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1. RESUMO

Dentro do setor de horticultura, as plantas da familia Brassicaceae séo
de grande expressao, tanto em volume, como em valor agregado na comercializac¢do, por isso,
destaca-se o cultivo intensivo de brassicas, como as variedades de Brassica oleraceae L.
(Couve, repolho, Couve-flor, Brécolos, Couve de Bruxelas), Brassica napus L. e Brassica
oleraceae L. var. pekinensis L. (Couve chinesa), sendo a base de sustentagcdo econdmica dos
pequenos e médios produtores de hortalicas. Como outras culturas de plantio intensivo, as
brassicas também enfrentam inimeros problemas com doencas, dentre estes esta a “hérnia das
cruciferas”, doenca de enorme risco potencial ao produtor, visto seu dificil ou inexistente
controle e por condenar a area, impedindo futuros cultivos de brassicas. O agente causal da
“hérnia das cruciferas” (Plasmodiophora brassicae Woronin) é um endoparasita obrigatorio,
pertencente ao reino Protozoa, habitante do solo, sendo um dos fitopatégenos de solo menos
estudados no mundo, mas sabe-se que este apresenta racas patogénicas, ou patotipos, sendo
que algumas dessas ja sdo conhecidas, principalmente 0s que ocorrem na Europa e no Japdo
sabem-se, também, que estas racas “quebram”, com certa freqliéncia, a pouca resisténcia que
os melhoristas conseguem incorporar nas variedades comerciais, fazendo com que quase nao
haja variedade resistente disponivel no mercado, principalmente ao mercado brasileiro onde,
possivelmente, haja ragas ainda ndo relatadas. O objetivo deste estudo visou conhecer a
variabilidade genética e patogénica de isolados de P. brassicae oriundos das principais regides

produtoras de Brassicas do estado de Sdo Paulo, utilizando para isso: a) testes em variedade



diferenciais, nacionais e importadas, com isolados monosporicos € ndo Monosporicos para
determinacdo das racas; b) estudo da agressividade dos isolados frente as cultivares
disponiveis no mercado; c) estudo de variabilidade genética intra e inter populacional,
utilizando marcadores do tipo RAPD e Microsatélite; d) caracterizagdo genética, através de
sequiénciamento de regides génicas com valor taxondmico, como regido ITS e EF-1a; ¢)
estudo do efeito dos exsudados radiculares de plantas ndo brassicas sobre a germinagéo dos
esporos de resisténcia de P.brassicae; f) estudar o efeito da P. brassicae sobre culturas néo
brassicas, visando obter uma resposta para uma possivel rotacdo de cultura, visto que a
utilizacdo de uma cultura inadequada pode implicar em danos e perdas ainda maiores,
principalmente quando a planta escolhida permite que o patdgeno se multiplique e pior ainda,
quando o microorganismo, presente no solo, é patogénico a cultura rotacional, aumentando
assim o prejuizo do agricultor; e g) efetuar um levantamento sistematico das areas de coleta
para obtencdo de indices reais de incidéncia da doenga podendo, assim, no futuro desenvolver
medidas de controle efetivas desse patdgeno. Nas coletas de isolados e levantamento de dados
de campo, verificou-se alguns campos com até 100% de infestacdo de P.brassicae, sendo que
a media de incidéncia ficou em 5,9% de planta doentes no estado. Observou-se ainda que a
temperatura preferencial para o desenvolvimento da doenca gira em torno dos 20°C, e que 0s
esporos de resisténcias respondem a exsudados provenientes de raizes de plantas ndo
hospedeiras, principalmente o coentro, sendo essa uma possivel forma de se reduzir o inoculo
do solo. Em relagdo a diversidade patogénica e genética, observou-se uma grande diversidade
patogénica, evidenciando a presenca de racas patogénicas e em relagdo a diversidade genética,
verificou-se que os isolados sdo distintos quando analisados com técnicas mais abrangente,
como marcador do tipo RAPD, mas a populacdo apresentou baixa diversidade genética em
relacdo a variabilidade da regido ITS-5.8S rDNA.

Palavras-chave: Plasmodiophora brassicae, diversidade genética, diversidade patogénica,

brassicas, populagdo.
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2. SUMARY

Within the horticulture sector, the plants of the Brassicaceae family are widespread in both
volume and value-added marketing, so we highlight the intensive cultivation of brassicas, such
as varieties of Brassica oleracea L. (Kale, cabbage, cauliflower, broccoli, Brussels sprouts),
Brassica napus L.and Brassica oleracea L. var. pekinensis L. (Chinese cabbage), and the
basis of economic support for small and medium producers of vegetables. Like other intensive
planting crops, the brassicas are also facing many problems with diseases, among these is the
club root, disease of great potential risk to the producer, because its difficult or no control and
order the area, preventing future crops brassicas. The agent causal of the club root
(Plasmodiophora brassicae Woronin) is an obligatory endoparasites belonging to the kingdom
Protozoa, inhabitant of soil, being one of the pathogens in soil less studied in the world, but it
is known that this presents pathogenic races, or pathotypes, and some of these are already
known, especially those taking place in Europe and Japan knows it, too, that these races
"break" with some frequency, the little resistance that breeders can incorporate into
commercial varieties, making that almost no resistant variety available in the market,
especially the Brazilian market where perhaps there is not race related. This study aimed to
investigate the genetic variability and pathogenic isolates of P. brassicae come from the main
producing regions Brassicas state of Sao Paulo, using for this: a) testing range differential,
domestic and imported, with no single spores and spore for the determination of races, b)
study of the aggressiveness of the isolates in the face of cultivars available in the market, c)



study of genetic variability within and between populations, using markers RAPD and
Microsatellite d) genetic characterization through sequencing of genetic regions with
taxonomic value, as the ITS and EF-1a, e) study effect of root exudates of plants not brassicas
on the germination of spores of resistance P.brassicae f) study the effect of P. brassicae on
brassicas crops not in order to obtain a response to a possible crop rotation, since the use of a
culture may result in inadequate damage and even greater losses, especially when the plant
chosen allows the pathogen to multiply and worse still, when the microorganism in the soil, is
pathogenic to rotational culture, thus increasing the loss of the farmer, eg) make a systematic
survey of areas visited to obtain actual rates of incidence of the disease and thus can in future
develop effective control measures this pathogen. The samples of the isolated and data
collection field, there are some fields with up to 100% infestation of P.brassicae, and that the
average incidence was 5.9% of patients in the state plan. It was also observed that the
preferred temperature for the development of the disease is around 20 ° C, and the resistance
of spores respond to exudates from roots of non-host plants, especially coriander, which is one
possible way to reduce the inoculum soil. For pathogenic and genetic diversity, there is great
diversity in pathogenicity, demonstrating the presence of pathogenic races and for genetic
diversity, it was found that the isolates are distinct when analyzed with more comprehensive
techniques such as RAPD marker, but the population had low genetic diversity in relation to
variability of the ITS-5.8S

Keywords: Plasmodiophora brassicae, genetic diversity, pathogenic diversity, brassicaceae,

population.



3. INTRODUCAO

As espécies de Brassicaceae cultivadas no mundo apresentam
inimeros problemas com patégenos, mas, Plasmodiophora brassicae € considerado o
patdgeno de solo mais importante para estas culturas, pois além de atacar espécies silvestres,
como Arabidopsis thaliana na Europa (Koch et al., 1991), também ataca as trés mais
importantes espécies cultivadas de Brassicaceas no mundo, Brassica oleraceae L. (Couve,
repolho, Couve-flor, Brdcolis, Couve de Bruxelas) Brassica napus L. e Brassica oleraceae L.
var. pekinensis L. (Couve chinesa), fazendo com que haja uma grande insisténcia para o
desenvolvimento de cultivares resistentes a P. brassicae (Crute et al., 1980).

Este propdsito de desenvolvimento de cultivares resistentes esbarra na
problematica de que o patdégeno é dotado de uma alta variabilidade genética e, com isso,
desenvolve uma ampla variagdo patogénica, apresentando, assim, patotipos ou racgas, fazendo
com que seja cada vez mais dificil se obter uma cultivar resistente ao patdégeno. Por isso,
estudos que demonstrem, e que apresentem de forma clara, quais as ragas presentes em
determinada regido, pode auxiliar no manejo da doenca, e no melhoramento, com isso, tornar
possivel a convivéncia com o patégeno.

A rotacdo de cultura é muitas vezes adotada para se tentar conviver
com o patdgeno, mas essa pratica, quando efetuadas sem o conhecimento do comportamento

do patégeno com a cultura rotacional escolhida, pode implicar em danos e perdas ainda



maiores, principalmente quando a planta escolhida permite que o patdgeno se multiplique
nela, e pior ainda, quando o patdgeno presente no solo consegue exercer uma influéncia
patogénica sobre a cultura rotacional, causando redugéo radicular e tombamento das plantas,
aumentando assim o prejuizo do agricultor (Crute et al., 1980).

Dessa forma, o estudo para se caracterizar a variabilidade genética,
cultural e patogénica, assim como o estudo da influéncia do patdgeno sobre plantas nédo
Brassicaceas, ira auxiliar e direcionar o manejo adequando a ser dado nas areas infestadas pela

Plasmodiophora brassicae.



4. OBJETIVOS

A) Testes em variedade diferenciais, nacionais e importadas, com
isolados monosporicos e ndo monosporicos para determinagdo das possiveis ragas ou patotipos
dos isolados de P. brassicae por meio de seletividade de hospedeiro, tendo por finalidade:

1 — Determinar as ragas dos isolados monosporico;

2 — Determinar se existem outras racgas ndo obtidas a partir
do isolado ndo monospdrico (populagdo) haja vista, que o isolado ndo monosporico apresenta
como caracteristica ser um “mix” de genotipos (ou de racas), sendo assim, o teste do isolado
ndo monosporico (populagdo) nas variedades diferenciais pode indicar a presenga de outras
racas ndo obtidas quando do isolamento monosporico, por questdes de probabilidade;

3 — Determinar o comportamento patogénico dos isolados
ndo monosporicos perante diferentes gendtipos (variedades diferenciadoras) uma vez que o
isolado ndo monospdrico é o que ocorre na natureza, sendo assim, essa informacdo pode ser

importante pensando-se em infec¢Bes conjuntas por mais de uma raga.

B) Teste de agressividade de todos os isolados ndo monospdrico
perante cinco hibridos de couve chinesa, planta padrdo de susceptibilidade para esta doenca;



C) Estudo de variabilidade genética intra e inter populacional,

utilizando marcadores do tipo RAPD e Microsatélite;

D) Caracterizacdo genética, através de seqlienciamento de regides

génicas com valor taxondmico, como regido ITS e EF-1a;

E) Estudo do efeito dos exsudados radiculares de plantas nédo

brassicas sobre a germinacgéo dos esporos de resisténcia de P.brassicae;

F)  Estudar o efeito da P. brassicae sobre culturas ndo brassicas,

visando obter uma boa alternativa para a utilizagdo na rotagdo de cultura;

G) Efetuar o levantamento sisteméatico das areas de coleta para

obtencdo dados epidemioldgicos relativos a doenca nas regies produtoras.



5. REVISAO LITERATURA

5.1. Hospedeiros

A familia boténica Brassicaceae abriga mais de 3000 géneros, que
agrupa entorno de 12000 espécies e variedades botanicas, sendo que muitas das espécies
agrupadas nesta familia sdo de ampla utilizagdo pela humanidade para alimentacdo. Dentre as
brassicas mais utilizadas no mundo, destaca-se o repolho (Brassica oleraceae L. var. capitata
L.), brocolos (Brassica oleraceae L. var. italica Plenck), couve (Brassica oleraceae L. var.
acephala DC.), couve-flor (Brassica oleraceae L. var. botrytis L.), couve chinesa (Brassica
oleraceae L. var. pekinensis L.), rucula (Eruca sativa Mill), na producéo de grdos tem-se a
canola (Brassica napus L. var oleifera) e dentre as ornamentais sdo citadas as espécies de
Iberis spp. e Matthiola spp. (Filgueira, 2003; Gemtchajnicov, 1976). Dentre os produtos
hortifrutigranjeiros, as brassicas sdo responsaveis por mais de 30% do setor, que corresponde a
uma movimentacdo entorno de R$ 40 milhGes por anos. Entre as brassicas, destaca-se a
cultura de repolho, que possui uma producdo aproximadamente de 93 mil t.ano™ que

corresponde a um mercado de aproximadamente R$ 14 milhdes por ano e em seguida a cultura
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do brécolo, com uma producéo de 44 mil ton.ano™ que totaliza a renda aproximada de R$ 9

milhdes por ano (Agrianual, 2009).

5.2. Patdgeno

Dentre as Brassicas cultivadas, todas apresentam problemas de forma
isolada ou ndo com um ou mais patdgenos, como no caso de oidio em canola, mancha de
alternaria em couve, couve-flor e repolho, mas ha um patégeno que é um grande problema
para todas as espécies de Brassicas cultivadas, a Plasmodiophora brassicae.

Pertencente a um grupo de organismos endoparasitas obrigatérios, que
possui apenas 26 espécies, distribuidas em 10 géneros, dentro da Unica familia e ordem
(Dylewski, 1990; Hawksworth et al, 1995), Plasmodiophora brassicae é uma das espécies de
fitopatdgenos de solo menos estudada no mundo. Reclassificada como pertencente ao reino
Protozoa, pela presenca de quitina na parede celular e por ter uma fase da vida na forma
amebdide. Estd agrupada no filo Plasmodiophoramicota (Barr, 1992; Braselton, 1995;
Hawksworth et al, 1995), Plasmodiophora brassicae Woronin € um habitante do solo, parasita
obrigatorio, agente causal da “Hérnia das cruciferas”, e é considerada a doenca mais
importante a familia das Brassicaceae (Crute, 1989).

Plasmodiophora brassicae foi identificado como agente causal da
“hérnia das cruciferas” por Woronin em 1878, sendo que existem relatos da doenca a partir do
século XI, mas somente em 1930 Cook e Swartz relataram o ciclo de vida do patégeno e com
isso o ciclo infeccioso da doenca (Tommerup e Ingram, 1970). A doengca apresenta
distribuicdo cosmopolita (Maringoni, 1995), sendo que no Brasil o patégeno foi constado pela
primeira vez em novembro de 1934, no Estado de Sdo Paulo, infectando plantas de couve
manteiga (Viegas, A.P., Teixeira, A.R., 1943) e a partir dai pode ser encontrado nas regifes
sul e sudeste, devido ao grande cultivo de brassicas nestas areas e por elas apresentarem
caracteristicas climaticas favoraveis ao patdégeno, como temperaturas mais amenas e umidade
alta durante todo o ano o que auxilia no desenvolvimento da doencga, apesar de se haver relatos
da doenca em plantas de agrido e rucula na regido centro-norte, uma regido caracterizada por

temperatura mais elevadas e baixa umidade relativa (Robbs et al., 1972; Andrade et al., 2001).
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O protozoa Plasmodiophora brassicae ao infectar as radiculas e raizes
de uma brassica inicia-se 0 processo de hipertrofia celular do cortex radicular, que leva a
formacdo das chamadas “galha” ou “hérnia”, as quais causam a obstru¢do dos vasos,
paralisando ou diminuindo o fluxo da solucdo salina do solo para a parte aérea da planta,
causando os sintomas de murchas no periodo mais quente do dia, amarelecimento e
conseqlientemente, em casos extremos, a morte da planta (Tommerup e Ingram, 1970).

O ciclo de vida de P. brassicae é dividido em duas grandes fases
dentro do hospedeiro (Figura 1), sendo que a primeira ocorre dentro dos pelos radiculares, por
onde ocorre a penetracéo da forma infectante do patdgeno, o zoGsporo primario, a partir dai o
patdgeno inicia inlmeras e sucessivas divisdes celulares do tipo cruciforme, levando a uma
fase multinucleada, a qual é desprovida de parede celular rigida e que ocupa as células do
hospedeiro, lembrando um plasmddio, no entanto dele difere pela incapacidade de fagocitar e
pela auséncia de movimentos de fluxos citoplasméticos. Na segunda fase ocorre a colonizacdo
do cortex radicular e 0 aumento do protoplasto e sua transformacéo no plasmédio esporangial
priméario. Desenvolve-se, até atingir condi¢bes de formar zoosporéngios, que podem se
apresentar isolados ou agregados. Dentro dos zoosporangios ha a formagdo dos zodsporos
secundarios que foram liberados para fora do hospedeiro ou para outras células deste. Com a
germinacdo dos zoGsporos secundarios resulta, no hospedeiro, o plasmodio secundéario, o qual
induz a hipertrofia dos tecidos do hospedeiro. O plasmodio secundario da inicio a formagéo de
esporos de resisténcia, apos sofrer algumas divisdes meidticas; sendo que este esporo pode
estar isolado, mas geralmente aparece agrupado. Os esporos de resisténcia, por sua vez, séo
liberados dos tecidos do hospedeiro quando este morre e comega a se desintegrar, podendo
ficar dormentes até oito anos (Alexopoulos et al., 1996; Tommerup e Ingram, 1970).

A inexisténcia de dados sobre o impacto econémico, assim como
dados de incidéncia, perdas e prejuizos no Brasil faz com que a doenga muitas vezes seja
considerada uma doenca secundaria, mas na cultura da Canola (Brassica napus L. var
oleifera) no Canada, sabe-se que a incidéncia deste patégeno sobre variedades susceptiveis
pode causar perdas entre 70 a 98% da cultura, demonstrando assim o grande potencial
destrutivo da doenca (Harding, et al., 2005). Na Australia estima-se que 10% da producédo das
Brassicaceas é perdida devido ao ataque deste patdgeno, levando a um prejuizo de US$ 13
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milhdes (Faggian et al., 1999), por isso faz-se necessario um levantamento sistemético da
doenca nas regides produtoras.

Devido ao potencial destrutivo da P. brassicae, a procura por
resisténcia é extremamente importante, visto a alta variabilidade deste patdgeno, apesar de
muito pouco ser conhecido sobre o mecanismo de variabilidade da espécie e de populagdes
isoladas de P. brassicae, mas sabe-se que em apenas uma planta com hérnia é possivel existir
varias ragas infectando o seu sistema radicular. Segundo Manzanares-Dauleux et al. (2001) a
presenca de um “mix” de ragas, ou genotipos, pode ser comprovado quando é efetuado o
isolamento de um Unico esporo, esporos simples, zo6sporo primério, e sua inoculagcdo em
planta, podendo ser observar uma grande variabilidade de viruléncia destes esporos simples,
sendo que cada esporo simples se comporta com um indice de infec¢do acima ou abaixo do
indice observado quando se efetua a infeccdo utilizando-se do “mix” proveniente da “galha”.
A existéncia desta variabilidade atrapalha e muito os programas de melhoramento das
Brassicaceas, visto que a distribuicdo das racas ndo ¢ homogénea sobre toda a area e que
algumas racas apresentam uma seletividade pelo hospedeiro, fazendo com que se tenha um
periodo muito curto em que a cultivar resistente se mostre resistente em condi¢fes de campo,
levando assim a quebra de resisténcia e consequentemente o abandono da cultivar melhorada
(Kuginuki et al., 1999).

Para 0 avanco nos estudos bioldgicos, assim como o desenvolvimento
de cultivares resistentes, ha a necessidade de se conhecer 0s patotipos ou ragas presentes
dentro do Pais. Na europa, Buczacki et al (1975) desenvolveram o sistema de diferenciacdo de
racas da hérnia das cruciferas para a Europa (European Clubroot Differential — ECD), este
sistema consiste na utilizacdo de diversos cultivares da mesma espécie e de especies diferente
para se obter assim uma série diferenciadora de raca, escolhidas com base na resisténcia e
suscetibilidade a P. brassicae, construindo, assim, um sistema de diferenciacdo de patotipos.
Outros estudos utilizando a idéia de uma série de plantas diferenciadoras foram efetuados no
Japdo, onde a doenga também é grave, ali 0s pesquisadores optaram por utilizar cultivares e
espécies presentes no pais, visto a dificuldade de se obter as linhas diferenciadoras utilizadas
na europa e também porque observaram que as ragas naquele pais se apresentavam muito
semelhantes entre si, quando analisadas pelas linhas diferenciadoras da europa, fazendo com

houve-se poucas diferencas da infeccdo nas linhas diferenciadoras por ragas distintas, dai a
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base para a adogdo de cultivares adaptadas e que demonstrassem de forma clara as diferencas
entre as racas do pais (Kuginuki et al., 1999), por isso, a adocdo de cultivares ja
comercializadas no pais onde se pretende estudas as racas de P. brassicae é uma pratica
adotada e bem vista pela sociedade cientifica internacional.

5.3. Ferramentas da biologia molecular

A alta variabilidade de P. brassicae fez com que uma ferramenta
amplamente utilizada fosse rapidamente adotada, a andlise da variabilidade genética por
técnicas moleculares, como RAPD e seqiiénciamento de regides cromossdémicas, com o intuito
de obter correlagdes entre esses marcadores genéticos e as ragas fisioldgicas, assim como o
estudo do fluxo génico entre as populagdes e também o desenvolvimento de “kits” de deteccédo
molecular, baseados na amplificacdo por PCR de uma regiéo especifica da regido 1TS-5.8S
rDNA da P. brassicae, todas envolvem o uso das informacgdes oriundas dos estudas de
diversidade do patdgeno de varios paises, visto que a técnica de deteccdo via PCR especifico é
amplamente utilizada, pois a técnica anteriormente adotada, a deteccdo por sorologia
apresentava inumeras dificuldade e um numero de falsos negativo elevado devido a existéncia
das racas (Faggian et al., 1999; Manzanares-Dauleux et al., 2001), por isso, a utilizacdo de
técnicas moleculares que fornecam suporte para o estudo da diversidade e que possam ser
correlacionadas com as ragas, utilizando-se de marcas especificas, como marcadores do tipo
SCAR, para esse grupo especifico, pode ajudar no melhoramento genético, utilizado neste
caso como melhoramento assistido, assim como ja utilizado para outros patdégenos (Chen et
al., 1995; Manzanares-Dauleux et al., 2000).

Mesmo com o emprego de cultivares resistentes, uma técnica muito
utilizada para se efetuar a diminuicdo do in6culo inicial presente no solo é a rotacao de cultura.
Esta préatica além de trazer beneficios ao solo, também ajuda na quebra do ciclo continuo de
outros patdgenos de brassicaceas, mas em relagdo a P. brassicae observa-se muito pouca
reducdo, pois estima-se que a meia vida do esporo de resisténcia seja de 3 a 4 anos e ha relatos
de esporos viaveis em solo com “pousio” de até 17 anos (Wallenhammar, 1996), por isso,

inimeros tratamentos feitos pelos produtores, como: fumigacdo do solo com brometo de
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etideo, solarizacdo, aplicacgdo de fontes de <célcio e de fungicidas, como
PentaCloroNitroBenzeno (PCNB) sdo préticas utilizadas, apesar de que algumas sdo muito
dispendiosa e muitas vezes proibidas pela legislacdo (Donald et al., 1997).

Ludwig-Muller et al. (1999) observaram a existéncia de uma
correlagéo forte entre a infectividade de P. brassicae com a concentracdo de glucosinolatos
radiculares das plantas hospedeiras, as brassicaceas, e plantas ndo hospedeiras, no caso
inimeras plantas utilizadas para rotacdo de cultura, dentre elas, Carica papaya — Mamao.
Neste estudo, os pesquisadores observaram que as formas infectivas de P. brassicae foram
capazes de infectar o sistema radicular de plantas ndo brassicaceas e que em algumas plantas,
0 patégeno foi capaz de se multiplicar e formar esporos de resisténcias, sendo estes
patogénicos a couve chinesa. Este estudo reabre o debate sobre a rotagdo de cultura para
patdgenos que ainda ndo se tem um bom conhecimento e, principalmente, ndo se sabe o efeito
que este patdgeno pode ter sobre o sistema radicular de plantas ndo brassicaceas, visto a
verificacdo de uma reducéo significativa do sistema radicular de todas as plantas estudadas
(Ludwig-Miller et al., 1999). Por isso o estudo do efeito da presenca de P. brassicae sobre o
sistema radicular, assim como a influéncia dos exsudatos radiculares das plantas utilizadas na

rotacdo de cultura sobre 0s esporos de resisténcia faz-se necessario.

5.4. Caracterizagao das ragas conhecidas.

Biologicamente a origem das ragas patogénicas esta intimamente
relacionada com a evolugdo entre a interagdo patogeno-hospedeiro, demonstrando de uma
forma mais clara que o principio de especiacdo que Charles Darwin demonstrou em suas
obras, onde uma raca se torna altamente especializada para um grupo de genotipos do
hospedeiro, estéd altamente ativo e funcional. Nos ultimos anos, com o avanga da compreensdo
da biologia da patogénese, assim como uma maior compreensdo da genética que controla toda
a interacdo, desde a patogénese, assim como 0s sistemas de defesa, se tornou mais claro para
0s especialistas que o principio de especializa¢do, assim como o principio de especiacgao, estéo
intimamente ligados a todas as modificagdes genéticas que o patdgeno e o hospedeiro sofrem.
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No patossitema Plasmodiophora brassicae-Brassicas, observa-se essa
interligacdo, apesar de verificar algum nivel de dificuldade de demonstraces experimentais,
muitas provas ja existem a favor dessa hipdtese. Entre elas podemos citar os trabalhos de
Féhling et al. (2003; 2004) onde eles demonstram que um Unico isolado selvagem coletado em
uma unica planta pode abrigar mais de 3 ragas distintas, demonstrando que os isolados
selvagens sdo um complexo mix de ragas, e que estas, estdo em frequéncias distintas no
isolado selvagem. Esta frequéncia pode estar intimamente ligada ao tempo de vida Gtil de uma
cultivar resistente a uma ou mais ragas.

A caracterizagdo de ragas em P. brassicae é um trabalho laborioso,
demorado e que muitas as vezes pode sofrer grandes influencias ambientais, principalmente
influencias ligadas ao pH do solo onde esta se realizando as diferenciages. Wit e van de Weg
(1964) discutem que é possivel que algumas racas séo, e foram, selecionadas pelas esta¢des do
ano e pela localidade de plantio, demonstradno que as ragas das regibes mais frias séo
diferentes as racas encontradas em regides mais quente.

Em todo o mundo diversos sistemas de diferenciagdo de ragas ja foram
propostos, mas basicamente o sistema de diferenciagdo baseia-se na inoculacdo de um isolado
monosporico em um “set” diferencial de hospedeiros (Buczacki et al., 1975; Kuginuki et al.,
1999), sendo os mais conhecidos o sistema ECD (European Club-root Differential) o mais
conhecido, proposto por Buczacki et al., 1975 e o “set” diferencial de Williams (1966), apesar
ser um sistema bastante eficiente, este € um sistema muito restrito, principalmente a
dificuldade de se conseguir as linhas diferenciadoras. Atualmente, a importagcdo e manutencéo
de linhas diferenciadoras s6 sdo possiveis com a utilizacdo de estruturas especializadas para a
reproducdo dessas plantas e também licengas especiais junto aos orgdos reguladores de
germoplasma.

Atualmente, com o avango da biologia molecular, e a grande
caracterizacdo das ragas conhecidas, a utilizagdo de marcadores moleculares esta tendo grande
participacdo no processo de diferenciagéo (Faggian et al., 1999; Manzanares-Dauleux et al.,
2001), mas devido a grande variabiliadde genética, poucos marcadores eficientes foram
encontrados, sendo os marcadores do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)
0s que vem apresentando melhor correlagcdo com as ragas conhecidas (Manzanares-Dauleux et
al., 2001)
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Apesar de todo o avanco e conhecimento j& obtido relacionado as ragas
existentes, as diferencas entre elas e distintas formas j& encontras, € um consenso entre 0s
pesquisadores que ndo € possivel obter uma classificagdo rigida e confiavel para as ragas no
mundo inteiro (Jones et al., 1982a, 1982b), sendo esse 0 maior obstaculo para o melhoramento

genético e para possiveis formas de controle.

5.5. Controle.

Nos ultimos 80 anos diversas formas de controle da Plasmodiophora
brassicae e da doenca hérnia ads cruciferas forma desenvolvidos e implementados, mas
infelizmente sem muito éxito em todos esses anos. O conviveo com o patdgeno ainda é a
forma mais utilizada de manejo da doenca.

O controle quimico da P.brassicae foi por muitos anos perseguido,
sendo que fungicidas como pentachloronitrobenzeno, chlorotalonil, fluazinam, cyazofamid,
benomil, captafol (Tate, 1977; Tate e Cheah, 1983), fosetyl-al, thiabendazoles e tiofanato-
metilico (Humpherson-Jones, 1993) e flusulfamida foram registrados para o seu controle,
sendo que muitos dessas moléculas apresentaram uma eficiéncia média, mas desde que
ministrados em altas doses, que causou uma impossibilidade de uso, devido a grande toxidez,
com excecdo da flusulfamida, que apresentou bons resultados com baixas doses, mas seu uso
ainda esta sobre restricio em muitos locais, devido o pouco conhecimento de seu
funcionamento junto ao solo e o seu modo de acdo sobre o patogeno (Tanaka et al., 1999).
Outra molécula bastante promissora surgiu no inicio do século, o Cyazofamid apresenta um
grande potencial sobre oomycetos, sendo por isso rapidamente adotado para o controle de
P.brassica (Mitani et al., 2003), devido a semelhanca bioldgica, mas nos Gltimos anos
verificou-se grande problematica de residual dessas moléculas.

Ao contrario do controle quimico, o controle mais efetivo foi
verificado em meados da década de 70, na Europa, principalmente em solos acidos, quando
recebiam compostos alcalinizantes, como a calagem, verificava-se uma redugdo da
agressividade da hérnia, verificando-se que a infeccdo pelo zodsporo do patogeno era
dificultada em pH 7.0. Apartir desde momento a pratica de calagem se tornou um item
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essencial para o conviveo com o patégeno. No inicio da década de 90, do século passado,
verificou-se uma grande eficiéncia de controle da doenga quando da incorporacdo de
cianamida de calcio (CaCN,) (Cheah 1995), um adubo que visava forncer nitrogenio, mas que
por seu potencial alcalinizante e mostrou bastante efetivo, pratica que se tornou bastante
comum na Europa, USA e Canada. O controle neste caso ndo esta somente relacionado com a
mudanca do pH, mas sim a presenca do célcio de forma livre na solucdo do solo, que acaba
desativando os zodsporos de P.brassicae, no Brasil, Ruaro et al. (2009) verificaram que
forntes de nutrientes que acidificam o solo levam a um aumento significativo na severidade da
doenca, assim como, quando se utiliza fontes de nutrientes, principalmente de nitrogénio,
como o adubo Nitrato de célcio, verifica-se uma redugdo da severidade e da incidéncia da
doenca.

Nos ultimos anos, impulsionados pelas praticas ambientalmente
recomendadas, novos controles de P.brassicae surgiram, principalmente praticas que visam
aumentar a germinagdo dos esporos de resisténcia na auséncia de seu hospedeiro, tornando
bastante eficiente a reducdo da populacdo e com isso obtevesse um grande controle da doenga.
H& muitos anos ja era conhecido que exudatos radiculares de plantas ndo hospedeiras
estimulam a germinag&o dos esporos de resisténcia de P. brassicae (Macfalane 1952; Kroll ET
AL., 1984), mas essa prética foi por muitos tempo abandonada, sendo retomada no final de
1980, quando muitos especialistas relataram que a alternancia de cultivares de brassicas com
varios niveis de resisténcia poderia diminuir a populacdo de P.brassicae no solo (Yamagishi
ET AL., 1986), desde entdo a intercalacdo do cultivo de espécies susceptiveis com espécies de
brassicas resistente se tornou uma pratica comum em muitos paises produtores (Murakami ET
AL., 2000).

No Brasil essa pratica vem sendo exercida nas regifes produtores,
como cultivos de brassicas resistentes, como por exemplo, o plantio de rabanete selvagem ou
nabo forrageiro, entre os plantios de repolho, couve-flor e brocolé, na regido do cinturdo verde
do estado de S&o Paulo, assim como o uso de plantas ndo brassicas que estimulam a
germinacdo dos esporos de resisténcia no periodo de entre-safra ou como rotagdo, sendo
dessas culturas o coentro (Informacdo pessoal)
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Figura 1 — Ciclo de vida da Plasmodiophora brassicae em uma planta de Nabo
(Brassicas napus) nos varios estadios fenoldgicos tanto na planta quanto sua
sobrevivéncia no solo. Adaptado de Toméas E. DIAZ GONZALEZ.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Coleta de material, preservacéo e levantamento de incidéncia.

Os isolados de Plasmodiophora brassicae utilizados neste estudo
foram coletados nas principais regifes produtoras de Brassicaceas do Estado de Séo Paulo,
principalmente a regido conhecida como cinturdo verde de Sdo Paulo (Figura 2), sendo esta
dividida em 6 partes, onde foram efetuadas duas coletas em cada um dos seguintes
municipios: Atibaia, Mairipord, Mogi das Cruzes e Suzano, Embu-guagu, S0 Roque e
Piedade e Cabrelva. Visando-se manter o mesmo numero de coletas, foram efetuadas coletas
em quatro cidades fora do cinturdo verde de S&o Paulo, sendo elas Botucatu, Itapeva, S&o Jodo
da Boa Vista e Ribeirdo Preto. As plantas doentes coletadas foram identificadas através de um
questionario com todas as informagdes necessarias a fim de se manter um extensivo banco de
isolados. O condicionamento deu-se em caixa de isopor com gelo para manter a qualidade do
material durante o transporte.

Para o levantamento de incidéncia utilizou-se os dados obtidos junto
ao levantamento epidemioldgico efetuado das areas amostradas, sendo que em cada municipio
visitado utilizou-se duas areas distintas e distantes entre si para coleta, em cada area foi

utilizada 4 parcelas, sendo que cada parcela consistiu em uma area de 10 X 10 plantas,
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totalizando 100 plantas por parcela e 400 plantas por area, e 800 plantas por municipios, sendo
esse numero significativo para o calculo de indice de incidéncia (Il), o qual foi calculado
utilizando-se Il = (plantas com sintomas / total de plantas analisadas) x 100, onde cada
municipio visitado recebeu um indice geral, considerando-se o indice das propriedades
visitadas. Com base no Il e na area amostradas, efetuou-se a projecéo para a regido onde esta
inserido o municipio, utilizando-se informag6es obtidas junto a secretaria de agricultura do
estado de Sdo Paulo para essa projecao.

Os materiais (hérnias) coletados foram trazidos para o Laboratério de
Patogenos de Solo “Nilton L. de Souza”, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - FCA, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita” — UNESP, Campus Botucatu. Foi efetuada
a lavagem das raizes, secagem com papel toalha e acondicionadas individualmente em sacos
de 10X15 cm de polietileno para posterior congelamento em “freezer” a -20°C, sendo
mantidas, juntamente com 0s outros isolados ja presentes na micoteca do laboratério (Tabela

1), nesta temperatura até o seu uso.
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Tabela 1 - Isolados de Plasmodiophora brassicae ja armazenados no Laboratorio de Patdgenos de Solo “Nilton L. de Souza”.

Identificacéo Local Cultura Coletor Data
PB1 Vargem Grande Paulista - SP Reponho Sunshei Claudinho (Eucatex) 1/12/2005
PB2 Pardinho — SP Rucula Ester Baldini 28/08/2005
PB3 Piedade — SP Repolho Aniello (Sakata) 29/08/2005
PB4 Colombo - PR (C4163-1) Couve Chinesa Aniello (Sakata) 18/11/2005
PB5 Colombo - PR (C4163-2) Couve Chinesa Aniello (Sakata) 18/11/2005
PB6 Colombo - PR (C4163-3) Couve Chinesa Aniello (Sakata) 18/11/2005
PB7 Colombo - PR (C4163-4) Couve Chinesa Aniello (Sakata) 18/11/2005
PB8 Colombo - PR (C4163-5) Couve Chinesa Aniello (Sakata) 18/11/2005
PB9 Divinolandia — SP Brocolis César Bueno (APTA) 21/07/2003
PB10 Carandai -MG Repolho Rafael dos Anjos 24/08/2005
PB11 Pardinho — SP Brocolis Prof. Nilton L. de Souza 19/01/2006
PB12 S&o José do Rio Pardo Brocolis Daniel D. Rosa 21/07/2003

¢c
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6.1.1. Estudo da distribuicéo espacial da doenca

6.1.1.1.Indice de disperséo (ID)

A andlise do padrdo espacial da hérnia das cruciferas foi realizada
através de mapeamento de areas amostrais em cada regido de coleta visitada, sendo que em
cada area amostral avaliou-se 4 parcelas de 100 plantas, totalizando 400 plantas por area, 0s
dados obtidos foram transformados em dados binarios (presenca ou auséncia da doenga). As
plantas com sintomas de hérnia das cruciferas foram examinadas e calculou-se a incidéncia da
doenca com a seguinte formula: (p = T/D).

Em que: T = nimero total de plantas por parcela; D = numero total de
plantas doentes. Os dados de incidéncia foram a base para o célculo do indice de dispersao
(ID) (Gottwald et al., 19965; Madden et al., 1995; Laranjeira et al., 1998; 2004). Cada mapa
foi dividido em quadrats de 4 (2x2) plantas/quadrat. Para cada mapa foi realizado uma analise
individual. A andlise da distribuicdo das plantas doentes dentro dos quadrats, em cada parcela,
foi estimada pela analise binomial, através do célculo do indice de dispersdo binomial, que é a
(Vobs) variancia observada entre quadrats e a (Vbin) varidncia da distribuicdo binomial
(Madden & Hughes, 1995).

Para cada um dos noventa e seis mapas a analise binomial (planta
doente ou sadia) foi calculada na forma de variancia observada (VVobs), conforme preconiza
Gottwald et al, (1996) e Hughes & Madden, (1992) em que: Vbin = p (1- p)/n onde: p =
incidéncia da doenca na parcela n = numero de plantas no quadrat Vobs = [(xi — n p)#/n3(N-1)]
onde: Xi = nimero de plantas doentes no quadrat N = nimero total de quadrats. Para o célculo
do indice de dispersdo (ID) utilizaram-se os resultados da Vobs / Vbin sendo possivel
concluir, sobre o padrédo de distribuicdo espacial das plantas doentes em cada mapa. Para 0s
valores de 1D obtidos de cada quadrat foi aplicado o teste do x? (qui-quadrado) para verificar
se 0 valor calculado foi maior ou igual a 1 a nivel de significancia de 5%. Valores de 1D
significativamente iguais a 1 indicam que as plantas com hérnia estdo distribuidas

aleatoriamente no campo. Valores de ID significativamente maiores que 1 indicam que as
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plantas com hérnia estdo agregadas (Madden & Hughes, 1995). A hipétese de afastamento da
aleatoriedade gque consiste em rejeitar a aleatoriedade, foi realizado para cada area dentro do
quadrat 2X2 através da aplicacéo do teste do qui-quadrado (x?) onde o ID # 1 a 0,05% (Eliliot,
1983). x2 observados = ID (N-1) > x2 calculado; ID = indice de dispersdo; N = nimero de
quadrat; x2 calculado = 0,5 [1,645 + (2 (N-1) -1)05]2. Quando o x? observado > x2 calculado
rejeita-se o0 ajuste da distribuicdo estudada. A hipdtese nula foi a de que o padrdo observado
era aleatério e a hipotese alternativa, de que era agregado. Valores de ID que ndo diferiram
estatisticamente de 1 foram considerados como indicativo de aleatoriedade, enquanto que
valores estatisticamente diferentes de 1 foram tomados como indicativos de agregacao.

6.1.1.2. Andlise da estrutura de focos da hérnia das cruciferas

No estudo da estrutura dos focos da hérnia das cruciferas, foi
quantificado o Indice médio de Forma de Focos (IFF) e o Indice médio de Compactagio de
Focos (ICF), através das equagoes:

IFF = [(If/Ic)]/NF)

Em que:

Valores de IFF = 1,0 indicam focos isodiamétricos.

Valores de IFF > 1,0 indicam focos com maior comprimento na
direcdo paralela as linhas de plantio.

Valores de IFF < 1,0 indicam focos com maior comprimento na
direcdo da linha de plantio.

ICF = [(NPF/Ic*If)]/NF)

Em que:

Valores de ICF proximos a 1,0 indicam focos mais compactos, isto e,
maior agregacédo e proximidade entre todas as plantas pertencentes ao foco (Nelson, 1995).
Todas essas variaveis calculadas foram relacionadas com a incidéncia das plantas com

sintomas da hérnia nas doze regides.
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6.1.1.3. Lei de poténcia binaria

Taylor (1961) demonstrou que os dados de distribui¢cdo espacial de
populagbes de uma espécie possa se relacionar linearmente com o logaritmo da variancia
observada (Vobs) e o logaritmo da média. Assim, a lei de poténcia binéria relaciona por meio
de regressdo linear [Log (Vobs) = log (A) + b* log (Vbin)] a agregacdo de uma populacdo em
um ambiente (Hughes & Madden, 1992; Madden & Hughes, 1995).

O parametro b da lei de poténcia binéria é um indice de agregacdo,
sendo que os pardmetros da equagdo podem representar o padrdo de comportamento de
determinada espécie. O padrdo espacial é indicativo de agregacéo quando b > 1, e quando b =
1 indica aleatoria da populacdo. A partir do calculo do indice de disperséo (ID) para o quadrat
de 2x2, gerou-se as variancias (Vbin) e (Vobs). Estimando-se o logaritmo de cada variancia,
efetuou-se a regressdo linear dos dados obtidos, sendo que como variavel independente
considerou-se o log (\Vbin) e como varidvel dependente, o log (\VVobs).

A significAncia da regressdo foi determinada pelo teste F e a
adequacdo do ajuste foi avaliada pelo coeficiente de determinacdo (R2) e pela andlise da
distribuicdo de residuos.

Quando a distribuicdo das plantas com hérnia das cruciferas for ao
acaso, os valores de A=0 e b=1. Se o valor de A # de zero e b # 1 a distribuicéo espacial da
doenca no campo ndo é ao acaso, sendo que valores b > 1 demonstra um comportamento de
agregacdo da doenga, sendo que quando mais alto o valor, maior o indice de agregacdo, ja
quando b < 1 o padrdo de comportamento é regular.

A equagéo de regressdo foi avaliada para cada conjunto de dados e
para cada quadrat, através do Teste t (Madden et al., 1995). Foram testados a hipdtese de b = 1
(b=log Vbin) e a hipbtese alternativa de b >1. Valores de b significativamente diferentes de 1 a
nivel de 5 % de probabilidade foram considerados indicativos de agregacdo e valores
estatisticamente iguais a 1 foram considerados indicativos de aleatoriedade. Através da
regressdo do logaritmo da variancia observada e o logaritmo da variancia binomial por meio

da equacdo log (Vobs) = log (A) + b log (Vbin), foi possivel determinar os valores dos
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parametros b e A para os quadrat estudados e para cada area e regido, assim como o

coeficiente de determinagdo (R?) para cada conjunto de dados.

6.2. Isolamento monosparico

6.2.1. Obtencéo dos esporos de Plasmodiophora brassicae

Utilizando-se de uma aliquota de 20 gramas das galhas coletadas foi
procedida a retirada dos esporos. O material vegetal sofreu uma desinfestacdo superficial
utilizando-se de uma solucdo de hipoclorito de sédio a 5%, seguido de lavagem com &gua
destilada esterilizada. Apos esta lavagem o material foi triturado com auxilio de liquidificador
acrescido de 100 mL de agua destilada esterilizada. Em seguida, a suspensdo obtida foi
submetida & filtracdo em camadas de 15 folhas de gaze, e, posteriormente, em filtro de
poliéster de 100 pm. O volume filtrado foi submetido a centrifugacdo por 10 minutos a 1500 x
g, sendo que o precipitado foi lavado duas vezes com d&gua destilada esterilizada e
centrifugado novamente para obtencdo de um pellet limpo, o qual foi ressuspendido em um
volume maximo de 5 mL de &gua destilada esterilizada.

A suspensdo obtida foi purifica com uso de diferenca de densidade.
Nesta etapa foram testados dois métodos, sendo o primeiro, 0 método de diferenca de
densidade utilizando-se de Ficoll 400, em uma coluna de gradiente entre 12 e 36% (P/V) e o
segundo, o método do gradiente de sacarose, com gradiente de 60, 40, 20 e 5% de sacarose. As
bandas formadas foram coletadas e analisadas, visando encontrar em qual delas encontra-se a
de maior concentracdo de esporos e maior pureza. A banda coletada foi acondicionada em
microtubo de 2 mL e centrifugado para formacdo de pellet, sendo este ressuspendido em um
volume de 2 mL para se obter uma alta concentracdo, a qual foi analisada utilizando-se de

hemocitémetro.
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6.2.2. Obtengdo dos isolados monosporicos de Plasmodiophora brassicae

Foram utilizadas trés técnicas distintas a fim de se escolher a melhor
delas.

A primeira técnica € descrita por Buczacki (1977) e consiste na
utilizacdo de uma suspenséo de 10" a 10° esporos. mL™, utilizado-se de uma aliquota de 1000
uL desta suspensdo, a qual foi aplicada sobre meio Agar-4gua (50 gramas de Agar em 1000
mL de agua) em placas e plaqueado com auxilio de uma alca de Drigalski. Utilizando-se de
um microscopio estereoscopico e de um microscopio optico foram localizados os esporos que
se apresentem individualizados sobre o meio e estes foram coletados pela extracdo de
fragmentos do meio contendo o mesmo. Este fragmento de meio de cultura+esporo foi
colocado em contado com as radicelas de plantulas com dois dias de idade, germinadas em
camara de germinacdo do tipo germibox, e mantidas no escuro. Apds 48 horas da inoculacao,
as mudas foram replantadas copos plasticos de 200 mL contendo substrato organico
desinfestado (Plantimax), com pH ajustado para 6.0, e acomodadas em estufa do tipo BOD a
20°C com fotoperiodo de 12 horas de luz por 12 de escuro. As mudas foram analisadas ap0s
20 dias da inoculacdo, verificando-se a presenca de “galhas”, estas foram coletadas e
conservadas em freezer até sua utilizacdo no teste de diferenciacdo de possiveis racas.

O segundo método, proposto por Manzanares et al. (1994), consiste na
utilizacdo de uma suspensdo de 10 a 10% esporos. mL™, a qual é borrifada uma dnica vez
sobre as raizes de plantulas de 5 dias de idade, sendo que as mudas foram replantadas em
copos plasticos de 200 mL contendo substrato orgénico desinfestado (Plantimax), com pH
ajustado para 6.0, e acomodadas em estufa do tipo BOD a 20°C com fotoperiodo de 12 horas
de luz por 12 de escuro. As mudas foram analisadas ap6s 20 dias da inoculagdo, verificando-se
a presenca de “galhas”, estas foram coletadas e conservadas em freezer até sua multiplicacdo e
utilizagdo no teste de determinacdo de possiveis racas.

O terceiro método foi descrito por Graveland et al. (1992) que consiste
no cultivo axénico de plantulas de Brassicaceas em meio de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962) por 5 dias no escuro a 25°C, sendo que no 6° dia foi adicionado sobre as raizes 0,5 mL
de uma suspensdo de 10% esporos/mL. Apds a inoculacdo, as placas contendo as raizes foram



28

incubadas no escuro por 12 dias, efetuando dai o exame com o auxilio de lupa estereoscopica
de campo claro para a deteccdo de galhas. Estas galhas foram separadas, acondicionadas em

microtubos e conservadas em freezer -20°C até 0 momento de multiplicacéo.

6.3. Teste de agressividade

Todos os isolados selvagens foram testados em relagdo ao nivel de
agressividade a cinco hibridos de couve chinesa (Brassica oleraceae L. var. pekinensis
L.)(Hibridos 80028(CR Power); Hibrido Pak Choi SC8-104; Hibrido Komachi; Hibrido AF66
e Hibrido Pak Choi Canton SK). O teste de agressividade sofreu pequena alteracdo em seu
delineamento devido a limitagdo no espaco fisico na casa de vegetagdo utilizada, devido ao
grande namero de isolado coletados. Os testes foram compostos por 5 blocos ao acaso, sendo
que cada bloco contava com as cinco variedades utilizadas e todos os isolados selvagens
coletadas, ou seja 24 isolados. Utilizaram-se uma planta como repeti¢do dentro de cada bloco,
que totalizou 120 plantas por bloco, ou 600 plantas no experimento, sendo que cada isolado
foi representado por 5 plantas no experimento total. Cada planta foi alocada em uma vaso de
plastico preto, com pratinho, utilizando-se substrato organico com pH ajustado para 6.0.
Optou-se pelo modelo experimental em blocos para eliminar possiveis variacOes edéaficas
comuns a casa de vegetacdo. O processo de inoculagdo das plantas se deu utilizando-se 3 mL
de uma suspenséo de 10° esporo/mL distribuidos na regido do colo das plantas de 30 dias de
idade, esta suspensdo foi obtida da trituracdo de 40 gramas de galhas coletadas, adicionadas a
200 mL de agua destilada esterilizada, sendo triturada em um liquidificador por 30 segundos.
O nivel de agressividade foi analisado utilizando-se a escala de nota descrita por Klewer et al.
(2000). Utilizando-se das notas de 0 a 4, sendo que a nota O corresponde a planta sadia, nota 1
até 25% do sistema radicular afetado, nota 2 até 50% do sistema radicular afetado, nota 3 até
75% do sistema radicular afetado e nota 4 onde 100% do sistema radicular foi afetado. De
posse das respectivas notas, efetuou-se o célculo do indice de Agressividade (IA), ou Indice de
Severidade (IS), com base na formula IA, ou IS, = (1n; + 2n, + 3n3 + 4n4) X 100/4N;, onde nl1
ao n4 € o nimero de plantas dentro das respectivas notas e Nt é o nimero de plantas testadas.
Com base no indice de agressividade (1A, ou IS), foi possivel avaliar a patogenicidade de um
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isolado em relacdo a diversos hospedeiros e a resisténcia deste hospedeiro em relacdo aos
isolados patogénicos, podendo assim, num futuro, ser utilizado para avaliar a resisténcia ou
susceptibilidade de cultivares. Pois valores de IS < 25 pode-se considerar que a planta é
resistente, valores entre 25 > IS < 50 pode-Se considerar uma resisténcia intermediaria e
valores de IS > 50 considera-se que a cultivar é susceptivel, ja em relagdo aos isolados,
considerou-se que 1A < 10 baixa agressividade, 10 > IA < 40 media agressividade e |A > 40

considerou-se o isolado como agressivo (Strelkov et al., 2007).

6.4. Teste do efeito de exsudatos radiculares de plantas ndo brassicaceas na

germinacao de esporos de Plasmodiophora brassicae

Foram utilizadas 20 diferentes plantas cultivadas, mais uma planta
padrdo de susceptibilidade que é a couve chinesa. As plantas utilizadas para este teste foram
escolhidas devido a sua comum utilizacdo e existéncia em areas de producdo de brassicaceas,
foram elas: alface (Letuce sativa); cenouca (Daucus carota); beterraba (Beta vulgaris); mamao
(Carica papaya); soja (Glycine max); tomate (Lycopersicon esculentum); amendoin (Arachis
hypogaea); pepino (Cucumis sativus); ervilha (Pisum sativum); mamona (Ricinus communis);
quiabo (Abelmoschus esculentus); berinjela (Solanum melongena); maracuja azedo (Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa ); girassol (Helianthus annuus); meldo (Cucumis melon); caupi
(Vigna ungulata); feijdo (Phaseolus vulgaris); pimentdo (Capsicum annuum); milho (Zea
may) e chicéria (Eryngium foetidum).

As plantas foram obtidas em camara do tipo Germibox, sendo que ap6s
3 dias da germinacdo. Utilizaram-se duas repeticdes para cada planta, sendo que em cada
repeticdo contou-se com 5 plantas. Utilizando-se de um Becker de 40 mL, foram colocados 10
mL de &gua destilada esterilizada e sobre o Becker foi aplicado uma camada de filme plastico
com o intuito de conter a evaporacdo. No filme plastico foram efetuados cinco orificios, nos
quais foram colocadas as plantulas. O recipiente foi envolto por papel aluminio, a fim de se
manter as raizes em um ambiente escuro, sendo em seguida acondicionados em estufa do tipo

BOD com temperatura de 22°C com fotoperiodo de 12 horas de luz por 12 horas de escuro,
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por um periodo de 4 dias, sendo que apos este periodo, as plantas foram retiradas e a solugéo
contida no Becker foi coletada e utilizada na germinacgéo dos esporos.

Na germinacdo dos esporos o volume recuperado de cada Becker,
aproximadamente 20 mL, foi acondicionado em Erlenmeyer de 50 mL e nesta solu¢do foram
adicionados 10" esporos. mL™ de P. brassicae. Esta suspensdo foi incubada a temperatura
ambiente, no escuro, sobre agitacdo leve continua, sendo que a cada 48 horas foi coletadas 10
amostras de cada repeticdo por um periodo de 8 dias. Cada amostra de 0,2 puL da suspensao foi
observada em microscopio éptico de campo claro, nos aumento de 400 e 1000 X, para a
verificacdo da germinacdo dos esporos (Naiki et al., 1987) sendo que foram escolhidos 200
esporos dentro de um campo para essa amostragem, verificando-se assim a porcentagem de
germinacdo dos esporos. Foi efetuada também a analise da germinacdo dos esporos de
resisténcia somente em agua destilada esterilizada como testemunha. A média das amostras foi
tratada como o valor da repeticdo e os valores foram submetidos a anélise de comparacao entre

médias com 5% de probabilidade.

6.5. Extracdo de DNA

Este processo seguira o protocolo de extracdo de DNA proposto por
Manzanares-Daeleux et al. (2001). Partindo de 20 gramas de galhas mais 50 mL de agua
destilada esterilizada bater ambos em liquidificador por 30 segundos e em seguida filtrar a
suspensdo obtida utilizand-se de um filtro de gaze, composto pode 10 camadas de gazes, em
seguida adicionar o filtrado em microtubos de 2 mL e centrifugar por 10 minutos por 2500 xg.

Apbs a obtengdo de um pellet limpo, acrescentar sobre o pellet 700 pL
da solucéo | (2 mL de tris HCI 200 mM ph 8.0; 1 mL de MgCl, 1M; 7 mL de &gua destilada
esterilizada e 30 pg/mL de DNAse ) ¢ incubar por 3 horas a 37°C, centrifugar por 5 minutos a
2500 xg apos esse periodo. Descarte o sobrenadante e adicione 700 pL da solucao II (100 pL
de EDTA 5mM; 500 pL de SDS 0,5%; 100 pL de tris 10 mM; 9300 pL de dgua destilada
esterilizada e 20 pg/mL de Proteinase K) ressuspenda o pellet e incube por 30 minutos a 37°C,
apos esse periodo, centrifugue por 5 minutos a 2500 xg e descarte o sobrenadante. Adicione a
solugdo 11T (200 pL de CTAB 2%; 2,8 mL de NaCl 1,4 M; 400 uL de EDTA 20 mM; 1 mL de
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tris 10mM e 6,6 mL de agua destilada esterilizada), ressuspenda o pellet e incube-o por 30
minutos a 65°C.

Adicionou-se 300 uL de Cloroformio:Alcool isoamilico (CIA 24:1) e
misturou-o gentilmente, centrifuguou-se por 2 minutos a 1100 xg e transfiro a fase superior
para um novo microtubo de 1,6 mL, adicionou 2 volumes de etanol gelado e invertou 5 vezes
gentilmente e foi incubado por 50 minutos a -20°C. Centrifuguou-se por 15 minutos a 11000
Xg e apds descartou-se o sobrenadante.

O “pellet’ obtido foi seco em SpeedVac por 10 minutos. O DNA foi
dissolvido em 1/10 TE (10mM Tris, pH 8,0, ImM EDTA) e tratado com 40 pg/ml de RNase
DNase-free a 37°C, durante 3 horas. A quantificacdo do DNA foi feita em GenQuant
(Pharmacia). Foi lida a razédo Agzsonm/Azsonm de todas as amostras de DNA para determinar a
qualidade do DNA, a qual deve estar entre 1,7 e 1,9 indicando que estes estdo livres de
proteinas e carboidratos. Todas as amostras de DNA foram mantidas a -20°C até o momento

de seu uso.

6.6. ReacOes de RAPD e Microsatélite

Utilizando-se do DNA extraido procedera-se as reagdes de RAPD
(“random amplified polymorphic DNA”) e de regies polimdrficas citados por Manzanares-
Dauleux et al. (2001).

Nas reacdes de RAPD foram realizados utilizando-se os ‘primers’
randémicos OPA-04, OPA-07, OPA-10, OPA-13, OPJ-20, OPK-10, OPK-20, OPL-02, OPL-
14, OPM-14, OPR-02, OPR-12 e OPR-15, provenientes dos ‘kits’ da Operon (Operon
Technologies Inc. Alameda, CA) (Tabela 1). Os procedimentos para as reagdes da RAPD
foram basicamente aqueles descritos por Williams et al. (1990), onde a reacéo foi realizada em
tubos “Eppendorf” de 200uL contendo 1X de tampdo Taq polimerase, 10 mM da mistura dos
quatro nucleotideos, 50 mM de MgCl,, 10uM de “primer”, 100 ng de DNA e 2,5 unidades de
Taqg DNA polimerase (Life Techonologies).

A programacdo do termociclador foi uma denaturacéo inicial de 95°C
por 2 minutos, 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 35°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e trinta
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segundos e, mais uma extensdo final de 72°C por 10 minutos. Depois da amplificacdo, foi
adicionada em cada amostra 4-ul. de tampao de carregamento (40% de sacarose e¢ 0,25%
bromofenol azul) (Sambrook et al., 1989) e esta foi aplicadas em gel de agarose a 1,5% em
TBE (0,1M de Tris-HCI, 0,1M de acido bdrico, 0,02mM de EDTA, pH 8,3) contendo 10
mg/ml de brometo de etidio (Sambrook et al., 1989), juntamente com 500 ng de marcador de
peso molecular 100 bp Ladder misturado com 4uL de tamp&o de carregamento, e o gel foi
submetido a eletroforese 5V/cm de gel por 40 minutos para a separacdo dos fragmentos
obtidos. Os géis foram fotografados e impressos em aparelho ‘Eagle Eye’ em preto e branco,
para analise.

As analises dos dados do polimorfismo de DNA amplificados ao acaso
(RAPD) foram realizadas no programa computacional NTSYS-pc 1.8, Numerical Taxonomy
and Multivariate Analysis System (Rohlf, 1993). Os dados foram registrados na forma de
auséncia/presenca de bandas no gel. Bandas de mesmo comprimento foram consideradas
como idénticas. Esses dados foram codificados na forma binaria (1 para a presenca e 0 para a
auséncia).

A distancia genética entre os isolados de Plasmodiophora brassicae
foi determinada pelo coeficiente Sample Matching. A matriz de distancias foi em seguida
transformada num dendrograma utilizando-se o método SAHN Clustering (sequential
agglomerative, hierarchical and nested) sob procedimento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Averaging), sendo que a matriz de distancia foi utilizada também
para os estudos de filogeografia.

Nas reacdes utilizando os primers para regifes polimorficas (SG) do
DNA de P. brassicae descritos por Buhariwalla et al. (1995) foram utilizados os primers SG-
HKB-17/9, HKB 17/33 e HKB 23/52 (Tabela 2).

A amplificacdo dos primers SG foram efetuadas em reacdo de PCR
utilizando-se de 12,5 ng de DNA, 0,2 uL de cada primer, 100 uM de cada ANTP, mM de
MgCl, 1,25 pL 10X Tampao de PCR (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 200 mM KCI) e 0,5 U da
enzima Taq polimerase (Invitrogen, Life Technologies). As condi¢bes de amplificagcdo foram:
um ciclo inicial de denaturacéo de 5 minutos por 94°C seguido de 30 ciclos de 45 segundo de
94°C, 45 segundos a 58°C ou 51°C (dependendo do primer) e 45 segundos a 72°C e uma
extensdo final de 72°C por 5 minutos. Apds a amplificacdo os produtos foram submetido a
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eletroforese a 3 V/cm de gel por 3,5 a 4 horas, em gel de agarose a 4% e corados com 10

mg/ml de brometo de etidio e foram fotografados e impressos em aparelho ‘Eagle Eye’ em

preto e branco, para analise.

Tabela 2 - Sequéncia dos ‘primers’ a serem testados nas reactes de RAPD e para regides

polimorficas para determinar similaridade genética entre isolados de Plasmodiophora

brassicae.

Cddigo Primer

Sequiéncia (5" para 3")

OPA04
OPAQ7
OPA10
OPA13

OPJ20

OPK10
OPK20

OPLO2

OPL14
OPM14
OPRO2

OPR12

OPR15
SG-HKB 17/9
SG-HKB 17/33
SG-HKB 23/52

AATCGGGCTG
GAAACGGTG
GTGATCGCAG
CAGCACCCAC
AAGCGGCCTC
GTGCAACGTG
GTGTCGCGAG
TGGGCGTCAA
GTGACAGGCT
AGGGTCGTTC
CACAGCTGCC
ACAGGTGCGT
GGACAACGAG
CGTGGTTCCAATG
GCATCGTCTG
CGTGCGTACTTAGG
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6.7. Sequénciamento da regido ITS 5.8S rDNA e gene EF-1a

O sequénciamento da regido 1TS-5.85S rDNA e o0 gene EF-la foi
precedidos por reagdo de PCR especifica para a regido. Para a regido 1TS-5.8S rDNA a reacao
de PCR dos isolados de P. brassicae utilizou-se dos “primers” 1TS4 e ITS5 (Whiter., 1991)
para ITS (Internal Transcrideb Spacers) e gene 5.8S rDNA (DNA Ribossdmico). As
amplificagbes (50uL) foram realizadas utilizando-se 100 ng de DNA gendomico, 1,5 mM de
MgCl,, 2 U de Tag DNA polimerase, 0,2 mM de cada dNTP, 50 mM de KCI, 10 mM Tris-
HCl e 0,2 uM de cada “primer”. A reacdo foi efetuada em termociclador utilizando-se o
programa: 94°C por 2 min., para denaturagéo inicial; 94°C por 1 min., 55°C por 1 min., 72°C
por 2 min., 35 ciclos; 5 min. a 72°C.

Para 0 gene EF-la a reacdo de PCR dos isolados de P. brassicae
utilizou-se os “primers” TEF1-F (5-AATCGTCAAGGAGACCAACG-3’) e TEF1-R (5’-
CGTCACCAGACTTGACGAAC-3’). As amplificagdes (50uL) foram realizadas utilizando-
se 100 ng de DNA gendmico, 1,5 mM de MgCl,, 2 U de Tag DNA polimerase, 0,2 mM de
cada dNTP, 50 mM de KCI, 10 mM Tris-HCI e 0,2 uM de cada “primer”. A reagdo foi
efetuada em termociclador utilizando-se o programa: 94°C por 5 min., para denaturagdo inicial
seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min., 60°C por 1 min., 72°C por 2 min., e uma extensao
final de 72°C por 7 minutos.

Apos a amplificagdo do fragmento da regido 1TS-5.8S rDNA e do gene
EF-1a, 7 uL dos produtos amplificados foram submetido a eletroforese em gel de agarose 1%,
colorido com brometo de etidio e visualizado em transiluminador de Ultravioleta (UV) para a
confirmagdo da amplificacdo. Os produtos de PCR foram purificados em coluna MicroSpin S-
400 HR, conforme instrugdes do fabricante (Amersham Pharmacia). As reacOes de
sequénciamento foram realizadas para um volume de 10 pL, utilizando-se 75 ng do produto de
PCR purificado, 2,0uL de “Big Dye Terminator” da Amersham, 3,5 pL de agua ultrapura
Milig e 1 mM de cada um dos “primers” ITS2, ITS3, ITS4, ITS5, TEF1-F e TEF1-R de
acordo com o protocolo para “Amersham Premix Terminator” (Amersham Pharmacia). A

reacdo de sequénciamento foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ. Research, Alameda,
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CA, EUA). No sequénciamento utilizo-se gel de poliacrilamida “Long Ranger” da FMC
BioProduts e este foi efetuado em sequenciador de nucleotideo (PE Applied Biosystems
Model 377 DNA Sequencer), de acordo com instrugOes do fabricante. As seqiiéncias obtidas
pelos respectivos “primers” de cada regido, para cada isolado, foram analisadas e alinhadas
utilizando-se “Phred/Phrap/Consed” (Ewing et al., 1998; Gordon et al.. 1998)e a sequéncia
consenso obtida do alinhamento apresentou qualidade “Phred” maior que 20. As sequéncias
consensos obtidas do isolados de P. brassicae foram alinhadas utilizando-se o software Clustal
X v. 1.83. Utilizando-se o software Clustal X gerou-se uma arvore filogenética entre os
isolados através do método “Neighbor-joining” (Saitou e Nei, 1987) com valores de 1000
“bootstrap”, a qual foi visualizada no programa Treeview (Page, 1996) e njplotWIN95 do kit
Clustal X (Thompson et al., 1997).

Utilizou-se o software PAUP* (version 4.0b5a, Swofford, 2001) para a
analise de relagdes filogenéticas, com analise heuristica de 50 replicas de “tree-bisection-

reconnection” (TBR) para anélise do algoritmo “branch-swapping” para relagdes filogenéticas.

6.8. Analises de bioinformatica

Para o estudo filogeografico dos isolados da Plasmodiophora
brassicae foram utilizados os dados obtidos junto ao sequénciamento das regides escolhidas,
sendo que esses dados foram tratados no formato “fasta” e analisados inicialmente no
programa PAUP e em seguida as analises foram transferidas para o programa SNAP. Os dados
obtidos junto a0 RAPD e o microsatélite foram analisados no formato de matriz binaria no
programa Phylip da onde também foi transferido para o programa SNAP. No programa SNAP
(Suite of Nucleotide Analysis Programs) (Aylor et al., 2006) foram efetuadas as analises nao
paramétricas e coalescentes e também os desenhos dos mapas filogeograficos das regides onde
foram obtidos os isolados da Plasmodiophora brassicae.
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6.9. Efeito da temperatura sobre a severidade de Plasmodiophora brassicae

O experimento utilizou-se do isolado PB12, coletado em planta de
brécolos na regido de S&o José do Rio Pardo e mantido na micoteca do Laboratorio de
Patogenos de Solo “Nilton L. de Souza”, FCA/UNESP, Campus Botucatu. O teste do efeito da
temperatura sobre a infeccdo de Plasmodiophora brassicae foi montada utilizando-se de sete
temperaturas, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C, em cada temperatura utilizou-se dois tratamentos
(inoculado e ndo inoculado) no delineamento inteiramente ao acaso, utilizou-se quinze
repeticbes, sendo cada composta por um copo plastico de 500 mL, contendo substrato
organico Plantimax HT, com pH ajustado para 6.0, onde foram plantadas 5 mudas germinadas,
sendo que o valor da repeticdo é a média das cinco mudas. O processo de inoculagdo das
plantas se deu utilizando-se 3 mL de uma suspensdo de 10° esporo/mL distribuidos na regi&o
do colo das mudas de 5 dias de idade, esta suspensédo foi obtida da trituracdo de 40 gramas de
galhas coletadas, adicionadas a 200 mL de agua destilada esterilizada, sendo triturada em um
liquidificador por 30 segundos. Utilizou-se de a escala modificada de Kuginuki et al. (1999)
para se verificar os efeitos da temperatura sobre a infecgdo, esta escala se baseia em 0= raizes
sadias; 1= reducéo de raizes com leve intumescimento das raizes; 2= redugdo de raizes com a
presenca de galhas e 3 = presenca de galhas e auséncia de raizes. Avaliou-se individualmente
cada muda da repeticédo, calculando-se um valor médio da severidade por repeticdo em seguida
utilizou-se a formula proposta por Kuginuki et al. (1999), para calculo do Indice de
Agressividade (1A) = (1n; + 2n; + 3n3) x 100/3N;, onde n1 ao n3 é o nimero de plantas dentro
das respectivas notas e Nt € o nimero de plantas testadas. As plantas foram mantidas por 28
dias em camaras de germinacdo, do tipo BOD, com fotoperiodo de 12 horas de luz e com
umidade relativa sempre acima de 80%.

Efetuou-se também o efeito sobre o peso seco das mudas, calculando-
se 0 peso seco das mudas infectadas e ndo infectadas em cada temperatura. Todos 0s
resultados foram analisados mediante o teste estatistico de comparagdo entre medias, teste
Tukey, com 5% de significancia, sendo os resultados de severidade transformados para
(x+0,5)2,



37

6.10. Teste do efeito da Plasmodiophora brassicae em plantas ndo brassicaceas

Para analise do efeito de P.brassicae em plantas ndo brassicaceas
foram utilizadas as mesmas plantas citadas no teste anterior, visto que todas séo plantas de
interesse agricola e que muitas sdo cultivadas com as brassicaceas em areas de producéao
comercial.

Para este experimento utilizou-se de 5 blocos ao acaso, em cada bloco
teremos 20 tratamentos e em cada tratamento teremos 5 repeticdes por bloco, considerando
que 2 das 5 repeticdes foi utilizada como controle. Cada repeticdo contou com uma planta,
totalizando assim 20 plantas inoculadas e cinco plantas testemunhas por espécie. As plantas
foram plantadas em vasos de 3 litros contendo substrato orgénico desinfestado (Plantimax),
pH 6.0.

A semeadura foi feita diretamente no vaso, sendo semeado 2 sementes
por vaso e depois de 5 dias da germinacgéo foi procedido o “raleio” a fim de se deixar apenas
uma planta por vaso. A opc¢do pelo plantio direto no vaso visa evitar o transplante e seus
efeitos prejudiciais ao sistema radicular. No 6° dia apds a germinacdo foi efetuada a
inoculacdo da P. brassicae, utilizando-se 2 mL de uma suspensdo de 10° esporos.mL™ por
planta e os vasos foram acondicionados em casa de vegetacdo a 20+2°C. Apds 30 dias da
inoculacdo, as plantas foram avaliadas para aspectos morfoldgicos relacionado ao bom
desenvolvimento e quantidade de radiculas, assim como foi efetuado peso fresco seco da parte
aerea e das raizes. O peso seco do material foi efetuado utilizando o método de secagem em
estufa a 50°C por 24 horas. As analises dos resultados foram efetuadas mediante o teste
estatistico de comparacdo entre medias, teste Tukey, com 5% de probabilidade. Visando
verificar-se a presenca ou ndo de P.brassicae no solo de cada vaso, plantou-se uma muda de
couve chinesa var. Pak Choi por vaso, ap0s a retirada da planta ndo brassica do vaso, e
avaliou-se cada planta Pak Choi ap6s 30 dias. Os vasos com pak choi permaneceram na casa

de vegetagdo nas mesmas condigoes.
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6.11. Diferenciacéo de ragas

A determinacdo de ragas de P. brassicae foi efetuada com base na
reacdo patologica nas plantas diferenciadoras testadas como descrito por Some et al. (1996).
Foram testadas as espécies e variedades descritas na tabela 2, variedades esta presentes no
mercado nacional e de facil acesso para outros pesquisadores.

O teste foi baseado na resposta da combinagdo entre hospedeiro e
patdgeno, sendo delineado em 5 blocos ao acaso, com duas repeticdes por bloco, sendo que
cada repeticéo foi representada por um vaso contendo uma planta. A semeadura foi feita em
bandeja de germinacdo de 128 celulas, contendo substrato orgénico desisfestado (Plantimax) e
foram cultivadas por 30 dias, quando foram transplantadas para vasos de 3 litros contendo
uma mistura de 80% de solo de barranco com pH 5,6 esterilizado + 20% de composto
orgénico desinfestado (Plantimax), ajustando o pH para 6.0. Passados cinco dias do
transplante as mudas foram inoculadas com 3 mL de uma suspensdo de 10° esporo/mL dos
isolados monospdricos obtidos anteriormente. Esta suspensdo foi obtida pela trituracdo em
liquidificador por 30 segundos de 40 gramas de galhas adicionadas a 300 mL de agua
destilada esterilizada, apos 30 dias da inoculagdo as plantas foram coletadas, lavadas e foi
efetuada a anélise de manifestacdo patogénica do isolado.

As reagOes dos cultivares foram analisadas utilizando-se a escala de
nota descrita por Klewer et al. (2000), apresentada abaixo.

Plantas sem sintoma recebem nota = 0;

Pequenas galhas nas raizes laterais e nenhuma galha na raiz principal =

Pequenas galhas na raiz principal e nas raizes laterais = 2;

Galha média na raiz principal e nas raizes laterais = 3;

Galha severa na raiz principal e auséncia de raizes laterais = 4.

De posse das respectivas notas, efetuou-se o calculo do indice de
Agressividade (IA), ou indice de Severidade (1S), com base na formula IA, ou IS, = (1n; + 2n;
+ 3n3 + 4n,) X 100/4N;, onde n1 ao n4 é o numero de plantas dentro das respectivas notas e Nt

é 0 nimero de plantas testadas. Com base no indice de agressividade (1A, ou IS), foi possivel
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avaliar a patogenicidade de um isolado em relacéo a diversos hospedeiros e a resisténcia deste
hospedeiro em relacdo aos isolados patogénicos, podendo assim, num futuro, ser utilizado para
avaliar a resisténcia ou susceptibilidade de cultivares. Pois valores de IS < 25 pode-se
considerar que a planta é resistente, valores entre 25 > IS < 50 pode-se considerar uma
resisténcia intermediaria e valores de 1S > 50 considera-se que a cultivar é susceptivel, ja em
relacdo aos isolados, considerou-se que IA < 10 baixa agressividade, 10 > TA < 40 media
agressividade e 1A > 40 considerou-se 0 isolado como agressivo (Strelkov et al., 2007).

Estas informacGes poderdo ser utilizadas pelos melhoristas para avaliar
a resisténcia ou susceptibilidade de cultivares, utilizando-se esta resposta para se montar uma
série diferenciadora para racas, baseando-se nos seguintes referencias: valores de 1A < 25
considera-se que o isolado é avirulento e valores de 1A > 25 que o isolado ¢ virulento.

Baseado nesse resultado, de virulento e avirulento, foi montada uma
matriz binéria, onde os virulentos foram elencados com a nota 1 e os avirulentos com a nota 0,
e a partir dessa matriz foi desenvolvido uma analise de agrupamento newtoniano para o
agrupamento das reacbes muito semelhantes e com isso a montagem de uma perfil

diferenciador das possiveis racas.
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Tabela 3 — Espécies e variedades de brassicaceas a serem utilizadas no ensaio para a

possivel determinacdo de racas de Plasmodiophora brassicae.

Grupos Variedade Empresa
Couve flor Sharon F1 Sakata
Couve Flor Couve flor precoce Piracicaba Sakata
Couve flor hibrido Shiromaru - | Sakata
Couve flor hibrido Shiromaru — II Sakata
Couve Chinesa Pak Choi SC8-104 Sakata
Couve Chinesa Komachi F1 Sakata
Couve Chinesa Couve Chinesa AF66 Sakata
Couve Chinesa Pak Choi Canton SK Sakata

Couve Chinesa Hibridos 80028(CR Power) Syngenta
Brocolos Ramoso Santana Sakata
Brocolos Brocolos Hibrido Florida Sakata
Brocolos Precoce Piracicaba Verdo Sakata
Repolho Kenzan KY Sakata
Repolho Repolho Hibrido Fuyutoko Sakata
Repolho Fuyutoyo Sakata
Bruxelas Couve Bruxelas Hibrido F1 Royal Marvel Sakata
Couve Couve Manteiga Hibrido F1 Top Bunch Sakata
Rucula Rucula Folha Larga Sakata
Rabanete Rabanete Akamaru Hatsuka Sakata
Rabano Rabano Hibridio F1 Omny Sakata
Ormamental Iberis Sortido Feltrin

Goivos Dobrados Sortido

Feltrin
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Coleta de material, preservacéao e levantamento de incidéncia.

Obteve-se 24 isolados das regifes de coletas, cada area visitada
forneceu um isolado, sendo dois isolados por municipio visitado (Tabela 4). Apés a coleta, 0s
materiais foram acondicionados em caixas de isopor e transportados para o Laboratério de
Fungos de Solos “Nilton L. de Souza”, onde o material foi lavado e ensacado em sacos de
polipropileno e acondicionados em freezer (- 20°C) para a conservagdo até a montagem dos
experimentos seguintes (Figura 3).

No levantamento de campo, verificamos que a hérnia das cruciferas é
considerada pelos produtores a principal doenca nas culturas de repolho, brécolis e couve-flor,
sendo que muitos produtores relatam que é comum o abandono de rea ou a troca da cultura
por causa da doenca, principalmente nas regides dos municipios de Piedade, S&o Roque,
Suzano e Mogi das Cruzes. No municipio de Piedade é comum encontrar relatos de
agricultores que perderam 100% da producdo por causa da ocorréncia da hérnia das cruciferas,
principalmente quando essa estd aliada a outros agentes patogénicos, principalmente
bacterioses, que degradam a regido do colo das plantas (Informactes de campo). Outra
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observacdo bastante comum no campo, principalmente em campos onde nédo se pratica rotacéo
de cultura, € a ocorréncia de grandes reboleira de plantas com hérnia e também o
“caminhamento” da doenga junto ao sistema de irrigacdo (Figura 4).

Essas informagBes corroboram com os dados de que a incidéncia
observada no campo, no levantamento, nos municipios de Piedade, Suzano, Mogi das Cruzes e

Embu Guagu sdo os que apresentam maiores valores de incidéncia, 28,75, 26,25, 21,75 e 13

%, respectivamente (Tabela 4).

Figura 3 — Visdo do sistema de armazenagem dos isolados coletadas, colocados em sacos plasticos e

acondicionados em gavetas em freezer a -20°C.
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Figura 4 -
continuo, B.

Visdo no campo, A. distribuicdo em reboleira da doenca em éarea de plantio

“caminhamento” da hérnia junto ao sistema de irrigacao.
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Tabela 4- Dados os materiais coletados, como regido, nimero de plantas examinadas, nimero de plantas doentes,

incidéncia (%), denominacéo das areas e culturas encontradas nos locais.

. - - N.PL. N.PL. INCIDENCIA ;
IDENTIFICACAO REGIAO LOCALIZACAO . AREAS CULTURA
Examinadas® DOENTE? (%)
PB13 1 Piedade 800 115 28,75 1 2 Repolho
PB14 2 Sdo Roque 800 42 10,50 3 4 Repolho
PB15 3 Atibaia 800 51 12,75 5 6 Repolho
PB16 4 Mairipora 800 31 7,75 7 8 Couve-flor
PB17 5 Mogi das Cruzes 800 87 21,75 9 10 Couve-flor
PB18 6 Suzano 800 105 26,25 11 12 Couve-flor
PB19 7 Embu-guacu 800 52 13,00 13 14 Brocole
PB20 8 Ribeirdo Preto 800 7 1,75 15 16 Couve
PB21 9 Cabretva 800 30 7,50 17 18 Brécolis
PB22 10 Sdo Jodo da boa vista 800 4 1,00 19 20 Repolho
PB23 11 Botucatu 800 23 5,75 21 22 Repolho
PB24 12 Itapeva 800 22 5,50 23 24 Brécolis
ESTADO 9600 569 5,93

T Numero de plantas examinadas no campo no momento de coleta.

2 N(imero de plantas doentes diagnosticas no campo
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Na analise de incidéncia, com os dados obtidos, pode-se pressupor que
a incidéncia média no estado de S&o Paulo gira em torno de 5,9 %, valor esse considerado
condizente com a realidade, haja vista que a grande maioria dos plantios de Brassicas, de 78 a
80% (CATI, 2008), estdo situados nas regides de coletas visitadas (Tabela 4).

7.2. Estudo da epidemiologia espacial de hérnia das cruciferas

Com o intuito de se ter melhor entendimento sobre a distribuicdo
espacial e organizacdo de focos da doenca hérnia das cruciferas aliou-se o levantamento
sistematico de condigdes da doenga em campo no momento da coleta, visando maximizar as
informacdes obtidas no campo.

Com base nesse intuito, em cada area de coleta efetuou-se o
levantamento sistematizado da presenca ou ndo da doenca nas plantagdes, dentro de parcelas
que continham 10X10 plantas, 100 plantas, sendo que em cada regido de coleta efetou-se a
demarcacao de duas areas, distantes entre si e em cada area 4 parcelas também distantes entre
si. As informacBes obtidas foram repassadas para mapas esquematicos, onde plantas sadias
foram numeradas como 0 e plantas doentes como 1 (Figura 5 e 6).

Com base nas informacOes obtidas no campo e repassadas para 0S
mapas foi possivel obter 96 mapas de incidéncia da hérnia em campo, e com essas
informacdes foi possivel efetuar as analises de epidemiologia espacial e distribui¢do de focos
da hérnia das cruciferas nas diferentes regides visitadas, e também em diferentes hospedeiros,
tais como repolho, brocolis, couve e couve-flor (Tabela 5).
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Figura 6 - Mapa de incidéncia da hérnia das cruciferas nas parcelas, nas areas avaliadas, dentro de cada

regido visitada. Cada quadrado representa uma planta, sendo que os quadrados brancos (0) representam

plantas sadias, e quadrados cinza (1) representam plantas doentes.
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Na analise espacial verificou-se que o indice de forma de focos médio
foi de 0,64 para o estado de S&o Paulo, variando de 0,15 em parcelas com apenas uma planta
doente, como na parcela 04, da area 23, da regido de Itapeva, até IFF igual a 1, como na
parcela 02, da area 07, da regido de Mairipora (Tabela 5). Valores abaixo de 1 para o IFF
indicam que os focos apresentam comportamento isodiamétrico, ou seja, a doenca se
desenvolve tanto na linha, assim como no sentido paralelo a linha de plantio, esse
comportamento se deve possivelmente a proximidade das plantas, espacamento de 30 X 30
cm, geralmente, e também pode ser aliado a forma de plantio, ja que muitas propriedades
utilizam-se de plantios em canteiros, tornando assim mais facil o desenvolvimento da doenca
entre plantas dentro do proprio canteiro (Figura 7).

J& em relacdo ao indice de compactacdo de focos, verificou-se que o
ICF médio para o estado de Séo Paulo foi de 0,78, variando de 0,48, como na parcela 01, da
area 01, da regido de Piedade, até ICF igual a 1, na parcela 02, na area 03, da regido de Séo
Roque. Focos mais compactos, com maior agregacdo e proximidade entre todas as plantas,
pertencentes ao foco, possuem valores de ICF préximos a 1 (Nelson, 1995).

Os resultados de IFF e ICF conjuntamente indicam que a distribuicédo
espacial da hérnia das cruciferas é uma doenca de levemente a agregada a agregada, e que o
crescimento da doenca ap0s a entrada do agente causal em uma nova &rea se da pela infeccéo
dos hospedeiros vizinhos, aumentando o numero de plantas por foco (Tabela 5)

O comportamento agregado da doenca também é confirmando quando
observa-se o indice de Dispersdo (ID), sendo que o ID médio do estado de Sao Paulo foi de
9,99, variando de 30,27 até 2,17, sendo que os valores de ID analisados foram para quadrats
de 2x2, que totaliza 4 plantas. Optou-se por esse valor de quadrats devido a melhor adequagéo
do modelo com a realidade em campo, visto que todas as culturas avaliadas s&o hortalicas e
tendem ser muito adensadas, por isso quadrats menor apresenta melhor representatibilidade da
cultura e da doenga no campo (Tabela 5).

Com base nos ID encontrado verifica-se que a doenga apresenta um
padrdo de fortemente agregado (D>3,5) a moderadamente agregado (1<1D<3,5). A cada valor
de indice de dispersao foi aplicado o teste do qui-quadrado para verificar se os valores obtidos

séo diferentes ou ndo de 1. Observou-se que todos os valores de ID foram significativamente
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diferentes de 1, pelo teste qui-quadrado, comprovando que a hérnia das cruciferas é uma
doenca de comportamento agregado, independente da cultura estudada e do ambiente
observado, haja vista que os valores de ID da regido de Piedade e da regido de Ribeirdo Preto
foram diferentes de 1 e ambas as localidades apresentam a agregacdo para 0 comportamento
da hérnia (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores de indice de Forma de Focos (IFF), indice de Compactagio de Focos (ICF), indice de

Dispersao das areas e parcelas estudadas.

Regio Area  parcela  IFF ICF ID Area  parcela  IFF IFC ID
1 1 0,83 047 21,13 2 1 0,45 0,61 28,24
PIEDADE 2 0,63 075 12,85 2 0,50 0,82 19,02
3 0,39 0,70 22,39 3 0,27 054 2325
4 0,52 0,67 20,95 4 0,57 0,74 2324
3 1 0,58 0,92 9,77 4 1 0,63 0,87 10,09
SAO ROQUE 2 0,29 1,00 1041 2 1,00 1,00 6,78
3 0,75 098 10,38 3 0,33 1,00 5,21
4 0,75 0,88 8,23 4 0,33 1,00 5,22
5 1 0,33 1,00 8,99 6 1 0,40 0,60 8,91
ATIBAIA 2 0,33 0,96 20,26 2 0,33 0,97 5,21
3 0,45 0,80 11,32 3 0,29 050 10,41
4 0,75 1,00 4,49 4 0,66 0,67 7,32
7 1 1,00 0,56 7,79 8 1 0,67 0,67 7,32
MAIRIPORA 2 1,00 0,75 5,21 2 0,50 1,00 3,31
3 0,50 0,63 8,23 3 0,67 0,67 6,78
4 0,50 0,63 7,79 4 0,33 0,97 5,21
9 1 0,80 0,58 13,10 10 1 0,75 0,88 18,05
MOGI DAS 2 0,58 1,00 14,38 2 0,62 0,80 1548
CRUZES 3 050 075 19,20 3 027 078 1686
4 0,50 0,83 10,09 4 0,43 053 16,12
11 1 0,39 0,75 13,10 12 1 0,61 0,74 22,39
SUZANO 2 0,66 052 30,27 2 0,68 0,58 24,49
3 0,42 072 16,12 3 0,80 0,80 14,61
4 0,57 057 24,33 4 0,70 085 12,73
13 1 0,67 0,83 9,55 14 1 0,50 0,63 8,22
EMBU GUACU 2 0,75 0,66 13,30 2 1,00 097 1655
3 0,66 0,66 6,23 3 0,75 0,50 9,50
4 0,50 0,63 8,23 4 0,33 058 10,78
15 1 1,00 1,00 2,17 16 1
RIBEIRAO 2 1,00 1,00 2,17 2
PRETO 3 3 1,00 1,00 217
4 1,00 1,00 2,17 4 0,50 1,00 3,31
17 1 1,00 0,75 5,21 18 1 0,50 1,00 4,38
CABREUVA 2 0,42 1,00 7,36 2 1,00 0,87 7,38
3 0,33 1,00 5,21 3 0,33 1,00 5,21
4 0,83 075 13,10 4 1,00 1,00 2,17
sA0OJoAODA 19 1 1,00 1,00 2,17 20 1 - - -
BOA VISTA 2 100 1,00 217 2 ; ; ;
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3 1,00 1,00 2,17 3 - - -
4 - - - 4 1,00 1,00 2,17

21 1 1,00 1,00 2,17 22 1 1,00 1,00 3,31

BOTUCATU 2 0,50 0,50 6,78 2 0,75 0,41 8,23
3 0,50 0,50 6,78 3 0,33 1,00 5,21

4 0,66 0,50 5,21 4 1,00 1,00 2,16

23 1 0,50 0,63 6,91 24 1 1,00 0,75 6,64

ITAPEVA 2 2 1,00 1,00 3,32
3 0,33 1,00 5,21 3 0,33 1,00 5,21

4 0,15 0,50 4,49 4 0,33 1,00 5,22

Figura 7 — Vista geral de uma parcela com a presenca de Plasmodiophora brassicae, com o sintoma tipico de

hérnia das cruciferas (detalhe), em plantas de repolho em sistema de plantio em canteiro, na regiéo de Piedade —
SP.

A lei de poténcia binaria indica o padrdo geral de agregacdo de uma
doenca. Os valores de b e A, da equacdo de regressao linear, assim como os coeficientes de
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determinagéo (R?), sdo apresentados juntos as figuras 8, 9 e 10. Estimativas de b e de A,
estatisticamente diferentes de 1 (P< 0,05), indicam um padrdo geral de agregagédo de plantas
sintomaticas em todas as areas. Excluindo areas que ndo obtivemos um numero de plantas
doentes suficiente para a analise de regressdo, como no caso de Ribeirdo Preto, no qual
localizou-se poucas plantas doente, apenas 7, apresentando um valor muito baixo de
incidéncia, 1,75 (Tabela 5), e com isso ndo foi possivel a analise de regressdo dos valores,
evento esse também identificado na regido de Sdo Jodo de Boa Vista, onde apenas 4 plantas
doente foram identificadas, tento um nimero muito baixo de focos, gerando valores idénticos
no log de Vbin e Vobs, sendo impraticavel a regressdo linear (Figura 8).

Valores de b superiores a 1 indicam que o grau de agregacéao é funcéo
da incidéncia (Taylor, 1961). Pode-se observar que todas as regides analisadas, excluido
Ribeiréo Preto e Sdo Jodo da Boa Vista, apresentaram valores de b maiores de 1, sendo que
essa diferenca foi significativa, no teste F (5% de significancia), variando de b=9,23 para a
area 02, da regido de Sdo Roque, até b=1,57 para a area 02 na regido de Atibaia, esses valores
demonstram que a doencga apresenta um padrdo de fortemente agregado a levemente agregado,
respectivamente (Figura 9).
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Figura 8 Relacdo entre logaritmo da variancia observada e o logaritmo da variancia binomial
de plantas de Brassicas com hérnia das cruciferas. Cada ponto representa uma parcela de 100
plantas, nas quais avaliou-se a incidéncia no quadrat 2X2. A linha de tendéncia representa a

equacéo log(Vobs)=log(A) + log (Vnin) ajustado aos dados.
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Figura 9 - Relacgdo entre logaritmo da variancia observada e o logaritmo da variancia binomial
de plantas de Brassicas com hérnia das cruciferas. Cada ponto representa uma parcela de 100
plantas, nas quais avaliou-se a incidéncia no quadrat 2X2. A linha de tendéncia representa a
equacéo log(Vobs)=log(A) + log (Vbin) ajustado aos dados.
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Figura 10 - Relacdo entre logaritmo da variancia observada e o logaritmo da variancia
binomial de plantas de Brassicas com hérnia das cruciferas. Cada ponto representa uma
parcela de 100 plantas, nas quais avaliou-se a incidéncia no quadrat 2X2. A linha de tendéncia

representa a equacéo log(Vobs)=log(A) + log (\Vbin) ajustado aos dados.
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7.3. Isolamento monosporico

7.3.1. Obtencéo dos esporos de Plasmodiophora brassicae

Com o intuito de obter os esporos de Plasmodiophora brassicae
procedeu-se a trituracdo das hérnias obtidas nas regides de coletas, efetuando-se filtracdes com
gazes, seguida da diluicdo da suspensdo obtida, visando obter uma suspensdo menos
concentrada, haja vista que a suspensdo obtida com a trituracdo da hérnia em 4&gua,

geralmente, apresenta uma concentragéo de 2,5 x 10° esporo/mL de suspenséo (Figura 11).

Figura 11 - Visdo do liquidificador utilizado para a trituracdo das raizes com sintomas de hérnia (A);
Visdo das raizes doentes (B); Suspensédo obtida sem filtracdo, suspenséo filtrada e suspensdes diluidas 10

e 100 vezes, da direita para esquerda (C).
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As suspensdes, tanto as diluidas, assim como a sem diluir foram
submetidas a centrifugacdo para concentracdo dos esporos. ApoOs a centrifugacdo, e do
descarte do sobrenadante, verificou-se que a diluicdo de 100 vezes, da suspensdo original,
apresentou-se com menor concentragdo de residuo, como terra e fragmento vegetais, e
apresentava uma concentragdo de 2,7 x10° esporo/mL, que foi submetida a purificagdo em
gradiente.

Na purificacdo das suspensdes obtidas utilizaram-se dois métodos,
sendo o primeiro baseado em gradiente de Ficoll 400 e o segundo método em gradiente de
sacarose. Apds a aplicacdo da suspensdo de esporo nos gradientes, verificou-se que no
gradiente de sacarose a formagéo de diversas bandas, sendo que em todas as bandas verificou-
se a existéncia de esporos de P.brassicae, encontrando-se dentre as bandas, apenas uma de
maior concentracdo 3,2 x 10% esporos/mL.

Na purificagdo com Ficoll, verificou-se a formagdo de uma banda
junto ao gradiente de 36%, a qual apresentou uma concentracdo de 2,5 x 10° esporos/mL.
Considerando que a suspensdo inicial apresentava uma concentracdo de 2,7 x 10° esporo/mL,
verificou-se que o método do Ficoll apresentou 0,09% de recuperagdo, contra 0,01% de
recuperacdo com o método da glicose, sendo o Ficoll 87,2% mais eficiente. Com base nesse
resultado optou-se pela utilizagdo do método do Ficoll 400 para purificagdo dos esporos de P.
brassicae.

7.3.2. Obtengdo dos isolados monosporicos de Plasmodiophora brassicae

A obtencdo dos isolados monosporicos de P. brassicae utilizou-se de
trés métodos, sendo o primeiro método o de bloco de Agar, proposto por Buczacki (1977), o
segundo, método do borrifo, proposto por Manzonares et al., (1994) e o terceiro utiliza-se de
cultivo axénico de raizes, proposto por Graveland et al., (1992).

O procedimento técnico das trés metodologias apresentou-se vantagens
e desvantagens, sendo a principal desvantagem dos métodos dois e trés o alto indice de
contaminacgdo das raizes e do meio de cultura, respectivamente, por algas, fungos e bactérias,

fato esse que contribuiu para a ndo efetividade do método.
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O método 1 apresentou-se mais eficiente, em comparacdo com 0s

outros métodos, mas se mostrou com baixa efetividade, visto que das quatro repeticdes, apenas

10%, ou seja, de 40 plantas inoculadas, apenas 4 plantas desenvolveram galhas (Tabela 6).

Tabela 6 — Efetividade dos trés métodos utilizados para a producéo de isolados monospdéricos

de Plasmodiophora brassicae

Repeticdes
Métodos (Plantas sintomaticas/total de plantas) Total Média
1 2 3 4
1 1/10 1/10 2/10 0/10 4/40 1/10
2 0/10 0/10 0/10 0/10 0/40 0/10
3 0/10 0/10 0/10 0/10 0/40 0/10

Com base nos testes preliminares objetivou-se obter 2 isolados

monosparicos por isolado selvagem coletado, totalizando assim 48 isolados monospdricos.

Devido ao grande numero de isolados monospéricos optou-se por efetuar a multiplicagdo dos

isolados monospdricos em plantulas de couve chinesa, cv. Pak Choi, com 10 dias, em

condi¢des controladas, em BOD, a 20°C, com fotoperiodo de 12/12 horas (Figura 12).
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Figura 12 — Visédo geral das plantulas inoculadas com os isolados monospadricos utilizadas na

multiplicacéo.

A fim de utilizar os isolados j& coletados e armazenados no
laboratorio, efetuou-se a producdo dos isolados monosporicos proveniente também dos
municipios de Vargem grande Paulista (PB1), Pardinho (PB2 e PB11), Divinolandia (PB9) e
S&o José do Rio Pardo (PB12). Ao final das inoculagdes com os esporos de P. brassicae em
plantulas de couve chinesa, cv. Pak Choi, utilizando-se do método de bloco de Agar, obteve-se
52 isolados monosporicos dos 27 isolados selvagens, sendo que dos isolados de Ribeirdo Preto

e de Sdo Jodo da Boa Vista obteve-se apenas um isolado monosparico (Tabela 7).



Tabela 7 — Isolados selvagens utilizados e isolados monosporicos obtidas de cada regido

REGIOES ISOLADO SELVAGEM ISOLADO MONOSPORICO

VARGEM GRANDE PAULISTA PB1 PB1-O1 PB1-02

PARDINHO PB2 PB2-01 PB2-02

PB11 PB11-01 PB11-02

DIVINOLANDIA PB9 PB9-01 PB9-02

SAO JOSE DO RIO PARDO PB12 PB12-01 PB12-02
PIEDADE PB13-01 PB13-01-01 PB13-01-02
PB13-02 PB13-02-01 PB13-02-02
SAO ROQUE PB14-01 PB14-01-01 PB14-01-02
PB14-02 PB14-02-01 PB14-02-02
ATIBAIA PB15-01 PB15-01-01 PB15-01-02
PB15-02 PB15-02-01 PB15-02-02
MAIRIPORA PB16-01 PB16-01-01 PB16-01-02
PB16-02 PB16-02-01 PB16-02-02
MOGI DAS CRUZES PB17-01 PB17-01-01 PB17-01-02
PB17-02 PB17-02-01 PB17-02-02
SUZANO PB18-01 PB18-01-01 PB18-01-02
PB18-02 PB18-02-01 PB18-02-02
EMBU GUACU PB19-01 PB19-01-01 PB19-01-02
PB19-02 PB19-02-01 PB19-02-02

RIBEIRAO PRETO PB20-01 PB20-01-01 -=--
CABREUVA PB21-01 PB21--01-01 PB21-01-02
PB21-02 PB21-02-01 PB21-02-02
SAO JOAO DA BOA VISTA PB22-01 PB22-01-01 -=--

BOTUCATU PB23-01 PB23-01-01 PB23-01-02
PB23-02 PB23-02-01 PB23-02-02
ITAPEVA PB24-01 PB24-01-01 PB24-01-02
PB24-02 PB24-02-01 PB24-02-02
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7.4. Teste de agressividade

No teste de agressividade dos isolados de Plasmodiophora brassicae
em cinco variedades de couve chinesa foi efetuado em casa de vegetacdo, onde utilizou-se do
modelo experimental de blocos ao acaso para o delineamento experimental (Figura 13).

——
T A

dade em couve chinesa efetuado com os

e

Figura 13 — Viséao geral do ensaio de aressivi
isolados de Plasmodiophora brassicae coletados
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O teste de agressividade foi efetuado utilizando-se de uma escala de
notas (Figura 14), as quais foram transformadas para indice de Agressividade, ou Severidade,
sendo que este indice pode ser utilizado tanto para a avaliacdo da agressividade dos isolados
perante um hospedeiro em comum, ou ainda, este indice pode ser utilizado como um indice de
severidade perante o hospedeiro, podendo assim utilizar esses valores para comparacgao entre
0s hospedeiros testados, fato esse efetuado neste trabalho também.

Figura 14 — Raizes de couve chinesa infectadas por Plasmodiophora brassicae representando

a escala adotada neste trabalho (Fonte: Cruz, 2007).

Na tabela 8 observamos os valores do indice de severidade (IS) dos
diversos isolados perante as cinco variedades testadas, verifica-se que a variedade Hibrida Pak
choi SC8-104 vem sendo relatada como uma referencia de padrdo de susceptibilidade para
doenca, enquanto que a variedade hibrida Komachi é referido como padrdo de resisténcia.

Quando avaliamos o valor médio de cada variedade perante todos 0s
isolados, verificamos que a variedade hibrida Pak choi SC8-104 se mostra como a mais
susceptivel, apresentando um IS igual a 63,5%, distante do valor médio da variedade hibrida
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Komachi, com um 1S igual a 30% (Figura 14), sendo que as outras variedades se apresentam
intermediarias, sendo que o hibrido 80028(CR Power) apresentou um IS igual a 54%, o
hibrido Pak choi canton SK com IS igual a 52,9% e o hibrido AF66 com IS igual a 44,8%
(Figura 14).

Com base na escala de resisténcia utilizada, pode-se verificar que as
variedades testadas se apresentaram graus de resisténcia indo de intermediaria a suscetivel,
haja vista que ndo se verificou-se valores de IS abaixo de 25, que conferiria a classificacdo de
resistente as variedades testada (Tabela 8, Figura 15).

J& em relacdo ao comportamento dos diversos isolados, verificou-se
que esses variaram de IA igual a 67%, para o isolado PB14-01 até IA igual a 27% para o
isolado PB19-01, ou seja, a agressividade dos isolados variou de média a alta (Tabela 8).

Observa-se que os isolados provenientes de regido de Piedade e de S&o
Roque apresentam | A maiores que de outras regides do estado, entorno de 60%, os isolados da
regido de Embu-guacu, Ribeirdo Preto e Cabreuva sdo os que apresentaram os menores indices
de agressividade do estado, variando de 33, 36,5 e 37%, respectivamente (Tabela 8)

Strelkov et al., (2007) utilizando as linhas diferenciadoras européias
demonstra claramente a existéncia de variabilidade da agressividade de isolados coletados em
regibes distintas e também na mesma regido, demonstrando que o isolados selvagem, ou o
isolado nativo, que é composto de um mix de genotipos do patdgeno, apresenta grande
diversidade internamente e externamente a regido estudada. Fato esse também observado aqui,
haja vista que isolados da mesma regido, como PB19-01 e PB19-02, provenientes da regido de
Embu-guacu apresentaram até 30% de diferenca dos IA entre os isolados (Tabela 8).

Wit e van de Weg (1964) relatam que no teste de agressividade de
isolados de selvagens, perante trés variedades de rabanete, a existéncia de isolados poli-
patotipos, ou seja, poli-ragas. Esse evento se da pelo cultivo de hospedeiros susceptiveis a
todas as ragas, atuando como uma propagacao macica das ragas ali existentes, evento esse que
pode ser observado nas regides de intenso cultivo e com hospedeiros sucetiveis, tais como as
regides de Piedade e S&o roque, ja no caso de &reas onde existam poucas racas, essas Sdo
selecionadas possivelmente, devido ao uso de hospedeiros resistentes, ou por causa de um

cultivo mais ameno ou moderado, como no caso de Embu-guacu, Ribeirdo Preto e Cabrelva.
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Tabela 8 — indice de severidade e de agressividade de isolados de Plasmodiophora brassicae perante

cinco variedades de couve chinesa (Brassica rapa var. pekinenses) (1 - hibrido 80028(CR Power); 2 -

hibrido Pak choi SC8-104; 3 - hibrido Komachi; 4 - hibrido AF66; 5 - hibrido Pak choi canton SK

Cultivares de Couve chinesa Média
Isolados C.V.(%)
1 2% 34 4 5 1A

PB13-01 70 Aa 65 Aa 20 Ch 70 Aa 75 Aa 60,0 57
PB13-02 80 Aa 80 Aa 35Bc 65 Ab 65 Ab 65,0 6,2
PB14-01 80 Aa 80 Aa 40 Ac 60 Ab 75 Ab 67,0 6,4
PB14-02 50 Bb 65 Aa 40 Ab 50 Ab 50 Ab 51,0 4,9
PB15-01 45 Bb 75 Aa 45 Ab 55 Ab 55 Ab 55,0 52
PB15-02 70 Aa 80 Aa 35Bb 65 Aa 60 Aa 62,0 5,9
PB16-01 65 Aa 80 Aa 30 Bb 60 Aa 70 Aa 61,0 5,8
PB16-02 45 Bb 60 Aa 35Bb 45 Bb 55 Aa 48,0 4,6
PB17-01 55 Bb 75 Aa 45 Ab 50 Ab 80 Aa 61,0 5,8
PB17-02 50 Bb 85 Aa 30 Bc 20 Cc 80 Aa 53,0 5,0
PB18-01 45 Bb 30 Cc 25 Cc 25 Cc 75 Aa 40,0 3,8
PB18-02 55 Ba 65 Aa 25Ch 35Ch 65 Aa 49,0 4,7
PB19-01 25Ch 55 Aa 10Cb 20 Ch 25Ch 27,0 2,6
PB19-02 40 Ba 50 Aa 20 Ch 45 Ba 40 Ba 39,0 3,7
PB20-01 45 Bb 25 Cc 15Cc 50 Aa 65 Aa 40,0 3,8
PB20-02 30Ch 60 Aa 15Cc 30Ch 30Ch 33,0 31
PB21-01 45 Ba 50 Aa 25Ch 35 Ca 15Cc 34,0 3,2
PB21-02 45 Ba 65 Aa 25Ch 35Ch 30Ch 40,0 3,8
PB22-01 55 Ba 70 Aa 30 Bb 50 Aa 55 Aa 52,0 5,0
PB22-02 70 Ab 65 Aa 25Ch 60 Aa 60 Aa 56,0 53
PB23-01 60 Aa 65 Aa 55 Aa 25Ch 30Ch 47,0 4,5
PB23-02 75 Aa 70 Aa 35Bb 20 Ch 25Ch 45,0 4,3
PB24-01 55 Ba 40 Ba 30 Ba 40 Ba 45 Ba 42,0 4,0
PB24-02 40 Ba 70 Aa 30 Bc 65 Aa 45 Ba 50,0 4,8
Média IS 54,0 63,5 30,0 44.8 52,9

C.V (%) 7,41 7,78 5,26 8,02 9,69

* Padrdo de susceptibilidade a P.brassicae em Brassica rapa var. pekinenses

# Padrao de resisténcia a P. brassicae em Brassica rapa var. pekinenses

Letras maiUsculas iguais na coluna ndo diferem estatisticamente a 5% de significancia no Teste de

Tukey, Letras mintsculas iguais na linha néo diferem estatisticamente a 5% de significancia no Teste de

Tukey.
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Figura 15 — Comportamento de cinco variedades de couve chinesa perante 24 isolados de
Plasmodiophora brassicae provenientes do estado de S&o Paulo, na figura acima observa-se o
grau de resisténcia das variedades utilizadas, no gréafico abaixo observa-se a agressividade dos
isolados perante as variedades.
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7.5. Teste do efeito de exsudatos radiculares de plantas ndo brassicaceas na
germinacao de esporos de Plasmodiophora brassicae

No ensaio de estudo do efeito dos exsudados radiculares de plantas ndo
Brassicas sobre a germinacao de esporos de resisténcia de P. brassicae verificou-se que das 21
plantas testadas apenas 3 plantas proporcionaram uma germinagdo maior que o controle
negativo, apenas agua destilada, a partir do 3 dias (Figura 16).

Inicialmente as avaliagdes estavam prevista até o oitavo dia, mas a
partir do sexto dia o indice de contaminacdo com algas e bactérias afetou diretamente a
germinacdo dos esporos, além de causarem degradacdo dos esporos, por isso optou-se efetuar
leituras até o sexto dia e utilizar os dados da ultima leitura para a analise estatistica do efeito.

Verificou-se que das 21 plantas estudadas 8 plantas diferiram
estatisticamente do controle negativo, adgua destila, demonstrando a existéncia de alguma
substancia estimulante a germinagdo dos esporos de resisténcia de P. brassicae (Tabela 9). As
espécies que agruparam-se junto ao controle negativo, agua destilada, proporcionaram uma
germinacdo media de 4,8%.

Dentre as oito plantas que diferiram, observou-se que cinco espécies
proporcionaram um nivel 1,5 vezes maior que o controle negativo, com uma germinagao
média de 7,6%, j& duas espécies proporcionaram uma germinacdo média de 12,5%, ou seja,
2,6% maior que o controle negativo. Este resultado indica que a presenca de alguma
substancia exsudada pelas raizes dessas espécies deve induzir a germinacdo dos esporos de
resisténcia, este efeito fica mais evidente quando se avaliou-se a germinacdo dos esporos junto
os exsudados liberados pela espécie Coriandrum sativum, coentro, onde se verificou que
17,6% dos esporos germinaram em seis dias, ou seja, uma germinagéo de 3,6 vezes maior que
0 controle negativo, mas ainda abaixo da germinagéo observada com exsudados provenientes

de couve chinesa, que apresentou uma germinacdo média de 23,6% (Tabela 9).
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Figura 16. Germinacdo dos esporos de Plasmodiophora brassicae perante exsudados radiculares de diversas espécies vegetais, avaliado durante 6 dias.
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Tabela 9 Germinagdo dos esporos de Plasmodiophora brassicae junto a exsudados

radiculares de diversas espécies vegetais, avaliado no sexto dia de incubacao.

Tratamentos Germinagao (%)
Alface (Letuce sativa) 3,6 a*
Cenouca (Daucus carota) 55 a
Beterraba (Beta vulgaris) 51 a
Mamao (Carica papaya) 124 ¢
Soja (Glycine max) 4,7 a
Tomate (Lycopersicon esculentum) 4,3 a
Amendoin (Arachis hypogaea) 75 b
Pepino (Cucumis sativus) 58 a
Ervilha (Pisum sativum) 71 b
Mamona (Ricinus communis) 41 a
Quiabo (Abelmoschus esculentus) 6,5 b
Berinjela (Solanum melongena) 57 a
Maracuja azedo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa ) 4,7 a
Girassol (Helianthus annuus) 126 ¢
Mel&o (Cucumis melon) 4,3 a
Caupi (Vigna ungulata) 51 a
Feijao (Phaseolus vulgaris) 4,7 a
Pimentédo (Capsicum annuum) 4,8 a
Milho (Zea may) 79 b
Chicéria (Eryngium foetidum) 89 b
Coentro (Coriandrum sativum) 17,6 d
Couve chinesa cv. Pak Choi (Brassica rapa var. pekinensis) 23,6 e
Agua destilada 47 a

C.V (%) 4,87

* Letras iguais na coluna ndo difere estatisticamente a 5% de probabilidade no teste de Scott-Knott.
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7.6. Extracdo de DNA

Utilizando-se da metodologia proposta por Manzanares-Dauleux et al.,
(2001) extrairam-se DNA de galhas, tanto de isolados selvagens, assim como de isolados
monosparicos de P. brassicae. Apds a extracdo, cada amostra de DNA teve sua concentracgao
e pureza determinadas através das leituras de absorbancia em 260 nm (Concentracdo do DNA
em pg/mL = Absx100x50) (Sambrook ET al., 1989) e em 280 nm (quantificacdo de
proteinas), no espectrofotdmetro GenQuant (Amershan Pharmacia Biotech). A razdo entre as
leituras em 260 nm e 280 nm foi utilizada como um indicativo da pureza do DNA obtido
(Tabela 10 e 11). Na analise do DNA por espectrofotometria mostrou uma boa qualidade
deste, sendo que a razdo média das extracdes ficou em 1,6672, variando de 1,79 até 1,40. Em
relacdo a quantidade, verificou-se que a concentracdo média dos DNA extraidos ficou em
958,3 ng/mL, variando de 542,7 a 1142,8 ng/mL, valores dentro da faixa aceitavel para a sua
utilizacdo nas técnicas a serem empregadas. Baseado nos valores da razdo da absorbancia de
260nm/280nm mostrou que o DNA obtido estava de boa qualidade e com baixas

concentracdes de proteinas e de RNA (Tabela 10).

7.7. ReagOes de RAPD e Microsatélite

Procedeu-se as reaces de RAPD e de Microsatélite como descrito no
material e métodos. Para a reacdo de RAPD utilizou-se 13 oligonucleotideos randémicos,
sendo que estes geraram 73 bandas polimorficas e 34 monomérficas, produzindo em média 6
bandas polimérficas e 3 bandas monomédrficas por oligonucleotideos utilizados. A melhor
rentabilidade de bandas polimorficas foi com a utilizacdo de OPA10, o qual gerou 12 bandas
polimorficas e 5 bandas monomorficas, resultado totalmente contrario quando utilizou-se o
oligonucleotideos OPM14, que gerou apenas 1 bandas polimdrficas, mas em geral, as reacfes
de RAPD produziram géis com bastante informacdo genética utilizavel para os estudos de
diversidade genéticas dos isolados selvagens e monospéricos (Figura 17). Ja para os trés
oligonucleotideos de microsatélite utilizados, verificou-se a producdo de 9 bandas utilizaveis.
Os fragmentos de DNA variaram de 0,3 a 2,2 Kpb.
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Tabela 10 — Valores de concentragdo e da relacdo da Abs 260/280 nm relativo as extracdes de DNA

dos isolados de Plasmodiophora brassicae.

Isolados Concentracdo de DNA Relacéo
(ug/mL) (Abs 260 nm/Abs 280 nm)

PB1 837 1,7900
PB1-01 927 1,6200
PB1-02 950 1,5900
PB11 1000 1,7800
PB11-01 882,0 1,7050
PB11-02 985,4 1,6050
PB12 1023,8 1,6850
PB12-01 988,1 1,7425
PB12-02 980,4 1,6550
PB13-01 1054,8 1,6450
PB13-01-01 1056,2 1,7138
PB13-01-02 1033,4 1,6988
PB13-02 1068,5 1,6500
PB13-02-01 1108,3 1,6794
PB13-02-02 890,0 1,7063
PB14-01 1103,5 1,6744
PB14-01-01 1142,8 1,6647
PB14-01-02 1049,1 1,6928
PB14-02 1046,6 1,7500
PB14-02-01 978,0 1,7400
PB14-02-02 854,0 1,6788
PB15-01 978,0 1,7214
PB15-01-01 1062,9 1,7450
PB15-01-02 961,8 1,7094
PB15-02 961,8 1,7001
PB15-02-01 1071,5 1,7332
PB15-02-02 1063,0 1,7272
PB16-01 1009,9 1,7047
PB16-01-01 1067,5 1,7166
PB16-01-02 1120,6 1,7302
PB16-02 1088,3 1,7160
PB16-02-01 1090,6 1,7107
PB16-02-02 910,0 1,7234
PB17-01 852,0 1,7231
PB17-01-01 876,0 1,7133
PB17-01-02 1050,3 1,7171
PB17-02 925,1 1,7232
PB17-02-01 907,2 1,7182
PB17-02-02 1011,3 1,7152
PB18-01 1037,1 1,7201
PB18-01-01 961,9 1,7207
PB18-01-02 1007,2 1,7167

PB18-02 1075,4 1,7177
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Tabela 11 — Valores de concentragdo e da relagéo da Abs 260/280 nm relativo as extracdes de DNA

dos isolados de Plasmodiophora brassicae

Isolados Concentracdo de DNA Relacéo
(ug/mL) (ABS 260 nm/ABS 280 nm)

PB18-02-01 1033,8 1,7187
PB18-02-02 1093,4 1,7172
PB19-01 564,6 1,5588
PB19-01-01 542,7 1,5594
PB19-01-02 1116,8 1,7179
PB19-02 870,4 1,6380
PB19-02-01 581,4 1,5591
PB19-02-02 871,2 1,6386
PB2 1043,3 1,6780
PB2-01 762,2 1,5986
PB2-02 762,6 1,5989
PB20-01 1005,1 1,6583
PB20-01-01 947,9 1,6383
PB21-01 800,5 1,5987
PB21--01-01 928,1 1,6286
PB21-01-02 1025,3 1,6483
PB21-02 917,9 1,6185
PB21-02-01 907,5 1,6137
PB21-02-02 1025,5 1,6384
PB22-01 974,0 1,6334
PB22-01-01 958,3 1,6161
PB23-01 829,0 1,6260
PB23-01-01 867,0 1,6359
PB23-01-02 798,0 1,6247
PB23-02 938,4 1,6211
PB23-02-01 890,4 1,6310
PB23-02-02 874,1 1,6303
PB24-01 911,6 1,6229
PB24-01-01 960,1 1,6260
PB24-01-02 926,4 1,6306
PB24-02 937,5 1,6266
PB24-02-01 982,6 1,6245
PB24-02-02 990,4 1,6283
PB9 978,5 1,6286
PB9-01 1008,1 1,6255

PB9-02 1035,8 1,6264
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Figura 17 — Visdo geral de um gel de agarose a 1,5% de 40 isolados de Plasmodiophora brassicae, utilizando oligonucleotideo
OPK10
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Utilizando-se dos dados obtidos junto ao RAPD a ao Microsatélite
efetuou-se a construcdo do dendrograma filogenético, verificou-se que em geral os isolados
monosporicos ficaram agrupados juntos aos isolados de origem (Figura 18).

Os resultados obtidos junto ao RAPD e ao microsatélite demonstram
que a populagdo de P. brassicae é altamente heterogénea, sendo que muitas vezes os isolados
monosporicos ndo apresentam, necessariamente, grande similaridade com o isolado selvagem,
0 provedor, isso possivelmente deve-se a baixa frequéncia destes isolados junto ao mix de
genotipos presentes no isolados selvagem, como ja observado por Crute et al.,(1980) e Somé
et al., (1996).

Neste estudo observa-se que 0s isolados monosporicos apresentaram a
tendéncia a agrupar-se junto aos isolados selvagens provedores deles, isso indica que 0s
isolados monospdricos obtidos estdo presentes, em uma frequéncia relativamente alta, junto
aos isolados selvagens e por isso foi possivel detectar as regides genéticas similares.

Na analise do dendrograma obtido verifica-se que os isolados
provenientes de Varem grande paulista (PB-01), Pardinho (PB-11), Sdo Jose do Rio Pardo
(Pb-12), Piedade (Pb-13) e Sdo Roque (PB-14) agruparam-se em um clade com mais de 60%
de similaridade entre eles (Figura 18).

Ao mesmo tempo que alguns isolados monospdricos agrupam-se aos
seus isolados selvagens, como no caso do isolado Pb-14-02 e os isolados monosporicos Pb-14-
02-02 e 0 Pb-14-02-01, provenientes de S&o Roque, com mais de 70% de similaridade (Figura
18), outros isolados monospéricos se distanciam de seus provedores, como no caso do isolado
Pb-9 e sues monospoéricos Pb-9-01 e Pb-9-02, sendo todos provenientes de Divinolandia,
verificando-se que entre eles ha somente 50% de similaridade genética, ficando eles dispostos
longinquamente no dendrograma (Figura 18).

De posse dessas informagGes é possivel inferir sobre a diversidade
genética de P. brassicae de cada regido, podendo com isso efetuar uma adequacdo de
materiais resistentes ou suscetiveis para cada area estudada, necessitando para isso
informacdes importantes relativas ao comportamento patogénico dos isolados monosporicos

perante diversas variedades e espécies de Brassicas.
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Figura 18 — Dendrograma dos 79 isolados de Plasmodiophora brassicae estudados baseado nos
dados de RAPD e microsatélite, utilizando o método de UPGMA, no programa PHYLIP.

Dendrograma baseado nos valores de similaridade obtidos.
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7.8. Sequienciamento de regides gendmicas

Nos ultimos anos a utilizacdo de técnicas moleculares vem sendo o
padrdo de referencia para estudos relacionados a identificacdo de espécies e também para
estudos relacionados a diversidade genética das espécies estudadas, com base nisso, muitas
regides gendmicas e mitocondriais sdo referencias bésicas para os estudos, mas como
verificaremos a seguir, muitas regides de referencias ndo se aplicam a todos 0s organismos.

No estudo genético da populacdo de Plasmodiophora brassicae
utilizou-se duas regibes bastante utilizadas para esse fim em muitos organismos, desde
protozoarios e fungos, a organismos superiores, como algas, plantas, vermes e insetos. As
regides foram o ITS-5.8S rDNA, regido bastante conservada devido a proximidade aos genes
ribossomais, e também a regido do gene responsavel pela alongacéo das hifas de fungos, mas
também responsével pela alongagdo de células em outros organismos, como insetos e vermes
(Nadia et al., 2006), o gene EF-1a.

Na regido ITS-5.8S rDNA verificou-se uma grande homogeneidade
nos isolados, com base na comparagdo entre as sequéncias, verificando-se que os isolados
apresentam mais de 90% de homologia entre eles. Esta grande similaridade, apesar de ser
esperada, surpreende devido ao alto valor, haja vista que apesar de ser a mesma espécie,
historicamente sabe-se da existéncia de racas de P.brassicae, evento esse que indica uma
existéncia de variabilidade genética, fato que foi comprovado na utilizagdo da técnica de
RAPD, mas os resultados obtidos a partir do seqiienciamento ndo corroboram com os dados
obtidos com o0 RAPD.

Esta constatacdo, possivelmente, é devida a uma grande estabilidade
nesta regido conservada, fato esse também ja observado para Rhizoctonia solani, um
basidiomiceto, que apresenta uma grande variabilidade genética quando analisado via RAPD,
mas com relativa baixa variabilidade quando se utiliza a regido ITS-5.8S rDNA.

Observando-se o dendrograma (Figura 19) verifica-se que a maioria
dos isolados séo 98% idénticos, sendo somente os isolados PB17-01, PB02-01 e PB10-01 s&o

mais distantes, ficando 96% idénticos ao restante.
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Figura 19 - Dendograma filogenético da regido ITS — 5.8S rDNA de 24 isolados de

Plasmodiophora brassicae proveniente do Brasil, juntamente com sequéncias de isolados de

P.brassicae provenientes do GeneBank.

A analise do gene EF-la revelou informagdes bastante interessante,

haja vista que mesmo utilizando-se de 3 grupos diferentes de oligonucleotideos para 0 gene,

nenhum gerou amplificacdo do gene, mesmo com alteragdes junto ao protocolo, néo obteve-se

nenhuma amplificacdo (Figura 20).
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Utilizaram-se os oligonucleotideos descritos por Schillberg, Gross,
Tiburzy (1995) (TEF1-F-AAT CGT CAA GGA GAC CAA CG TEF1-R CGT CAC CAG
ACT TGA CGA AC); Morehouse et al (2003) (efl F TAC AAR TGY GGT GGT ATY GAC
AeflR ACN GAC TTG ACY TCA GTR GT) e O’Donnell et al. (1998) (Efl: ATG GGT
AAG GA(A/G) GAC AAG AC Ef2 GGA (G/A) GTACCA GT(G/IC)ATC ATG TT).

A ndo amplificagdo do gene EF-1a em P.brassicae abre um evento
bastante interessante sobre esse organismo, tecendo novas duvidas relativas ao funcionamento
genético e fisioldgico deste, duvidas principalmente relacionadas ao sistema de elongacgdo e
divisdo celular de P.brassicae, haja vista a provavel auséncia do gene responsavel por esse

mecanismo.

A B C

. & - ™

M1 2 3 4 "SHOESSSESVININSCImsose" ¢ 6 M1 2 3 4 56 ("8 M

Figura 20 — Amplificacdo do gene EF-1a utilizando trés grupos de oligonucleotideos diferentes, sendo
A: Schillberg, Gross, Tiburzy (1995); B: Morehouse et al., (2003); C: O’Donnell et al. (1998). M —
Marcador lambda 1Kb, 1 DNA do fungo Ceratocystis fimbriata, amostras 2 a 7 Isolados de

Plasmodiohora brassicae e 8 controle negativo (agua millig).
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7.9. Efeito da temperatura sobre a severidade de Plasmodiophora

brassicae

Podemos observar a ocorréncia de interferéncia da severidade da
Plamosdiophora brassicae sobre as plantas de couve chinesa Pak Choi nas temperaturas
extremas, ou seja, temperaturas acima de 35°C, onde é possivel constatar diferencas
significativas na doenca, que ocasiona uma diminui¢do nos sintomas observados, este fato
também é observado nas temperaturas de 10 e 30°C, em valores absolutos, mas ndo

apresentando significancia estatistica (Tabela 12).

Tabela 12 — indice de Agressividade, em porcentagem, de Plasmodiophora brassicae em
plantas de couve chinesa mantidas em diferentes temperaturas de desenvolvimento e peso seco

médio das plantas cultivadas nessas temperaturas, inoculadas e ndo inoculadas com o

patdgeno.
indice de Peso seco (g)
Temperatura Agressividade .
(%) = Inoculado N&o Inoculado
10 24,4 b 0,58 A 0,75 A
15 28,8 b 1,11 A 1,48 B
20 5l,1c 1,36 A 1,85B
25 44,4 bc 0,90 A 1,30B
30 40,0 b 0,77 A 101B
35 13,3a 0,37 A 0,55 A
40 6,6 a 0,18 A 0,33A
CV (%) 4,72 6,21 5,80

* Letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente no nivel de 5% de significancia.

+ Letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente no nivel de 5% de significancia. Peso
seco de plantas com 28 dias apds germinacéo.

# indice de agressividade médio, baseado em 15 repeticdes, com 5 plantas em cada repetigdo, com base na escala
de notas, onde a nota 0= raizes sadias; 1= reducdo de raizes com leve intumescimento das raizes; 2= reducéao de

raizes com a presenca de galhas e 3 = presenca de galhas e auséncia de raizes.
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Nas temperaturas de 10, 15, 25 e 30°C ndo observa-se diferenca
significativa nos sintomas, mas em valores absolutos verificam-se que a doenca € favorecida
nas temperaturas em torno de 20°C, fato comprovado, visto a diferenca significativa no valor
do indice de agressividade da doengas na temperatura em 20°C, a qual se mostrou mais
propicia para o desenvolvimento da doenca, obtendo um IA de 51,1% (Tabela 12). Quando
analisa-se o efeito da severidade da doenca no peso seco das plantas, neste caso mudas de
couve chinesa Pak Choi, verifica-se que a faixa de temperatura mais propicias ao
desenvolvimento de doenga, de 15 a 30°C, é justamente onde observa-se diferengas
significativas entre o peso seco das muda infectadas ao das néo infectadas, verificando-se uma
diminuicdo media de aproximadamente 27% do peso seco da mudas nesta faixa (Tabela 12),
fato esse que faz com que haja uma grande quebra de producdo em areas infestadas, levando o
agricultor a grandes perdas, visto que mesmo havendo um nivel razodvel de crescimento das
plantas, esta plantas, possivelmente, estardo mais susceptiveis a outras doencas, elevando o
custo de producao.

Na anélise dos valores absolutos, verifica-se uma diminuigdo
expressiva no peso seco das mudas infectadas contra as mudas ndo infectadas, em média
29,3% (Tabela 12), sendo que o peso seco nas temperaturas 10, 35 e 40°C ndo diferiram
estatisticamente, mas manteve-se 0 mesmo comportamento de diminui¢cdo do peso seco das
mudas infectadas.

Nas temperaturas mais propicias ao desenvolvimento da doenca, de 15
e 20°C, foi possivel observar o intumescimento das radiculas e a presencga de pequenas galhas
(Figura 21), demonstrando assim que estas temperaturas podem ser consideradas ideais para o
desenvolvimento da doenga, visto que também ¢ a faixa onde se observa 0 maior peso seco
das plantas, tanto infectadas, com ndo infectadas, apresentando diferengas significativas entre
elas, e com uma diminuicdo de 26,3% do peso seco das mudas infectadas, para as néo
infectadas (Tabela 12), este fato podem contribuir na facilidade de avaliagbes visuais na
procura por plantas resistentes a doenga nos programas de melhoramento.

O fator ambiente é um dos alicerces do processo doenga, sendo neste

incluido a temperatura com uma das mais importantes varidveis para que haja o
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estabelecimento da relacdo entre o patdgeno e o hospedeiro, e com isso ocorra 0 processo
doenca, com base nesta observacdo, Gabrielson e Robak (1988) relatam que a temperatura
também é um fator imprescindivel a ser considerado no processo de melhoramento das
brassicas a resisténcia a Plasmodiophora brassicae, haja vista a grande diversidade de ragas
fisioldgicas deste patdgeno, das quais muitas sdo sensiveis a temperaturas elevadas, levando a
uma hipoviruléncia destas racgas devido a temperatura ndo ideal para elas, fazendo com que,
em muitos casos, 0 processo de melhoramento ndo seja devidamente avaliado perante a
infeccdo destas ragas, devido ao fato de ndo se adequar o ambiente a temperatura mais
propicias para a infecgdo destas ragcas mais sensiveis a temperatura.

Este fato também pode ser observado empiricamente em alguns
campos de producdo de regides mais quente ou em anos agricolas mais quentes, verificando-se
uma diminuicéo da severidade da doenga no campo, aliado a isto, Dobson et al.(1982) relatam
que fatores na mistura de solo também influenciam muito sobre o processo, principalmente os
valores de teor de &gua no solo, fator esse que tem correlacdo direta com a temperatura
radicular das plantas, fazendo que haja uma diminuigdo nos valores de severidade nas plantas

presentes em solos com uma menor carga de agua.
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Figura 21- Plantas de Couve chinesas inoculadas e ndo inoculadas com Plasmodiophora
brassicae; A — Plantas mantidas a 15°C, por 28 dias, presencga de galhas nas raizes e reducédo
de raizes na plantas inoculada (esquerda) e raizes sadias na planta ndo inoculadas (direita); B —
Presenca de pequenas galhas e intumescimentos radiculares nas plantas inoculadas mantidas a
15°C; C - Plantas mantidas a 20°C, por 28 dias, reducdo de raizes e de massa na plantas
inoculada (esquerda) e planta sadia ndo inoculada (direita); D - Plantas mantidas a 30°C, por
28 dias, reducdo de raizes e de massa na planta inoculada (esquerda) em comparagédo a planta
sadia ndo inoculada (direita).
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Asano et al.,(2006), em estudos de infeccdo da Plasmodiophora
brassicae em raizes cultivadas in vitro, correlacionado as trés temperaturas, 15, 20 e 25°C,
verificaram que a temperatura de 20°C foi a mais propicia para a formacdo de galhas,
formacdo de esporos de resisténcia e também foi a temperatura onde obteve-se galhas de
maior peso fresco, fatos esses que corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, onde
verifica-se 0 maior valor de severidade da doenga a 20°C. As informagdes apresentadas neste
trabalho tém como intuito ajudar em futuros programas de melhoramento visando a resisténcia
a Plasmodiophora brassicae, doenca que vem crescendo e ganhando cada vez mais
importancia perante o setor produtivo, mostrando de forma clara que fatores ambientais séo
importantes pontos a serem considerados quando se almeja efetuar trabalhos visando
resisténcia a fitopatdgenos habitantes do solo.

Observando-se o comportamento grafico das notas medias de
severidades, do peso seco das mudas inoculadas e ndo inoculadas, verifica-se comportamento
semelhante entre as curvas (Figura 22), sendo que a regressdo dos valores médios de
severidade, em notas, com as temperaturas de infeccdo, observa-se um comportamento
explicado por uma polinomial de segunda ordem, sendo que expressa por Y= - 0,0048X? +
0,2118X - 0,7381, onde Y corresponde a severidade média da doenga, em nota, e X
corresponde a temperatura de infeccdo e desenvolvimento da doenga, em °C, sendo que a
equacdo apresentou um coeficiente de determinacdo, r?=0,8862, ou Seja, a equacdo
corresponde por 88,62% dos pontos obtidos (Figura 22).

Com base na polinomial de regressdo, calculou-se a temperatura étima
de infeccdo e desenvolvimento da hérnia das cruciferas obtendo que 22°C é a temperatura
6tima de infecgdo e desenvolvimento para Plasmodiophora brassicae junto a plantas de couve
chinesa cv. Pak choi, nas condicGes testadas e com o isolado testado (Figura 22).
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Figura 22 — Comportamento grafico da severidade média, em notas, e do peso seco das mudas
infectadas e ndo infectadas de couve chinesa cv. Pak Choi por Plasmodiophora brassicae, em diversas

temperaturas.

7.10. Efeito de culturas ndo Brassicas sobre a sobrevivéncia de P.
brassicae

Por muitos anos acreditou-se que a Plasmodiophora brassicae
respondia fisiologicamente somente a exsudados radiculares provenientes de plantas brassicas.
Esta caracteristica sempre fez com que a utilizacdo de rotacdo de cultura, ou outras técnicas
envolvendo cultura ndo brassicas, fosse abandonada ou evitada, mas recentemente Ludwig-

Muiller et al. (1999) demonstraram que P. brassicae respondeu a estimulos provenientes de

Severidade (Notas)
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Carica papaya, demonstrando assim que é possivel a utilizacdo de plantas ndo brassicas para o
desenvolvimento de um controle alternativo de P. brassicae.

O uso de plantas ndo brassicas para o desenvolvimento de um controle
alternativo para a hérnia das cruciferas faz com que uma nova linha de pesquisa seja aberta
para esta doenga bastante agressiva e até entdo sem controle algum. Ao mesmo tempo que um
grande esperanca nasce junto a possibilidade de controle dessa doenga, alguns pontos também
sdo dignos de preocupacdo, sendo o principal deles € a capacidade do patdgeno, P.brassicae,
conseguir infectar e de se reproduzir na planta utilizada para rotacdo. Para que esse evento ndo
ocorra, estudos como este devem ser feitos com uma gama maior de possiveis plantas
rotacionais, considerando que a planta rotacional deve apresentar como principais
caracteristicas a capacidade de estimular a germinacdo do esporo de resisténcia de
P.brassicae, mas ndo pode ser infectar, e muito menos servir de hospedeiro alternativo para o
patdgeno.

Na tabela 13 pode-se observar que a Unica planta testada que apresenta
algum poder de reducdo do potencial de inoculo dos esporos de resisténcia de P.brassicae é a

planta de coentro (Coriandrum sativum).
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Tabela 13 — Comportamento de plantas ndo brassicaceas perante Plasmodiophora brassicae. Aspecto visual relativo a sintomas, Peso
seco da parte aerea e radicular das plantas inoculadas e ndo inoculadas, e nota média de sintoma radicular da couve-chinesa cv. Pak
Choi cultivada posteriormente no solo de cada planta estudada.

Tratamentos S\i,?stﬁga Peso Seco Médio (g) v (%) Nota Média em Pak Choi
Controle Inoculada Controle Inoculada
Alface (Letuce sativa) - 25 a 24 a 54 0 2,3
Cenouca (Daucus carota) - 31a 29 a 6,4 0 2,0
Beterraba (Beta vulgaris) - 2,7 a 25 a 7,3 0 2,5
Mamado (Carica papaya) - 29 a 2,7 a 4,9 0 15
Soja (Glycine max) - 34 a 32 a 7,0 0 25
Tomate (Lycopersicon esculentum) - 32 a 30 a 3,0 0 3,0
Amendoin (Arachis hypogaea) - 2,6 a 24 a 75 0 3,0
Pepino (Cucumis sativus) - 2,8 a 26 a 8,6 0 25
Ervilha (Pisum sativum) - 43 a 40 a 6,7 0 25
Mamona (Ricinus communis) - 42 a 39 a 5,6 0 25
Quiabo (Abelmoschus esculentus) - 23 a 22 a 4,7 0 3,0
Berinjela (Solanum melongena) - 24 a 23 a 7,5 0 3,0
Maracuja azedo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa ) - 26 a 25 a 7,2 0 3,0
Girassol (Helianthus annuus) - 2,7 a 25 a 9,7 0 3,0
Meldo (Cucumis melon) - 32 a 30 a 4,5 0 3,0
Caupi (Vigna ungulata) - 25 a 24 a 6,7 0 3,0
Feijdo (Phaseolus vulgaris) - 31a 29 a 6,2 0 25
Pimentdo (Capsicum annuum) - 2,6 a 24 a 4,6 0 3,0
Milho (Zea may) - 2,1 a 20 a 5,8 0 2,5
Chicoria (Eryngium foetidum) - 45 a 42 a 5,4 0 3,0
Coentro (Coriandrum sativum) - 4,2 a 39 a 42 0 1,0
Couve chinesa cv. Pak Choi (Brassica rapa var. pekinensis) + 3,6 a 13 b 5,7 0 4,0
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O coentro € uma planta condimentar aromatica muito utilizada na
gastronomia nordestina e que no estado de Sdo Paulo vem sendo bastante cultivado visando
atender o mercado consumidor de imigrantes nordestino..

A reducdo do potencial de inoculo do solo cultivado com coentro
(Tabela 13) pode ser correlacionada com a hipotese de que plantas que apresentam alta
concentracdo de isotiocianato ou glucosinolatos, que estimulam a germinacdo dos esporos de
resisténcia de P. brassicae, compostos quimicos esses que podem ser encontrados em altas
concentracdes nas plantas da Familia Umbelliferae, a familia do coentro (Lorenzi, 2002). Esta
hipotese ganha mais forga quando compara-se o resultado obtido com as plantas de coentro
com as de mamao, planta ndo brassicae referencia de reducéo de inoculo, segundo Ludwig-
Muiller et al. (1999). Observa-se que a nota obtida em ambos os casos foi bastante reduzido da
obtida no cultivo sucessivo com brassicas, corroborando com a hipétese de plantas armadilhas
por causa do isotiocianato ou glucosinolatos.

Podemos verificar que existe uma leve reducdo do potencial de inoculo
de P.brassicae quando utiliza-se uma planta ndo brassicae como rotacdo, haja vista a reducao
das notas, diferente do que ocorre quando utiliza-se de cultivos sucessivos de brassicas, como
a couve-chinesa (Tabela 13), nesse caso o potencial de inoculo manten-se em alta.

Verifica-se também que as plantas ndo brassicas quando cultivadas na
presenca de P.brassicae apresentam uma leve redugdo do peso seco, diferenga essa nao
estatistica, mas que possivelmente pode sinalizar um estresse causado pela possivel tentativa
de infeccdo do sistema radiculas das plantas por parte da P.brassicae, mesmo ndo ocorrendo
infeccdo ou sintoma visual (Tabela 13).

7.11. Diferenciacao de racas

A analise dos isolados selvagens e dos isolados monosporicos perante
a agressividade as diversas plantas utilizadas como diferenciadoras apresentou resultados
bastante corroborativos para a identificagdo de racas em Plasmodiophora brassicae.

Verificou-se que o0s isolados selvagens e 0Ss monosporicos

apresentaram maior agressividade em plantas do genero Brassica, sendo que esse
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comportamento ndo foi observado em plantas dos outros generos pertencentes a familia
Brassicaceae.

Entre os isolados, pode-se verificar a existéncia de diferenca na
agressividade perante 0 mesmo hospedeiro, tendo algumas situagcdes que a diferenca entre a
agressividade foi tdo evidente, caracterizando a presenca de isolados especializadas, ou seja,
ragas.

Enter os isolados o indice de agressividade médio variou de 35,2 %
para o isolado PB15-01 até 53,4% para o isolado PB18-01, sendo que dentre os 79 isolados,
temos 3 que ficaram com indice de agressividade acima 50%, 58 isolados ficaram entre 40 a
50% de 1A e 18 isolados ficaram abaixo de 40% de IA (Tabela 14).

Entre os hospedeiros verifica-se que o repolho Fuyotoio foi o mais
suscetivel, apresentando um indice de sucetibilidade de 78,4%, mas obsevou-se também que
entre 0s hospedeiros testados encontrou-se alguns que aparentemente sdo resistentes a
P.brassicae e suas racas, Rabano Hibridio F1 Omny e Goivos Dobrados Sortido ndo foram
infectados por nenhum dos isolados testados (Tabela 14).

Utilizando-se das 22 plantas diferenciadoras (Tabela 14), obteve-se
que os isolados selvagens e os monosporicos de P.brassicae formam 10 formas distintas de
infeccdo destas plantas, utilizando o paramentro de indice de agrssividade (1.A) abaixo de 25%
como isolado n&o patogénico. Com base nessa regra pode-se dividir os isolados em 10 classes
de infec¢do (Tabela 15), podendo também denominar essas classes como ragas patogénicas
(Figura 23).

Na raca R1 ficaram agrupados os isolados PB1, PB12, PB13-01,
PB13-02-01, PB14-01 e Pb16-01-01, verificando-se que 0 agrupamento ndo apresentou
necessariamente correlacdo com local de origem ou com perfil genético expresso pelo RAPD.
Fato esse também verificado para as outras ragas, ndo encontrando um denominador comum a
ocorréncia delas, além da maior agressividade em determinado hospedeiros.

Como pode-se verificar na dendrograma de racas, 0 Unico ponto em
comum entre eles foi as caracteristicas patoldgicas, agrupamento comum entre ragas
patogénica, e novamente isso demonstra que realmente uma Unica planta infectada no campo

pode ser portadora de inimeras racas patogénicas de Plasmodiophora brassicae.



Tabela 14 — Reacéo de diferentes espécies e cultivares de planta da familia Brassicaceae perante diversos isolados selvagem e

monosporicos de Plasmodiophora brassicae, expressa em indice de Agressividade (1A) e indice de Severidade (IS).
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5 |PB11-01 69,0| 35,0 |68,5| 58,5 | 46,4 |21,0|58,4|75,0|67,0|57,0(45,0|76,0(21,0(66,8|71,3{24,0|553| 0,0| 0,0| 0,0| 0,0 | 0,0 |41,6
6 |PB11-02 66,0 | 38,0 | 47,5| 54,0 | 42,9 |22,0|51,7|63,0|46,0|52,5(41,5|65,0(22,0(63,8|735(16,0|783| 0,0| 00| 0,0| 0,0 | 0,0 | 38,3
7 |pB12 58,0| 78,0 | 58,4| 57,0 | 46,2 | 26,0| 60,3 | 47,0 | 57,0 | 55,5 | 44,7 | 58,0| 26,0 (69,0|73,1{22,0|71,3| 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 41,2
8 |PB12-01 39,0| 68,0 | 55,2| 53,0 | 36,2 |15,0|59,7 | 56,0 |53,7|51,5(34,7|84,0|15,0(68,6|70,3(36,0|638| 00| 00| 00| 00| 0,0 |391
9 |PB12-02 68,0 | 85,0 |52,8| 69,5 | 43,7|24,0|61,1|38,0(51,4|68,0(42,2|79,0/24,0(71,1|73,1{410|67,3| 00| 0,0| 0,0| 0,0 | 0,0 | 43,6
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Tabela 15 — Reagdo de diferentes espécies e cultivares de planta da familia Brassicaceae perante diversos isolados selvagem e monosporicos de Plasmodiophora
brassicae, expressa em Indice de Agressividade (1A) e Indice de Severidade (1S). - Continuagéo

10 | pB13-01 57,0 83,7 [38,3] 77,5 [36,5] 25,0] 54,7 76,0] 36,9 | 76,0 35,1 | 93,0 25,0 69,4 78,6 [ 23,0[ 79,3] 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 43,9
11 |pB13-01.01 |96,0| 89,9 |56,6| 83,5 39,9 |36,0|59,8 47,0(551|82038,457,0|360|721|825|27,0{80,8| 0,0 |00/ 00|00/ 00472
12 |pB13-01-02 |65.2] 96,1 |47,5| 89,8 [33,1|27,0]59,0]37,0|46,0]|884|31,7|54,0]27,0[740]763|250(823| 00| 0,0 00| 0000|436
13 | pB13-02 57,3| 74,0 | 68,7] 74,9 |47,7]43,0] 62,6 [480]67,2|73,5|46,3| 63,0/ 43,0(77,3|80,3]26,0[ 654 0,0] 00| 0,0 | 00 0,0 | 46,3
14 |pB13-02-01 |58,5| 56,0 |49,9| 76,5 | 38,7 |15,0|56,2 | 56,0 |48,4| 751 |37,2|63,7|150(752|76,2|16,0|659| 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 40,0
15 | pB13-02-02 | 46,6| 86,0 |53,2| 70,0 [57,3|36,0|65470,0|51,8|685|558]650]360(788]78,6]| 30 [669] 0,000/ 000000449
16 | pR14-01 46,2 45,0 [49,3] 61,3 [33,9]43,0]58,9(68,0]47,9/59,9(324850/430](757|71,6]240[616] 00] 57|00 80] 00418
17 | pB14-01-01 |44.9| 57,0 |52,7| 77,0 | 46,1|13,0|69,4 57,0 |51,2|755 | 44,6 | 74,0 13,0|78,7|66,3|36,0|71,4| 0,0 | 0,0 | 0,0 | 30 | 00 | 42,3
18 |pB14-01.02 |41,2] 50,1 |40,8] 66,5 |47,6|34,0]54,241,0(39,3(65046,2]91,0[340(736]733|41,0]652] 00 [ 34|00 1000413
19 | pR14-02 32,1 456 [46,2] 67,0 |34,3] 26,0/ 57,6 52,0 44,8 655|328 75,6 26,0](725|76,7]320] 72,8/ 0,0] 00| 00| 00] 00 [390
20 | pR14-02-01 | 400|411 |451| 72,0 | 38,8|20,5|61,9 | 655|437 70,6 |37,4|55.2|20,5|735|82,6(29,0|59,6| 0,0 | 00| 00| 00|00 | 390
21 | pR14-02-02 |462] 36,6 [33,9] 62,1 |37,6]27,5]56,9|66,5|324]60,6]361]340]|27,5(746|79,8[390]534] 00] 000000/ 00366
22 | pB15-01 67,7| 32,1 |40,2| 49,6 |34,3| 12,5| 62,2 |57,5|38,7 | 48,2|32,8 | 46,0 12,5|78,0|81,3|36,0/ 459| 0,0 | 00 | 0,0 | 00 | 0,0 | 35,2
23 | pB15-01-01 |63.3| 27,6 [42,6| 36,8 | 32,1|28,5|60,1|56,5|41,2|35,3|30,7|76,0|28,5|77,2|84,9|420|626| 00| 00| 00| 00|00 |375
24 | pB15-01-02 |57.4] 231 [51,7] 40,5 |27,8]32,5]59,2|39,5(50,3]39,1]26,3]650|32,5(79,7|84,2]270]754] 0,0 00 00| 00] 00 |369
25 | PB15-02 552 | 56,0 |48,4| 53,3 | 37,0| 19,5| 60,0 | 64,0 | 47,0|51,8|356 | 64,0 19,5|81,1|89,0|28,0|67,0| 0,0 | 00| 0,0 | 37 | 0,0 | 40,0
26 | pB15-02-01 |485]| 750 |43,3| 45,5 | 43,6 |24,5|57,4|56,3|41,9|44,1|42,1|57,0|24,5|81,9|81,1|290|654| 0,0 | 00 | 0,0 | 40 | 0,0 | 39,3
27 | pB15-02-02 |45.1] 64,0 [46,8| 61,5 | 35,4 |250]64,4|51,8(454]60,0]34,0]580]250](850|84,0[370]585] 00] 0000/ 70] 00404
28 | pR16-01 429|530 |46,7| 67,5 | 354 | 22,8| 63,8528 453 |66,0|339 86,0 228|815|80,5|31,0/57,3] 00| 0000|0000 |404
29 | pR16-01-01 |40,0| 42,0 [41,0| 62,5 |37,4|31,8|61.2|56,3|39,5|61,0|359|89,0|31,8|845|86,0(190|70,2| 0,0 | 00 | 0,0 | 00 | 0,0 | 40,4
30 | pR16-01-02 |34.3] 450 [39,8] 71,0 | 36,2]19,8]59,4|54,8(38,4]69,5]34,7]83,0]19,8]81,0|81,3]230]703] 0,0 00 00| 00 00 |39
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Tabela 16 — Reagdo de diferentes espécies e cultivares de planta da familia Brassicaceae perante diversos isolados selvagem e monosporicos de Plasmodiophora
brassicae, expressa em Indice de Agressividade (1A) e Indice de Severidade (1S). - Continuagao

31 | pR16-02 354 47,0 | 39,4] 67,0 | 37,8/ 35,8 63,1]66,0]|38,0|655|36448,0/|358|852|780(430]644] 00| 00|00/ 00] 00403
32 | pR16-02-01 |38.9] 54,0 [36,0| 65,5 |31,2]23,8]60,2|56,6|345]64,0]29,8]460]|238|81,1|77,6(360]475]00] 000000/ 00367
33 | pR16-02-02 |50.8| 37,0 [37,3| 49,0 | 39,0|27,8|59,4 | 46,4 |359|47,5|37,6| 48,0|27,8|816|86,0(37,0|482| 0,0 | 00 | 0,0 | 00 | 0,0 | 36,2
34 | pR17-01 543 67,0 |358] 51,5 [31,3]33,8]559(524]34,3/50,0(29,9850/338|79482,3[520[551] 00]00]00]00] 00402
35 | pR17-01-01 |45.0] 57,0 | 45,6| 48,0 [43,0]19,0]67,0|79,0{850]78,0]76,0] 74,0]19,0{34,0|53,0[190]754] 0,0 | 00 | 0,0 | 00 | 0,0 | 41,7
36 | p17-01-02 |47.7| 730 |43,5| 77,5 | 36,2 | 28,4|58,3 | 60,6 | 65,0| 73,0 |87,0| 69,0| 28,4 | 77,6 | 76,9|36,0|653| 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 45,6
37 | pR17-02 458 87,0 [62,0] 67,0 |33,8]28,9]49,5|61,8]38,3|56,8(34,644,0/289|785|81,3[255]64,1] 00] 0000/ 00] 00403
38 | pR17-02-01 |43.3]378,0(68,8| 72,5 [37,4]20,1]58,0|56,6|37,8]49,7]30,2]32,0]20,1{77,2|82,0[260]507] 0,0] 00 00]00]00]518
39 | pB17-02-02 |39.2| 48,0 |41,6| 67,0 | 46,9|31,6|59,0|42,9|43,1|43,3|32,0|43,0|31,6|79,9|78,9(41,0|434| 00| 00| 00| 00| 00 | 36,9
40 | pR18-01 36,0| 95,0 | 38,2]206,5|45,9]18,1] 61,1|850]86,0|87,0(88,067,0|18,1]796|79,5(36,0]468] 0,0] 00 00| 00] 00 |534
41 | p1s-01-01 |320] 780 [37,0| 47,0 | 38,1]28,1]64,3|67,6|63,4]61,0(59,1]84,0]28,1|79.4|855[395]57,2] 00] 000000/ 00432
42 |pB18-01-02 |30.6| 47,0 |63,4| 82,5 |29,6|36,8|64,1|650]|650|650]650]|750|33,1|795|83,2(395|637| 00| 00| 00]|00]| 00 |449
43 | pR18-02 31,6 58,0 [47,0] 82,5 |34,0] 21,4] 63,2]94,0] 94,0 94,0 | 94,0 77,0/ 19,3] 575 71,0] 235] 58,6 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 46,4
44 |p18.02-01 |37.4| 69,0 |49,3| 62,5 |49,7|29,4|57,9|564|38,7|553|33,1|72,0|26,4|79,7|79,0(325|600| 00| 00| 00| 00|00 | 404
45 | pR18-02-02 |41,7| 74,0 |64,2| 69,0 | 34,6 |29,9|53,9|48,8|40,7|56,4|33,4|23,0|26,9|81,8|82,7(31,3|605| 00| 0000|0000 |388
46 | pR19-01 39,4850 [36,7] 72,0 |39,3] 23,8] 65,8950 96,0/97,0{98,080,0| 21,4]79.4|81,2]285]38,1] 0,0] 00| 00| 00] 00 |489
47 | pB19-01-01 |39.6| 67,0 [39,0| 50,0 | 47,0|352|60,1|62,1|49,0|62,5|44,4|84,0|31,7|822|82,5(300|655| 0,0 | 00| 00| 00| 00 | 423
48 | pB19-01-02 |38.8| 37,0 [70,2| 84,0 |30,5|21,0| 61,7 |55,7|50,4|56,3|51,3|58,0|18,9|80,3 |80,4|295|67,6| 0,0 | 00| 0,0 | 00| 0,0 | 40,5
49 | pR19-02 37,3| 50,0 [435] 77,0 | 36,8|35,5] 66,2 73,2]64,2|72,0( 61,9 75,0/ 31,9]82,3|81,7]41,3]54,2] 0,0 | 00| 0,0 | 80| 0,0 | 451
50 | pR19-02-01 |34.8| 38,0 |46,5| 49,0 | 46,0|33,6|56,9|67,7|61,8|66,7|54,5|64,0|28,4|80,3|80,4|37,8|61,9| 00| 00| 00|20/ 00 | 41,4
51 | pB10-02-02 |322] 84,0 [51,1| 64,0 |39,1]27,3]60,7|54,7|529]64,7]602]79,0|235|696|785[303]551] 00]00]00]80]00]425
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Tabela 17 - Reagdo de diferentes espécies e cultivares de planta da familia Brassicaceae perante diversos isolados selvagem e monosporicos de Plasmodiophora
brassicae, expressa em Indice de Agressividade (1A) e Indice de Severidade (1S). - Continuagao

52 | pR2 29,1 58,0 [46,1] 52,5 [38,9]35,1]64,7]784]67.2|76,9]66,3]90,0/30,1]79,6[80,7]423]61,3] 0,0] 00 00]60] 00456
53 | pR2-01 27,2| 48,0 |47,6| 83,0 | 38,7 | 27,2| 60,3 |59,3| 43,4 |56,1|37,3 39,0/ 23,0(57,9|67,8|251|653| 00| 00| 00|40/ 00 |368
54 | pR2-02 26,7| 57,0 [49,2] 755 |39,5]29,0] 61,2[49,3]46,8|49,8|41,6 450/ 24,9|785[79,1]323]388] 00] 00|00 37] 00376
55 | pR20-01 29,1 39,0 [33,7] 45,0 |36,7]356]547]79,1]751|79,5]75086,0/30,3]804|81,9]278]416] 00] 0000 00] 00423
56 | pR20-01-01 |32.2| 85,0 |35,6| 52,5 |38,5|22,9|60,8|67,7|62,6|63,8|568|850|19,5|788|81,2(27,8|633| 00| 00| 00| 00|00 | 424
57 | pR21-01 325|740 |535] 64,0 |33,4]37,3]60,8(59,9]589/64,8(626740/31,8]81,1[80,3[41,1]644] 00] 0000/ 00] 00443
58 | pR21--01-01 | 32,8 85,0 [45,9| 86,5 [29,0]28,8]61,3|86,2|80,6]85,5(80,1]69,0]23,3(80,0|80,0[369]590] 0000/ 00]00]00]477
59 | pR21-01-02 |32.6| 74,0 [49,0| 75,5 | 44,1|30,8|58,3|57,9|41,1|55,7|352|58,0| 258|745 |82,0(349|56,6| 0,0 | 00 | 0,0 | 00| 0,0 | 40,3
60 | pR21-02 31,8850 [57,9] 78,5 |36,1]39,9]559(49,1]43753,1(37,5/94,0/31,6|79,6|81,9]409]51,0]120] 00| 0,0 | 00| 0,0 | 43,6
61 | pR21.02-01 |30.2] 730 [35,3| 67,5 [ 38,9]27,0]64,5|87,0(855]88,3]865]58,0|21,1(577|69,4]243]686] 800000/ 00]00]450
62 | pR21-02-02 | 28.4| 58,0 |36,1| 91,0 |46,2|32,4|60,5|64,9|558|63,2|50,6|69,7|257|79,1|79,0(32,4|499| 00| 00| 00| 00|00 |41,9
63 | pR22-01 26,1 54,0 [59,8] 67,0 [29,7]36,4]55,6|57,8]54,7 60,5569 84,0 28,6|81,1|82,3[295]548] 00] 0000/ 00]00]418
64 |pB22.01.01 |242| 64,0 40,9| 653 |32,3|259]|64,1|79,7|72,4|78,7|71,0|93,0|20,5|79,1|81,2|281|608| 00| 00| 00| 00| 00 | 446
65 | pR23-01 232| 73,0 |43,0| 70,5 | 45,7 | 40,3| 57,4 62,8 |51,4|61,2|44,9 | 75,7 |31,7|817|81,4|356|64,4| 00| 00| 0,0 | 00| 0,0 | 42,9
66 | pR23-01-01 | 23.8| 68,0 [49,1| 80,0 [32,2]27,7]58,2|51,9(48,3]58,9]4838]84,6|21,1{80,1|80,2[332]552] 00] 00/ 00]00]00]41,0
67 | pR23-01-02 |37.8| 49,0 |355| 75,8 | 38,8|36,8|65,0|82,7|76,4|82,6|76,4|67,0|289|784|81,8(381|599| 00| 0000|0000 |459
68 | pR23-02 60,3 | 850 |37,8| 77,8 | 36,5|40,9| 57,6 |62,1|49,6|59,6 | 44,0 | 85,0/30,0{79,9|81,2|39,3|58,2| 00| 00| 00| 00|00 | 448
69 | pR23-02-01 | 612] 74,0 [58,6| 59,5 |33,6]30,2]61,8|53,5(50,7]55,2]49,3] 750]22,3(636|73,9]27,3]784] 00| 00| 00| 00 00 | 42,2
70 | pR23-02-02 |57.4| 730 |53,6| 86,5 | 35,3|37,5|60,3|79,4|73,7|79,1|73,0|63,0|27,9|79,3|79,8(37,3|738| 0,0 | 00 | 0,0 | 00 | 0,0 | 48,6
71 | pB24-01 68,4 | 47,0 | 56,7] 76,0 | 41,9| 353552652570 62,5(50,8| 46,0/ 25,8]695|75,0(27,3]659] 0,0 00| 00| 00 00 | 421
72 | pR24-01-01 | 66.8] 56,0 [66,6| 69,5 |42,2]30,5]59,0|55,9(53,6]61,9]557]360]22,7(788|80,1]302]629] 0000/ 00]00]00]422
73 | pR24-01-02 |61,3| 580 |61,1| 48,0 |42,7|42,2|59,9|84,4|785|84,0|783|250|31,0{810|81,6(31,7|57,2| 00| 00| 00| 00|00 |457




92

Tabela 18 — Reagdo de diferentes espécies e cultivares de planta da familia Brassicaceae perante diversos isolados selvagem e monosporicos de Plasmodiophora
brassicae, expressa em Indice de Agressividade (1A) e Indice de Severidade (1S). - Continuagao

74 | pR24-02 729680 [627] 47,5 [46,1]28,1] 62,6 [81,2]81,2[81,2]81,2]42,0/20,3]79,5[80,7]305]489] 0,0] 00 00 00] 00 [ 461
75 | pR24-02-01 | 77.0| 49,0 | 71,3| 43,0 | 47,5|41,2| 63,6 | 70,0|70,0|70,0|70,0| 35,0|30,3|79,8 | 81,1|39,6|63,2| 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 45,5
76 | pR24-02-02 | 735] 750 | 78,5| 56,5 | 43,0]38,7]64,8|83,2(79,6]83,7]79,7]86,0|26,7|80,0|80,6[381]618] 0,000 00]00]00]513
77 | pRo 442 86,0 | 750/ 435 |52,2]33,9] 657651564 62,8(50,7|74,0|24,1]691|780[31,1]855] 00] 00 00| 00] 00453
78 | pRo-01 37,3| 95,0 | 78,1| 82,0 | 54,0 | 43,0| 63,2 |56,8|54,2| 61,2|56,3 | 56,0 29,7|79,4|80,9|39,1|649| 00| 00| 00| 00|00 |469
79 | pRo-02 44,4 78,0 [489] 81,5 |51,0(34,6] 66,6 821|754 81,4|74,7|31,0|234|636|72,2]258]524] 00] 0000 00] 00 [449

IS médio 46,9 | 65,9 |50,5| 66,9 40,3 |28,8|60,3|625]|55,7|654|51,2|655|257|752|784(310{622| 03| 01]|00( 10|00
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Tabela 15 — Grupos patogénicos e seus respectivos isolados.

Grupo Isolados

01 1, 7; 10; 15; 16; 29

02 11; 78; 67; 63; 59; 57; 55; 49; 39; 37; 62; 68; 34; 33; 42; 31, 70; 71, 44; 27, 50; 41;
47, 23; 52; 21, 36; 19; 18; 60; 73; 75; 12; 13

03 45

04 24

05 51, 69; 74, 53; 79; 77, 72; 58; 54

06 61

07 64; 66

08 65

09 2; 3; 5; 6; 14; 30; 35; 43

10 4:8:9:17; 20; 22: 25; 56; 26: 28; 32: 48: 46; 38: 40
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Figura 23 — Dendrogama de grupos patogénicos, gerado a partir do agrupamento dos Indices

de agressividade dos isolados de Plasmodiophora brassicae perante as diferentes espécies e
cultivares de plantas da familia Brassicaceae.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos para verificacdo dos especificos gerais e

especificos do projeto, pode-se concluir que:

Existem ragas patogénicas de Plasmodiophora brassicae no Estado de Séo Paulo;

A utilizagdo de variedades comerciais se mostrou eficientes para a diferenciagdo das

racas de Plasmodiophora brassicae encontradas no Estado de S&o Paulo;

Existe grande variabilidade genética inter e intra populacional em P. brassicae
verificada via RAPD;

A regido ITS-5.8S rDNA de P.brassicae é altamente conservada e com baixissima

variabilidade entre isolados isolados;

O gene EL-10 ndo é indicado para uso em P.brassicae;

Exsudatos radiculares de 8 especies de plantas, ndo brassicas, estimulam a germinagéo
do esporo de resistencia de P.brassicae, sendo o maior estimulo proveniente da planta

de coentro.

Existem espécies de plantas ndo brassicacea que estimula a germinacdo dos esporos de
resisténcia de P.brassicae e que pode ser utilizada para futuros estudos em rotacdo de
cultura, visando um controle sobre o patogeno, sendo uma delas o Coentro

(Coriandrum sativum);

O levantamento sistematico demonstrou que a doenga esta em maior incidencia no
Estado de Sdo Paulo do que a literatura citava, apresentando uma média para o estado

de 5,93% de incidéncia.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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