametros de 70 volts, 80 miliampere e 80 watts. A revelacdo do gel foi registrada
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pelo gerador de imagens SmartView Pro (UVCI 1200 — Major Science).

4.6 Desenvolvimento de primers especificos para Bipolaris sorokiniana

Para desenhar os primers especificos para Bipolaris sorokiniana foi
necessario estudar as sequéncias contidas nos fragmentos comuns gerados pelas
amplificagcbes com os primers URP. Para isto, estes fragmentos foram extraidos e

purificados do gel de agarose, clonados e sequenciados.

4.6.1 Purificacdo dos fragmentos monomoérficos
Os fragmentos gerados pelas amplificacbes com os primers URP que
apresentaram padrdo monomorfico para os isolados do fungo Bipolaris sorokiniana
foram separados em um gel de agarose 1,5% conforme descrito anteriormente,
extraidos e purificados com Kit de Purificagcdo Quick Gel Extraction & PCR Pure Link
w (Invitrogen).
Para verificar a qualidade da purificagdo dos fragmentos 0s mesmos

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%.

4.6.2 Preparacgéo de células competentes com cloreto de célcio

A preparacdo de células competentes foi realizada seguindo o protocolo
descrito por Green e Sambrook (2012) com algumas modificacBes. Células de
Escherichia coli D5Ha foram inoculadas em Agar Luria—Bertani (LB Agar) e
incubadas por 16 — 20 h a 37°C. Uma colonia isolada desse crescimento foi
inoculada em Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de caldo LB e incubada a
37°C e 100 rpm, durante a noite. Uma aliquota de 2,5 mL desta cultura foi inoculada
em um novo Erlenmeyer contendo 50 mL de caldo LB e incubado a 37°C e 100 rpm
por um periodo de aproximadamente 2 h, ou até a concentracédo de células atingir
1,5 x 108 bactérias da escala de Mc Farland. Apds o periodo de incubacédo o
crescimento foi transferido para microtubos gelados e o contetdo foi incubado no
gelo por 10 min. As células foram centrifugadas a 2700 g, por 10 min, a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente por 1 min.
O precipitado foi ressuspendido em 1,2 mL com uma solu¢cédo de MgClz - CaClz (80
mM — 20 mM) gelada e o conteudo foi gentiimente agitado em agitador elétrico. As
células foram centrifugadas a 2700 g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi retirado

e o precipitado foi seco a temperatura ambiente. Este procedimento com a solugéo
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de MgClz — CaClz gelada foi repetido uma vez. As células foram ressuspendidas em
800 pL de 0,1 M CaClz gelado e incubadas por 1 h no gelo para serem utilizadas no

processo de transformagao.

4.6.3 Reacédo de clonagem

Os fragmentos de DNA purificados utilizados nas reacdes de clonagem
sdo do isolado LMA323BIS2, controle positivo de B. sorokiniana. Para facilitar a
ligacdo do vetor de clonagem com os fragmentos de DNA purificados foram
adicionadas caudas poli A nestes fragmentos, através da incubacdo de 10 uL de
DNA e 1 U Tag DNA polimerase, por 10 min, a 72°C, em um termociclador
ProFlex™ PCR System (Thermo Fisher Scientific).

Em um microtubo de 200 pL foram adicionados 4 pL do DNA tratado, 1 pL
de solucéo salina e 1 pL do vetor pCR®2.1-TOPQO® (Figura 6), para cada fragmento.

As reac0Oes foram incubadas durante 45 min a temperatura ambiente.

lacZo ATG
M13 Reverse Primer | Hind Il Kenl  Sacl BamHl  Spel

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GIC CTT TGI CGA TAC TGG TAC TAR TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX| EcoR| EogR |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GeC CTTJ™ioPWWMFY.AC GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAL) TTC CCG CIT AAG ACG
EcoRV BsX|  Notl  Xhol Nel | Xba1 Apal

| —
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

Iy

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA CARA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\\\ TCA CTC AGC ATA ATIG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GIT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

/
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Figura 6. Mapa do vetor pCR®2.1-TOPQO® destaca a localizacdo do inserto, assim
como a localizacédo de endonucleases de restricdo e dos primers M13 INVITROGEN
(2014).
4.6.4 Transformagdo por choque térmico

Em microtubos de 2 mL foram misturados 2 pL da reacdo de clonagem
com 1,6 mL de células competentes geladas. Esta mistura foi realizada
separadamente para cada reacdo de clonagem. As misturas foram incubadas no
gelo por 1 h. O choque térmico consistiu em retirar a mistura do gelo e incubar
imediatamente em banho de agua a 45°C por 90 segundos e incubar imediatamente
no gelo novamente. Para promover a multiplicacdo das células de E. coli foram
adicionados 250 pL de caldo LB a cada mistura e os microtubos foram incubados
sob agitacdo de 200 rpm a 37°C por 1 h. 50 pL de cada crescimento foram
semeados pelo método de espalhamento em meio LB acrescido de 50 pg/mL de

ampicilina e entdo incubados a 37°C durante a noite.

4.6.5 Extracdo de DNA plasmidial de bactérias transformadas

4.6.5.1 Preparacao das células
Uma colbnia de cada bactéria transformada foi inoculada em um tubo de
ensaio contendo 2 mL de meio LB acrescido com 50 pg/mL de ampicilina. Os tubos
foram incubados a 37°C, sob agitacio de 100 rpm, por 16 — 18h.

4.6.5.2 Extracdo de DNA plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial das células de E. coli transformadas foi
realizada seguindo o protocolo descrito por Green e Sambrook (2012) com algumas
modificagdes. Foram dispensados em microtubos 1,5 mL das culturas que foram
centrifugadas a 8100 g, a 4°C, por 1 min. O meio de cultura foi removido e as células
ressuspendidas em 100 pL de solucao de lise alcalina | (50 mM glicose, 25 mM Tris-
Cl pH 8, 10 mM EDTA pH 8) e o conteudo foi vigorosamente agitado em agitador
elétrico. Em seguida foi adicionado & esta suspensdo 200 pL de solucdo de lise
alcalina 1l (0.2 N NaOH, 1% SDS), preparada no momento do uso. O microtubo foi
invertido gentilmente cinco vezes e entdo incubado no gelo por 5 min. Apos o
periodo de incubacdo foram adicionados 150 pL de solucdo alcalina 11l (60 mL

acetato de potassio 5 M, 11,5 mL acido glacial acético, 28,5 mL agua destilada
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estéril). A mistura foi homogeneizada e novamente incubada no gelo por 5 min. As
bactérias lisadas foram centrifugadas a 8100 g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo onde foi adicionado 1 volume de isopropanol
(-20°C) e a mistura foi incubada durante 30 min a temperatura ambiente. O contetdo
foi centrifugado a 8100 g, por 10 min, a 4°C e o precipitado ressuspendido em 150
puL de TE (100 mM Tris-Cl pH 8 e 10 Mm EDTA pH 8). A esta suspensao foi
acrescido 10 mg/ mL de RNase pancredtica e incubada durante 30 min a
temperatura ambiente. A purificagdo do DNA se deu pela adicdo de 1 volume de
fenol — cloroformio (1:1). A mistura da fase organica e aquosa foi feita em agitador
elétrico e a emulsédo foi centrifugada a 8100 g, por 5 min, a 4°C. A fase aquosa foi
transferida para um novo microtubo onde foi adicionado 2 V de etanol. A solugao foi
homogeneizada em agitador magnético e incubada em temperatura ambiente por 2
min. O conteudo foi centrifugado a 8100 g, por 5 min, a 4°C e o sobrenadante
removido. O DNA foi lavado com 1 mL de alcool 70%, centrifugado a 8100 g, por 2
min, a 4°C. O DNA foi seco pela evaporacdo do alcool a temperatura ambiente e
ressuspendido em 50 pL de TE. O DNA foi armazenado a -20°C até o momento do

uso.

4.6.6 Digestdo com endonuclease de restricdo
Para verificar se as bactérias transformadas continham o inserto clonado
foram realizadas digestdes com a endonuclease de restricdo Eco RI. A digestéo foi
realizada em um volume final de 15 pL, contendo: 2000 ng de DNA plasmidial, 1 x
tampéo da enzima, 1 U EcoRI e agua Milli-Q estéril para completar o volume. As
reacOes foram incubadas em banho de agua por 2 h, a 37°C. As amostras foram

submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% como descrito anteriormente.

4.6.7 M13-PCR
ApoOs a quantificacdo em Nano Espectrofotometro das amostras de DNA
plasmidial que continham o inserto, as mesmas foram submetidas a amplificagbes
do DNA recombinante com os primers M13 (Tabela 6) (INVITROGEN, 2014). Foram
preparadas reagdes para um volume final de 20 pL, contendo: 12,8 pmol de cada
primer, 50 - 100 ng de DNA recombinante, 1X tampéao de reacdo, 1,5 mM de MgClz,
0,2 mM de cada dNTP, 1 U Taq DNA polimerase e agua Milli-Q estéril para

completar o volume. Todas as amplificacdes foram realizadas em um termociclador
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ProFlex™ PCR System (Thermo Fisher Scientific)) com um ciclo inicial de
desnaturacao a 94°C por 2 minutos, seguido por 24 ciclos de desnaturacédo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, alongamento a 72°C por 30
segundos, e extenséo final a 72°C por 7 minutos. As amplificacbes foram repetidas
mais de uma vez para cada amostra em experimentos separados. As amplificacdes

foram verificadas em gel de agarose 1% e enviadas para sequenciamento.

Tabela 6. Sequéncia de primers M13.

Primer Sequéncia (5’ — 3’)
M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC

4.7 Desenho de primers especificos

As sequéncias obtidas das amplificacbes com os primers URP foram
analisadas utilizando o Software Geneious e os primers foram desenhados com o
programa Primer 3, considerando os parametros de tamanho de primer, temperatura

de anelamento e contetdo de guanina-citosina.

4.8 PCR com primers especificos
As reagbes de PCR com os primers desenhados foram realizadas com
DNA de todos os isolados fungicos estudados neste trabalho e com o DNA de trigo.

4.8.1 Primers 6R 127F-547R — PCR

Foram preparadas reagdes para um volume final de 25 pL, contendo: 0,75
pmol de cada primer, 50 ng de DNA gendmico, 1X tampé&o de reacdo, 1,5 mM de
MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 1 U Taq DNA polimerase e agua Milli-Q estéril para
completar o volume. Todas as amplificacées foram realizadas em um termociclador
ProFlex™ PCR System (Thermo Fisher Scientific), com um ciclo inicial de
desnaturacao a 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C
por 45 segundos, anelamento a 57°C por 45 segundos, alongamento a 72°C por 1
minuto, e extensao final a 72°C por 7 minutos. As amplificacbes foram repetidas

mais de uma vez para cada amostra em experimentos separados.

4.8.2 Primers 38F 189F-648R — PCR

Foram preparadas reacdes para um volume final de 25 pl, contendo: 1
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pmol de cada primer, 100 ng de DNA gendmico, 1X tamp&o de reacdo, 1,5 mM de
MgClz, 0,2 mM de cada dNTP, 1 U Taq DNA polimerase e agua Milli-Q estéril para
completar o volume. Todas as amplificacdes foram realizadas em um termociclador
ProFlex™ PCR System (Thermo Fisher Scientific), com um ciclo inicial de
desnaturacao a 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C
por 45 segundos, anelamento a 53°C por 45 segundos, alongamento a 72°C por 1
minuto, e extensao final a 72°C por 7 minutos. As amplificagbes foram repetidas

mais de uma vez para cada amostra em experimentos separados.

4.8.3 Eletroforese em gel de agarose
Os produtos das amplificacBes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1%. Foram utilizados 1 pL de produto de PCR corados com 0,5 uL de
GelRed (Quatro G) e 2 pyL de Ladder 100bp (Ludwig Biotec) como marcador
molecular. As corridas foram realizadas por um periodo de 1 h, utilizando os
parametros de 80 volts, 80 miliampere e 80 watts. A revelacdo do gel foi registrada
pelo gerador de imagens SmartView Pro (UVCI1200-MajorScience).
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5. RESULTADOS

5.1 Identificagdo morfoldgica

Quarenta e cinco isolados fungicos, utilizados no presente trabalho,
passaram pelo processo de identificacdo morfolégica realizada através da
observacédo das caracteristicas da colonia micelial e da visualizacdo por microscopia
dos conidios.

Todos os isolados foram repicados em BDA e ao final do tempo de
incubacéo (5 dias) foram observados os aspectos morfologicos das colénias. Apds o
crescimento das col6nias os isolados foram submetidos ao microcultivo, em BDA,
por um periodo de no minimo 7 dias e no maximo 14 dias, e a morfologia dos
conidios foi observada por microscopia éptica.

Os isolados que nao produziram conidios quando cultivados em BDA
foram repicados em outros meios nutritivos visando estimular a producdo de
conidios. ApdGs o crescimento das colbnias estes isolados foram submetidos a
microcultivo com o0 mesmo meio utilizado para o seu crescimento.

Neste tépico sdo feitas descricbes dos caracteres morfoldégicos das
colénias e dos conidios dos isolados fungicos descritos na Tabela 3. As imagens das
colénias miceliais e dos conidios foram geradas por uma camera fotografica de 16
megapixels. Os conidios foram fotografados em um aumento de 400X.

A colénia do isolado LMA323AL_1 desenvolveu hifas algodonosas de
coloracdo acinzentada, com borda branca e circular. Estas caracteristicas também
foram observadas na colénia do isolado LMA323AL_3. A colénia do isolado
LMA323AL_2 desenvolveu hifas algodonosas esbranquicadas, com borda irregular.
A coldnia do isolado LMA323AL_4 desenvolveu hifas aveludadas escuras, com
borda irregular. A colénia do isolado LMA323AL_5 desenvolveu hifas algodonosas
brancas, com borda circular. Estes isolados foram submetidos a microcultivo em
BDA para serem identificados morfologicamente. Os isolados LMA323AL_1,
LMA323AL_2, LMA323AL_3 e LMA323AL_4 foram identificados como Alternaria.
Estes isolados desenvolveram conidios obclavados ou ovoides, cor marrom escuro,

com septos longitudinais e/ou transversais (Figura 7).
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LMA323AL_5

Figura 7. Caracteristicas das colonias miceliais (esquerda) e dos conidios (direita)
dos isolados LMA323AL 1, LMA323AL 2, LMA323AL 3, LMA323AL 4,
identificados como Alternaria, e caracteristicas da colénia micelial do isolado
LMA323AL_5. Todos os isolados foram cultivados em BDA.

O isolado LMA323AL_5 nao produziu conidios quando cultivado em BDA,
entdo este isolado foi repicado em V8-BDA e em CA. Nos dois meios de cultivo o
isolado desenvolveu hifas algodonosas acinzentadas, com borda circular. Nestes
meios o isolado desenvolveu conidios obclavados, cor marrom claro, com septos
transversais, sendo identificado como Bipolaris. As caracteristicas morfolégicas

deste isolado em CA podem ser observadas na figura 8.

LMA323AL_5

Figura 8. Caracteristica da col6nia micelial (esquerda) e conidios (direita), em CA,
do isolado LMA323AL_5, identificado como Bipolaris.

Os isolados LMA323DR_27, LMA323DR_45, LMA323PY_48,
LMA323DR_C1/08-5 e LMA323DR_C1/08-11 nao produziram conidios em BDA e
entdo foram cultivados em V8-BDA. As colbnias dos isolados LMA323DR_27,
LMA323DR_C1/08-5 e LMA323DR_C1/08-11 desenvolveram hifas rasteiras
escuras, com borda branca e circular. A colonia do isolado LMA323DR_45

desenvolveu hifas algodonosas em forma de discos concéntricos acinzentados e



35

brancos. A colbnia do isolado LMA323PY_48 desenvolveu hifas rasteiras escuras e
avermelhadas, com borda branca e circular. Com excec¢éo do isolado LMA323PY_48
que ndo produziu conidios, estes isolados foram identificados como Drechslera. Os
isolados identificados desenvolveram conidios claros, cilindricos e com septos
transversais. As caracteristicas descritas para alguns isolados podem ser

visualizadas na figura 9.

LMA323DR_27

LMA323DR_45

LMA323PY_48

Figura 9. Caracteristica das colénias miceliais (esquerda) e conidios (direta) dos
isolados LMA323DR_27 e LMAS323DR_45, identificados como Drechslera, e
caracterisicas da coldnia micelial dos isolado LMA323PY_48. Todos os isolados
foram cultivados em V8-BDA.

Os isolados LMA323CE_1, LMA323CE_2, LMA323BIO1,
LMA323BIS98004P, LMA323BI_98041P, LMA323BISA20P, LMA323DI_1 e



LMA323SCS1 néo produziram conidios em BDA e entdo foram cultivados em V8-
BDA e em CA. Em comparagcdo com o meio BDA foi possivel observar diferencas no
tamanho e forma das colbnias. Alguns exemplos podem ser visualizados na figura
10. Quando submetidos a microcultivo nenhum destes isolados produziu conidios,

portanto, ndo foram identificados morfologicamente.
I . .
| . .

Figura 10. Colbnias miceliais dos isolados LMA323CE_1, LMA323BISA20P e
LMA323DI_1. Comparacdo entre o crescimento em BDA (esquerda) e em CA
(direita).

LMA323CE_1

LMA323BISA20P

LMA323DI_1

Os isolados LMA323AS_1, LMA323AS_2, LMA323BIS1, LMA323BIS2,
LMA323BI_C1/08-2, LMA323BIS903, LMA323BIS98007P, LMA323BIS98012P,
LMA323BIS98028P, LMA323BIS98034P, LMA323BI_15M2P, LMA323BI_18M2P,
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LMA323BI_CF0201P, LMA323EX_1, LMA323FU_1, LMA323FU_2, LMA323FU_3,
LMA323FU_4, LMA323FU_09M134, LMA323GE_1, LMA323PA_1, LMA323PE_12,
LMA323PE_13, LMA323RIC_1, LMA323RIP_1 e LMA323UL_1 produziram conidios
nos cultivos em BDA.

As colbnias dos isolados LMA323AS 1 e LMA323AS_2 desenvolveram
hifas pulverulentas e escuras, com borda irregular. Estes isolados foram
identificados como Aspergillus, através de seus conidios globosos, inchados e
escuros.

A colénia do isolado LMA323EX 1 desenvolveu hifas escuras e
aveludadas, com borda irregular. Este isolado foi identificado como Exserohilum,
através de seus conidios cilindricos, de coloragdo escura e com septos transversais.

As colbnias dos isolados LMA323FU_1, LMA323FU_2, LMA323FU_3,
LMA323FU_4 e LMA323FU_09M134 desenvolveram hifas algodonosas, rosadas e
esbranquicadas, que tomaram toda a placa. Estes isolados foram identificados como
Fusarium, através de seus conidios hialinos, em formato de canoa, ligeiramente
curvados nas pontas.

A colénia do isolado LMA323GE_1 desenvolveu hifas brancas e
algodonosas, com borda circular. Este isolado foi identificado como Gerlachia,
através de seus conidios pequenos e hialinos, curvados nas pontas, agrupados ao
longo das hifas.

A colbnia do isolado LMA323PA 1 desenvolveu hifas pulverulentas, com
coloracdo amarela, que tomaram toda a placa. Este isolado foi identificado como
Paecilomyces, através de seus conidi6foros divergentes e conidios hialinos,
fusdides, em cadeia basipetal.

As colbnias dos isolados LMA323PE_12 e LMA323PE_13 desenvolveram
hifas esverdeadas e aveludadas, com borda branca e irregular. Estes isolados foram
identificados como Penicillium, através de seus conidiéforos isolados, ramificado
perto do apice, com conidios hialinos, globulosos, em cadeia basipetal.

A coldnia do isolado LMA323RIC_1 desenvolveu hifas algodonosas e
escuras, que tomaram toda a placa. Este isolado foi identificado como Rhizoctonia,
através da formacdo de esclerdcios, que sdo estruturas duras, formadas por uma
massa de hifas compactadas.

A colonia do isolado LMA323RIP_1 desenvolveu hifas aveludadas, de

coloragéo verde escuro no centro, tornando-se mais claras préximas a borda, branca
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e irregular. Este isolado foi identificado como Rhizopus, através dos seus
esporangiosporos.

A colbnia do isolado LMA323UL_1 desenvolveu hifas algodonosas com
discos concéntricos acinzentados e esbranquicados. Este isolado foi identificado
como Ulocladium, através de seus conidios ovoides, escuros, singulares e septados.
Alguns exemplos das caracteristicas descritas para cada um dos isolados podem ser

observados na figura 11.

LMA323AS _1

LMA323EX_1
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b g

Figura 11. Caracteristica das col6nias miceliais (esquerda) e conidios (direta) dos
isolados LMA323AS_1 (Aspergillus), LMA323EX_1 (Exserohilum), LMA323FU_3
(Fusarium), LMA323GE_1 (Gerlachia), LMA323PA 1 (Paecilomyces),
LMA323PE_13 (Penicillium), LMA323RIC_1 (Rhizoctonia), LMA323RIP_1
(Rhizopus) e LMA323UL_1 (Ulocladium). Todos os isolados foram cultivados em
BDA.

LMA323RIC_1

LMA323RIP_1

LMA323UL_1

As colonias dos isolados LMA323BIS1, LMA323BIS98007P e
LMA323BI_C1/08-2 desenvolveram hifas algodonosas e acinzentadas, com borda
circular. As colénias dos isolados LMA323BIS2, LMA323BIS98012P e
LMA323BIS98028P desenvolveram hifas acinzentadas escuras, com cOrpos
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frutiferos esbranquicados e borda irregular. As colénias dos isolados
LMA323BIS98034P, LMA323BI_15M2P, LMA323BI_18M2P e LMA323BI_CF0201P
desenvolveram hifas aveludadas e escuras, com borda irregular. A colbnia do
isolado LMA323BIS903 desenvolveu hifas aveludadas, de coloragdo amarela, com
borda irregular. Todos estes isolados foram identificados como Bipolaris, através de
seus conidios curvados, cor marrom escuro para dourado, com septos transversais e

extremidades cbnicas. Alguns exemplos podem ser observados na figura 12.

LMA323BIS98012P LMA323BIS98007P
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LMA323BIS98034P

LMA323BIS903

Figura 12. Caracteristica das col6nias miceliais (esquerda) e conidios (direta) dos
isolados  LMA323BIS98007P, LMA323BIS98012P, LMA323BIS98034P e
LMA323BIS903, identificados como Bipolaris. Todos os isolados foram cultivados
em BDA .

A colénia do isolado LMA323AS 3 desenvolveu hifas pulverulentas
esverdeadas, com borda branca e irregular, quando cultivado em BDA. Este isolado
produziu conidios globosos, mas n&o foi identificado morfologicamente por

microscopia, sendo classificado como indefinido.

5.2 Identificagcdo genotipica

Doze isolados foram identificados em nivel de género. Os isolados
LMA323AL_2 e LMA323AL_5 foram identificados como Alternaria sp., sendo que o
isolado LMA323AL_5 foi identificado morfologicamente como Bipolaris. Os isolados
LMA323BI_C1/08-2, LMA323BI_98041P, LMA323BI_15M2P, LMA323BI_18M2P e
LMA323BI_CF0201P foram identificados como Bipolaris sp., analogo aos resultados
da identificacdo morfolégica. Os isolados LMA323CE_1 e LMA323CE_2 foram
identificados como Cercospora sp., 0 isolado LMA323DI_1 foi identificado como
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Diaporthe sp. e o isolado LMA323PY_48 foi identificado como Pyrenophora sp.;
nenhum destes isolados foi identificado morfologicamente.

Doze isolados foram identificados em nivel de espécie. Os isolados
LMA323BIS1, LMA323BIS2, LMA323BIS903, LMA323BIS98007P,
LMA323BIS98012P, LMA323BIS98028P, LMA32398034P foram identificados
morfologicamente como Bipolaris e geneticamente como Bipolaris sorokiniana. Os
isolados LMA323BIS98004P e LMA323BISA20P nado foram identificados
morfologicamente e também foram identificados como Bipolaris sorokiniana. Os
isolados LMA323MAP1 e LMA323SCS1 também ndo foram identificados
morfologicamente e foram identificados geneticamente como Macrophomina
phaseolina e Sclerotina sclerotiorum, respectivamente.

A identificacao final de cada isolado foi realizada através da comparagéo
dos resultados da identificacdo morfolégica e da identificagdo genotipica. Estes

resultados podem ser verificados na tabela 7.



Cédigo do
isolado

LMA323AL_1
LMA323AL_2

LMA323AL_3
LMA323AL_4
LMA323AL_5

LMA323AS_1
LMA323AS_2
LMA323AS_3

LMA323BIO1

LMA323BIS1

Tabela 7: Identificacdo morfoldgica e genotipica dos isolados fungicos fitopatogénicos

Identificacdo
morfoldgica

Alternaria
Alternaria

Alternaria
Alternaria
Bipolaris

Aspergillus
Aspergillus
Indefinido

Bipolaris

Identidade

89%

100%

100%

100%

99%

98%

GenBank
Identificac&o

Alternaria sp.

Alternaria
tenuissima

Alternaria
alternata

Aspergillus
versicolor

Bipolaris

oryzae

Bipolaris
sorokiniana

Identificacdo genotipica

Entrada

HO821481.1

MG012286.1

MG250610.1

KT187711.1

KU715248.1

KY364632.1

Identidade

89,17%

100%

100%

100%

99,81%

98,43%

MycoBank

Identificacao

Alternaria sp.

Alternaria
tenuissima

Alternaria
alternata

Aspergillus
tennesseensis

Bipolaris

oryzae

Bipolaris
sorokiniana

Entrada

https://www.ncbi

.nim.nih.gov/nuc

core/KF193442

https://www.ncbi

.nim.nih.gov/nuc

core/KY788028

https://www.ncbi

.nim.nih.gov/nuc

core/MF509752

https://www.ncbi

.nim.nih.gov/nuc

core/KP794079
https://www.ncbi

.nim.nih.gov/nuc

core/KX834944

https://www.ncbi

.nim.nih.gov/nuc

core/KY364632

Identificacao
Final

Alternaria sp.
Alternaria sp.

Alternaria sp.
Alternaria sp.
Alternaria sp.

Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.

Bipolaris oryzae

Bipolaris
sorokiniana


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ821481.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YMAKMRB8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF193442
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF193442
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF193442
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG012286.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YMEZHS7C015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY788028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY788028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY788028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG250610.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UDD7YEMY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF509752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF509752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF509752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT187711.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZVKYK380015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP794079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP794079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP794079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU715248.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZVK11H95014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX834944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX834944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX834944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY364632.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UDE1NG4S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY364632
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY364632
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY364632

LMAS323BIS2

LMA323BI_C1/0
8-2

LMA323BIS903

LMA323BIS980
04pP

LMA323BIS980
o7P

LMA323BIS980
12pP

LMA323BIS980
28P

LMA323BIS980
34P

LMA323BI_980
41pP

LMA323BISA20
P

Bipolaris

Bipolaris

Bipolaris

Bipolaris

Bipolaris

Bipolaris

Bipolaris

99%

99%

100%

100%

99%

99%

99%

84%

99%

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris sp.

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris sp.

Bipolaris
sorokiniana

KX137837.1

JF767001.1

KX137837.1

KX137834.1

KX137837.1

KF765399 B.

KX137837.1

KX137837.1

KT270286.1

KX137838.1

98,43%

99,80%

100%

100%

99,41%

99,81%

99,81%

84,96%

98,22%

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris sp.
Bipolaris

sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris sp.

Bipolaris
sorokiniana

https://www.ncbi
.nim.nih.gov/nuc
core/KY364632

http://www.ncbi.

nim.nih.gov/nuc
core/JF767001

https://www.ncbi
.nIm.nih.gov/nuc
core/KX137834
https://www.ncbi
.nim.nih.gov/nuc
core/KX137837
http://www.ncbi.

nim.nih.gov/nuc
core/KF922886

http://www.ncbi.

nim.nih.gov/nuc
core/KX137834

https://www.ncbi
.nIm.nih.gov/nuc
core/KX137834
http://www.west

erdijkinstitute.nl/
Collections/Biolo

mics.aspx?Link=

TeRec=1619349

S5eTableKey=14
6826160000000

09
https://www.ncbi
.nim.nih.gov/nuc
core/KX137838

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris sp.

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris
sorokiniana

Bipolaris sp.

Bipolaris
sorokiniana
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX137837.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UDJ3VXH5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY364632
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY364632
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY364632
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF767001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UDMCAVWP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF767001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF767001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF767001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX137837.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UDN452X7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX137834
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX137834
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX137834
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX137834.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZVKGD1E5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX137837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX137837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX137837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX137837.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UFNUSSFE014
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5.3 Amplificagéo utilizando primers URP
O inicio da busca por sequéncias que permitissem o desenho de
primers especificos para Bipolaris sorokiniana ocorreu através da amplificacao
do DNA gendmico de alguns isolados fungicos e do DNA de sementes de trigo
com primers URP. Esta PCR foi utilizada para verificar a presenca de
fragmentos comuns apenas entre os isolados de B. sorokiniana amplificados
pelos primers URP 6R e URP 38F.

5.3.1 Perfil de amplificagdo com primer URP 6R

O perfil de amplificacdo com o primer URP 6R pode ser observado
na figura 13. A amplificacdo com este primer gerou fragmentos comuns para o
género Bipolaris com aproximadamente 1300pb. Estes fragmentos ndo estao
presentes ou ndo apresentam a mesma intensidade para as amostras dos
isolados fungicos identificados como Cercospora sp. (LMA323CE_2), Alternaria
sp. (LMA323AL_5), B. oryzae (LMA323BI0O1), Drechslera sp. (LMA323DR_27,
LMA323DR_45, LMA323PY_48, LMA323DR_C1/08-5 e LMA323DR_C1/08-
11), Exserohilum sp. (LMA323EX_1) e para a amostra de semente de trigo.

M 12 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

2000pb
1500pb - = &

3 - —— - -
1000pb - - b S O = 5 PP

v —

500pb

100pb

Figura 13. Amplificacdo com primer URP 6R de DNA de isolados fangicos e
DNA de trigo observados em gel de agarose 1,5%. (M) Ladder 100bp; (1)
controle negativo; (2) controle positivo para Bipolaris sorokiniana — isolado
LMA323BIS98007P; (3) Cercospora sp. (LMA323CE_2); (4) Alternaria sp.
(LMA323AL_5); (5 B. sorokiniana (LMA323BIS1); (6) B. oryzae
(LMA323BIO1); (7) B. sorokiniana (LMA323BIS2); (8) Bipolaris sp.
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(LMA323BI_C1/08-2); (9) B. sorokiniana (LMA323903); (10) B. sorokiniana
(LMA323BIS98004P); (11) B. sorokiniana (LMA323BIS98012P); (12) B.
sorokiniana (LMA323BIS98028P); (13) B. sorokiniana (LMABIS98034P); (14) B.
sorokiniana (LMA323BIS98041P); (15) B. sorokiniana (LMA323BISA20P); (16)
Bipolaris sp. (LMA323BI_15M2P); (17) Bipolaris sp. (LMA323BI_18M2P); (18)
Bipolaris sp. (LMA323BI_CF0201P); (19) Drechslera sp. (LMA323DR_27); (20)
Drechslera sp. (LMA323DR_45); (21) Drechslera sp. (LMA323PY_48); (22)
Drechslera sp. (LMA323DR_C1/08-5); (23) Drechslera sp. (LMA323DR_C1/08-
11); (25) Exserohilum sp. (LMA323EX 1) e (25) Trigo. A seta em vermelho
indica a posicao dos fragmentos de 1300pb gerados pelo primer URP 6R.
5.3.2 Perfil de amplificacdo com primer URP 38F

O perfil de amplificagdo com o primer URP 38F pode ser observado
na figura 14. A amplificagdo com este primer gerou fragmentos comuns com
aproximadamente 490pb, 700pb e 1300pb. Estes fragmentos também nao
estdo presentes ou ndo apresentam a mesma intensidade para as amostras
dos isolados fungicos identificados como Cercospora sp. (LMA323CE_2),
Alternaria sp. (LMA323AL_5), B. oryzae (LMA323BIO1), Drechslera sp.
(LMA323DR_27, LMA323DR_45, LMA323PY_48, LMA323DR_C1/08-5 e
LMA323DR_C1/08-11), Exserohilum sp. (LMA323EX 1) e para a amostra de

sementes de de trigo.

M1 2 3456 7 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

2000pb
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1000pb S layon & A 2 2 4 & J R
- - --—-eew- -
500pb e el
~-----
100pb

Figura 14. Amplificacdo com primer URP 38F de DNA de isolados fungicos e
DNA de trigo observados em gel de agarose 1,5%. (M) Ladder 100bp; (1)
controle negativo; (2) controle positivo para Bipolaris sorokiniana — isolado
LMA323BIS98007P; (3) Cercospora sp. (LMA323CE_2); (4) Alternaria sp.
(LMA323AL_5); (5 B. sorokiniana (LMA323BIS1); (6) B. oryzae
(LMA323BIO1); (7) B. sorokiniana (LMA323BIS2); (8) Bipolaris sp.
(LMA323BI_C1/08-2); (9) B. sorokiniana (LMA323BIS903); (10) B. sorokiniana
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(LMA323BIS98004P); (11) B. sorokiniana (LMA323BIS98012P); (12) B.
sorokiniana (LMA323BIS98028P); (13) B. sorokiniana (LMABIS98034P); (14) B.
sorokiniana (LMA323BIS98041P); (15) B. sorokiniana (LMA323BISA20P);(16)
Bipolaris sp. (LMA323BI_15M2P); (17) Bipolaris sp. (LMA323BI_18M2P); (18)
Bipolaris sp. (LMA323BI_CF0201P); (19) Drechslera sp. (LMA323DR_27); (20)
Drechslera sp. (LMA323DR_45); (21) Drechslera sp. (LMA323PY_48); (22)
Drechslera sp. (LMA323DR_C1/08-5); (23) Drechslera sp.
(LMA323DR_C1/08-11); (25) Exserohilum sp. (LMA323EX_1) e (25) Trigo. A
seta em vermelho indica a posicdo dos fragmentos de 1300pb, a seta em
amarelo indica a posicdo dos fragmentos de 700pb e a seta em azul indica a
posicdo dos fragmentos de 490pb, respectivamente.

5.4 Obtencdo das sequéncias para desenho dos primers especificos.

O DNA isolado LMA323BIS2, identificado como Bipolaris
sorokiniana, amplificado com os primers URP, foi utilizado como base para o
desenho dos primers especificos. O fragmento de 1300pb, gerado com o
primer URP 6R, e o fragmento de 700pb, gerado com o primer URP 38F, foram
extraidos de um gel de agarose 1,5%, para serem clonados, utilizando o vetor
de clonagem pCR®2.1-TOPO® e células de E. coli DH5a competentes.

O processo de clonagem resultou em seis colénias de E. coli
transformadas, trés delas com a amostra do primer URP 6R, denominadas
6R1, 6R4 e 6R5 e trés com a amostra do primer URP 38F, denominada 38F1,
38F2 e 38F3. O DNA plasmidial de cada uma das coldnias foi extraido e entdo
digerido com a enzima EcoRI para verificar a presenca do inserto. Uma vez
confirmada a presenca do inserto o DNA plasmidial das colbnias 6R1, 6R4,
6R5, 38F1 e 38F2 foi amplificado com os primers M13 forward e M13 reverse.
Os produtos das amplificacdes foram enviados para sequenciamento e as
sequéncias geradas foram analisadas utilizando o software Geneious.

Os primers especificos foram desenhados com base nas sequéncias
dos insertos das colonias 6R1, 6R4, 6R5, 38F1 e 38F2, utilizando o programa
Primer 3. Os primers foram desenhados para conter em sua composi¢ao 40% a
60% de guanina — citosina e ndo formar dimeros.

A partir das sequéncias dos insertos das colonias 6R1, 6R4 e 6R5
foram desenhados dois pares de primers, denominados 6R 126F-547R e 6R
127F-547R. De acordo com o programa estes pares possibilitam a geracéo de
fragmentos de 422pb e 421pb, respectivamente. Ja a partir da sequéncias dos

insertos das colbnias 38F1 e 38F2 foram desenhados mais pares de primers
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em comparagdo com as amostras anteriores, contudo, sé um par respeitou 0s
requisitos mencionados acima, sendo este denominado 38F 189F-648R,
gerado a partir da colonia 38F2. De acordo com o0 programa este par possibilita

a geracdo de um fragmento de 459pb. A sequéncia de cada primer esti
descrita na tabela 8.

Tabela 8. Sequéncias dos primers desenhados para B. sorokiniana.

Primer Sequéncia

6R 126F ACTCCAGCAACACCCATGAG
6R 127F CTCCAGCAACACCCATGAGT
6R 547R AGGAACAGAAGATTGCGCCA
38F 189F TCTGCATGACTCCAACGCTT
38F 648R ACACCCACTCACACGGTTTT

As sequéncias dos DNAs plasmidiais das colonias 6R1, 6R4, 6R5 e
38F2 podem ser visualizadas nas figuras 15, 16, 17 e 18, respectivamente. Os

primers especificos desenhados com base nestas sequéncias estdo marcados
em cada amostra.
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AAChHCCAHTAAAAHTTCAHAAHACTHTHAACHCACTCCCTCAACTCCAHCA CATHAH
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STATGCAGCAACAAGCACTGCTTGCTGACATICTCTATE SCCAATG

Figura 15. Sequéncia do DNA plasmidial da col6nia 6R1. Os primers URP 6R, 6R 126F e 6R 127F estdo marcados em roxo e o
primer 6R 547R estd marcado em verde. Esta imagem foi gerada pelo programa Primer 3.
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ETIIJ ZE‘IJ ZQ‘IJ 3q|J 31IIJ 32IJ 33D 340 35IJ SSIJ STIJ 38IJ 39IJ 4UIJ

Figura 16. Sequéncia do DNA plasmidial da col6nia 6R4. Os primers URP 6R, 6R 126F e 6R 127F estdo marcados em roxo e o
primer 6R 547R estd marcado em verde. Esta imagem foi gerada pelo programa Primer 3.
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Figura 17. Sequéncia do DNA plasmidial da col6nia 6R5. Os primers URP 6R, 6R 126F e 6R 127F estdo marcados em roxo e o
primer 6R 547R esta marcado em verde. Esta imagem foi gerada pelo programa Primer 3.
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ACTCCCARACCOCARACEACECRCTACCRCTATCOARCACACC LTI CCECTCCETACACCETICTATTCACACTACCCTCTCCACATCTCARCCACACIARRACARCACTCTCCCCACCCC ATICCTEC

leCleAATCATHH

Figura 18. Sequéncia do DNA plasmidial da colénia 38F2. Os primers URP 38F e 38F 189F estdo marcados em roxo e o primer
38F 648R esta marcado em verde. Esta imagem foi gerada pelo programa Primer 3.
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5.5 Amplificacdo com primers especificos

Durante o0s ensaios para determinar as melhores condicbes de
amplificagéo para cada par de primers o par 6R 126F-547R amplificou o DNA da
amostra LMA323SCS1, identificada como Sclerotina sclerotiorum, em todas as
temperaturas de anelamento e concentracfes de primer testadas.

O par de primers 6R 127F-547R amplificou o DNA de 12 isolados fungicos
gerando fragmentos com aproximadamente 550pb. Este par amplificou os
fragmentos dos isolados LMA323BIS2, LMA323BIS903, LMA323BIS98004P,
LMA323BIS98007, LMA323BIS98012P, LMA323BIS98028P, LMA323BIS98034P,
LMA323BISA20P, LMA323BI_98041P, LMA323BI_15M2P, LMA323BI_18M2P e
LMA323BI_CF0201P, identificados como Bipolaris sorokiniana e Bipolaris sp. Este
par de primers ndo amplificou os DNAs dos isolados fungicos de outros géneros, o
DNA das sementes de trigo e o DNA da amostra LMA323BIO, identificada como
Bipolaris oryzae. Os fragmentos produzidos por estes primers pode ser visualizado

na figura 19.

M1 23 45 6 7 8 9 1011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

2000pb

1000pb E
500pb “

100pb

M 29 30313233343536373839404142434445464748

2000pb
1000pb
500pb
100pb

Figura 19. Amplificacbes com primers 6R 127F-547R observadas em gel de
agarose 1%. (M) Ladder 100bp; (1) controle negativo; (2) controle positivo para
Bipolaris sorokiniana - isolado LMA323BIS2; (3 a 7) Alternaria sp.; (8 a 10)
Aspergillus sp. (11 e 12) Cercospora sp.; (13) B. oryzae; (14 a 21) B. sorokiniana;
(22 a 27) Bipolaris sp.; (28) Drechslera sp.; (M) Ladder 100pb; (29 a 31) Drechslera



58

sp.; (32) Exserohilum sp.; (33 a 37) Fusarium sp. (38) Gerlachia sp.; (39)
Macrophomina phaseolina; (40) Paecilomyces sp.; (41 e 42) Penicillium sp.; (43)
Diaporthe sp.; (44) Rhizoctonia sp.; (45) Rhizopus sp.; (46) Sclerotina sclerotiorum;
(47) Ulocladium sp. e (48) trigo.

O par de primers 38F 189F-648R amplificou o DNA de 7 isolados fungicos
gerando fragmentos com aproximadamente 650pb. Este par amplificou os
fragmentos dos isolados LMA323BIS2, LMA323BIS903, LMA323BIS98004P,
LMA323BIS98007, LMA323BIS98012P, LMA323BIS98034P, identificados como
Bipolaris sorokiniana e LMA323BI_18M2P, identificado como Bipolaris sp. Este par
de primers também ndo amplificou os DNAs dos isolados fungicos de outros
géneros, o DNA das sementes de trigo e o DNA da amostra LMA323BIO1, B.
oryzae. Os fragmentos gerados por estes primers podem ser visualizado na figura
20.

M1 2 3 4 66 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
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1000pb
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M 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 394041424344 4546 47 48

2000pb
1000pb
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Figura 20. Amplificacbes com primers 38F 189F — 648R observadas em gel de
agarose 1%. (M) Ladder 100bp; (1) controle negativo; (2) controle positivo para
Bipolaris sorokiniana — isolado LMA323BIS2; (3 a 7) Alternaria sp.; (8 a 10)
Aspergillus sp. (11 e 12) Cercospora sp.; (13) B. oryzae; (14 a 21) B. sorokiniana;
(22 a 27) Bipolaris sp.; (28) Drechslera sp.; (M) Ladder 100pb; (29 a 31) Drechslera
sp.; (32) Exserohilum sp.; (33 a 37) Fusarium sp. (38) Gerlachia sp.; (39)
Macrophomina phaseolina; (40) Paecilomyces sp.; (41 e 42) Penicillium sp.; (43)
Diaporthe sp.; (44) Rhizoctonia sp.; (45) Rhizopus sp.; (46) Sclerotina sclerotiorum;
(47) Ulocladium sp. e (48) trigo.
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Os resultados indicam que os pares 6R 127F-547R e 38F 189F—-648R
podem ser utilizados para distinguir isolados do género Bipolaris de isolados dos
géneros Alternaria, Aspergillus, Cercospora, Drechslera, Exserohilum, Fusarium,
Gerlachia, Macrophomina, Paecilomyces, Penicillium, Diaporthe, Rhizoctonia,
Rhizopus, Sclerotina e Ulocladium, bem como a espécie Bipolaris sorokiniana da
espécie Bipolaris oryzae. Os resultados também indicam que o par 6R 127F-547R
foi mais eficiente na detecgcéao dos isolados de Bipolaris sorokiniana que o par 38F
189F-648R.
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6. DISCUSSAO

De acordo com Pires (2017) o plantio de trigo em sistemas de rotacao de
culturas é fundamental para a sustentabilidade da economia brasileira. O seu plantio
entre as safras de culturas importantes, como da soja e do milho, contribui na
conservagao do solo, evitando sua erosdo, sua compactacdo e a lixiviagdo de
nutrientes por enxurradas e também auxilia no controle de doencas e pragas na
lavoura. Do ponto de vista econdmico, mantém a movimentacdo de maquinarios e
mao de obra durante as esta¢des mais frias do ano.

Do mesmo modo que o clima Umido da regido sul do Brasil permite a
plantacdo do trigo durante o ano inteiro (PIRES, 2017) ele propicia o
desenvolvimento de fungos fitopatogénicos (BERNARDI et al., 2018). As doencas
causadas por estes fungos representam uma ameaca a saude das plantas e dos
animais (CAIRNS et al., 2016; RESENDE; VEKIC, 2018) e também podem levar a
reducdo na produtividade das lavouras e por consequéncia a grandes perdas
econdmicas (ASLAM et al., 2017; FAO; IPPC, 2018; RESENDE; VEKIC, 2018).

Além das perdas econdmicas causadas por estes fungos eles podem ser
responsaveis por importantes perdas da biodiverisade, pois quando sao
disseminados para uma nova area podem competir com espécies nativas (FAO;
IPPC, 2018). O monitoramento da saude das plantas e a detec¢do precoce do
patégeno sdo essenciais para reduzir a disseminacdo das doencas causadas por
fungos fitopatogénicos e também para facilitar praticas eficazes de manejo
(AGGARWAL et al., 2011; ASLAM et al., 2017; FAO; IPPC, 2018).

O formato de diagnostico para doencas causadas por fungos
fitopatogénicos envolve a interpretacdo de sintomas visuais seguidos de
identificacdo laboratorial do fungo associado, utilizando meios seletivos e
microscopia para a sua confirmagéo. Estes médotos convecionais sdo demorados e
requerem uma pessoa qualificada e especializada para realiza-los. O uso de
técnicas moleculares para diagnosticar doencas em plantas pode resultar uma uma
analise mais rapida, sensivel e precisa, pois enquanto o diagnéstico por morfologia
baseia-se em caracteres fenotipicos o diagnostico molecular é baseado em
caracteres genotipicos (AGGARWAL et al., 2011; ASLAM et al., 2017; CAIRNS et
al., 2016).

Em contraste com os métodos convecionais o uso de técnicas
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moleculares pode permitir a deteccdo do fungo fitopatogénico sem precisar do
isolamento e cultivo em laboratério ou até mesmo em estagios do ciclo de vida onde
ele ndo é detectavel pela identificagcdo morfologica, o que pode levar a melhorias
nas estratégias de manejo dos fungos e facilitar o acompanhamento da saude das
plantas (ASLAM et al., 2017; CAIRNS et al., 2016).

A observacdo das caracteristicas morfolégicas das colbnias miceliais e
dos conidios dos isolados fungicos, utilizados no presente trabalho, foi realizada
através do cultivo destes isolados nos meios BDA, V8-BDA e CA. Dos quarenta e
seis isolados fungicos trinta e seis foram identificados morfologicamente, nove néo
produziram conidios, impossibilitando a identificacdo morfolégica e um néo foi
submetido a identificacdo morfologica.

O cultivo em meio BDA incentivou a producdo de conidios permitindo a
identificacdo morfoldgica de trinta e dois isolados fungicos dos géneros Alternaria,
Aspergillus, Bipolaris, Exserohilum, Fusarium, Gerlachia, Paecilomyces, Penicillium,
Rizoctonia, Rizopus e Ulocladium. De acordo com PULZ e MASSOLA (2009) o meio
BDA é comumente utilizado para o cultivo e esporulacdo de varias espécies de
fungos, tal como foi observado neste trabalho.

Santos et al. (2016) alcancaram bons resultados para esporulacdo de
Bipolaris maydis em meio BDA e Manamgoda et al. (2014) relataram esporulacéo
abundante em meio BDA para o fungo Bipolaris sorokiniana apdés uma semana de
cultivo, resultados que acordam com o que foi observado durante a identificacao
morfologica dos isolados identificados como Bipolaris. De quatorze isolados, onze
foram identificados quando cultivados em meio BDA.

Sabe-se que muitos fungos utilizam glicose como fonte de carbono,
contudo, outros acuUcares podem ser aproveitados para induzir a producdo de
esporos (DUARTE; NUNES; ALBUQUERQUE, 1982; MOSCHEN, 2008; PENARIOL;
MONTEIRO; PITELLI, 2008; PULZ; MASSOLA, 2009; SANTOS et al., 2016; SILVA,
DOIHARA, 2003). Por este motivo, neste trabalho foram utilizados os meios V8-BDA
e CA como alternativa ao meio BDA.

Pulz e Massola (2009) compararam a producgéo de esporos em diferentes
meios de cultura para fungos do género Alternaria e relataram produgdo superior
utilizando o meio V8-agar em comparacdo com o meio BDA. O suco V8 € composto
pelos sucos concentrados de tomate, cenoura, aipo, beterraba, salsinha, alface,

agrido e espinafre, conferindo uma diversidade de nutrientes que podem ser
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utilizados para o crescimento dos fungos. Este suco também contém em sua
composicao vitamina C e de acordo com Penariol, Monteiro e Pitelli (2008) a adicéo
de vitaminas em meios de cultivos podem favorecer a producao de conidios.

Os isolados LMA323DR_27, LMA323DR 45, LMA323DR _C1/08-5 e
LMA323DR_C1/08-11, que nado foram identificados morfologicamente quando
cultivados em meio BDA, desenvolveram colonias miceliais e conidios
caracteristicos quando cultivados em meio V8-BDA. Este meio permitiu a
identificacdo destes quatro isolados como fungos do género Drecheslera. Moschen
(2008) testou em seu trabalho meios contendo o suco V8 e seus resultados
apontaram que tanto o meio V8-agar quanto o meio V8-BDA proporcionaram melhor
esporulagédo para Pyrenophora tritici- repentis quando comparados ao meio BDA, o
gue também pode ser observado neste trabalho.

SANTOS et al. (2016) relataram que o meio de cultivo em que o fungo é
inoculado pode interferir no aspecto das colonias o que condiz com as alteracdes
nas caracteristicas morfolégicas das colénias miceliais observadas quando os
isolados foram inoculados nos meios BDA, V8-BDA e CA.

Duarte, Nunes e Albuguerque (1982) relataram que o meio CA favoreceu
o crescimento radial do micélio de Colletotrichum corchorum porém néao favoreceu
sua esporulacdo. Este comportamento pode ser observado para os oito isolados
inoculados neste meio, que ndo desenvolveram conidios.

Silva e Doihara (2003) compararam resultados de produgéo de esporos
com a inoculacédo de Phytophthora palmivora nos meios V8-agar, CA e BDA e sobre
frutos de mamao. A producdo de esporos no fruto foi estatisticamente superior a
producdo nos meios testados, sugerindo a importancia de substratos naturais na
esporulacdo deste patdbgeno. Manamgoda et al. (2014) também utilizaram substratos
naturais de folhas de milho para induzir a esporulacédo em isolados de Bipolaris. A
necessidade nutricional de substratos naturais pode ser um dos fatores que néo
favoreceu a esporulagcéo dos nove isolados nao identificados morfologicamente.

A etapa de esporulacdo dos isolados fungicos e a padronizacdo das
condi¢Bes ideais constitui uma das principais dificuldades, principalmente quando a
producéo de esporos é necessaria em altas concentra¢des. Para induzir a producao
de esporos podem-se utilizar outros procedimentos durante a incubacédo do fungo
(MOSCHEN, 2008; PENARIOL; MONTEIRO; PITELLI, 2008; SANTOS et al., 2016;
SILVA; DOIHARA, 2003).
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Santos et al. (2016) indica que a luz exerce efeito direto sobre a producéo
de esporos. A luminosidade pode inibir ou induzir a esporulacédo do fungo e a falta
dela pode ter afetado a producdo dos esporos destes nove isolados né&o
identificados. Além da composicdo dos meio de cultura e exposicdo a luz, a
temperatura de incubacé&o, o pH do meio de cultura e a injuria das coldnias através
da friccdo mecanica sao fatores relacionados a producdo de esporos (DUARTE;
NUNES; ALBUQUERQUE, 1982; PENARIOL; MONTEIRO; PITELLI, 2008; PULZ;
MASSOLA, 2009; SANTOS et al., 2016; SILVA; DOIHARA, 2003).

Convencionalmente a identificacdo de fungos é feita apenas pela
observacdo das caracteristicas morfologicas (AGGARWAL et al., 2011; ASLAM et
al., 2017; RAJA et al., 2017). De acordo com RAJA et al. (2017) por mais que esta
metodologia seja importante para acompanhar a evolugdo das caracteristicas
fenotipicas, ela pode ndo ser adequada para a classificacdo em nivel de espécie,
isto porque para algumas fungos os caracteres morfolégicos podem ser
problematicos, até para microbiologistas treinados.

Sendo assim, para dar continuidade ao processo de identificacao
laboratorial, os isolados néo identificados por microscopia éptica e os isolados de
fungos identificados em nivel de género como Bipolaris foram enviados para
sequenciamento da regido ITS1, 5.8S, ITS2.

O marcador ITS é considerada barcoding para a identificacdo gendmica
de fungos (ASLAM et al., 2017; RAJA et al., 2017). Esta regido é muito utilizada pois
estd em rapido e constante desenvolvimento, entretanto, os valores de cortes
empregados para determinar espécies ainda estdo sendo estudados e ndo ha um
valor Unico para ser aplicado para todos os grupos (RAJA et al., 2017). Dos vinte e
quatro isolados enviados para sequenciamento doze foram identificados em nivel de
espécie e doze foram identificados em nivel de género, obedecendo os valores de
identidade = 98% para espécie e = 80% para género entre as sequéncias dos
isolados e as sequéncias depositadas nos bancos de dados.

O uso do marcador ITS permitiu a identificacdo das espécies Sclerotina
scleotiorum, Macrophomina phaseolina, Bipolaris oryzae e Bipolaris sorokiniana.
Alguns isolados de Bipolaris entretanto ndo foram identificados em nivel de espécie
e na comparacdo entre os resultados de cada banco de dados houve divergéncias
para os isolados LMA323AS 3 (identificado com 100% de identidade como
Aspergillus versicolor através do GenBank e com 100% de identidade como
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Aspergillus tennessensis através do MycoBank) e LMA323CE_1 (identificado com
99% de identidade como Cercospora glycinicola através do GenBank e com 99,77%
de identidade como Cercospora sp. através do MycoBank). Quando a regido
utilizada ndo permite a identificacdo da espécie pode-se utilizar outras regibes de
forma complementar ou alternativa. Manamgoda et al. (2014) alcancaram bons
resultados utilizando a regido ITS para identificar isolados fungicos do género
Bipolaris mas determinaram que o marcador GPDH (partial glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) € preferivel para a identificagcdo deste género.

O uso da regido ITS néo é eficiente para a identificacdo de fungos dos
géneros Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicilium e Trichoderma, por
exemplo, uma vez que para estes fungos essa regido ndo possui uma boa taxa de
barcoding gaps (RAJA et al, 2017). Neste trabalho foram identificados
morfologicamente isolados de Aspergillus, Fusarium e Penicilium e a sua
identificacdo genotipica, assim como para aqueles isolados em que a identificacédo
genotipica ndo foi possivel, pode ser realizada através do sequenciamento das
regibes génicas RPB1 (maior subunidade da RNA polimerase), RPB2 (segunda
maior subunidade), tub2/BenA (beta-tubulina), 18S (menor subunidade do RNA
ribossomal), 28S (maior subunidade), entre outras (ASLAM et al., 2017; RAJA et al.,
2017).

Os fungos sdo um grupo extremamente diversificado e como tal nao
possuem apenas um modo de identificacdo. Eles podem ser identificados pela
morfologia, pelo sequenciamento de regides conservadas ou ambos (AGGARWAL et
al., 2011; MANAMGODA et al., 2014; RAJA et al., 2017). Entretanto, as duas formas
de identificacdo apresentam falhas, tanto pela necessidade de um alto conhecimento
das caracteristicas morfoldégicas quando pela credibilidade das sequéncias que
compdem os bancos de dados, que por muitas vezes ndo possuem referéncia de
publicacdo (ASLAM et al., 2017; RAJA et al., 2017).

Com o intuito de facilitar o diagnostico, tornando-o mais rapido e preciso,
e também de contribuir para a complementacdo de andlises de identificacdo do
fungo Bipolaris sorokiniana, iniciou-se a busca por uma sequéncia que pudesse ser
utilizada para este fim. Para tanto, buscou-se por meio de ferramentas moleculares
uma caracteristica comum, para isolados de diferentes regides do pais e do mundo,
gue pudesse ser utilizada para construir primers especificos para esta espécie.

As técnicas baseadas na amplificacdo do DNA podem ser aplicadas para
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o desenvolvimento de primers especificos para a deteccdo de microrganismos
(AGGARWAL et al.,, 2011; ASLAM et al.,, 2017). Hong et al. (1999) utilizaram o
sequenciamento da regido ITS para desenvolver primers para a detecgdo do grupo
Phytophthora e Phytophtora cryptogea-P. drechsleri. Kwon, Myung e Go (2000)
utilizaram o sequenciamento das regides 16S — 23S rRNA para desenvolver primers
para a deteccdo de Pectobacterium chrysanthemi. No entanto Aggarwal et al. (2011)
relatam que os isolados de B. sorokiniana testados por eles apresentaram homologia
de sequéncias de 98% entre si e de 90% entre outras espécies de Bipolaris para as
regides ITS1 e ITS2, o que pode dificultar o desenvolvimento de um primer
especifico para espécie baseado em sequéncias geradas por estas regiao.

A amplificagdo do DNA utilizando primers universais do arroz, URP-PCR,
€ uma ferramenta molecular que pode ser utilizada para estudar a diversidade do
genoma de procariotos e eucariotos. Esta técnica tem potencial para ser aplicada em
estudos de taxonomia, filogenia e screening genético de populacdes em niveis intra
e interespecificos. Foi demonstrado que esta técnica é capaz de produzir fragmentos
que sao especificos de espécies ou de linhagens e que podem ser retirados do gel
de agarose, clonados ou re-amplificados, fornecendo uma estratégia para o
desenvolvimento de primers especificos para detectar espécies microbianas (KANG
et al., 2002). Esta técnica foi utilizada para desenhar primers para Erwinia carotovora
subsp. carotovora (KANG et al.,, 1998 apud KANG, et al. 2002) e B. sorokiniana
(AGGARWAL et al., 2011).

Mann et al. (2014) utilizaram URP-PCR para estudar a diversidade entre
isolados de B. sorokiniana. Eles observaram em seu estudo a amplificacdo de
fragmentos comuns utilizando primers URP para 60 isolados monospoéricos. Os
primers URP 6R e UPR 38F amplificaram fragmentos comuns para 81% e 71% dos
isolados, respectivamente. No presente trabalho estes dois primers foram utilizados
na busca por fragmentos comuns para isolados polisporicos de B. sorokiniana.

Através da amplificacdo de isolados fungicos de diferentes géneros e
espéecies utilizando primers URP observaram-se perfis de amplificagdo com
fragmentos comuns e intensos para os isolados de Bipolaris que diferiram de peso
molecular e/ou intensidade para os isolados dos outros géneros. O perfil de
amplificacéo utilizando o primer URP 6R para os isolados polispéricos de Bipolaris
gerou fragmentos monomaorficos com aproximadamente 1300pb, diferentemente do

trabalho de Mann et al. (2014) onde foram gerados fragmentos monomorficos para
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isolados monosporicos na faixa de 548pb. Ja para a amplificacdo com o primer URP
38F foram gerados fragmentos monomarficos interessantes para a base do desenho
de primers com peso molecular de aproximadamente 700pb, mesma faixa de
amplificacéo relatada pelos autores citados anteriormente. Os fragmentos de 1300pb
e 700pb do isolado LMA323BIS2 gerados atraves das amplificacdes com os primers
URP 6R e 38F foram excisados do gel, purificados e clonados. O processo de
clonagem resultou em cinco clones com inserto, trés gerados com os fragmentos
amplificados pelo primer URP 6R (6R1, 6R4 e 6R5) e dois pelo primer URP 38F
(38F1 e 38F2).

Durante o processo de desenho dos primers especificos pode-se observar
gue as sequéncias dos clones 6R1, 6R4 e 6R5 sdo similares. Os primers
desenhados para cada uma destas sequéncias, através do programa Primer 3, sédo
iguais ou com poucas diferencas. Baseados nos parametros de conteudo de
guanina-citosina e formacdo de dimeros dois pares de primers, com apenas um
nucleotideo de diferenca, foram escolhidos para serem testados. Estes pares foram
denominados 6R 126F-547R e 6R127F-547R.

Para cada sequéncia dos clones 38F1 e 38F2 foram gerados primers
diferentes, o que pode indicar a presenca de mais de um fragmento que possui o
mesmo peso molecular, geradas através da amplificacdo com o primer URP 38F.
Para a sequéncia do clone 38F2 foi escolhido apenas um par de primers (38F 189F
— 648R) por ser o Unico, em uma analise in silico, a nao formar dimeros.

Aggarwal et al. (2011) relataram em seu estudo que as sequéncias
originadas através da clonagem de um fragmento de 650pb gerado pela
amplificagdo com o primer URP 1F eram todas idénticas, entretanto os isolados de
B. sorokiniana utilizados em seu estudo eram monosporicos, diferente dos isolados
utilizados no presente trabalho, que sdo polisporicos. Variagdes morfolégicas entre
culturas de B. sorokiniana monospdéricas e polispéricas e entre culturas polispéricas
foram observadas por POLONI et al. (2008) e neste trabalho foram observadas
variacdes genéticas entre isolados polisporicos deste fungo.

No decorrer dos ensaios para determinar as melhores condi¢cdes de
amplificagdo para cada par de primers o par 6R 126F-547R amplificou o DNA da
amostra LMA323SCS1, identificada por sequenciamento da regido ITS como
Sclerotina sclerotiorum em todas as temperaturas de anelamento e concentracdes

de primer testadas, sendo assim esse par de primers foi considerado inespecifico
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para o fungo B. sorokiniana.

O par de primers 6R 127F-547R amplificou o DNA de doze isolados, oito
identificados como B. sorokiniana e quatro identificados como Bipolaris sp. O par de
primers 38F 189F-648R amplificou o DNA de sete isolados, seis identificados como
B. sorokiniana e um identificado como Bipolaris sp.

A diferenca entre o numero de isolados que cada par de primers
amplificou pode estar relacionada a quantidade das sequéncias utilizadas para a
constru¢bes dos primers. O par 6R 127F-547R foi construido baseado em trés
sequéncias similares amplificando seis isolados a mais que o par 38F 189F-648R
gue foi construido baseado apenas em uma sequéncia.

Os dados gerados por andlises utilizando DNA sao considerados mais
confidveis para a deteccdo de patdbgenos em populacdes mistas e a capacidade de
detectar o fungo B. sorokiniana dentro de uma populacdo complexa é uma das
guestdes mais importantes para o desenho de um primer especifico para esta
espécie (AGGARWAL et al., 2011).

Para aprofundar as andlises e chegar a resultados mais conclusivos é
necessario sequenciar os fragmentos amplificados pelos pares de primers 6R 127F-
547R e 38F 189F-648R, testar os primers com amostras de DNA de outras espécies
de Bipolaris e também com amostras de DNA de sementes infectadas, que sdo uma
importante fonte de indculo para o estabelecimento de focos iniciais da doenca, para
assim aferir o emprego destes primers como uma técnica rapida e confiavel, que
traga beneficios e auxilie nos processos de combate da disseminacdo de B.

sorokiniana como ferramentas para a deteccao deste fungo.
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7. CONCLUSOES

Os isolados fungicos fitopatogénicos utilizados no presente trabalho foram
identificados. Os isolados passaram pelo processo de identificacdo
morfologica, que requereu tempo e conhecimento sobre 0s aspectos das
colénias miceliais e conidios. Alguns isolados também passaram pelo
processo de identificacdo genotipica que requereu conhecimento sobre as
técnicas de biologia molecular e interpretacdo de dados. Concluiu-se que as
duas metodologias podem interagir de forma complementar para tornar 0s

resultados da identificag@o mais precisos e confiaveis.

A amplificagdo do DNA dos isolados fungicos utilizando primers universais do
arroz, URP-PCR, pode ser utilizada como ferramenta molecular no estudo dos
seus genomas. Através da amplificacdo com os primers URP 6R e 38F foram
encontrados fragmentos comuns para os isolados do género Bipolaris e da

espécie Bipolaris sorokiniana.

Com base no estudo das sequéncias dos fragmentos monomérficos gerados
pelas amplificagbes com os primers URP foram desenhados primers para o

fungo Bipolaris sorokiniana.

Com base nos testes realizados até o momento pode-se afirmar que os pares
6R127F-547R e 38F 189F-648R nado amplificam o DNA das sementes de
trigo, podem ser utilizados para distinguir isolados de Bipolaris de isolados de
Alternaria, Aspergillus, Cercospora, Drechslera, Exserohilum, Fusarium,
Gerlachia, Macrophomina, Paecilomyces, Penicillium, Diaporthe, Rhizoctonia,
Rhizopus, Sclerotina e Ulocladium e também podem ser utilizados para
distinguir as espécies de Bipolaris sorokiniana de Bipolaris oryzae. Desta
forma, os dois pares de primers tém potencial para serem utilizados na

identificacdo e na deteccao do fungo Bipolaris sorokiniana.
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