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'RESUMO

Mancha marrom ou Helmintosporiose é uma das principais doencas do trigo,
causada pelo fitopatbgeno Bipolaris sorokiniana, sendo responsavel por
grandes perdas econdémicas no cultivo do trigo no mundo inteiro. Este fungo
apresenta uma grande diversidade morfologica, fisiolégica e genética. Com
objetivo de caracterizar a diversidade molecular de amostras monospéricas de
B. sorokiniana isolados de sementes do Brasil e outros paises, foram utilizados
60 isolados monosporicos tendo o DNA gendmico desses isolados sido
submetidos a amplificacdo por PCR. Foram utilizados 12 oligonucleotideos
iniciadores universais construidos a partir de sequéncias repetidas do genoma
do arroz (URP). Os perfis gerados foram analisados pelo método de médias
aritméticas ndo ponderadas (UPGMA). O método PCR — URP permitiu obter
informacBes importantes sobre o perfil genético das culturas monosporicas
mostrando distingBes entre os trés conidios isolados oriundos da mesma cepa
polispérica. Os oligonucleotideos URP-30F, URP-6R, URP-17R e URP-
38Famplificaram com um elevado indice de isolados. Em contra partida, 0s
oligonucleotideos URP-13R, URP- 25F e URP-32F apresentaram um perfil de
amplificacdo menor entre os isolados do fitopatogeno. O ndmero total de
fragmentos gerados com cada um dos oligonucleotideos variou entre 41 e 77
fragmentos. Os oligonucleotideos URP-17R, URP-30F, URP-32F e URP-6R
apresentaram maior indice de fragmentos polimorficos. Os isolados
apresentaram uma grande diversidade intra-especifica entre 0s
oligonucleotideos iniciadores URP e entre os conidios monospdricos. A analise
forneceu informacgdes relevantes sobre a variabilidade genética e a relacao
entre os isolados de B. sorokiniana.

! Dissertacdo de mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de
Ciencias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
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2 ABSTRACT

Leaf spot disease or helmintosporiosis is one of the most important diseases of
wheat cultures caused by the phytopathogem Bipolaris sorokiniana. It is
responsible for great economic loss of wheat cultivation worldwide. This fungus
presents a great morphologic, physiologic and genetic diversity. The aim of this
study was to characterize the molecular diversity of B. sorokiniana monosporic
isolates isolated from seeds from Brazil and other countries. For this purpose 60
monosporic isolates were used. The genomic DNA of this isolates were
submitted to PCR amplification using 12 universal primers built from repeated
sequences of rice genome (URP). The analysis of the amplification profile were
calculated by Unweighted Pair Group Arithmetic Mean (UPMGA) Method. The
PCR-URP method provided important information about the genetic profile to
the monosporic culture, showing distinctions between the three spore isolates of
the same polysporic strain. The primers URP-30F, URP-6R, URP-17R and
URP-38F were able to amplify a higher percentage of the isolates been the
more efficient in the study of this phytopathogen. However, the primers URP-
13R and URP-32F have shown a lower amplification profile between the B.
sorokiniana isolates. The number of fragments that resulted from the
amplification of each primer had varied between 41 and 77 fragments. The
primers URP-17R, URP-30F, URP-32F and URP-6R generated a higher
number of polymorphic fragments with the isolates. The analysis provided
relevant information about the variability and genetic relationship between B.
sorokiniana isolates.

2 Master Of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology,
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1. INTRODUCAO

O trigo representa um dos cereais mais importantes na alimentagéo
humana, utilizado em larga escala como matéria—prima na elaboracao de
varios produtos alimenticios, bebidas e uma menor parcela da producao

destina-se a industria de racdo animal.

No cenario produtivo, o Brasil destaca-se como um grande produtor
de graos, porém, ndo € auto-suficiente em trigo onde depende de importacdes
para suprir o seu consumo interno. Além deste, temos outros agravantes que
influenciam negativamente na producdo, como a instabilidade climética e a
incidéncia de doencas fangicas que podem gerar perdas significativas de até

50% nas culturas de inverno.

No Brasil e em outros paises de clima quente e Umido ha a
incidéncia da Helmitosporiose, cujo agente causal é o fungo Bipolaris
sorokiniana (Sacc.in Sorok) Shoemaker, 1959, (teleomorfo): Cochiobolus
sativus (Ito & Kuribayashi) Drechsl. Ex dastur. Esse fungo encontra-se
associado principalmente a semente e representa uma das principais doencas
prevalentes nas regifes triticolas. Apesar da doenca estar amplamente
disseminada nas regides produtoras de trigo, o plantio constante de sementes

contaminadas pode aumentar a fonte de indculo no campo, proporcionando



condicbes favoraveis ao patégeno e causando grandes prejuizos aos
produtores. A utilizacdo de sementes livres do patégeno € uma medida que
visa diminuir a fonte de inéculo, consequentemente dificultando a propagacéo

da moléstia.

Devido aos problemas gerados por este fungo e as evidentes diferencas
observadas em seu genoma, faz-se necessario a caracterizacdo molecular
para uma melhor compreenséo de sua variabilidade. A condicdo multinucleada
das células do micélio e conidios de B.sorokiniana, com subsequente
heteriocariose, poderia levar a combinacdo mitética e a novos arranjos por
haploidizacdo, podem estar contribuindo para o polimorfismo detectado no
DNA deste fitopatdgeno.

Diversas técnicas moleculares como RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), PCR —RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
RAPD da regido ITS1-ITS2 tém sido empregadas para a identificacdo de
microrganismos no que diz respeito a diversidade genética de fitopatdgenos.
Com esse proposito o URP-PCR (Universal Rice Primer) pode contribuir para o
conhecimento da variabilidade do patdgeno, visto que a técnica é capaz de
detectar a diversidade genética inter e intra-especifica entre varios

microrganismos de uma populacdo de forma rapida e eficaz.

Portanto, a utilizacdo da técnica URP-PCR na caracteriza¢do do fungo
Bipolaris sorokiniana podera fornecer informagbes relevantes sobre a
variabilidade genética do fitopatdbgeno. Através da caracterizacdo de seus
perfis genéticos, busca-se estabelecer marcadores moleculares que poderdo

ser usados na identificacdo do fitopatogeno e desta forma contribuir



significativamente para o aumento da produtividade das plantacdes de trigo,
bem como para a reducéo do periodo de quarentena no qual, o grado necessita
ficar estocado. A condicdo multinucleada das células do micélio e conidios de
B.sorokiniana, com subsequente heteriocariose, o que poderia levar a
combinacdo mitdtica e a novos arranjos por haploidizacdo, estariam
contribuindo para o polimorfismo detectado no DNA deste fitopatdgeno.

Desta forma, o presente estudo teve por objetivos estudar a
diversidade genética de B. sorokiniana isolados de sementes de trigo do Brasil
e de outros paises, determinar a variabilidade molecular de isolados
monospodricos através da técnica URP-PCR, correlacionar os padrbes de
fragmentos obtidos, e relacionar os padrbes de polimorfismo com a regido

geografica de origem dos isolados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e Evolucéo do trigo

Estima-se que homem cultive o Trigo (Triticum vulgare) ha seis mil
anos, no inicio utilizava-se pedras rusticas para a obtencéo da farinha. Graos
de trigo foram encontrados no Egito, nos jazigos de mumias, nas ruinas da
Suica e nas piramides de Dashur, constru¢des estas que datam de mais de
trés mil anos a.C. Os egipcios religiosos atribuiram o surgimento do grdo a
Deusa lIsis, os fenicios a Dagon, os Indus & Brama, os arabes a Sdo Miguel e
os cristdos a Deus. A utilizacdo do pé&o branco foi atribuida aos egipcios que
com o passar dos tempos aprimoraram as técnicas de fabricacdo a fim de

aperfeicoar a fermentacdo (EMBRAPA TRIGO, 2005).

O primeiro registro de plantio de trigo no Brasil é de 1534, quando foi
realizado o cultivo na capitania de S&ao Vicente. Somente em 1737, a lavoura
triticola foi introduzida no Rio Grande do Sul por colonos vindos dos Acores. A
cultura adquiriu tamanha expressdo que nas duas décadas iniciais do século
XIX, o Rio Grande do Sul chegou a exportar o cereal para outros estados e até
para outros mercados. Mas entre 1810-1815 com o0 aparecimento de

fitopatdgenos, o trigo deixou de existir como cultivo econémico (Soares, 1980).



O trigo voltou a ser cultivado no comecgo no comecgo do século XIX quando o
governo tomou medidas para incentivar a lavoura e a pesquisa, selecionando

sementes mais apropriadas as condicfes de solo e clima.

Segundo Costa (1990), no inicio do século XIX, o Brasil exportava
13,5 mil toneladas de trigo. Apés a incidéncia das doencas, a producdo caiu
para 2,7 mil toneladas. Porém foi apenas em 1927, quando a producao
alcancou 120 mil toneladas, que o Ministério da Agricultura criou trés estacfes
experimentais para a pesquisa da cultura do trigo. Em 1947, a producdo de

trigo no Brasil atingiu 340 mil toneladas de graos.

2.2 Aspectos Econdmicos

O trigo possui um importante papel no aspecto econdmico e
nutricional da alimentacdo humana, pois a farinha é largamente utilizada na
industria alimenticia (Ferreira, 2003; Gieko et al., 2004). A qualidade do grao de
trigo é resultado da interacdo das condi¢Bes de cultivo (interferéncia do solo,
clima, pragas, manejo de cultura e da cultivar) acrescido das operacfes de
colheita, como a secagem e armazenamento, fatores estes que influenciam
diretamente sobre produto final, que é a farinha de trigo (ElI Dashi & Miranda,

2002; Gutkoski & Neto, 2002).

Globalmente o trigo € a segunda maior cultura de cereais, seguido
pelo milho e arroz. Este gréo € utilizado como matéria—prima na elaboracdo de

varios produtos alimenticios, bebida e na producéo de racdo animal.



Segundo relatério divulgado pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA, 2009) a estimativa da producéo brasileira de trigo para
safra de 2009/2010 é de 4,5 milhdes de toneladas, os estoques mundiais de
trigo em 190,91 milhdes de toneladas e o consumo domeéstico de trigo esta
estimado em 11,4 milhdes de tonelada. Com este cenario, o Brasil necessita
importar trigo para suprir a demanda interna. Tanto o trigo quanto a farinha séo
0s Unicos alimentos rotineiramente importados pelo Brasil, sendo a Argentina o

maior provedor do mercado brasileiro.

O cultivo do trigo no Brasil é realizado principalmente na regido sul,
aproximadamente 90% da producao brasileira, sendo que o estado do Parana
possui a maior area plantada, seguido pelo Rio Grande do Sul (Zylberstajn et

al.,2004).

Além da producédo insuficiente para suprir consumo interno, a
producao brasileira de trigo encontra obstaculos como a incidéncia de doencas,
muitas delas fungicas, que atacam a planta desde a raiz até o caule, as folhas

€ as sementes.

2.3 Doencas do trigo

Os patdégenos que ocorrem com maior freqiiéncia na cultura de trigo
sao oidio, causado por Oidium monilioides (Ness), as ferrugens da folha e do
colmo, Puccinia triticina Rob.ex. Desm e Puccinia graminis Pers f. sp. tritici
Heriks & Henn. respectivamente, a mancha da gluma causada por

Stagonospora nodorum, (Berk.), a mancha marrom causada por Bipolaris



sorokiniana (Sacc.In.Sorok), (teleomorfico Cochiobolus sativus (Ito & Kurib)
Dreschs. Ex Dastur.), a mancha amarela causada por Drechslera tritici-repentis
(Died) Drechs. e a giberela, causada por Fusarium graminearum Schwabe
(Picinini & Fernandes, 2003). Estes microrganismos sao responsaveis, em

grande parte, pela perda ou baixos rendimentos na producao do grao.

As manchas foliares em trigo sdo causadas predominantemente por
S.nodorum, D. tritici-repentis e B. sorokiniana. Conforme estudo realizado por
Pretes et al (2002), estes patdégenosapresentaram maior incidéncia sob o
sistema de plantio direto e na monocultura, o que pode ser explicado pela

emergéncia das plantulas junto aos resto culturais (Reis et al., 2001).

Devido a necessidade de conservacdo do solo o pais adotou um
sistema de plantio direto e por este fato surgiram mudancas freqiientes no tipo
de doenca do trigo. As manchas foliares foram favorecidas por essa condi¢cao
uma vez que os patdgenos causadores dessas doencgas sobrevivem em restos

culturais.

Nos ultimos anos, a mancha amarela, determinada pelo fungo
Dreschlera tritici-repentis, tem sido prevalente no Rio Grande do Sul em
relacdo a septoriose, causada pelo fungo Phaeosphaera nodorum, e a mancha
marrom, provocada por Bipolaris sorokiniana, principalmente, pelo fato de que
D. tritici-repentis multiplica-se facilmente na palha do trigo, proporcionando
in6culo em abundancia. Poucas cultivares de trigo, hoje no mercado,

apresentam resisténcia a essas doencas. (Embrapa Trigo, 2005)



Em funcdo da elevada quantidade de in6culo na palha, os primeiros
sintomas da mancha amarela ocorrem muito cedo, determinando a
necessidade de aplicacdo de fungicidas ja na fase inicial da cultura. Quando
essa aplicacdo ndo é efetuada, a doenca progride rapidamente, causando
necrose do tecido vegetal e dificultando o controle da doenca na fase mais

critica de controle da mesma. (EMBRAPA Trigo, 2005).

Ainda, os fungos causadores de helmintosporiose, podem ter
influéncia negativa direta na germinacdo e no estabelecimento de pastagens.
Ja em sementes armazenadas, tém a capacidade de sobreviver como micélio
no endosperma da semente, sob condi¢cdes de estresse hidrico, e colonizar o

sistema radicular e parte aérea, durante a germinacéo (Neergard, 1979).

No que se refere a resisténcia dos hospedeiros em geral, na cultura
do trigo as cultivares apresentam maior produtividade imediatamente, apds o
seu langcamento, pois ainda possuem resisténcia as doencas fungicas. Porém,
com o passar dos anos novas racas e variantes dos fungos surgem guebrando

a resisténcia e reduzindo a produtividade (Cunha e Trombini, 1999).

2.4 Fitopatdégeno Bipolaris sorokiniana

O fungo causador da mancha marrom ou helmitosporiose é
denominado Bipolaris sorokiniana (Sacc. In Sorok) Shoemaker, 1959.
(sinbnimos H.sativum Pammel, King & Bakke, Sacc.ex.Sorok, D.sorokiniana
(Sacc.) Subram & Jain) que corresponde a fase anamorfica do fungo € um

fungo fitopatogénico de centeio, cevada, aveia, trigo e outras gramineas.



Apresenta conidiéforos solitarios ou em grupos, retos ou flexuosos, algumas
vezes geniculados, cor palha marrom-escuros, septados e medem 100 - 400
um x 6,8um (Ellis, 1971). Conidios jovens sao sub-hialinos, mas tornam-se
amarelo esverdeado a marrom-olivaceos escuros, curvados, e quando em meio
de cultura apresentam-se retos, fusiformes ou ligeiramente elipsdides. Medem
de 80 - 170 um x 12 - 24um e possuem de 4 a 10 septos (Zillinasky, 1983).
Wiese (1987) descreve medidas de 6-8 x 110-150 um para os conidioforos e
15-20 x 60-120um para os conidios de B. sorokiniana, com 3 a 10
pseudoseptos. Os conidios germinam por um ou ambos os polos, o primeiro
septo € produzido delimitando 1/3 basal do conidio e o hilo é externo, porém

truncado (Muchovej et al, 1988).

Na fase teleomorfica o fungo é denominado Cochliobolus sativos (Ito
& Kuribayashi) Dresxhsler ex Dastur, um ascomiceto de rara ocorréncia na
natureza. Pseudotécios sdo pretos, globosos, com 300-400 pum de
comprimento. Os ascos séo clavados e medem de 20-45 x 120-250 um e
contém de 4 a 8 ascosporos encurvados em helicéide (Ellis, 1971, Mehta,

1978, Wiese, 1987).

O género Bipolaris contém aproximadamente 45 espécies a maioria
das quais séo parasitas de plantas, como: B. maydis (milho) B. oryzae (arroz),
B.saccari (cana-de-acucar). Entretanto, varias espécies, como B. australiensis.

B.hawaiiensis e B. spicifera, sdo patogénicas para o homem.

Pertence a subdivisdo Deuteromycotina, classe Deuteromycetes,

subclasse = Hyphomycetidae, ordem Moniliales, familia Dematiaceae
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(Alexopoulos & Mims, 1985). Os fungos pertencentes a essa categoria
taxondbmica sdo chamados de fungos imperfeitos (ou mitosporicos), pois
possuem apenas a reproducdo assexuada (conidial) como forma de

propagacéao da espécie.

Os sintomas iniciais da doenca sdo a ocorréncia de lesdes
necroticas pardas nas primeiras folhas, em virtude da transmissao a partir das
sementes. Nas demais folhas as les6es possuem formato eliptico, 0,5 a 1,0 cm
de comprimento, e coloracdo variavel, inicialmente cinza claro até negras (Reis
et al., 2001). Quando a temperatura encontra-se entre 23 a 30° C, o niimero
das lesdes causadas por B.sorokiniana é maior, fato que justifica a presenca da
doenca ser mais freqiente em regides de clima tropical e subtropical. Os danos
na produtividade podem ultrapassar a 30% e a partir dos 53 dias apés a

emergéncia podem ser superiores. (Oliveira & Gomes, 1984).

Como algumas espécies de gramineas silvestres suportam baixos
niveis do fungo, é dificil elimina-lo completamente das &reas agricolas
afetadas. O fungo B. sorokiniana tem sido isolado de lesbes radiculares de
algumas gramineas forrageiras, invasoras e nativas, tais como: azevém (Lolium
multiflorum), fetusca (Fetusca arundinacea), capim-lanudo (Holcus lanatus),
pensacola (Paspalum saraurae), capim-arroz (Echinochloa cruzgalli), capim-
colchdo (Digitaria sanguinalis) e de itapua (Brachiaria plantaginea) (Mduller,

2000).

O fungo pode infectar todos os érgdos das plantas suscetiveis,

sendo que a fonte de inéculo primario sdo as sementes, 0s restos culturais
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infectados, as plantas voluntarias, os hospedeiros secundarios e os conidios

livres dormentes no solo (Reis et al., 2001).

No processo de infeccdo, o fungo passa por uma fase biotrofica de
crescimento sobre o hospedeiro e uma necrotrofica. A primeira fase €
caracterizada pela penetracdo da cuticula e da parede celular, seguida do
desenvolvimento das hifas dentro das células da epiderme. Ocorre a invaséo
do mesdfilo na fase necrotréfica e a morte das células atacadas (Kumar et al.,

2002).

O fitopatdgeno produz toxinas sesquiterpendides sintetizadas a partir
do farnesol. O prehelmintosporol é o mais abundante e ativo composto,
exercendo seu efeito inibitério sobre ATPase (Kumar et al., 2002). Essa mesma
toxina tem propriedade anfipatica que pode funcionar como um detergente,
auxiliando no amolecimento da camada cerosa da cuticula (Nilson et al., 1993).
Outra toxina também importante € o helmintosporol que afeta a permeabilidade
da membrana, fosforilacdo oxidativa, fotofosforilacdo e o bombeamento de
prétons através da membrana plasmatica. Nakajima et al. (1994) isolaram de
filtrados de cultura fungica, um composto chamado “sorokianina” que apresenta

efeito inibitério sobre a germinacédo de sementes de aveia.

2.5 Impactos da doencga

No Brasil este patdgeno é de grande importancia para a cultura do
trigo, encontrando-se disseminado por todas as regides triticolas, ocasionando

moléstias que recebem varias denominacdes conforme o 6Orgdo afetado da
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planta: podriddo comum da raiz, mancha marrom, carvdo do né e ponta preta

dos gréaos.

A mancha marrom é considerada no compéndio de protecdo de
culturas como uma doenca de grande impacto econdémico, com elevada
incidéncia. Por esse motivo, B. sorokiniana € o mais importante patdégeno
agregado a semente e, normalmente, o principal alvo do tratamento com
fungicidas. O in6culo presente na semente é responsavel pelo estabelecimento
de levantamentos sanitarios de sementes comercializadas no Brasil. Neste
levantamento a presenca de B. sorokiniana tem sido constante cujos
percentuais variam conforme o ano, o local e a cultivar, podendo chegar perto
de 100% (Forcelini,1995). O tratamento com fungicidas das sementes
infectadas somente € recomendado para lotes com incidéncia inferior a 30%,
pois acima deste valor a eficiéncia do produto fica comprometida (Indicacdes
Técnicas da Comissao Sul brasileira de Pesquisa de Trigo Passo Fundo, RS:

Embrapa Trigo,(2001). Para tanto, faz-se necessario o diagnéstico adequado

da presenca de B. sorokiniana em sementes.

O fungo B. sorokiniana apresenta uma elevada variabilidade, tanto
morfolégica quanto fisiolégica. A variabilidade morfolégica e o tempo
necessario para o cultivo deste patdégeno dificultam a sua identificacao,
impossibilitando que medidas de controle adequadas sejam adotas para reduzir
a moléstia, enquanto que a fisioldgica dificulta o estabelecimento de variedades

de trigo resistentes a estas moléstias.

Em fevereiro de 1999, o Ministério da Agricultura e do

Abastecimento instituiu, em nivel nacional, o Programa de Sanidade de Pragas
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N&o Quarentenarias Regulamentaveis na Producdo e Comercializacdo de
Sementes através da Portaria n°71, de 22/02/1999. Esta portaria visa a ado¢ao
de controle de qualidade em nivel de campo de producdo de sementes e
analise laboratorial de sanidade de pragas nédo quarentenarias

regulamentaveis.

2.6 Controles das manchas foliares

O controle quimico, em oOrgaos aéreos, das machas foliares, a
utilizacdo de sementes sadias, o tratamento com produtos e doses adequadas
e a rotacdo de culturas sdo medidas que, associadas, visam reduzir o inéculo
primario, retardando o aparecimento de fungos causadores das manchas
foliares na lavoura, mesmo em cultivares suscetiveis e em anos de condicdes

adversas (Indicacbes Técnicas, 2005).

~

Os fungos B.sorokiniana e D.tritici-repentis s&o parasitas
necrotroficos, ou seja, possuem a habilidade de extrair nutrientes de tecidos
mortos do hospedeiro. Assim, a presenca dos restos culturais dos cereais de
inverno numa lavoura possibilita a sobrevivéncia dos patégenos necrotroficos
(Reis et al,2001a). Por esse fato, sdo necessarias medidas de controle como a
erradicacdo ou a reducdo da densidade do inoculo a nivel inferior ao limiar

numeérico de infecgédo (Reis & Casa, 1996).
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2.7 Medidas de Controle

O cultivo de uma mesma espécie vegetal e em larga escala contribui
para ocorréncia de epidemias, tornando-se necessario o uso de medidas
rapidas, praticas e eficientes no controle da doenca em cereais de inverno
como trigo, cevada e aveia. Assim os fungicidas tém papel na sustentabilidade

econbmica (Reis,1996).

A aplicacdo de fungicidas € um dos principais métodos de controle
de doencas de plantas, pela facilidade de uso como também pelos resultados
imediatos obtidos. Porém, o seu uso constante pode promover a selecao de
fungos resistente colocando em risco a eficiéncia do método (Ghini & Kimati,
2000). Segundo Kimati (1987), o desenvolvimento de populacbes de fungos
resistentes a fungicidas pode apresentar consequéncias desastrosas para o

produtor, que pode ter sua safra comprometida.

2.8 Fatores climéticos e cultivar

A eficiéncia do controle € dependente do grau de suscetibilidade da
cultivar utilizada e das condi¢des climaticas que prevalecem na época para
obtencdo de um resultado eficaz. Estes fungicidas atuam especificamente na
germinacdo dos esporos devendo, portanto, ser aplicados preventivamente.
Contudo, em virtude das condi¢cdes climaticas, o tratamento preventivo de
manchas foliares nem sempre é possivel, determinando um controle deficiente

da doenca. De fato, 0 excesso de chuvas a partir do inicio da primavera amplia
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as dificuldades relacionadas ao controle de doencas na cultura do trigo, e por

este aplicacao de fungicidas € prejudicada. (EMBRAPA, 2005)

2.9 Variabilidade em populacfes de fungos

O estudo de Asad et al. (2007) avaliou a patogenicidade de 87
isolados de B. sorokiniana deste total, dois isolados foram pouco agressivos,
57 ligeiramente agressivos e 27 moderadamente agressivo enquanto que um

isolado exibiu reacdo muito agressiva.

Poloni et al. (2008) realizou analises da variabilidade morfolégica de
culturas policonidiais e monoconidiais de B. sorokiniana e observou que havia
variacbes morfologicas em diferentes meios de cultivo e até mesmo nas
repeticbes em culturas policonidiais. J4 as culturas monoconidiais, néo
apresentaram diferenca significativa na taxa de crescimento e entre 0s

diferentes meio de cultivo.

Hansen & Smith (1932), Titilini (1962)e Isaac (1992), conceituaram o
processo como a condicdo na qual dois ou mais nucleos, geneticamente
distintos, coexistem em um citoplasma comum, condi¢cdo indispensavel para
gue ocorra o ciclo parassexual. Os heterocarios formam-se por mutacées ou
migracdo nuclear resultante de anastomose entre hifas com diferentes
gendtipos. Ainda alguns fungos podem viver na forma heterocériotica por
determinado periodo de tempo. Dessa forma, as caracteristicas genéticas de
dois genomas uninucleados distintos podem ser incorporados em um Unico

genoma binucleado.
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Conforme estudos realizados por Nelson et al.(1955) demonstraram
ao trabalhar com Puccinia graminis f.sp.tricici que a hetorocariose pode levar
ao aparecimento de novas racas. O heterocarion resultante da unido das racas
38 e 56 deste fungo é patogénico a Khapli Emmer, cultivar de trigo resistente
as racas 38 e 56. Fungos heterocariéticos possuem a vantagem de se adaptar
somaticamente as condicbes ambientais, eliminando os custos associados com

a reproducédo na geracao de formas variantes.

Pontecorvo & Roper (1952) observaram pela primeira vez o ciclo
parassexual em fungos filamentosos. Day,1974, define ciclo parassexual como
fusdo de dois nucleos do heterocarion, resultando na producéo de um diploide
heterozigoto. Podendo ocorrer recombinacdo mitotica e arranjo ao acaso por
haploidizacdo. Fungos que nao possuem reproducdo sexual, o ciclo
parassexual tem importancia por ser o mecanismo de recombinacdo que

contribui para a geracdo e armazenamento de variacao génica.

Burdon & Silk, (1997), afirmaram que é comum 0s processos de
mutacdo e recombinacdo entre plantas e fungos fitopatogénicos e sdo uma
fonte de variacdo genética. Estudos com uma grande variedade de fungos
revelam a importancia de alguns desses mecanismos e a influéncia no
agrupamento em relacéo a diversidade. Burdon & Silk (1997), salientam ainda
gue alguns sistemas possam contribuir para a variabilidade genética, como
migracao e fluxo génico, mutacéo (através delecéo, inser¢cdo ou transposicao)
e finalmente por recombinagcdo em microrganismos com reproducéo assexuada

onde pode ocorrer mudangcas nucleares, parassexualidade, mudangas no
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citoplasma, e ainda, recombinacdo simples ou de novo, nos que possuem

reproducdo sexuada.

Tinline & MacNeill (1969) e Azevedo (1976) salientaram que o0s
mecanismos que conferem variabilidade em fungos fitopatogénicos sdo a
mutacdo, a parassexualidade, heterocariose e recombinacdo somatica em
fungos imperfeitos, e recombinacdo sexual em fungos de outras classes.
Tinline (1961) obteve clones protrotroficos e auxotroficos de Cochliobolus
sativus, irradiando hifas homocariéticas com ultravioleta, demonstrando que a

heterocariose pode ser obtida através da mutacao.

2.10 Técnicas moleculares

Os métodos utilizados na identificacdo de fungos baseiam-se nas

caracteristicas morfofisiolégicas, portanto, € necessario aliar as técnicas

moleculares para uma correta e segura caracterizacdo dos microrganismos.

Diversas técnicas moleculares foram utilizadas para avaliar a
diversidade de B.sorokiniana. Oliveira et al.(2002) e Muller et al. (2005), com a
analise de RAPD, observaram niveis de variabilidade genética entre os
isolados revelando um grande polimorfismo entre 0s mesmos. Iram & Ahmad
(2004), para avaliar a diversidade de B.sorokiniana, utilizaram a técnica de
RAPD e obtiveram padrbes de fragmentos que possibilitaram o agrupamento
dos isolados. Nascimento & Van Der Sand (2008), analisando os polimorfismos
das regides ITS1 e ITS2 do rDNA de B. sorokiniana, ndo conseguiram agrupar

os isolados por regido geografica ou tipo de hospedeiro. Oliveira et al., (2002)



18

analisaram as amostras através das técnicas PCR-RFLP e RAPD. O
polimorfismo de tamanho observado entre as amostras da regido ITS1-ITS2 e o
espaco compreendido da regido 5.8S do rDNA indicou diferencas genéticas
entre as amostras. Jaiswal et al.(2007), em seu estudo com RAPD utilizou 20
oligonucleotideos para identificar grupos e avaliar a diversidade genética do
fungo B.sorokiniana e inferiu que apresentaram perfis anamorficos e
polimorficos e Mothagh & Kaviani,(2008) analisaram isolados de B. victoriae
por RAPD e os dados indicaram a correlacéo entre o polimorfismo e climas ou

areas.

A deteccdo da variabilidade genética e a caracterizacdo de racas
fisiologicas e/ou formae speciales sdo dois importantes pré-requisitos para o
desenvolvimento de marcadores moleculares e de variedades resistentes a

helmintosporiose.

Técnicas de biologia molecular como PCR-URP (Universal Rice
Primer), desenvolvido a partir de sequéncias repetidas do genoma do arroz
(Kang et al. 2001) tem sido utilizadas para caracterizar genomas de diversos
organismos (Kang et al, 2002; Kang et al., 2003). O URP-PCR utiliza
oligonucleotideos longos (20 nucleotideos), condi¢des de alta adstringéncia e
com alta reprodutibilidade na reacdo. Dados obtidos em estudos com
microrganismos sugerem gque URP-PCR é uma ferramenta potencialmente
valiosa para caracterizar grupamentos inter e intra especificos em diferentes
niveis tanto em fungos quanto bactérias associados a medicina, agricultura,
industria e diferentes areas ambientais. Kang et al.(2001) examinaram a

aplicabilidade dos oligonucleotideos para amostras diversificadas, incluindo
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plantas, animais e microrganismos. De 12 oligonucleotidios testados, foi
possivel obter perfis de polimorfismo, devido a sua aplicabilidade universal, a

técnica foi nomeada como primer universal rice (URP).

Os resultados do PCR “fingerprinting” utilizando o oligonucleotideo
URP-2R com uma variedade de amostras de DNA resultaram em fragmentos
multiplos, variando em tamanho de 100 pb a mais de 3.000 pb, dados que
incluem DNA de espécies eucaridticas, 14 plantas diferentes, quatro
mamiferos, insetos, peixes, aves e quatro espécies de fungos e duas bactérias
(Kang et al.2001). Os fragmentos resultantes da amplificacdo em espécies de
fungos e bactérias foram bem definidos em comparacdo com os em plantas e
animais. Kang et al. (2001) concluiram gue oligonucleotideos URP podem ser
universalmente utilizados para impressées digitais de genomas de organismos

procariotos e eucariotos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Culturas Fangicas

Para realizacdo do presente estudo, foram empregados 20 isolados
de Bipolaris sorokiniana, obtidos a partir de sementes de trigo de diferentes
regibes do Brasil e de outros paises (Tabela 1), oriundos da colecdo de
isolados do Laboratério de Microbiologia da UFRGS, CNPT- Embrapa - Passo

Fundo e isolados cedidos pelo CIMYTT- México.

3.2 Obtencéao de culturas monoconidiais

Para obtencdo das culturas monoconidiais, inoculou-se as culturas
policonidiais em placas contendo meio agar agua. Estas foram incubadas
durante 7 dias a 28°C, para favorecer a esporulacdo do fungo. A partir dessas
placas, foram coletados trés conidios de cada cultura com auxilio de uma
agulha de vidro e inoculados em meio BDA (Agar batata dextrose) para
obtencao de culturas monoconidiais. Atribuindo-se a cada esporo uma letra (A,
B e C), totalizando 60 culturas monoconidiais. Os isolados foram mantidos sob

refrigeracéo a 4°C.
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Tabela 1. Origem dos Isolados de Bipolaris sorokiniana

Numero Codigo do Isolado

Localizacdo / Estado / Pais

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

98011

98012

980 13

98017

98023

98026

98030

98032

98034

98041

98043

NRRL 5851

BS15M2

BS16M1

BS18M2

BS52M1

CS10 04

CMO01 05

CF02 -01

A 20

Lagoa Vermelha, Rio Grande do Sul
Lagoa Vermelha, Rio Grande do Sul
Vitéria, Parana
Samambaia, Parana
Vitéria, Parana
Piratini, Rio Grande do Sul
Cruz Alta, Rio Grande do Sul
Engenheiro Beltrdo, Parana
Vitoria, Parana
Vitéria, Parana
Pelotas, Rio Grande do Sul
Africa do Sul
Delicias, Chihuahua- México
Delicias, Chihuahua- México
Poza Rica, Veracruz- México
Monterrey, Nuevo Leon- México
Hanoi — Vietnan
Poza Rica — México
Africa do Sul

Saskatoon- Canada
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3.3 Micélio para extracdo do DNA genémico

Para obtencdo da massa micelial, os isolados foram inoculados em
Erlenmeyer contendo 150 mL de meio BD (caldo batata dextrose, 20% batata,
2% dextrose e agua destilada para completar o volume) por um periodo de 10
dias & temperatura de 28° C ou até atingirem, aproximadamente, 10 a 20 g de

peso de massa micelial.

3.4 Extracdo do DNA genémico

Para este proposito foi utilizado o protocolo desenvolvido por
Ashktorab e Cohen (1992), com adaptacdes. A massa micelial de cada isolado
foi filtrada e lavada por trés vezes em agua destilada estéril e o excesso de
agua foi retirado com um papel filtro. O micélio foi pesado e macerado
adicionando-se nitrogénio liquido até obter-se um po6 fino. O pé resultante da
maceracdo foi transferido para tubos Falcon e acrescido de tampéo de
extracdo (Tris-HCL 200mM pH 8,0, NaCl 250mM, EDTA 25mM pH 8,2, 2%
dodecil sulfato de sodio (SDS), 10 uL/mL de B- mercaptoetanol (sigma) e 50
pg/mL de proteinase k na proporcdo 20mg/mL tampado/pé micelial). O material
foi incubado em banho-de-agua a 64°C por 60 minutos, centrifugado a 5000
rom por 20 minutos e o sobrenadante transferido para tubos limpos. O
procedimento para extracdo do DNA foi repetido duas vezes com um volume
de fenol para cada volume de sobrenadante. Os tubos foram gentilmente
invertidos para homogeneizar as duas fases e entéao centrifugados a 5.000 rpm,

por 20 minutos. A fase aquosa coletada foi transferida para tubos limpos e o
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procedimento de extracdo foi repetido trés vezes com fenol/cloroférmio na
proporcao de ¥ volume e centrifugados e finalmente uma etapa de um volume
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v) submetendo-se novamente a
centrifugacdo por 20 minutos. O DNA foi precipitado com a adicdo de 0,1
volume de acetato de sédio 3M e 2,5 volumes de alcool isopropilico resfriado a
-20°C. O DNA precipitado foi coletado com um bastdo de vidro, transferido
para um tubo falcon, lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado a 5.000
rpm por 10 minutos. Depois de seco a temperatura ambiente, o DNA foi

ressuspendido em 500uL agua milli-Q.

3.5 Quantificagdo DNA

Para quantificar o DNA gendmico, foi realizada uma eletroforese em
gel de agarose 0,8% (100mL de TE 1X e 10mg/mL de brometo de etidio) e
DNA A na concentragdo de 502ug/mL foi utilizado como padrdo. Para tanto
quatro diluicdes do DNA padrdo foram realizadas com aproximadamente 251,
125, 62 e 31 ug/mL. O DNA diluido mais as amostras de DNA dos isolados
foram submetidos a eletroforese por 30 minutos a 70 V. O gel foi observado em
transiluminador sob luz ultravioleta (UV). O DNA dos isolados foi comparado

com as diluicdes do DNA X e estocado a - 20°C.

3.6 Amplificacdo do DNA gendmico utilizando PCR-URP

Para amplificacdo dos fragmentos foram utilizados oligonucleotideos

iniciadores URP (Universal Rice Primer) contendo 20 mer, oriundos de
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sequéncias repetidas do genoma do arroz, descritos por Kang et al. (2001)

conforme (Tabela 2). As reacdes foram realizadas em um volume final de 25uL,

contendo 50 ng de DNA gendmico, 1U Tag DNA-polimerase, 4mM de MgCl; |

0,2 mM dos oligonucleotideos iniciadores, 2,5mM dNTPs, 10 mM Tris.HCI (pH

8,3), 50 mM KCI, 200ng/ yL BSA (Bovine Serum Albumin) e agua milli-Q estéril

para completar o volume.

Tabela 2. Sequéncia de Oligonucleotideos URP

GC Tm
Oligonucleotideos Sequéncias (5'-3")

(%) (°C)

URP1F ATCCAAGGTCCGAGACAACC 50 65
URP2F GTGTGCGATCAGTTGCTGGG 50 67
URP2R CCCAGCAACTGATCGCACAC 50 65
URP4R AGGACTCGATAACAGGCTCC 50 66
URP6R GGCAAGCTGGTGGGAGGTAC 50 65
URP9F ATGTGTGCGATCAGTTGCTG 50 67
URP13R TACATCGCAAGTGACACAGG 50 68
URP17R AATGTGGGCAAGCTGGTGGT 55 74
URP25F GATGTGTTCTTGGAGCCTGT 50 65
URP30F GGACAAGAAGAGGATGTGGA 50 65
URP32F TACACGTCTCGATCTACAGG 50 65
URP38F AAGAGGCATTCTACCACCAC 50 65

Tm — Temperatura de desnaturacao
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3.7 Curva padréo de uso de Cloreto de Magnésio

Como parte da padronizacdo da reacdo de amplificacdo, foi
realizada uma curva padrao de cloreto de Magnésio (MgCl,) utilizando-se as
concentracbes de 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 e 4.0 mM. A concentracdo que obteve

melhor resultado foi a que passou a ser utilizada nas reacoes.

3.8 Condicdes de amplificacao

Todas as amplificacbes foram realizadas em termociclador
Eppendorf com as seguintes condicbes de amplificacdo: um ciclo de
desnaturacdo 4 min a 94°C, e 35 ciclos de 1 min a 94°C, anelamento de 1 min
a 55°C, 2 min a 72°C e um ciclo de extensdo por 7 min a 72°C. Para a
padronizacdo da reacdo, diferentes temperaturas de anelamento de 50°C,
52°C, 54°C e 55°C foram testadas. A temperatura de 55°C foi definida como
padrdo para as amplificacdes deste trabalho. Para todos os isolados foram

realizadas duas repeticoes.

3.9 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da amplificacéo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,5% com brometo de etidio, por um periodo de 4 horas utilizando
uma voltagem a 70 volts. Foi utilizado o Ladder 100bp como marcador
molecular e a resolugéo dos fragmentos foi observada em transiluminador sob
luz UV. Os géis foram fotografados com camara digital Kodak DC 120, através

do programa Kodak 1D (verséo 3.5.2).



26

3.10 Calculo de peso molecular

O peso molecular dos fragmentos obtidos da amplificacdo foi
calculado utilizando-se regressao de poténcia, onde o peso molecular dos
fragmentos obtidos com a amplificacdo do DNA foi estimado medindo-se a
distancia de migracédo de cada fragmento amplificado comparado com a curva
padrdo realizada com o marcador Ladder. Os resultados destes calculos
geraram matrizes binarias utilizadas para a realizacdo da analise estatistica,
onde foram considerados 1 ou O para presenca ou auséncia de determinado

fragmento de PCR-URP.

3.11 Analise estatistica

As matrizes binarias foram analisadas através do software SPSS
(Statistical Package for the Social Science) versao 11.5, a partir das quais
foram determinados o0s coeficientes de similaridade e construidos os
dendrogramas das distancias genéticas entre os isolados. A similaridade entre
estes foi avaliada por simples associacdo e a distancia genética avaliada
através da Distancia Euclidiana. Os agrupamentos foram realizados por
UPMGA (Unweight Pair Group Using Average), o qual tem como premissa
considerar todos os caracteres com a mesma importancia para a formacéo do

agrupamento.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencgéao das culturas monoconidiais

A partir dos isolados polispéricos oriundos de sementes trigo, foram
obtidas trés culturas monospdricas em que foram atribuidas as letras A, B e C,
totalizando 60 culturas monoconidiais, com o proposito de diferenciar os
isolados oriundos de cada conidio que foi separado da cultura polisporica.
Neste trabalho alguns isolados apresentaram morfologia e coloracao
diferenciada quando comparados as culturas dos diferentes conidios da
mesma cepa polispérica. Segundo Poloni et al. (2008), estudando a
variabilidade morfolégica de culturas policonidiais e monoconidiais de B.
sorokiniana em diferentes meios de cultura, foi observada uma alta taxa de
variabilidade morfolégica nos diferentes meios de cultivo e que esta
variabilidade era frequente até mesmo nas diferentes repetices das culturas
policonidiais. Ja as culturas monoconidiais ndo apresentaram diferenca
significativa na taxa de crescimento e variabilidade morfolégica quando
cultivadas nos diferentes meios de cultivo. Neste mesmo trabalho os autores

sugerem uma investigacao diversidade genética.
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4.2 Padronizacao dareacéo de PCR
4.2.1 Concentracdo de Cloreto de magnésio

Com o objetivo de padronizar a concentracdo de alguns dos
componentes da reacédo de PCR foram realizadas curvas onde a variavel era o
cloreto de magnésio (MgCl,), utilizando-se as concentracbes de 1,0 1,5 2,0
3,0 e 4,0 mM. A concentracdo que obteve melhor resultado na reacdo de PCR
foi a concentracdo de 4 mM e, portanto, passou a ser a concentracao utilizada
nas reacfes de amplificacdo do DNA. O cloreto de magnésio atua com um

cofator da enzima taq DNA polimerase e auxilia a dissolver os dNTPs.

4.2.2 Concentracdo de BSA

Outra substancia utilizada na reacdo de PCR foi o BSA. Para tanto,
foi realizada uma curva para a padronizacdo da melhor concentracdo de BSA.
Foram testadas as concentracdes de 100, 150 e 200ng. As amplificacdes que
mostraram o melhor resultado continham 200ng de BSA. O BSA auxilia na
estabilidade da enzima taqg DNA polimerase e dos oligonucleotideos

iniciadores.

4.3 Amplificacbes do DNA gendmico dos isolados de B.

sorokiniana

O DNA gendmico extraido dos 60 isolados de B. sorokiniana foi
submetido a amplificacdo por PCR e foram utilizados 12 oligonucleotideos
iniciadores. A técnica de PCR-URP demonstrou ser um método reproduzivel e

possuir uma excelente definicho de fragmentos. Kang et al. (2003), nos
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trabalhos desenvolvidos em que utilizou 25 isolados de seis espécies diferentes
de Alternaria e os oligonucleotideos URP para detectar polimorfismos entre as
espécies, determinou que oito oligonucleotideos URP que poderiam ser
utilizados para revelar niveis de polimorfismo intra e inter-especificos de
isolados de Alternaria. A utilizacdo do RAPD, com sequéncias curtas (10 mer)
e arbitrarias de nucleotideos, consistem em um técnica versatil (Williams et al,
1990), poréem é um meétodo que gera uma problematica, em relacdo a
reprodutibilidade, causada por algumas condicbes como o alto numero de
ciclos utilizados e a baixa temperatura de anelamento. Ao contrario, da técnica
de PCR-URP que utiliza longos oligonucleotideos iniciadores (20 mer), e
permite uma temperatura de anelamento bem superior a utilizada comumente

na técnica de RAPD.

As amplificacdes utilizando os 12 oligonucleotideos e os 60 isolados
geraram fragmentos que variaram de 2018 a 100 pb. No entanto, para analise
de polimorfismo no presente trabalho somente foram considerados o0s
fragmentos com peso molecular inferior a 1,5 kb pois estes garantem uma
maior reprodutibilidade. Alguns isolados ndo amplificaram quando submetidos
as reacfes de URP/PCR, mesmos apds varias repeticbes da reacao,
mostrando efetivamente a auséncia de homologia para estes oligonucleotideos
iniciadores ou as condicbes de temperatura para estes isolados podem ser

diferentes da temperatura padronizada.

Dos 33 isolados do Brasil, 17 (51%) ndo amplificaram com pelo
menos um dos oligonucleotideos iniciadores. O isolado 98011A ndo amplificou

com 11 oligonucleotideos e ambos isolados 98012C e 98030A néo
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amplificaram com nove oligonucleotideos, sendo estes o0s isolados que
amplificaram com o menor numero de oligonucleotideos nas condicbes

estabelecidas.

Um Unico isolado, 98034A ndo amplificou com nenhum
oligonucleotideos iniciadores utilizados (Tabela 3). Existe a possibilidade de
ocorrer uma amplificacdo em condicdes diferentes daquelas utilizadas no
presente trabalho, onde se optou uma temperatura mais alta de anelamento o
gue melhora a especificidade dos oligonucleotideos com o DNA dos isolados.
Um fato interessante é que os demais isolados (B e C) oriundos do mesmo

isolado polispdrico nao tiveram problemas de amplificacao.

Em relacdo aos 27 isolados provenientes de Colecdes
Internacionais, 14(52%) ndo amplificaram com pelo menos um oligonucleotideo
iniciador. O isolado BS15M2B, amplificou com menor namero de
oligonucleotideos, somente com quatro, e os isolados A 20A, A20B e A20C,

com cinco oligonucleotideos utilizados.
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Tabela 3. Isolados de Bipolaris sorokiniana que ndo apresentaram produto de
amplificacdo e o percentual de amplificagdo com cada os oligonucleotideos
iniciadores URP

Oligos Brasil Outros paises %Amplificaram
URP1F 98012C, 98030A, 98034A BS15M2B, A20A, A20B, A20C 88,33
URP2F 98011A,98012C, 98023A, 98034A, 98034C i?g;l\/f;fSSZMlA, BS52M1B, A20A, 81,67

URP2R 98011A,98012B, 98012C, 98030A, 98032B, BS15M2B, BS52M1A, CMO105A, A20A, 7833
98034A,98043B A20B, A20C '

98011A,98012B, 98012C, 98030A,

URP4R 98032B,98034A, 98034C 88,33
URP6R  98011A,98012C, 98032A, 98034A BS15M2B 91,67
URP9F 98011A,98012C, 98030A, 98034A, 98043B BS15M2B, BS16M1B, A20A, A20B, A20C 83,33

98011A,98011B,98011C, 98012B, 98012C,
URP13R 98023A, 98023B, 98030A, 98030B, 98032A, NRRL58518, BS52M1A, BSSZMLB, A204, 70,00

98032B, 98034A A20B, A20C

URP17R 98011A, 98030A, 98034A, 98034B, 98034C BS15M2B 90,00

98011A,98012B, 98012C,98017B, 98023A, NRRLS851A NRRLS851C, BSISM2A

URP25F 98030A 98032A, 98034A izs(;l.;’l\/lfz%fSSZMlA, BS52M1B, A20A, 71,67
URP30F 98011A, 98030A, 98034A 95,00
URP32E 98011A,98011C, 98012C, 98017B,98017C, BS15M2B, BS15M2C, BS52M1A, BS52M18B, 7167
98030A, 98030B, 98034A, 98034B CS1004A, A20A, A20B, A20C '
URP38F 98011A,98012B, 98032A, 98034A BS52M1A, BS52M1B 90,00

De acordo com Aggarwal et al, (2009) em estudo realizado com
PCR-URP, utilizando os mesmos 12 oligonucleotideos iniciadores para
caracterizar Bipolaris sorokiniana, oriundos da Iindia, somente dois
oligonucleotideos ndo foram capaz de amplificar os isolados do fungo. As

condicbes de solo e ambiente podem ser determinantes para os resultados
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encontrados por Aggarwal na india em relacdo aos isolados do Brasil,
resultados como o numero de isolados amplificados com os oligonucleotideos

iniciadores e também o perfil de diversidade.

Na tabela 3, podemos observar que os oligonucleotideos URP-30F,
URP-6R, URP-17R e URP- 38F mostraram-se mais eficientes, apresentando
um maior percentual de isolados com produto de amplificacdo, com 95, 91,67 e

90% respectivamente.

As reacfes de PCR realizadas com os oligonucleotideos URP-1F e
URP-4R também apresentaram elevado indice de isolados que geraram
produto de amplificacdo (88,33%), em que 1F amplificou maior nimero de
isolados do Brasil e da mesma forma URP-4R para os isolados de Colecdes
Internacionais. Em contrapartida, os oligonucleotideos URP-13R, URP- 25F e
URP-32F, ndo foram tdo eficazes, apresentando um indice menor de
amplificacdo com 70 e 71,67% para oligonucleotideos iniciadores. De acordo
com o0s resultados obtidos por Aggarwal et al (2008), destacam os
oligonucleotideos URP-13R, URP-32F e 25F por ndo amplificarem o DNA
gendmico de Chaetomium spp,.sugerindo que tais oligonucleotideos possam

ter homologia menor com o DNA genémico do fitopatégeno.

Avaliando o numero total de fragmentos gerados com cada um dos
oligonucleotideos, (Tabela 4) podemos observar uma variagdo de 41 a 77
fragmentos, demonstrando significativa diversidade entre o0s isolados.
Verificamos também uma variagdo de fragmentos polimorficos, sendo que os
oligonucleotideos, URP-17R, URP-30F, URP-32F e URP-6R representaram

95%, 94%, 93% e 92% desses fragmentos e ainda os oligonucleotideos URP-
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1F e URP- 2F apresentaram 33% e 26% fragmentos monomorficos, sendo que
o fragmento 905pb foi presente em 18 isolados e o fragmento 520,58pb em 15
isolados com a analise desses resultados néo foi possivel estabelecer um
marcador molecular para o fitopatdgeno B. sorokiniana, por ndo ocorrer o

mesmo perfil monomaérfico em todos os isolados empregados.

Tabela 4. Avaliagdo do numero e tamanho dos fragmentos gerados em
Bipolaris sorokiniana com 12 oligonucleotideos iniciadores

. %) Nro. de
Fragmentos Numero Total de Nro. de Fragmentos (%)

Oligonucleotideos Gerados Fragmentos Gerados Polimérficos Fra.gm’er.]tos

Polimorficos
URP1F 1a14 76 50 66%
URP2F 1a9 66 49 74%
URP2R lal2 69 59 86%
URP4R 1a9 71 60 85%
URPG6R 2a15 77 71 92%
URP9F 1a10 60 51 85%
URP13R lal2 59 51 86%
URP17R lal2 62 59 95%
URP25F 2all 48 39 81%
URP30F lall 63 59 94%
URP32F 1a10 41 38 93%
URP38F lal2 48 42 88%

De acordo com Aggarwal et al. (2008), estudando isolados de
Chaetomium spp, (C. globosum, C. reflexum e C.perlucidum ) usando URP-
PCR, dos 12 oligonucleotideos utilizados, nove destes indicaram padrdes de
polimorfismo em Chaetomium spp, O oligonucleotideo URP -2R produziu

fragmentos uniformes para todos os isolados de C. globosum, sendo possivel
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diferenciar C. perlucidum e C. reflexum, sugerindo a utilizacdo desse
oligonucleotideo como um marcador molecular.

Os resultados obtidos por Arggarwal et al.(2009) no estudo com
B.sorokiniana utilizando PCR-URP determinou URP-2F o oligonucleotideo com
maior numero de fragmentos monomorficos, diferente dos resultados obtidos
neste estudo que URP- 1F foi o oligonucleotideo com maior indice (44%) de
fragmentos monomorficos.

Os resultados obtidos com o oligonucleotideo URP-1F demonstram
uma grande variacdo no tamanho dos fragmentos de DNA gerados, de 100 a
2kb. e em relacdo ao numero de fragmentos por isolados, que variaram de 1 a
14 fragmentos. Podemos observar com oligonucleotideo URP -1F uma
diversidade gendmica até mesmo entre os isolados monospdricos (A, B, C),
apresentando padrdes intraespecificos distintos como pode ser observado nos
produtos de amplificacdo apresentados na Figura 1. Perfis diferentes para os

isolados 98026B/ 98026C e 98032B/ 98032C podem ser observados.



35

2000bp —
1500bp —

1000bp —p

500bp —p

100bp —p

Figura 1 — Produto da amplificagdo do DNA gendmico dos isolados monosporicos de
B. sorokiniana com oligonucleotideo iniciador URP-1F. Gel de agarose 1,5%. (M)
Marcador DNA Ladder 100 bp., (1) 98013 A, (2) 98013B, (3) 98026B, (4) 98026C, (5)
98032B, (6) 98032C, (7) 98034B, (8) 98034C, (9) 98041A, (10) 98041C, (11)
BS16M1A e (12) BS16M1C.

Os produtos de amplificacdo obtidos com o oligonucleotideo iniciador
URP-1F (Figura 2), demonstram a variabilidade entre os isolados do Brasil e
Colecdes Internacionais. Esse resultado nos leva novamente a discussao sobre
a dificuldade de se obter um padrédo que se possa utilizar como marcador

nesse fitopatégeno.
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Figura 2 — Produto da amplificacio do DNA genbmico dos isolados
monosporicos de B. sorokiniana com oligonucleotideo iniciador URP-1F. Gel de
agarose 1,5%. (M) Marcador DNA Sharp 100 bp., (1) 98011 A, (2) 98011C, (3)
980128, (4) 98030B, (5) 98032A, (6) BS15M2A, (7) BS52M1A, (8) BS52M1B,
(9) CS1004A, (10) CS1004C, (11) CMO0105 A.

O perfil genético gerado para as culturas monospoéricas varia
conforme o isolado e o oligonucleotideo empregado, podendo ser observado

perfis idénticos ou distintos.

Na figura 3, as canaletas 3 e 4, 7 e 8, 11 e 12 mostram a
diversidade genética entre estas culturas monosporicas quando empregado
oligonucleotideo URP-2F, apresentam diferencas mesmo que sejam oriundos

do mesmo isolado polisporico.
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100bp —p

Figura 3 — Produto da amplificacdo do DNA genOGmico dos isolados
monosporicos de B. sorokiniana com oligonucleotideo iniciador URP-2F. Gel de
agarose 1,5%. (M) Marcador DNA Ladder 100 bp., (1) 98013A, (2) 98013B, (3)
98017A, (4) 98017B, (5) 98023B, (6) 98023C, (7) 98026B, (8) 98026C, (9)
98030A (10) 98030C (11) 98032B (12) 98032C.

Os oligonucleotideos URP- 17R, URP-30F, URP- 32F e URP-6R,
apresentaram indices de fragmentos polimorficos de 95%, 94%, 93% e 92%
respectivamente, tais oligonucleotideos poderiam ser utilizados como uma

ferramenta para determinar a variabilidade e diversidade dos isolados de

Bipolaris sorokiniana.
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Figura 4 — Produto da amplificacio do DNA genOGmico dos isolados
monosporicos de B. sorokiniana com oligonucleotideo iniciador URP-30F. Gel
de agarose 1,5%. (M) Marcador DNA Ladder 100 bp., (1) 98017C, (2) 98023B,
(3) 98030C, (4) 98032A, (5) BSM18M2B (6) BSM18M2C, (7) BS52M1C, (8)
NRRL5851A, (9) NRRL5851B (10) NRRL5851C (11) NRRL5851C.

Os isolados 98017A, 98017B e 98017C, em uma analise
comparativa entre todos oligonucleotideos, (Figura 4) se destacam pela
variabilidade em relacdo a todas as amplificacbes, possuindo um perfil de
fragmentos completamente distintos entre si. Muller et al (2002) estudando a
variabilidade morfolégica e genbmica, na caracterizacdo de culturas
polispéricas de Bipolaris sorokiniana, utilizando RAPD, observaram que o

isolado 98017 uniu-se aos demais grupos com coeficiente de similaridade
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muito baixo, em funcdo dos distintos padrées de RAPD obtidos com os trinta

oligonucleotideos iniciadores testados.

Poloni et al (2008) no estudo da viruléncia e variabilidade fisiologica
de B. sorokiniana, constataram que o isolado 98017 diferenciou-se dos demais
nos testes de atividade enzimaticas, apresentando altos indices de atividade
para a enzima esterase. Deste modo, sugere-se que o isolado 98017 possui
um polimorfismo altamente significativo observado nos diferentes trabalhos e
confirmado pela variabilidade morfolégica e indices expressivos dos ensaios

enzimaticos.

Dos 12 oligonucleotideos URP utilizados no estudo com a
amplificagéo de 60 isolados de B.sorokiniana, avaliando todos os fragmentos
com peso molecular inferior a 1,5 kb, resultou em um perfil de 100% de
polimorfismo para todos isolados ndo sendo possivel determinar um marcador

molecular para o fitopatégeno.

4.4 Analise do dendrograma formado a partir dos dados do
URP/ PCR dos isolados de Colecdes Internacionais com todos o0s

oligonucleotideos

Os produtos de amplificagcdo de URP-PCR dos isolados oriundos de
Colecdes Internacionais com o0s 12 oligonucleotideos iniciadores geraram um
dendrograma que se encontra na Figura 5. As amplificacOes resultantes dos 27
isolados com todos os oligonucleotideos iniciadores produziram perfis de
fragmentos que geraram uma matriz de similaridade, por simples associa¢éo

com um intervalo de 0.631 a 0.999 de similaridade. Analisando o dendrograma
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formado com os 27 isolados, pode-se observar que 18 deles formaram grupos
com os trés conidios (A, B,C) isolados da mesma cepa polisporica.

Os isolados A20A, A20B, A20C (grupo 1) formaram um grupo com
um alto indice de similaridade, porém estes isolados amplificaram apenas trés
oligonucleotideos (Tabela 3), possivelmente por apresentaram um baixo indice
de homologia com os oligonucleotideos utilizados ou pelas condi¢cdes de
amplificacdo que néo favoreceram a amplificacdo do genoma. Analisando o
grupo 4, os isolados CMO105A, CM0O105B, CMO105C agruparam-se com um
nivel de similaridade de 0,908 e 0,954; onde ja se pode observar pelos
resultados que existe uma variabilidade entre os conidios mas ainda estes
permanecem bastante préximos. O grupo 9 formado pelos isolados CS1004A,
CS1004B, CS1004C ja possui um nivel de similaridade um pouco menor 0,830
—0,868.

O grupo da Africa, NRRL5851A, NRRL5851B, NRRL5851C (grupo
5) possui similaridade de 0,842 a 0,908, o que 0os mantém agrupados, porém,
existe dissimilaridade entre os conidios, os isolados CFO2A, CFO2B e CFO2C
(grupo 7), também pertencentes a Africa possuem um nivel de similaridade de
0,885 e 0,936 entre si e ainda quando comparados com 0 grupo 5, essa
similaridade fica em torno de 0,733 e 0,756, indicando que néo é possivel de
estabelecer relacdo com a regido geografica de origem destes grupos.

Os isolados BS52M1A e BS52M1B (México) possuem um nivel de
similaridade de 0.979 de similaridade e agrupam-se ao isolado BS15M2B
(México) com um indice de aproximadamente 0,92 (grupo 2), formando um

grupo de isolados diferentes com um nivel de similaridade maior do que entre
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0s aguele que se originaram da mesma cepa polisporica. O BS18M2B e
BS18M2C se diferenciaram com uma similaridade de 0,822 e quando
comparados ao isolado BS18M2A o indice de similaridade diminui para 0,765,
ndo sendo possivel reuni-lo aos isolados B e C, desta forma o isolado
BS18M2A forma um grupo isolado.

Distancia Euclidiana

CASE 0 5 10 15 20 25

Label Num +-—---—- tomm tmm——————— Fo— IS —— +
A20A 25

Canada A20B 26 i

Canada J

Canada Az0c 27

México BS52MIA 13 T

México BS52MIB 14

Mexico BS15M2B 5y o o

México [135151»12': 6

Mexico CMO105B 20

CMO105C 21
CMO105A 19

Africa [NRLbBb“R 1 | |

México
México

Africa NRL5851B 2
Africa NRL5851C 3
BS15M2A 4 -
BS18M2A 10

Africa CF02A 22
Africa [cpgzg 23 Q

México
Veracruz

Africa
CF02C 24
Vietnan CS1004A 16 ‘
Vieman | cs1904c 18
Vietnan
CS1004B 17
México  pssomic 15
Meéxico BS16MI1A 7
México BS16M1B 8 _ |
México
BS16MI1C 9
Veracruz [ BS18M2B 11
Veracruz  [_pgigmac 12

FIGURA 5: Dendrograma dos isolados de Coleg¢8es Internacionais utilizando “UPGMA”.
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Segundo Nascimento & Van Der Sand (2008), em analise da regido
ITS1 e ITS2 do rDNA de isolados de B. sorokiniana, os resultados obtidos na
analise dos dendrogramas constataram que nao foi possivel agrupar os

isolados de colec@es internacionais por regido geografica.

4.5 Anélise do dendrograma formado a partir dos dados de

URP/ PCR com todos os isolados do Brasil e todos os oligonucleotideos

A andlise dos dendrogramas empregando 33 isolados do Brasil com
todos os oligonucleotideos apresentaram indices de similaridade que variam de
0,7374 a 0,998, formando 7 grupos distintos. Os isolados 98043A, 98043B,
98043C do grupo 1 agruparam-se com 0,982 de similaridade entre os isolados
A e B, jaoisolado C o indice de similaridade baixou para 0,962 em relacao ao
A e B. Os isolados 98013A, 98013B, 98013C (grupo 5) da mesma forma os
conidios A e C obtiveram 0,980 de similaridade enquanto o conidio B o indice
foi de 0,888 em relagcéo ao A e B. Os isolados 98026A, 98026B, 98026C (grupo
7) A e B quando comparados entre si resultaram em 0,975 de similaridade e o
conidio C obteve 0,899 em relacdo a A e B.

Os isolados 98023B, 98023C, com indice de 0,90 entre si e
agruparam-se com 98012A (grupo 2) com indice de similaridade em torno de
0,865, mas ainda assim demonstraram semelhanca no perfil desse isolados.
Ao analisarmos o agrupamento formado pelos isolados 98012B e C, pode-se
observar que os mesmos encontram-se inseridos no grupo 1 e o indice de

similaridade destes ultrapassa os 90% com alguns dos isolados deste grupo.
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Observando os isolados 98034B, 98034C, 98032B, 98032C que
formam o grupo 3, o indice de similaridade € menor, porém o grupo se forma
com o isolado 98032C agregando-se aos demais com um indice de
similaridade de 0,829.

Na analise de agrupamento, observa-se que o isolado 98017A nédo
foi inserido em nenhum grupo por possuir um perfil diferenciado dos isolados
do Brasil (Figura 6), ndo tendo sido possivel correlaciona-lo aos isolados
98017B e 98017C. Dos trés conidios separados da cepa 98017, o isolado A
parece ser aquele com caracteristicas mais variaveis.

Com os isolados do Brasil ndo foi possivel realizar um agrupamento
destes de acordo com a regido geografica de origem, os isolados apesar de
pertencerem a mesma localidade, obtiveram indices de similaridade muito
baixa o que os agrupou de forma aleatédria, independente da regido geografica.

O trabalho realizado por Yoon & Galwe (1993), analisando a
populacdo Hypoxylon trutucatun de diferentes regides utilizando RAPD,
indicaram que os padrdes de amplificacdo ndo correspondem a regido de
localizacdo da populacédo. Para avaliacdo destes resultados foram analisados
os isolados com ponto de corte de 20 na régua do dendrograma de Distancia

Euclidiana.



Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6

Grupo 7

Distancia Euclidiana
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CASE 0 10 15 20 25
Label Num +4-—————— = o -t +
Lagoa V./RS 98011A 1 :I_
Vitéria/ PR 98034A 25 —
Lagoa V./RS 98012C 6
Cruz Alta/RS 980304 19—
E. Beltrdo/PR 980324 22
Lagoa V./RS 980128 5
Vitéria/ PR 98023A 13 —
Samambaia/PR 98017B 11
Samambaia/PR 98017C 12
Lagoa V./RS 98011C 3
Cruz Alta/RS 780308 20
98030C 21
Cruz Alta/RS 980118 5
Lagoa V./RS 980432 31
Pelotas/ RS 98043B 32
Pelotas/ RS \ 98043C 33
Pelotas/ RS (" 98023B 14
Vitéria/ PR 98023C 15 ‘
Vitéria/ PR 980122 i
Lagoa V./RS 98034B 26
Vitoria/ PR 98034C 27 Q ]
Vitéria/ PR 98032B 23
E. Beltrdo/PR 98032C 24
E. Beltrdo/PR E 980174 10
Samambaia/PR 98013A L J
Vitéria/ PR 98013C 9
Vitéria/ PR 98013B 8
Vitéria/ PR (980418 29
Vitéria/ PR L 98041C 30
Vitéria/ PR (C98026A 16 J
Piratini /RS 98026B 17
Piratini /RS 98026C 18 -
Piratini /RS _ 98041A 28
FIGURA 6: Dendrograma dos isolados do Brasil com todos os

oligonucleotideos iniciadores, gerado pela Distancia Euclidiana, segundo o
método “UPGMA”.
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4.6 Analise do dendrograma dos dados obtidos do PCR / URP
isolados do Brasil e de Cole¢cdes internacionais com todos o0s

oligonucleotideos

Para uma avaliacdo mais detalhada com relacdo aos agrupamentos
dos isolados, foram construidos dendrogramas a partir da analise individual de
cada um dos 12 oligonucleotideos iniciadores com os isolados dos Brasil e de
Colecdes Internacionais (Apéndice 8). A Figura 7 demonstra o perfil de
agrupamentos dos isolados do Brasil e de Cole¢des Internacionais com os 12
oligonucleotideos iniciadores formando 13 grupos e 20 arranjos individuais.

A similaridade genética estabelecidas entre os isolados avaliados
por simples associa¢cao estabeleceu um intervalo de 0,999 a 0,71. A andlise do
dendrograma de todos os oligonucleotideos com isolados do Brasil e de
Colecdes Internacionais (Figura 7) reproduziu praticamente a mesma
disposicédo quando comparados com os dendrogramas individuais dos isolados
internacionais com todos os oligonucleotideos representados pelas letras 1G
(Internacional Grupo) e quando comparados com os dendrogramas individuais
dos isolados do Brasil formaram arranjos distintos representados no
dendrograma pelas letras BG (Brasil Grupo).

Os dendrogramas individuais demonstraram uma grande
diversidade, até mesmo entre os trés isolados oriundos da mesma cepa
polispérica em relacdo aos 12 oligonucleotideos. Na Tabela 5, pode-se
observar o perfil de diversidade entre os isolados e os oligonucleotideos pelos
quais foram caracterizados. A tabela foi construida a partir da matriz binaria

com os fragmentos mais representativos de cada isolado, gerando 52 perfis
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distintos de P1 a P52. Esses por sua vez, foram agrupados por isolado, onde
foi obtida a coluna do “perfil do isolado em todos oligonucleotideos” que
resultou em 60 combinacfes, 58 distintas e duas iguais. Com os resultados
obtidos nao foi possivel relacionar os perfis a regido geografica de origem dos
isolados.

Tal diversidade é justificada por Zeigler, (1998) infere que os
principais fatores que determinam a dinamica genética de populacdes sdo as
mutacdes, recombinacoes, selecdo e fluxo génico. A recombinacdo aumenta a
diversidade genética nas populacdes, rompendo as combinagcdes genéticas ja
existentes e permitindo a formacédo de novas. Zeigler (1998) afirma também
gue nos ascomicetos a capacidade de recombinacdo sexual, e muitas vezes na
reproducdo assexuada pode ser complementada por recombinacao
parassexual, algumas espécies perdem completamente a competéncia sexual.

McDonald et al (1989), concluiram que o numero de variacdes
genéticas nas populacdes afetam a capacidade de adaptacdo dos patdégenos
as condicdes ambientais e que no geral as populacdes sao altamente variaveis.
Embora as taxas de mutacdo por locus sejam geralmente baixas, sao
persistentes, e em populacbes de patdgenos existem poucas informacdes

sobre o numero de mutacoées.



TABELA 5. Analise dos perfis com todos os oligonucleotideos URP
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PERFIL DOS ISOLADOS EM CADA OLIGONUCLEOTIDEO

PREFIL DO ISOLADO

EM TODOS

ISOLADOS URP1F URP2F URP2R URP4R URP6R URP 9F URP 13R URP 17R URP 25F URP 30F URP 32F URP 38F OLIGONUCL EOTIDEOS
98011A P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 01
98011B P1 P10 P11 P1 P1 P22 P1 P38 P1 P11 P1 P33 02
98011C P1 P10 P18 P23 P17 P1 P1 P1 P1 P17 P1 P33 03
98012A P1 P11 P19 P12 P17 P22 P12 P1 P1 P35 P1 P1 04
98012B P1 P10 P1 P1 P17 P22 P1 P1 P1 P38 P1 P1 05
98012C P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P11 P1 P1 06
98013A P2 P12 P1 P1 P1 P31 P40 P24 P1 P39 P17 P39 07
98013B P3 P12 P1 P1 P1 P32 P40 P24 P37 P34 P17 P39 08
98013C P2 P12 P1 P1 P38 P32 P40 P24 P1 P39 P17 P39 09
98017A P1 P13 P1 P17 P1 P33 P11 P17 P1 P35 P1 P11 10
98017B P1 P1 P12 P17 P1 P34 P1 P25 P1 P35 P1 P1 11
98017C P1 P1 P11 P1 P35 P34 P1 P25 P1 P1 P1 P1 12
98023A P1 P1 P16 P24 P17 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 13
98023B P1 P14 P17 P24 P31 P17 P1 P27 P1 P17 P38 P11 14
98023C P1 P15 P17 P12 P17 P35 P11 P1 P1 P1 P17 P11 15
98026A P2 P15 P12 P1 P6 P31 P39 P24 P16 P19 P17 P31 16
980268 P2 P15 P12 P1 P6 P31 P39 P24 P44 P35 P17 P31 17
98026C P2 P15 P12 P1 P6 P31 P39 P33 P44 P19 P17 P31 18
98030A P1 P15 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P33 19
98030B P1 P12 P18 P23 P29 P10 P1 P9 P10 P45 P1 P33 20
98030C P1 P15 P19 P12 P1 P36 P1 P7 P10 P1 P19 P10 21
98032A P1 P10 P11 P12 P1 P1 P1 P13 P1 P35 P17 P1 22
98032B P3 P12 P1 P1 P9 P31 P1 P12 P11 P38 P17 P17 23
98032C P4 P10 P11 P11 P37 P31 P11 P13 P1 P46 P17 P1 24
98034A P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 01
98034B P2 P10 P11 P25 P31 P12 P8 P1 P44 P21 P1 P17 25
98034C P2 P1 P11 P1 P31 P37 P8 P1 P24 P10 P17 P17 26
98041A P2 P1 P14 P1 P31 P33 P41 P27 P44 P34 P49 P39 27
98041B P1 P11 P14 P10 P12 P33 P1 P1 P1 P12 P1 P12 28
98041C P5 P1 P14 P1 P31 P33 P1 P24 P1 P34 P1 P12 29
98043A P1 P1 P13 P8 P17 P1 P12 P29 P42 P10 P50 P46 30
98043B P1 P1 P1 P8 P17 P1 P12 P29 P42 P10 P50 P46 31
98043C P1 P1 P20 P8 P17 P1 P21 P29 P42 PL P50 P46 32
NRL5851A P6 P1 P13 P1 P13 P1 P1 P1 P1 P9 P1 P1 33
NRL5851B P6 P16 P13 P1 P10 P1 P1 P1 P1 P9 P1 P1 34
NRL5851C P7 P16 P17 P1 P10 P1 P1 P19 P1 P9 P1 P10 35
BS15M2A P1 P17 P13 P8 P17 P1 P1 P42 P1 P37 P49 PO 36
BS15M2B P1 P1 P1 P8 P1 P1 P1 P1 P1 P37 P1 P46 37
BS15M2C P1 P17 P18 P6 P19 P1 P1 P1 P10 P37 P1 P46 38
BS16M1A P5 P1 P13 P1 P31 P38 P40 P24 P42 P44 P1 P31 39
BS16M1B P5 P1 P13 P1 P31 P1 P40 P24 P7 P44 P1 P31 40
BS16M1C P8 P1 P10 P1 P31 P38 P32 P17 P42 P24 P51 P31 41
BS18M2A P1 P11 P10 P26 P1 P34 P12 P43 P42 P11 P11 P46 42
BS18M2B P9 P1 P21 P1 P1 P34 P39 P17 P44 P23 P51 P46 43
BS18M2C P9 P11 P22 P1 P1 P34 P1 P17 P42 P35 P51 P46 44
BS52M1A P1 P1 P1 P27 P1 P1 P1 P1 P1 P35 P1 P1 45
BS52M1B P1 P1 P17 P27 P1 P1 P1 P1 P1 P35 P1 P1 46
BS52M1C P1 P11 P1 P27 P1 P1 P35 P1 P42 P35 P15 P1 47
CS1004A P1 P11 P1 P1 P29 P1 P12 P1 P1 P47 P1 P1 48
CS1004B P1 P11 P1 P1 P1 P38 P14 P1 P42 P1 P52 P1 49
CS1004C P1 P11 P1 P1 P30 P1 PL P33 P16 P47 P52 PL 50
CMO105A P1 P16 P1 P28 PL P1 P35 PL P42 P13 P25 PL 51
CMO105B P1 P17 P18 P28 P29 P1 P35 P1L P42 P13 P25 P1L 52
CMO105C P1 P16 P18 P28 P29 P1 P35 P1 P42 P13 P25 PL 53
CF02A P1 P11 P1 P28 P1 P34 P35 P1 P1 P1 P1 P1 54
CF02B P1 P11 P17 P28 P1 P34 P35 P1 P1 P1 P9 P38 55
CF02C P1 P11 P17 P28 P1 P34 P35 P1 P1 P1 P9 P1 56
A20A P1 P1 P1 P1 P29 P1 P1 P1 P1 P48 P1 P14 57
A20B P1 P1 P1 P1 P29 P1 P1 P1 P1 P21 P1 P14 58
A20C P1 Pl Pl P1 P29 Pl P1 P1 P1 P21 P1 P14 59
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Williams et al (1990), revela que alteracdes nucleotidicas, dele¢des e
insercdes nos sitios de iniciacdo podem resultar em polimorfismo do DNA,
detectaveis pela técnica de RAPD. Muller et al (2000), em seu estudo da
variabilidade morfolégica, relatou que a condicdo multinucleada das células do
micélio e conidios de B.sorokiniana, com subsequente heteriocariose, poderia
levar a combinagdo mitética e a novos arranjos por haploidizacdo, estariam
contribuindo para o polimorfismo detectado no DNA deste fitopatdgeno.

No trabalho realizado com o fitopatégenos B. sorokiniana, por Muller
et al (2002), utilizando um numero reduzido de isolados gerou um numero
restrito de variaveis utilizadas na matriz binaria, dados que para analise
taxonémica foram pouco conclusivos. No presente trabalho, os padrées de
agrupamento resultantes das analises demonstraram um comportamento
diferenciado, gerando muitas varidveis na construcdo da matriz binaria,
conseqiente o0s agrupamentos hierarquicos demonstraram um perfil
diversificado dentro dos grupos e entre as cepas monospaoricas.

Tais comportamentos poderiam ser justificados também pelo perfil
de cada regido, estudos realizados pela (EMPRAPA, 2002) determinam que a
regido Sul, Centro-Sul e regido- Central do Brasil sdo consideradas regides
potencialmente triticolas, sendo que os solos possuem caracteristicas que 0s
diferenciam como excesso de aluminio na regido Sul que causam uma doenca
fisiologica conhecida como crestamento questdo esta contornada pela insercao
de cultivares resistentes. Outros fatores que contribuem para esta diversidade
sdo os indices de pH, ambiente, umidade de cada regido, favorecendo uma

maior variabilidade e resultando em maiores dificuldades para o controle do
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fitopatdgeno no Brasil. As regides brasileiras possuem uma grande diversidade,
fato este pode ser constatado pela selecdo de areas mais adequadas para a
plantio do trigo, porém, ndo é possivel estabelecer um comparativo entre
isolados do Brasil e os isolados de Colec¢Ges Internacionais, como diversidade
e formacdo de grupos, em funcdo do desconhecimento de caracteristicas
determinantes ja citados anteriormente (solo), que podem influenciar
diretamente na incidéncia deste fitopatégeno. Com os resultados obtidos no
presente trabalho em que foi observada uma importante diversidade até
mesmo entre conidios de B.sorokiniana, sugerem que mais trabalhos sejam

realizados para um efetivo controle da doenca.
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FIGURA 7: Dendrograma dos isolados do Brasil e de Colegdes Internacionais
com todos os oligonucleotideos iniciadores, gerado pela distancia Euclidiana

segundo o método “UPGMA” onde G (G1 a G31) grupamentos formados.

BG- Grupo formado nos dendrogramas com isolados do Brasil e todos
oligonucleotideos (Figura 6) e IG - Grupo formado nos dendrogramas com

isolados de Colec¢des Internacionais e todos oligonucleotideos (Figura 5).
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5.CONCLUSOES

A técnica de PCR-URP mostrou-se com grande sensibilidade e
reprodutibilidade, permitindo avaliar o perfil de polimorfismo dos isolados

monosporicos de Bipolaris sorokiniana deste estudo.

Os Oligonucleotideos URP-30F, URP-6R, URP-17R e URP-38F
amplificaram o maior numero de isolados do Brasil, enquanto que o
oligonucleotideo URP-4R e URP-30F amplificaram maior numero de isolados

de Colecdes Internacionais.

Os isolados apresentaram uma grande diversidade intra-especifica,
entre os oligonucleotideos iniciadores URP e ainda entre os conidios

monosporicos oriundos da mesma cepa polisporica.

A andlise dos dendrogramas dos isolados do Brasil apresentou uma

maior diversidade do que os isolados de outros paises.

N&o foi possivel agrupar os isolados por regido geogréfica.



6.CONSIDERACOES FINAIS

Para prosseguir este estudo sugerimos que:

Verificar a resisténcia a fungicidas com as culturas monosparicas.
Seja realizado o estudo das regibes V3-V4 e V9 do gene 18S do
rDNA e andlise de isoenzimas com o objetivo de conhecer melhor a fisiologia

do fungo.

Seja realizada a caracterizacdo destes isolados através de outras

técnicas moleculares como DGGE.

Seja realizado seqienciamento dos fragmentos relevantes dos

dados obtidos.

Testar a viruléncia com as culturas monospdéricas.
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8. APENDICE



8.1 Meios de cultura e solucdes utilizadas

8.1.1 Meio de cultura BDA

4g Infuso de batata
409g dextrose
159 Agar

Agua destilada para completar 1000ml

8.1.2 Meio de cultura batata dextrose

200g batata
20g dextrose

Agua destilada para completar 1000 ml

8.1.3 Tampao de extracdo de DNA

200 mM Tris-Hcl ph 8,0

250 mM NacCl

25mM acido etilenodiaminotetracético(EDTA)pH 8,0

1%V/V dodecil sulfato de sédio(SDS)

1%B- mercaptoetanol
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8.1.4 Cloroférmio-alcool isoamilico

24 volumes cloroférmio

1 volume alcool isoamilico

8.1.5 Fenol: cloroférmio

Fenol saturado 1:1 cloroférmio armazenado a 4°C

8.1.6 Tampao de fenol (pH 8,0) para 250ml de fenol

50 ml 4gua destilada

6 ml Tris pH 8,8

12,5 ml m-cresol

0,5 ml B-mercaptoetanol
7,5 ml NaOH 1N

Ajustar pH com pastilhas de NaOH

8.1.7 Tampéo TAE 50X

2429 de Tris
57,1 ml &c.acético glacial
100 ml EDTA 0,5m Ph 8,0

1000 ml 4gua destilada
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8.1.8 Tampéo TAE 1X

20 ml TAE 50X

980 ml de agua destilada

8.1.9 Oligonucleotideos iniciadores

Os Oligonucleotideos iniciadores (IDT) foram destiladas em

milliQ(100ng/ul) e estacados a -20°C.

8.1.10 dNTPS(desoxiribonucleotideos trifosfatados)

Os dNTPS (LUDWIG) foram diluidos a uma concentracéo de 2,5

mM, em cada, em agua milli-Q e estocados a -200C.

8.1.11 Tampéao de amostra

0,25% (p/v) azul de bromofenol

40%(p/v) sacarose em agua

8.1.12 Proteinase K (fungal)

A enzima proteinase K foi dissolvida huma concentracédo de 20mg/mi
em 10mM Tris-HCI pH8.0, 1,5 acetato de célcio, distribuida em aliquotas de

300ul e estocadas a a -200C.



8.1.13 Acetato de sodio

3M acetato de sodio
Agua destilada para completar 1000ml|

pH 5,2 ajustado com acido acético glacial
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8.2 DENDROGRAMAS

Dendrograma do oligonucleotideo URP-1F com isolados do Brasil e

paises.
CASE
Label Num
A20B 59
A20C 60
98012C 6
BES15M2ZE 38
A20A 58

98030A 19
98034A 25
98041B 29

98017B 11
CF02B 56
CFo2cC 57
CFO02A 55
CMO105E 53
CMO105C 54
CMO105A 52
Cs51004C 51
CS1004A 49
CS51004E 50

98030B 20
BS15M2C 39

98011cC 3
BS52ZM1A 46
BS52M1BE 47

98011A 1

98012B 5

980322 22

98017C 12

98043B 32

98043cC 33

980432 31
BS52MI1C 48

98017A 10

98011B 2

98030cC 21

98023B 14

98023cC 15
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(Continuacédo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-1F com isolados do
Brasil e outros paises.

98023A 13
98012A 4
B515M2A 37
BES518MZ2E 44
B518M2C 45
B518M2A 43

NEL5851B 35
NRL5851C 36
NRL5851A 34

13 Y

98034B 26
98034C 27
9B0Z26A 16
98026B 17
98041A 28
98026C 18
98032B 23
BES51eM1A 40 :]————
ES516M1B 41
98013A 7
98013C 9 —J
98041C 30 e —
98013B 8
B516MI1C 42
98032C 24
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-2F com isolados do Brasil e outros

paises.

CASE
Lakel

A20B
A20C
98011A
B552ZM1B
A20R2
B515M2RB
B55ZM1A
980344
98034C
98012C
98023A
98032B
980324
98034B
B518M2RB
V98017B
NRL5851A
BS15M2C
CMO105B
B515M2A
98011cC
98030B
98012B
CF02C
BS1&M1B
BS1eM1C
BS1leM1A
98017C
B5S18M2A
CFO0ZB
CF02a
CS1004A
Cs1004C
CS1004B
B5S18M2C
B552M1C

Num

59
60

47
58
38
46
25
27

13
23
22
26
44
11
34
39
53
37

20

57
41
42
40
12
43
56
55
49
51
50
45
48
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(Continuagcdo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-2F com isolados do
Brasil e outros paises.

98043B
98043cC
98043A
98041A
98041cC
98026A
98026B
98030A
98023C
98030C
98026C
98023B
98011B
98032C
9801z2A
CMO105A
CMO105C
NRL5851B
NRL5851C
98041B
98013A
98013C
98013B
98017A

32

10

TL
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-2R com isolados do Brasil e outros

paises.

C A S E
Label

AZ0B
Azoc
98011A
CMC105A
AZ0A
BS15M2B
BS52M1A
98034A
98043B
98030A
98032B
98012B
9g012C
BS52ZM1E
NEL5851C
BES1eM1C
BS18MZA
BS16M1A
BS16M1B
980432
BS15M2A
BS52M1C
C51004B
Cs1004cC
C51004A
98034B
98034cC
98011B
98032C
980122
98030C
98017C
980322
98023A
98011C
98030B

59
60

52
58
38
46
25
32
19
23

47
36
4z
43
40
41
31
37
48
50
51
49
26
27

24

21

1z

22

13

20
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(Continuacédo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-2R com isolados
do Brasil e outros paises.

CMO105B
CMO105C
BS15M2C
98043C
NRL5851A
NRL5851B
BS18M2B
BS18M2C
CF02B
CF02C
98023B
98023C
CF02Aa
98041A
98041RB
98041cC
98026C
98013A
98013C
98017A
98026A
98026B
980178
98013B

53
54
39
33
34
35
44
45
56
57
14
15
55
28
29
30
18

10
16
17
11

B

|

110544
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-4R com isolados do Brasil e outros

Paises.

C A S
Lakel

AZ0B
AzOC
AZOA
BS15M2C
NEL5851A
NRL5851B
98034A
98034C
98011A
98030A
98032B
98012B
98012C
98026B
98017B
98026A
98011C
98032A
98017C
NRL5851C
Ccs1004cC
CS1004A
CsS1004B
98030B
98030C
98011B
CF02Aa
CFO2ZB
CF0z2C
CMO105B
CMO105C
CMO105A
BS5ZM1A
BS52M1B
BS52M1C
BS15M2A

=1

39
34
35
25
27

19
23

17
11
16

22
12
36

20 25
————————— o+
]



(Continuacédo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-4R com isolados do

Brasil e outros Paises.

BS15M2B
98043B
98043C
980432

BS18M2A
98013C
98026C
98013A
98013B
980412

BS16M1B

BS16M1C

BS1eM1A

BS18MZ2EB

BS18M2C
98041C
98023A
980238
980122
98023C
98034B
98041B
98032C
98017R

38
32
33
31
43

18

28
41
42
40
44
45
30
13

14

15
26
29
24
10

_
—
]
]
|
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-6R com isolados do Brasil e outros

Paises.

C A S
Label

L20B
A20C
A20A
CMO105B
CMO105C
98030B
CS1004A
NRL5851B
NRL5851C
NRL5851A
BS18MZA
BES18MZEB
BS18M2C
C51004B
CFO2A
CF02B
980412
98041C
98034cC
98034B
98032C
98011cC
BS15M2C
BS5ZMI1A
BS52M1B
98034A
BS15MZB
98011A
98012cC
980324
980178
98012B
980234
98030A
98030cC
98041B

B
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(Continuagédo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-6R com isolados do
Brasil e outros Paises.

CF02C 57 | ‘
98017C 12
BS16M1B a1
BS16M1C 42 Eli
BS16M1A 40
98026A 16
980268 17 :]__
980328 23—
98026C 18
C51004C 51
BS52M1C 48
CMO105A 52 _ |
98013A 7
980138 8 |
98013C 9
980122 4
BS15M2A 37 1
980438 32
98043C 33 |
98043A 31 ]
980238 14
98011B 2
98023C 15 |

98017A 10
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-9F com isolados do Brasil e outros

Paises.

CASE
Label

AZ0B
azoc
98011A
BS16M1B
RZ0A
98043B
BS15M2B
98030A
98034A
98012C
98023B
CMO105B
CMO105C
CMO105A
CS1004A
cs1o004cC
98023R
980322
98017C
BS15M2C
CFOZB
Crozc
BS18M2A
CF02Aa
BS18MZ2B
B518M2C
980418
98041C
98017A
980412
98017B
BS16M1A
BS16MI1C
NRL5851A
NRL5851B
NRL5851C

59
60

41
58
32
38
19
25

14
53
54
52
49
51
13
22
12
39
56
57
43
55
44
45
29
30
10
28
11
40
42
34
35
36

Rescaled Distance Cluster Combine




(Continuacéo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-9F com isolados do

Brasil e outros Paises.

9g8011cC
98030B
BS15M2A
CS1004B
BS52M1B
98043A
98043C
980122
98012B
98011B
98030C
98023C
BS52M1A
BS52MI1C
98034B
98034cC
98013A
980268
980138
98013C
98026A
98032B
98026C
98032C

20
37
50
47
31
33

21
15
46
48
26
27

17

16
23
18
24

|

75
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-13R com isolados do Brasil e outros
Paises.

CASE 0 5 10 15 20 25
Label Num +-——————— o o o - +
A20B 59
A20C 60

980112 1
BS52M1B a7
A20A 58
NRL5851B 35
BS52MI1A 46

9B032B 23

98034A 25
98030B 20
980322 22

98023B 14
98030A 19
98012C 6
980232 13
98011cC 3
98012B 5
98011B 2 —
98017C 12
CMO105B 53
BS15M2B 38
BS18M2C 45

C51004RA 49
98041B 29
98041cC 30

C51004cC 51

]
]
CF02B 56
CF02C 57 E}——————
CFO2A 55
CMO105A 52 :]————
CMO105C 54 —
:]__

CS1004B 50
NRL5E51A 34
NRL5851C 36
BS52ZMI1C 48
BS15MZA 37




(Continuacéo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-13R com isolados do

Brasil e outros Paises.

BS15M2C
98017B
98030C
98017A

BS16M1A

BS16M1B
98043C

BS16MI1C
98034B
98034C
98013A
98013C
98013B
98043A
98043B
98023C
98012A

BS18M2A

BES18MZB
98032C
98026A
98026B
98026C
98041A

39
11
21
10
40
41
33
42
26
27

31
32
15

43
44
24
16
17
18
28

GRS
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-17R com isolados do Brasil e outros

Paises.
cC A S
Lakel

A20B
A20C
CMO105A
CMC105C
A20R
CMC105B
98034C
BS15MZ2B
98011A
980344
98034B
98030A
BS52M1A
BS52M1B
BES15MZ2C
NRL5851A
NRL5E51B
CF02B
CF02C
CF022a
Ccs1004a
CS1004B
98012B
98012C
980232
98023C
98041B
BS52M1C
98030B
NRL5851C
980122
980174
98023B
ES18MZ2A
98043B
98043C

o
L

19
46
47
39
34
35

36
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(Continuacédo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-17R com isolados do
Brasil e outros Paises.

98043A 31 r— '
BS15M2A 37

98041A 28

98030C 21

98032A 22 :I_________
98032C 24
98011B 2
98011C 3 j

cs1lo04cC 51
98017B 11 _______T___
98026C 18
98017C 12
BS516M1A 40 :I———————
BES516M1B 41
BS516MI1C 4z — —
BS518M2B 44
B518M2C 45
98041C 30
980132 7
98013C 9 —J
98026A 16 :]————
98026B 17
98032B 23 —_—
98013B 8
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-25F com isolados do Brasil e outros

Paises.

CASE

Label

AZ0B
AZ0OC
980112
BS52ZM1B
AZ0R
BES15MZE
BS52M1A
NRL5851C
BS15M2A
98034A
NRL5851A
98030A
98032A
98017B
98023A
98012B
9801z2C
BS15M2C
cs1004cC
CF02B
CF0z2C
CE02ZA
98030B
98030C
98017A
NRL5851B
98032B
98041B
98041cC
98032C
98017C
C51004A
98043B
98043C
98043A
CMO105B

59
60

47
58
38
46
36
37
25
34
19
22
11
1z

39
51
56
57
55
20
21
10
35
23
29
30
24
12
49
32
33
31
53




(Continuagéo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-25F com isolados do
Brasil e outros paises.

CMO105C Sy —
BS16M1C 42
BS52M1C a8
CS1004B 50
CMO105A 52 E|—
BS18M2A 43 -
BS16M1A 40
BS18M2C 45 ]
BS16M1B 21—
98023B 14
98023C 15 _ |
98011B 2
98011C 3 :]
980122 g —
98026A 16
980268 17 :::]
98026C 18
98013B 8
BS18M2B 44
980132 7
98013C 9 l

98034C 27
98041A 28

98034B 26




Dendrograma do oligonucleotideo URP-30F com isolados do Brasil e outros
Paises.

CASE 0 5 10 15 20 25
Label Num +-—————— o o o o +
CMO105B 53
CMO105C 54

CMO105A 52

CS51004A 49 :]———————— 1
Cs1004cC 51
98012B 5
]
___T___
:]____

A20C 60
V98030B 20
A20B 59
A20R 58

98011cC 3
NRL5851A 34
NRL5851C 36
NRL5851B 35

CFO02R 55
CF02B 56 ——————————J
CF02C 27
BS52M1B 47
BS52M1C 43 E}———— —
BS52M1A 46
BS18Mz2C 45 e
98017C 12
98011B 2

98023C 15
98012A 4
98017A 10

98043A 31 :]———————
98043B 32

98032B 23
98043C 33

98030A 19
98034A 25 }
98011A 1
98032A 22 —

98023B 14 —_—

98023A 13 ]




(Continuacéo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-30F com isolados do

Brasil e outros Paises.

98017B
98012C
CS1004B
98030C
98034C
980132
98013C
98032C
98034B
980268
98041A
98013B
98026A
98026C
98041C
98041B
BS18MZB
B516M1A
BS16M1B
B516M1C
BS15MZB
BS15MZ2C
BS15MZA
B518M2ZA

11

50
21
27

24
26
17
28

16
18
30
29
44
40
41
42
38
39
37

83

IRIE
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Dendrograma do oligonucleotideo URP-32F com isolados do Brasil e outros

Paises.

CASE
Label

220B
a20C
98011A
C51004A
A20A
BS52ZMI1A
BS52M1B
BS15M2B
BS15M2C
98034A
98034B
98030A
98030B
98017B
g98017C
98011C
98012C
98026B
98026A
98026C
98032A
98013B
98017A
98032B
98032C
CF02B
CFo2C
CFO2A
98023B
NRL5851A
NRL5851B
NRL5851C
98013A
98013C
98023C

59
60

49
58
46
47
38
39
25
26
19
20
11
12

17
16
18
22

10
23
24
56
57
55
14
34
35
36

15




(Continuacéo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-32F com isolados do
Brasil e outros Paises.

98012A 4 '
BS16M1A 40
BS16M1B a1 :]
98041C 30
98041B 29
98012B 5
98023A 13 _ |
98011B 2
BS18M2A 43 ]
98034C 27
CMO105B 53
CMO105C 54 l
CMO105A 52 l
98041A 28
BS15M2A 37 ]
CS1004B 50
€51004C 51 — |
BS18M2B a4
BS18M2C a5 l
BS16M1C 42
980434 31
98043B 32 ]
98043C 33
98030C 21

B552M1C 48




86

Dendrograma do oligonucleotideo URP-38F com isolados do Brasil e outros

98032R 22
98034R 25

Paises.
CASE 0 5 10 15 20 25
Label Num +-———————-— o o o o +
AZ0B 59
AzocC 60 }7
AZOA 58
98041B 29 :I_____
98041C 30
98023B 14 :]_________
98023C 15

BS52M1A 46 —

BS52M1B 47 —
98011A 1 —

98012B 5
98023R 13
98017B 11

BS15M2A 37
NRL5851B 35
NEL5851A 34
98017C 12
98030A 19
98030B 20
BS15M2B 38
BS15M2C 39
BES18MZB 44
BS18M2C 45
98043R 31
98043C 33
BS18M2A 43

:Ii
|

98043B 32 —

98011B 2

98011C 3 T —
T
T

98034B 26
98034C 27
98032B 23
98032C 24
98012A 4




(Continuagéo) Dendrograma do oligonucleotideo URP-38F com isolados do
Brasil e outros Paises.
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98012C 6
CMO105A 52 — |
CMO105B 53
CMO105C 54 ]
CF02A 55
CF02C 57 _ ]
BS52M1C a8 —— |
CS1004A 49
CS1004C 51 ]
CS1004B 50 @ —|
98030C 21
CFO02B 56 :l
NRL5851C 36 —— |
98013A
98013C 9 :]
98013B g — |
BS16M1B a1
BS16M1C a2 l
BS16M1A 40 l
98026B 17
98026C 18 :]__
98026A 16 —
98041A 28
98017A 10



88

9. VITA

9.1 Dados Pessoais

Nome: Michele Bertoni Mann
Nascimento: 17.10.1976, Porto Alegre / RS — Brasil
Filiag&o: Ironi Pinto Bertoni e Alvo lvo Mann

E-mail: michelemann@hotmail.com

9.2 Formacgéao académica

2001-2007 Graduacgédo em Ciéncias Bioldgicas.
Universidade Luterana do Brasil, Canoas, Brasil.

Orientador (a): Italo Abrantes Sampaio

2000-2001 Escola Técnica Estadual Irmao Pedro

Curso Técnico em secretariado de Nivel Médio, Porto Alegre/ Brasil

1994-1996 Ensino Médio (2° Grau)
Escola Estadual de 1° e 2° Graus Monsenhor Queiréz, Pelotas/
Brasil

1986 —1994 Ensino Fundamental (1° Grau)
Escola Estadual de 1° e 2° Graus Dom Joo Braga, Pelotas/Brasil

9.3 Experiéncia Profissional

2006 -2007 Iniciagdo Cientifica
Titulo: Producdo, purificacdo e caracterizagdo de compostos

Bioativos de Streptomyces sp.


mailto:michelemann@hotmail.com

89

Orientador: Dr. Sueli T. Van Der Sand

2006 — 2007 Estagio Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Servico de Hemoterapia — setor de Criobiologia e técnicas especiais.

2002- 2004 Iniciacdo Cientifica
Laboratorio de Extensdo — UFRGS

Orientador: Dr. Gertrudes Cor¢ao



