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RESUMO

A podridao cinzenta do caule, causada por Macrophomina phaseolina, € uma
importante doenga do feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) no Nordeste brasileiro.
Devido a grande dificuldade no controle, por tratar-se de um patégeno polifago e
habitante do solo, a selecéo de gendtipos de feijao-fava com resisténcia genética ao
fungo pode ser uma alternativa de controle, tendo em consideragdo que nao tem
sido relatada resisténcia a doenca no Brasil. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
reacdo de resisténcia de acessos de feijao-fava a M. phaseolina, visando selecionar
aqueles com potencial de utilizagcdo no manejo da podridado cinzenta do caule, para
tanto trés experimentos foram desenvolvidos. No Experimento | foi avaliada a
agressividade de sete isolados do fitopatdgeno a um acesso susceptivel de feijao-
fava. No Experimento Il, 37 acessos de feijdo-fava foram avaliados quanto a
resisténcia contra um isolado agressivo do experimento I. O experimento foi
conduzido em duas épocas do ano (fevereiro-marco e julho-agosto de 2016). No
Experimento Il os acessos mais resistentes e suscetiveis do experimento I, foram
avaliados quanto a estabilidade da resisténcia quando inoculados com sete isolados
do patdgeno, provenientes do primeiro Experimento |. Os resultados do Experimento
| revelaram que seis isolados apresentam elevada agressividade, diferindo do
isolado MPM143, menos agressivo (p<0,05). O isolado MPM144 foi utilizado como
inoculo para o Experimento Il. Houve diferencas na severidade dos acessos entre as
épocas de realizacdo do Experimento Il (p<0,05). A interacdo época-acesso foi
significativa (p<0,05). Treze acessos apresentaram 0s menores niveis de severidade
(p<0,05) nas duas épocas, dentre eles UFPI 892, UFPI 908 e UFPI 905, tendo sido
considerados resistentes ao isolado MPM144. A resisténcia dos acessos nao foi
estavel contra os sete isolados do fitopatdgeno. No entanto, foram expressados
diferentes niveis de resisténcia para a diversos isolados por parte dos acessos UFPI
892 e UFPI 908. O acesso UFPI 908 expressou os resultados mais promissores de
resisténcia contra os isolados ESS02, MPM144 e JM33 e 0 menos suscetivel para
LLPO1 e ESSO07. Os resultados de severidade da doenca observados em todos o0s
experimentos indicam que o desenvolvimento da doenca ndo apresenta diferencas

significativas ap0s o 25° dia da semeadura e inoculacéo de feijao-fava.

Palavras-chave: Phaseolus lunatus L., podriddo cinzenta do caule, resisténcia

genética.
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ABSTRACT

Charcoal rot disease, caused by Macrophomina phaseolina, is an important
disease of lima bean (Phaseolus lunatus L.) in the Brazilian Northeast. Due to the
difficulty of it's management, because it is a soil polyphagous pathogen, the selection
of lima bean accesses with genetic resistance to the fungus may be an alternative
management, taking into account that currently no genotypes of lima bean resistant
to the disease are known in Brazil. The objective of this work was to evaluate the
resistance reaction of lima bean accessions to M. phaseolina, in order to select
potential access(s) to be used in the management of Charcoal rot, therefore three
experiments were developed. In the experiment |, it was evaluated the
aggressiveness of seven isolates of the phytopathogen to an access of susceptible
lima bean. In the experiment II, the resistance of 37 accessions of lime bean was
evaluated against an aggressive isolate of the experiment I. The experiment was
developed in two seasons of the year (February-March and July-August of 2016). In
the experiment Ill, the resistance stability of the most resistant and susceptible
accesses detected in the experiment Il was measured, after their inoculation with
seven isolates of the pathogen, form the first experiment. The results of the
experiment | revealed that six isolates expressed high aggressiveness, differing only
from the isolate MPM143, less aggressive (p <0.05). MPM144 isolate was used as
an inoculum for Experiment Il. There were differences in the severity of the disease
in the accesses between the seasons tested in the experiment Il (p <0.05). The time-
access interaction was significant at 5% probability. Thirteen accesses expressed the
lowest levels of severity (p <0.05) in the two seasons, including UFPI 892, UFPI 908
and UFPI 905, being considered resistant to MPM144 isolate. The resistance of
these accesses was not stable against the seven isolates of the pathogen. However,
different levels of resistance were expressed for most isolates by accesses UFPI 892
and UFPI 908. Access UFPI 908 presented the most promising results of resistance
to the isolates ESS02, MPM144 e JM33 and the less susceptible to LLPO1 and
ESSO07. The disease severity results of all experiments indicate that the development
of the disease does not show significant differences after day 25 after planting and

inoculation of fava bean seeds.

Key words: Phaseolus lunatus L., charcoal rot, genetic resistance.
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1 INTRODUCAO

Entre a gama de feijdes usados para consumo humano o feijao-fava
(Phaseolus lunatus L.) € a segunda espécie mais importante, representativa no
cenario agricola, econdbmico ou cultural, e reconhecida em funcdo da dieta da
populacdo do Nordeste brasileiro (IBGE, 2015; SANTOS et al, 2002). Entretanto,
apresenta-se como alternativa na sustentabilidade da producdo de alimentos ao
nivel da regido Nordeste do Brasil e mundial (CASTINEIRAS et al., 2008; NETO et
al., 2015). Oferece amplas oportunidades para o desenvolvimento de pequenos e
médios produtores agricolas, a0 mesmo tempo em que se assegura o resgate do
recurso genético. Apresenta-se como uma alternativa para ser inserido no ambito
social, econdmico e cultural, formando parte das fontes de proteina da dieta basica
humana (CHEL-GUERRERO et al., 2012; MOSES; OLAWUNI; JO, 2012).

O feijdo-fava apresenta elevado potencial de cultivo, diversidade genética e
adaptacao a diferentes condicdes climaticas (VIEIRA,1992; LONG et al., 2014). Para
a regido Nordeste do Brasil tem importancia, pois destaca-se como uma espécie de
subsisténcia, sendo produzida em regime de sequeiro, principalmente por parte do
setor da agricultura familiar (SANTOS et al., 2002). No entanto, esta leguminosa tem
recebido poucos investimentos por parte dos orgados de pesquisa e fomento no
Brasil, caracterizando os sistemas produtivos pelo pouco uso de tecnologias, baixos
indices de produtividade e grande oscilacdo nas producdes (ALVES et al., 2008).

No ano de 2016 foi descrita pela primeira vez para o feijao-fava no Brasil o
agente etiologico Macrophomina phaseolina, que causa a doenca podridao cinzenta
do caule ou podriddo de carvdo (SOUSA, 2016). O patégeno é considerado como
um dos mais destrutivos nas regifes tropicais e subtropicais, principalmente nas
condi¢cbes ambientais de climas aridos e semiaridos do Nordeste brasileiro. Tem
ganhado destaque principalmente pela grande dificuldade de controle (GUPTA;
SHARMA; RAMTEKE, 2012; SILVA FILHO et al., 2013), provocando a reducao no
estande das plantas no campo, baixa qualidade de sementes, morte e maturacao
precoce das plantas (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990).

O fungo é patogénico a mais de 500 espécies de plantas e responsavel pelos
baixos indices de rendimento de culturas de grande importancia econémica como
feijdes, soja, cana-de-acUcar, algodoeiro, milho, dentre outras (GUPTA; SHARMA,

RAMTEKE, 2012). Os restos de cultura sdao importantes fontes de inéculo primario e
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as sementes contaminadas a principal fonte de disseminagdo do fungo. Em
sementes de feijdo-caupi foi constatada incidéncia média de 12% de M. phaseolina
em amostras do estado do Piaui, valor considerado elevado (ATHAYDE
SOBRINHO, 2004) e no feijdo-fava, incidéncia de 1,58% foi encontrada em amostras
de sementes coletadas do Nordeste do pais (MOTA, 2016). Levando em
consideracdo a existéncia de elevado indice de infeccdo de sementes de outros
cultivos, além daquelas de feijdo-fava, as sementes na regido constituem um
importante veiculo de disseminacao.

Considerando-se a facilidade de disseminacdo, a longevidade de
sobrevivéncia do patdégeno e alguns fatores que fragilizam a estabilidade produtiva
da cultura, tais como: pouca atencdo dada por parte dos 6rgdos de pesquisa e
extensdo; incertezas climaticas da regido; baixo nivel tecnolégico de producéo e
manejo fitossanitario (ALVES et al.,, 2008; OLIVEIRA et al., 2014), a doenca
configura-se como um problema crescente para o futuro da producéo do feijao-fava.

Existem medidas de manejo das doencas em outras culturas, como o uso de
variedades resistentes, que tem sido um dos métodos de maior eficiéncia, pois
diminui os custos de producéo e reduz os impactos ambientais. Porém, ndo existem
no pais variedades melhoradas de feijdo-fava para recomendacdo de cultivo. A
primeira etapa para o desenvolvimento de um programa de melhoramento (obtencao
e utilizacdo de -cultivares resistentes) € identificar as fontes de resisténcia
(CAMARGO; BERGAMMIN FILHO, 2011). O objetivo deste trabalho foi avaliar a
reacao de resisténcia de acessos de feijao-fava a M. phaseolina, visando selecionar

aqueles com potencial de utilizacdo no manejo da podridao cinzenta do caule.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.)

O feijdo-fava é a segunda leguminosa de maior importancia do género
Phaseolus (P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus, P. accutifolius e P. plianthus),
sendo uma das leguminosas mais cultivadas na regido tropical e subtropical
apresentando elevado potencial para fornecer proteina de origem vegetal (VIEIRA,
1992). Apresenta-se como alternativa na sustentabilidade da producao de alimento e
protecdo de recursos genéticos com potencial alimentar (OLIVEIRA; TORRES;
BEBEDITO, 2011; SANTOS et al.,, 2002). No entanto, a producdo do cultivo é
oriunda de pequenos produtores, em consoércio com outros cultivos, sem adocéo de
tecnologias que visem o aumento da produtividade (SANTOS et al., 2002).

Alguns dos caracteres agrondmicos que permitem a identificacdo do feijao-fava
sdo a germinacdo epigena, acontecendo usualmente dentre seis e dez dias apos a
semeadura. Os cotilédones emergem entre nove e 14 dias. O primeiro par de folhas
sao unifoliadas e emerge entre 13 e 14 dias, as folhas geralmente sdo em tons mais
escurecidos em comparacdo de outras espécies do mesmo género, bractéolas
pequenas e pontiagudas. O feijao-fava pode apresentar habito de crescimento
determinado ou indeterminado. O habito de crescimento determinado é caraterizado
pelo desenvolvimento total da gema apical em uma inflorescéncia e o indeterminado
€ caraterizado pelo desenvolvimento da gema terminal em uma guia. A planta
apresenta uma alta producéo de flores por dia, aparecendo as primeiras flores entre
46 e 60 dias. As vagens sao compridas e geralmente de forma oblonga e recurvada,
aparecem entre 51 e 74 dias, com maturacao total entre 84 e 97 dias. O nimero de
sementes por vagens, podendo ser dentre duas a quatro (KEE; GLANCEY;
WOOTTEN, 1997; OLIVEIRA et al., 2015; ZIMMERMANN; TEIXEIRA, 1996).

2.1.1 Origem e distribuicédo

Os feijbes desde as origens das populacbes americanas, tém representado
um importante recurso alimentar. A partir dos anos 1700, mais de 400 espécies de

feijdes foram descritas, e cinco espécies foram domesticadas no periodo pré-
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colombiano (FREYTAG; DEBOUCK, 2002). O género Phaseolus possui espécies
que apresentam relevancia para diversos paises ao redor do mundo, sendo um
recurso de grande impacto e importancia histérica ao nivel nutricional, cultural e
econdmico para as civilizagcbes americanas. Para o Nordeste do Brasil, o feijao-fava
tem importancia, pois € cultivada principalmente pelo setor da agricultura familiar em
regime de sequeiro (ALVES et al., 2008; SANTOS et al., 2002).

América Central é o centro de origem e distribuicdo de P. lunatus. De acordo
com Mackie (1943), na Guatemala foi possivel recuperar inUmeras vezes o feijao-
fava selvagem original. E relatado que a disperséo do feijio-fava foi mediada pelo
homem, processos de selecdo dirigidos foram desenvolvidos para obter materiais
com caracteristicas morfoldgicas determinadas, principalmente buscando sementes
de maior tamanho. Também é descrito que existe uma relagédo positiva no aumento
de tamanho da semente e as rotas de dispersao, partindo do centro de Guatemala
(MACKIE, 1943).

A dispersado, desde o ponto de origem, aconteceu durante seu cultivo na
eépoca pré-colombiana. Os estudos que procuram descrever 0 processo de
dispersédo do feijdo-fava se fundamentam em dois fatos principais: a evolucédo das
carateristicas morfolégicas do grdo, como incremento de tamanho, variacdo da
forma e a cor das sementes, e pelas rotas comerciais da época. Foram
estabelecidas trés rotas claras de disperséao: a) O ramo Hopi, pelo norte através de
América Central; b) O ramo do Caribe, incluindo as ilhas das indias Ocidentais e da
Amazonia brasileira; ¢c) O ramo Inca, estendendo-se para o sul desde a América
Central até o Peru (MACKIE, 1943).

As rotas de dispersdo claramente tiveram grande influéncia no
desenvolvimento de carateristicas genotipicas e fenotipicas do feijao-fava. Parece
haver certa distancia genética, estatisticamente significativa, entre diferentes
amostras obtidas do Caribe, América do Norte, Central e Sul. Dois grandes grupos
se formaram, correspondendo a sua origem geografica e tamanho das sementes
(sementes grandes e pequenas). As populacdes estudadas foram agrupadas em
amostras da regido Mesoamericana e amostras da regido Andina. Os grupos de
semente grande formam um grupo independente e geneticamente distante, mas
relacionado ao grupo de sementes pequenas (KEE; GLANCEY; WOOTTEN, 1997;
NIENHUIS et al., 1995).
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No ambito internacional, o feijao-fava é classificado precisamente pelo seu
tamanho: sementes do tipo pequena (<0,50 g/semente) e do tipo grande (>0,50
g/semente) (LONG et al., 2014; NIENHUIS et al., 1995). No primeiro grupo, se
presume que houve uma dispersao através do ramo Hopi, pela vertente ocidental da
Serra Madre, entrando nos Estados Unidos de América (E.U.A.) pela zona que hoje
€ o estado do Arizona (MACKIE, 1943). Este grupo de feijdo-fava inclui variedades
gue sao altamente resistentes ao calor e a condi¢Bes aridas (LONG et al., 2014;
MACKIE, 1943). O segundo grupo, que também teve origem na Guatemala, teve
uma outra rota de dispersao pelo ramo Inca, pela América Central, Colombia até o
Peru (MACKIE, 1943). O cultivo em elevadas altitudes provavelmente teve influéncia
na perda de certa capacidade de tolerar condicbes de altas temperaturas
(NIENHUIS et al., 1995), ou seja, sdo aparentemente inadequadas para o cultivo em
condi¢cbes quentes tipicas das costas equatoriais das Ameéricas (KEE; GLANCEY;
WOOTTEN, 1997).

2.1.2 Importéncia econdmica

A cultura de feijao-fava tem relevancia ao nivel internacional, pois representa
uma alternativa sustentavel na producdo de alimentos (CHEL-GUERRERO et al.,
2012; MOSES; OLAWUNI; JO, 2012). Os E.U.A. tém grande capacidade produtiva,
pois existem pesquisas no desenvolvimento de variedades adaptadas, de porte
ereto e ciclo curto, além de investimentos nos estudos de praticas de manejo e uso
intensivo de tecnologias. Neste pais, no periodo de 2003-2014, os registros
produtivos indicam que tanto o preco como a producdo de feijdo-fava aumentaram,
tornando-se uma cultura economicamente mais atrativa (LONG et al., 2014).

O Servico de Estatistica Agricola Nacional (National Agricultural Statistics
Service) daquele pais reportou, para os anos de 2013 a 2015, producdes de 48,62;
50,40 e 50,26 mil toneladas, com valores que alcancaram os 28,31; 29,24 e 29,96
milhdes de ddlares, respectivamente. A area destinada ao cultivo de feijao-fava nos
referidos anos foi de 11,85; 11,44 e 12,05 milhares de hectares (ha), significando um
rendimento de 4,10; 4,41 e 4,17 t/ha, para cada respectivo ano (USDA-NASS, 2016).
Em termos praticos, considerando-se o cambio do Banco do Brasil para a data

26/09/2016, representaria valores de 1,88; 1,87 e 1,93 reais/Kg, respectivamente.
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No Brasil, o feijdo-fava € uma cultura rastica, produzida em consércio com
milho, mandioca ou mamona, as quais servem de suporte; com periodo de colheita
prolongado e realizada no periodo seco (AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003;
SANTOS et al.,, 2002). Além disso, o0 cultivo possui relevancia pela elevada
diversidade genética (LOPES et al.,, 2015; MELO, 2011), que permite um alto
potencial de producéo e adaptacédo a diferentes condigcbes ambientais, chegando a
ser considerada tolerante & seca, ao excesso de umidade e ao calor (VIEIRA, 1992).

No territério brasileiro, o feijdo-fava tem importancia cultural e histérica. A
leguminosa tem um papel importante como cultivo anual, principalmente, no setor da
agricultura familiar. De acordo com o IBGE, para o ano de 2014, a produc¢éo do pais
foi de 4.048,00 t de grdo seco, com um valor de R$32,53 milhdes, produzida em
uma area de 21.047,00 ha. E possivel destacar que o preco maior que aquele
registrado para os E.U.A., porem, variavel no mercado brasileiro dependendo do
ponto geografico de comércio. O preco medio para o ano 2015 foi de 5,90 reais/kg
(US$1,83), com preco anual maximo de 8,77 reais/kg (US$ 2,71) no estado de
Ceard e minimo de 2,02 reais/kg (US$ 0,63) em Alagoas, respectivamente (cambio
do Banco do Brasil para a data 26/09/2016).

A regido Nordeste é responsavel pela maior parte da producao de feijao-fava,
representando 98,68% da area plantada no ano de 2014, sendo a responsavel por
99% do valor da producéo no Brasil. No entanto, no Nordeste brasileiro, ha elevada
instabilidade produtiva, o que resulta na grande flutuacdo da producédo de feijao-
fava. Em contraste, o ano de 2013, quando a producéo foi de 7.957 t de grédos secos
em uma area de 25.542,00 ha (IBGE, 2015).

Em 2014, os principais produtores foram os estados de Ceara, Paraiba,
Pernambuco e Piaui com producdes de 1.483,00; 1.439,00; 406,00 e 316,00 t de
graos secos, respectivamente, havendo, portanto, uma significativa reducdo da
producdo na maioria dos estados produtores. Os principais produtores no ano de
2013 foram os estados da Paraiba, Ceara, Pernambuco e Piaui com producdes de
4.421,00; 1.620,00; 906,00 e 266,00 t de graos secos, respectivamente (IBGE,
2015). A produtividade média do estado do Piaui foi de 150,00, 485,00, 339,00 e
170,00 kg/ha para os anos 2014, 2013, 2012 e 2011, respectivamente. A
produtividade no ano de 2014 colocou o estado no penultimo lugar em rendimento,

muito abaixo do rendimento do estado de Maranhdo, o estado com menor area
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destinada para a producédo da cultura, mas que apresentou um dos melhores
rendimentos, 530,00 kg/ha em 2014 (IBGE, 2015).

Nota-se a relevancia da cultura de feijdo-fava para o Nordeste brasileiro,
porém, em visto dos registros produtivos dos ultimos anos (2013-2015), constata-se
um rendimento aquém de seu potencial. Os principais motivos desses rendimentos
devem-se ao fato de ser uma cultura que tem recebido pouca atencéo por parte de
orgdos de pesquisa e extensdo, escassez de informacdo agronomicamente

importante sobre a cultura, estudos de uso de tecnologias, manejo fitossanitario etc.

2.1.3 Relevancia como recurso alimentar

Na atualidade, existem grandes problemas de seguridade alimentar e
desnutricdo no mundo, principalmente em paises em desenvolvimento. Diversos
fatores tém contribuido para esse problema, tais como: o aumento populacional,
escassez de alimentos e alto custo da producdo de alimentos de origem animal
(MOSES; OLAWUNI; JO, 2012). O que tem levado a identificar e incorporar fontes
de proteina ndo convencionais, visando a sustentabilidade da producdo de
alimentos.

O feijao-fava, sendo a segunda leguminosa de maior importancia do género
Phaseolus, constitui uma alternativa na sustentabilidade da producdo de alimento,
podendo reduzir a dependéncia ao feijdo-comum, produto de maior tradicdo de
consumo no Brasil (OLIVEIRA; TORRES; BEBEDITO, 2011; SANTOS et al., 2002).
Como muitas outras leguminosas, constitui uma rica fonte de proteina vegetal,
podendo ser comparada favoravelmente com estas. Apresenta elevado teor de
proteina (26,70%), superior ao do feijdo-comum tipo carioca, que apresenta teor de
23,40%, e ligeiramente inferior ao encontrado em feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) com 28,90% (AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003).

Os gréaos de feijao-fava contem niveis altos de aminoacidos essenciais,
minerais e alta solubilidade proteica, sendo uma alternativa importante na
formulacdo de alimentos (SEIDU et al.,, 2015). Possui, também, uma elevada
gualidade nutritiva com grandes beneficios a saude (MOSES; OLAWUNI; JO, 2012;
SANTOS et al., 2009). A leguminosa tem ganhado destaque pela qualidade proteica,
possuindo propriedades funcionais de grande interesse, reconhecida na area da

saude, com o potencial na prevencdo de doengas cardiovasculares. Destaca-se
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como uma alternativa na produgéo de alimentos fisiologicamente funcionais, com
propriedades anti-hipertensivas (CHEL-GUERRERO et al., 2012).

2.2 O patogeno: Macrophomina phaseolina

Um dos grandes problemas no desenvolvimento do feijdo-fava é a auséncia
de registro de doencas da cultura no territério nacional, 0 que incrementa a
vulnerabilidade da cultura, elevando o risco de perdas econdmicas por causa de
problemas fitossanitarios e dificuldade do seu manejo adequado. Esta leguminosa
pode ser acometida por inUmeras doencas, dentre as quais destacam-se as
fungicas, sendo fator de risco na reducdo da producdo e qualidade dos gréos
(CARVALHO; BESERRA JR; BARGUIL, 2015; SILVA et al.,, 2014). Segundo
Athayde Sobrinho et al. (2005), a importancia das doencas fungicas esta
diretamente relacionada a regido, a forma de cultivo e a época de plantio,
destacando-se dentre estas doencas fungicas com alto potencial de dano aquela

causada pelo patégeno Macrophomina phaseolina.

2.2.1 Taxonomia

O fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. é o agente etiolégico da
doenca conhecida como podriddo cinzenta do caule ou podriddo de carvdo. E o
principal representante do género Macrophomina (PHILLIPS et al., 2013; SLIPPERS
et al, 2013). Este patégeno pertence ao filo Ascomycota, familia
Botryosphaeriaceae.

Embora morfologicamente tenham sido descritas cinco espécies no género
Macrophomina, analises filogenéticas de isolados obtidos de diferentes hospedeiros
e regides geograficas (incluindo continentes diferentes) sugerem o género como
monotipico (PHILLIPS et al., 2013). No entanto, no Brasil foi descrita uma segunda
espécie (MACHADO, 2012) e no Senegal, uma terceira (SARR et al., 2014). A
espécie descrita no Brasil foi isolada do hospedeiro Jatropha curcas L., identificada
como Macrophomina sp. 1. E aquela relatada no Senegal foi encontrada em
Abelmoschus esculentus L., Arachis hypogaea L., Hibiscus abdarifa L. e feijao-caupi

e nomeada de M. pseudophaseolina.
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Morfologicamente as trés espécies sao similares, havendo sutis diferencas: os
conidios de M. pseudophaseolina sdo ligeiramente menores que o0s de
M. phaseolina. Sendo que ambas, M. phaseolina como M. pseudophaseolina,
ocorrem nos mesmos hospedeiros no Senegal. A confirmagao de que M. phaseolina
e M. pseudophaseolina eram espécies distintas foi possivel por meio de anélises
filogenéticas de genes “housekeeping” ITS (Internal Transcribed Spacer) ACT
(Actin), CAL (Calmodulin), TEF-1a (Elongation fator 1a) e TUB (B-Tubulin) (SARR et
al., 2014).

2.2.2 Distribuicdo e importancia

Macrophomina phaseolina é considerado um dos fitopatbgenos mais
importantes nos tropicos. As epidemias provocadas por esse patdgeno sao
prevalecentes principalmente em areas com periodos secos e de alta temperatura
(ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990; GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012). O
patdgeno esta amplamente distribuido no mundo, associado a sementes e ao solo,
infectando plantas em qualquer estadio de desenvolvimento (IQBAL; MUKHTAR,
2014; THIRUMALACHAR; NEERGAARD; FAKIR, 1977). Tem sido confirmado como
patdgeno polifago, causando doenca em mais de 500 espécies botanicas, incluindo
culturas importantes a nivel mundial (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012; KAUR et
al., 2012; SU et al., 2001).

O impacto do patégeno na producdo da soja vém sendo estudado desde a
década de 2000. Em 2003, a podriddo de cinzenta do caule foi ranqueada como a
segunda doenca com maior impacto na reducdo da producédo da cultura da soja,
causando enormes perdas econdmicas para 0s principais produtores. No periodo de
2003-2005, as perdas foram estimadas em valores de 2,76 milhdes de toneladas,
(WRATHER; KOENNING, 2006).

Perdas de producdo nos E.U.A foram estimadas em 2,13 milhdes de
toneladas de soja entre os anos de 2006 e 2009 (KOENNING; WRATHER, 2010) e
no Brasil, a reducdo da producéo estimadas em 360 mil toneladas em 2006, tendo
alcancado a quarta posicao entre os paises onde a doenca teve mais impacto na
producdo, logo atrds da Argentina, E.U.A e Bolivia (WRATHER et al., 2010).
Destacando o grande impacto negativo na producdo de uma cultura considerada

como altamente tecnificada e com praticas de manejo estabelecidas.
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Para o género Phaseolus, informagfes sobre impactos da doenca é escassa.
Um dos poucos estudos relacionados com o impacto na produgao da cultura do
feijdo-comum foi desenvolvida no México, sendo relatado a reducdo de até 66%
(MAYEK-PEREZ et al., 2003). No Brasil, 0 conhecimento existente sobre os agentes
etiologicos de doencas de feijao-fava também é escasso (CARVALHO; BESERRA
JR; BARGUIL, 2015). Pode-se citar a podriddo cinzenta do caule, doenca
frequentemente encontrada em plantacdes dessa cultura, mas que teve seu agente
causal identificado como M. phaseolina, em 2015 (SOUSA, 2016). Informagcao que
subsidiara estudos epidemiolégicos de avaliagdo de perdas, de manejo da doenca, e

identificagé@o e estudo de materiais resistentes etc.

2.2.3 Sintomatologia

A severidade da doenca causada por M. phaseolina pode variar dependendo
do orgdo e do estadio de desenvolvimento da planta afetada, e das condi¢des
ambientais (KAUR et al.,, 2012). Em campo, reducdo nos niveis de germinacéo e
emergéncia e podriddo de sementes, e mortalidade de plantulas, sdo sintomas
provocados pelo patéogeno (KAUR et al., 2012; THIRUMALACHAR; NEERGAARD,;
FAKIR, 1977). Sintomas precoces comuns, que também podem ser observados sao:
tombamento (pré e pos-emergéncia) (Figura 1B), lesbes negras nos cotilédones
(Figura 1D), epicétilo e hipocatilo, podriddo do caule e da haste, podriddo da raiz
(Figura 1H) e murcha (Figura 1l). As lesbes nos cotilédones, geralmente, séo
seguidas da morte da plantula por causa da destruicdo do sistema vascular (ABAWI;
PASTOR-CORRALES, 1990; IQBAL; MUKHTAR, 2014).

As plantas que conseguem escapar da infeccdo precoce, podem ser
infectadas em outros estadios de desenvolvimento, podendo causar a queda das
folhas e/ou murcha (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990; RAO et al., 2015). Lesbes
em forma de fuso, com centros cinza-claro e margens marrom com picnidios ou
microesclerécios dispersos sdo sintomas e sinais frequentes em plantulas. Em
plantas adultas é frequentemente observada a presenca de lesbes fusiformes nas
hastes, com uma coloracdo acinzentada com desenvolvimento mais lento; os
microesclerécios podem ser observados em caules e ramos como pequenas
pontuacdes negras dispersas entre as lesdes (Figura 1L); plantas adultas com altos

niveis de severidade da doenca chegam a apresentar murcha e a consequente
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morte da planta (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990). Os fatores que levam a

morte das raizes e do caule sdo a obstru¢cdo dos vasos do xilema e a acgéo

patogénica do fungo, com producdo de enzimas e toxinas que necrosam o tecido
(ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990; ALMEIDA et al., 2014).
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Figura 1 Macrophomina phaseolina em feijao-fava (Phaseolus lunatus L.). (A)
Micélio sobre a vagem; (B) Tombamento em campo; (C) Cotilédone
saudavel; (D) Cotilédone com lesdo escura e massa de microesclerécios;
(E) Microesclerdcios em caule; (F) Tombamento em plantas inoculadas;
(G) Raiz saudavel; (H) Podriddo de carvao em raiz inoculada; (I, J)
Sintomas foliares, com presenca de picnidios em plantas inoculadas; (K)
M. phaseolina em meio BDA; (L) Microesclerécios em caule de planta
inoculada; (M) Massa de microesclerdcios produzidos em meio BDA; (N)
Picnidios na superficie de folha de planta inoculada; (O) Picnidio com
conidios. Barra: N-O = 20 um. Teresina, Pl — 2016

Fonte: Sousa (2016)

No Brasil, a podriddo cinzenta do caule em feijdo-fava foi registrada pela

primeira vez em amostras coletadas nos estados do Ceara e Piaui (SOUSA, 2016).
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As plantas de feijdo-fava exibiam diversos sintomas como podriddao de sementes
com crescimento de micélio fungico sobre o tegumento, presenca de lesGes escuras
no hipocotilo e epicotilo, além de seca e morte de plantulas. Nos cotilédones foi
descrita a presenca de uma mancha de cor variando do vermelho ao marrom escuro
na regido de insercdo dos cotilédones e que seguia em direcdo ao hipocaétilo e
epicétilo (Figura 1D). No caule produz abundancia de microesclerdcios e o sistema
radicular foi reduzido e necrosado (Figura 1E e H). Algumas plantas murcharam e
secaram, com a formacdo, em sequéncia, de numerosos picnidios (Figura 1N)
(SOUSA, 2016).

2.2.4 Sobrevivéncia e disseminacao

O fungo é possuidor de duas fases assexuadas (anamorficas) bem definidas
(picnidial e esclerodial) (SARR et al., 2014). Porém, o estagio sexual (teleomofo) ndo
é conhecido (SRINIVASAN et al.,, 2009). M. phaseolina sobrevive no solo e
dissemina-se, principalmente, na forma escleroidal, fonte primaria de inéculo do
patogeno (ALMEIDA et al., 2014; MUCHERO et al., 2011). A fase esclerodial é
caracterizada pela formacdo de esclerddios por meio do agregamento de hifas
(KAUR et al.,, 2012). Embora muitos isolados tenham a capacidade de produzir
estruturas reprodutivas assexuais, esclerdcios e picnidios, frequentemente tem sido
relatada apenas a producdo de esclerécios (ALMEIDA et al., 2014
THIRUMALACHAR; NEERGAARD; FAKIR, 1977).

Os esclerécios (especificamente os microesclerocios) sdo formados nos
tecidos dos hospedeiros, produzidos a partir do micélio, consistindo em uma
estrutura solida e resistente a condicfes adversas, facilmente encontrados sob a
epiderme das raizes ou na camada externa do cortex e na regido do colo (ALMEIDA
et al.,, 2014). Com a decomposicado desses tecidos, as estruturas sao incorporadas
no solo (ALMEIDA et al., 2014; OLAYA; ABAWI, 1996). A abundante producéo de
esclerdcios de cor negra torna a aparéncia dos tecidos infectados escurecida, uma
das razdes pelas quais a doenca é conhecida como podriddo de carvao (SARR et
al., 2014).

A fase picnidial é caracterizada pela producdo de estruturas globosas de
coloragcédo preto-acinzentada, inicialmente inserida no tecido do hospedeiro, que

rompem-se quando maduros, sendo esta a fase patogénica da doenca (KAUR et al.,
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2012). Os picnidios tém um elevado potencial epifitico, 0 que favorece a dispersao
dos conidios, em comparacdo com a dispersdo do esclerécio (THIRUMALACHAR,;
NEERGAARD; FAKIR, 1977). No entanto, a capacidade de propagac¢ao do fungo por
meio dos picnidios, de uma planta para outra, em um mesmo ciclo cultural, parece
ser menor (ALMEIDA et al., 2014).

2.2.5 Epidemiologia

O patdgeno produz nos tecidos das raizes ou hastes do hospedeiro a primeira
fonte de inbéculo, os microesclerécios, que geralmente sdo encontrados nos
primeiros centimetros do solo (SHORT; WYLLIE; AMMON, 1978). M. phaseolina
estd bem adaptado para sobreviver em condi¢cOes adversas, como solos com baixo
nivel nutricional e temperaturas acima de 30°C, como 0s encontrados em paises
tropicais e subtropicais (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990; GUPTA; SHARMA;
RAMTEKE, 2012). Apos a germinagdo do microesclerocio, o apresorio, formado a
partir do tubo germinativo, penetra através da epiderme do hospedeiro, pela
secrecdo de enzimas degradadoras da parede celular, bem como, por aberturas
naturais ou ferimentos (MAYEK et al., 2002). A ramificacdo do micélio pode atingir
os tecidos vasculares, crescendo através dos cortex e emergindo nos vasos do
xilema (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990). A colonizacdo dos tecidos vasculares
associado com a producdo de toxinas e enzimas com grande capacidade de
degradacdo podem causar murcha (ISLAM et al., 2012; JONES; JONES; WANG,
1997).

A producdo de picnidios nos tecido do hospedeiro € uma caracteristica
variavel, dependente da especificidade da interacdo patégeno-hospedeiro, e da
natureza do isolado, que determinara o papel dos conidios no ciclo da doenca
(THIRUMALACHAR; NEERGAARD; FAKIR, 1977). Em feijao-fava, diferente de
relatos em outras culturas, foi observada abundante producdo de picnidios nos
tecidos do hospedeiro. O mesmo néo ocorreu em meio de cultura (SOUSA, 2016).

A sobrevivéncia de M. phaseolina é garantida por 2 a 15 anos pela estrutura
de resisténcia, 0 microesclerocio. A sobrevivéncia dos microesclerocios esta mais
relacionada com as condi¢cdes ambientais em que foi desenvolvido, que com a
natureza do tecidos do hospedeiro onde foi produzido (SHORT; WYLLIE; AMMON,

1978). Esta periodicidade da germinacdo do fungo ao longo do tempo pode ajudar
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na reducdo do inéculo primério e taxas de disseminagédo secundarias, resultando em
um lento progresso da doenca.

O patdégeno é geralmente transmitido por sementes infectadas, atingindo as
plantulas em desenvolvimento (RAO et al., 2015). As sementes infectadas
possibilitam também que o patdégeno alcance novas areas de cultivo. O uso de
sementes infectadas € uma das principais fontes de disseminacdo da doenca,
representado um elevado risco, principalmente, pela escassez de trabalhos
relacionados ao estudo da incidéncia de M. phaseolina em sementes no Brasil. Os
poucos registros encontrados apresentam elevados niveis de incidéncia. Na cultura
do feijdo-caupi foi relatado 62% de incidéncia de M. phaseolina em amostras
procedentes do Nordeste do Brasil (ATHAYDE SOBRINHO, 2004). Trabalho recente
desenvolvido na cultura de feijao-fava revelam nivel médio de incidéncia de 1,58%, e
maximo de 18,25%, foram encontrados em sementes infectadas com M. phaseolina
a partir de amostras coletadas no nordeste do Brasil (MOTA, 2016).

A natureza da sobrevivéncia do patégeno pode explicar a distribuicdo espacial
do agente patogénico sobre uma vasta area geografica. Portanto, é destacavel a
importancia da inspecao sistematica de materiais vegetais comercializados como
estratégias para evitar a introducdo e propagacédo do patégeno na area de cultivo.
Sementes e tecidos de plantas doentes que abrigam o patdgeno, podem ser
desinfestados antes do plantio. No entanto, deve ser assegurado que 0 agente
patogénico ndo se tornou sistémico. O uso de sementes livres do patégeno também
€ uma estratégia para reduzir o nivel de inoculo inicial e, portanto, diminuicdo da
severidade da epidemia na area (KAUR et al., 2012; RAO et al., 2015).

2.2.6 Variabilidade

A fase teleomorfica de M. phaseolina ainda ndo foi encontrada, sendo esta
importante para que ocorra a recombinacdo genética e consequente aumento da
variabilidade genética. No entanto, € recorrente o relato de elevado grau de variacao
morfolégica (IQBAL; MUKHTAR, 2014; MAYEK-PEREZ et al., 2001), patogénica
(ALGHUTHAYMI et al., 2016; MAYEK-PEREZ et al., 2001; SU et al., 2001), e
genética (ALGHUTHAYMI et al., 2016; JANA et al., 2003; MAYEK-PEREZ et al.,
2001; MUNOZ-CABANAS; HERNANDEZ-DELGADO; MAYEK-PEREZ, 2005;
PECINA et al., 2001; SU et al., 2001) desse patdgeno.
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Diferentes niveis de severidade de doenca causada por M. phaseolina em
diferentes hospedeiros vem sendo relatada em isolados originérios de soja, girassol
e feijao-comum (IQBAL; MUKHTAR, 2014; MAYEK-PEREZ et al., 2001; REYES-
FRANCO et al., 2006). Parece haver algum nivel de especializacdo do fungo com
determinados hospedeiros quando sé&o isolados de areas cultivadas com soja, sorgo
e milho, pois tém expressado diferentes niveis de agressividade entre esses
hospedeiros. Essa possivel especializacdo pode estar relacionada com o histérico
de uso do solo para cada cultura (SU et al., 2001). Isso sugere que, embora seja
possivel certo grau de especializacdo, parece ser necessarios alguns anos para
ocorrer (IQBAL; MUKHTAR, 2014).

Diante da possivel variabilidade desse patdégeno, diferentes estudos tém
tentado diferenciar isolados de M. phaseolina com base na procedéncia geografica
e/ou hospedeiro de origem, usando marcadores moleculares (JANA et al., 2003;
KAUR et al., 2012).

A variabilidade genética foi sugerida pelo alto grau de polimorfismo
encontrado em isolados de M. phaseolina procedentes das mesmas areas
geogréaficas ou similares areas agroecolégicas (ALMEIDA et al., 2014; MUNOZ-
CABANAS; HERNANDEZ-DELGADO; MAYEK-PEREZ, 2005; PECINA et al., 2001).
O estudo da origem da variabilidade com base na origem geografica tem motivado
muitos estudos (MUNOZ-CABANAS; HERNANDEZ-DELGADO; MAYEK-PEREZ,
2005; REYES-FRANCO et al.,, 2006). As evidéncias indicam que a diversidade
morfoldgica, genética e patogénica sdo mecanismos de resposta no processo de
adaptacdo a uma ampla variedade de ambientes (IQBAL; MUKHTAR, 2014).

A alta variabilidade do patégeno foi o principal fator para nao ter sido possivel
sua classificacdo em forma specialis, subespécies ou racas fisiologicas.
M. phaseolina foi a Unica espécie do género confirmada até o ano 2014, quando foi
descrita a segunda espécie do género, M. pseudophaseolina, espécie semelhante a
M. phaseolina em termos morfologicos, distribuicdo e gama de hospedeiros.
Diferenciando-se morfologicamente apenas por ser os conidios, desta segunda
espécie, ligeiramente menores (SARR et al., 2014). A semelhanca morfologica entre
essas espécies pde em duvida se todos os isolados de M. phaseolina utilizados nos
estudos de variabilidade eram de fato apenas desta espécie. A possivel existéncia

de mais de uma espécie, dentre os isolados de M. phaseolina estudados nos
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trabalhos discutidos neste item, poderia explicar a elevada variabilidade genética

atribuida ao patégeno.

2.3 Manejo da podrid&o cinzenta do caule

O manejo das doencas causadas por fungos habitantes do solo, como € o
caso da podriddo cinzenta do caule, € muito dificil, pois os patdgenos geralmente
apresentam grande gama de hospedeiros e elevada persisténcia no solo
(MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005; MUCHERO et al., 2011). No caso de
M. phaseolina, a aparente elevada variabilidade genética aumenta seu poder
patogénico e dificuldade de controle. Trabalhos e/ou resultados na busca de fontes
de resisténcia de feijdes contra este patdgeno € escassa e no caso da cultura do
feijdo-fava, a falta de informacgéo relacionada com seu manejo agrondmico, limitam
muito mais a procura de estratégias de controle da doenca (CARVALHO; BESERRA
JR; BARGUIL, 2015).

A podriddo cinzenta do caule € considerada como de dificil manejo pela
rotacdo de culturas, além de ser técnica e economicamente inviavel por outros
métodos, como o controle quimico, limitando seu controle ao desenvolvimento de
alternativas como supressédo, controle cultural por meio da modificacdo das
condicbes de pré e pos-plantio, e uso de materiais resistentes (MICHEREFF;
ANDRADE; MENEZES, 2005). Na procura de mecanismos de manejo de doencas,
comumente tem sido considerado o uso de variedades resistentes, por ser um dos
métodos mais eficientes para 0 manejo de patégenos, além de reduzir os impactos
ambientais, por causa da reducdo das aplicacdes de defensivos agricolas
(CAMARGO; BERGAMIN FILHO, 2011). Entretanto, ndo existe, no Brasil,
variedades melhoradas de feijdo-fava, nem de outras leguminosas, resistentes a
M. phaseolina.

Neste sentido, diversas pesquisas que objetivam avaliar resisténcia do
hospedeiro contra M. phaseolina tém sido relatadas (LIMA, 2015; MAYEK-PEREZ et
al., 2003; MAYEK et al., 2004; NORONHA et al., 2012; TWIZEYIMANA et al., 2012).

Na cultura do feijdo-comum foram encontrados 50 acessos apresentando
resisténcia e seis tolerantes a M. phaseolina, dentre 313 avaliados em condicfes de
campo, no Quénia (SONGA et al., 1997). Em feijdo-caupi, de 35 gendtipos

avaliados, foram encontrados diferentes niveis de resisténcia a M. phaseolina. Neste
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estudo néo foi relatada nenhuma reacao de imunidade ou elevada resisténcia contra
o patdogeno (NORONHA et al., 2012). Em estudos no melhoramento genético do
feijdo-caupi foi possivel a identificacdo e selecdo de populacbes resistentes a
M. phaseolina, que permitiram obter certos cruzamentos segregantes com elevado
potencial na obtencéo de linhagens resistentes (LIMA, 2015).

Em ano de 2003, Mayek-Pérez et al. determinaram a relacdo entre a
suscetibilidade a M. phaseolina e parametros de estabilidade do rendimento do
feijdo-comum de racas de origem Mesoamericana. Dentre os genotipos classificados
como resistentes, 35% teve rendimento estdvel em campo, sugerindo uma grande
influéncia do ambiente nas expressdes da resisténcia. O ambiente tem papel
importante na reacao de resisténcia de genétipos a podridao cinzenta do caule, pois
a maioria das reacfes sao associadas com especificos niveis de agressividade do
patdgeno para cada origem geografica. Mayek et al. (2004) sugerem que ocorre a
manifestagéo de certos niveis de resisténcia em determinadas condi¢des ambientais
e/ou de procedéncia do fungo.

Em estudo de avaliacdo do efeito de M. phaseolina na producdo do
feijdo-comum, no qual foram avaliados 74 genotipos, a maioria dos materiais
resistentes e com altos niveis de producdo, eram procedentes da regido
Mesoamericana, com condi¢des climaticas similares aquelas onde foi desenvolvido
0 estudo (MAYEK-PEREZ et al., 2003). Genétipos de feijio-comum desenvolvidos
em regifes agroclimaticas diferentes das regibes do trOpico mexicano mostraram
maiores niveis de dano por M. phaseolina e menores rendimentos de semente. No
entanto, foram encontrados genodtipos expressando resisténcia ao fungo e
estabilidade de rendimento sob diferentes condicbes de deficiéncia hidrica. Cinco
genotipos com média de rendimento acima de 1000 kg/ha e com as menores meédias
de severidade de podriddo cinzenta do caule foram relatados a partir de 56
gendtipos (MAYEK et al., 2004).

Um dos poucos resultados da existéncia de resisténcia de feijao-fava contra o
patégeno foi realizado em um estudo sob a reacdo de resisténcia de gendtipos de
soja. Neste estudo, a patogenicidade de isolados de M. phaseolina foi avaliada e
comparada com algumas espécies do género Phaseolus, dentre elas P. lunatus
(feijao-fava). A area abaixo da curva de progresso da doenca deste acesso (Bush
Baby Lima) apresentou valores significativamente menores (p<0,05) que aqueles

das outras espécies de Phaseolus, ou seja, niveis de resisténcia superiores
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(TWIZEYIMANA et al., 2012) e estatisticamente igual aquele acesso de soja mais
resistente. Esse estudo fornece informacgao relevante sob a existéncia de reacgdes de
resisténcia de feijdo-fava a M. phaseolina, possibilitando o desenvolvimento de
pesquisas visando a produzir cultivares portadoras de resisténcia ao patdgeno.
Embora tenham sido relatados resultados variaveis e, no caso do feijao-fava
escassos, com relacdo a resisténcia a M. phaseolina, os resultados disponiveis na
literatura sdo promissores, existindo a possibilidade de encontrar genes que

confiram resisténcia estavel.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal, isolados do patdgeno e instalacdo dos experimentos

Para a selecdo de acessos de feijao-fava resistentes a isolado(s) de
M. phaseolina foram desenvolvidos trés experimentos, conduzidos no Laboratoério de
Fitopatologia e Microbiologia do Departamento de Fitotecnia, UFPI, e em casa de
vegetacdo do Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Acucar da UFPI
(PMGCA-UFPI), na cidade de Teresina, Piaui.

Sete isolados de M. phaseolina e trinta e sete acessos de feijao-fava foram
utilizados neste estudo. Os isolados fazem parte da colecdo de fungos
fitopatogénicos do Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia. Os mesmos foram
obtidos de plantas sintomaticas de feijdo-fava obtidas de produtores rurais dos
estados do Piaui e Ceara (ANEXO A). Os acessos de feijao-fava utilizados séo
pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do Laboratério de Sementes e
Recursos Genéticos, do Departamento de Fitotecnia, UFPI (ANEXO B).

Os isolados foram cultivados em meio batata-dextrose-agar (BDA), incubados
a 28 £ 2 °C, com fotoperiodo de 12 h. O método de inoculagcéo adotado foi o grédo de
arroz com casca inoculado com o patdogeno adaptado de Songa et al. (1997). Este
método consistiu na adicdo de 100 g de grédos de arroz com casca e 100 mL de
agua destilada em erlenmeyers de 400 mL, posteriormente esterilizados por
autoclavagem durante 30 minutos a 121 °C. Apos resfriamento, foram adicionados
em cada frasco cinco discos de meio de cultura BDA de 5 mm de diametro,
colonizado com M. phaseolina, de sete dias de idade. Em seguida, os erlenmeyers
foram incubados durante 15 dias sob temperatura de 28 + 2 °C e fotoperiodo de 12
h, até a completa colonizacdo dos graos. Para garantir uma colonizacdo mais rapida
e uniforme, a partir do terceiro dia apos deposicao dos discos de micélio, os frascos
foram agitados manualmente a cada dia.

Todas as sementes utilizadas foram desinfestadas em solucdo NaClO 1,5%
por dois minutos, lavadas em agua destilada esterilizada e secadas em papel toalha,
protocolo adaptado do Manual de Andlises Sanitaria de Sementes (2009). Em
seguida, foram semeadas em copos ou vasos contendo substrato (70% de solo,
15% de palha de arroz queimada e 15% de esterco bovino) previamente

autoclavados, por duas vezes, a 121 °C por uma hora, adaptado de Ormeio-Orrillo e
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Zufiga-Davila (1999). Em cada cova de plantio foram depositados cinco graos de
arroz colonizados pelo fungo. Os controles de cada tratamento consistiram na
deposicao de graos de arroz autoclavados e nao colonizados pelo fungo, em cada
cova de plantio.

Em todos os experimentos, 25% das plantas doentes foram selecionadas ao

acaso para recuperacao do agente causal.

3.2 Experimento I: Avaliagcdo da agressividade de isolados de M. phaseolina

em feijdo-fava

O experimento foi conduzido no més de dezembro de 2015 e janeiro de 2016,
usando sete isolados de M. phaseolina, avaliados e classificados quanto a
agressividade na variedade crioula de feijao-fava “Branquinha” (acesso UFPI 890),
suscetivel ao patdgeno. Os isolados utilizados foram ESS01, ESS02, LLPO1, JM33,
ESS07, MPM143 e MPM144 (ANEXO A). O acesso foi semeado em vasos plasticos
de 2,8 L contendo substrato como descrito no item 3.1. Em cada vaso foram
semeadas trés sementes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sete
tratamentos, sete repeticbes e um controle. Cada repeticdo consistiu em um vaso

com trés plantas, e cada controle em um vaso com trés plantas.

3.3 Experimento II: Avaliacdo da reacdo de resisténcia de acessos de

feijdo-fava a M. phaseolina e impacto da época na reacao de resisténcia

Trinta e sete acessos de feijdo-fava (ANEXO B) foram avaliados e
classificados quanto a resisténcia a um isolado agressivo selecionado do
experimento |, em duas épocas diferentes, visando o estudo da influéncia de
variacfes climaticas no desenvolvimento da doenca ou expressao da resisténcia. A
preparacao do inéculo de M. phaseolina, bem como os procedimentos de instalacéo
do experimento e inoculagéo estdo descritos no item 3.1.

O experimento foi repetido duas vezes em épocas diferentes do ano: iniciando
na segunda semana de fevereiro e na segunda semana de julho de 2016. A primeira
época foi selecionada por ser o periodo de plantio tradicional, caracterizado por

apresentar chuvas e temperaturas amenas, e a segunda época, por apresentar
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condicdes climaticas diferentes, principalmente temperaturas mais elevadas e menor
umidade.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 37
tratamentos, com quatro repeticbes e um controle. Cada repeticdo consistiu em
parcelas de seis plantas, semeadas individualmente em copos de 500 mL e cada

controle em quatro copos com uma planta.

3.4 Experimento lll: Avaliagcdo da estabilidade da resisténcia de acessos de
feijdo-fava em relacao a sete isolados de M. phaseolina

Com base nos resultados do Experimento Il foram selecionados seis acessos
de feijdo-fava para andlise da estabilidade da resisténcia a M. phaseolina; trés
acessos considerados resistentes e trés acessos considerados suscetiveis. Esses
acessos foram avaliados em relacdo a capacidade resisténcia a infeccado por sete
isolados de M. phaseolina descritos no item 3.2.

O solo e os procedimentos de producdo de inéculo e, plantio, foram os
mesmos adotados no item 3.1.

O experimento foi desenvolvido nos meses de outubro e novembro de 2016.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 42 tratamentos, com
guatro repeticbes, sendo cada repeticdo constituida por trés plantas semeadas
individualmente em copos de 500 mL e o controle, constituido em um copo com uma

planta.

3.5 Analise dos dados

A avaliacdo do desenvolvimento da doenca foi realizada 10, 15, 20, 25, 30 e
35 dias ap6s a inoculacdo das sementes (excecdo para o Experimento I, onde a
primeira avaliacdo ocorreu aos 20 dias). A reacdo de resisténcia das plantas a
infeccdo por M. phaseolina foi estimada com o auxilio da escala de severidade
adaptada de Abawi; Pastor-Corrales (1990), para avaliacdo da podriddo cinzenta do
caule em feijdo-comum, em que: 0 = auséncia de sintomas; 1 = lesdes limitadas aos
tecidos cotiledonares; 2 = lesdes radiculares, cotiledonares e/ou alcancando os
tecidos do hipocétilo em aproximadamente 2,0 cm; 3 = lesbes acima de 2,0 cm de

comprimento na regido do colo da planta; 4 = caule com todo seu diametro
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colonizado pelo fungo e/ou com presenca de picnidios; 5 = sementes nédo
germinadas e tombamento de plantulas (Figura 2).

Posteriormente foi calculada a severidade (SEV) da doenca obtida de acordo
com o indice de McKinney (1923), pela expressao:

K Fp.x
SEV =k—1—kk100
n. Xy

Onde:

a) SEV: proporcao da média ponderada das notas;

b) F«: representa o nimero de individuos da amostra com nivel de infe¢ao X,

k=1,...,K, na parcela;

C) X« valor numérico da escala empregada;

d) n: nimero total de individuos na amostra;

e) Xk: valor numérico maximo da escala empregada.

No Experimento |, os dados de severidade do 25° dia de avaliagdo, foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as medias comparados pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

No Experimento Il, os dados de severidade do 35° dia de avaliacdo, foram
submetidos a ANOVA a 5% de probabilidade (ANEXO C e D). Posteriormente foi
aplicado o teste de homogeneidade de variancias pelo teste de F maximo de Hartley
a 5% de probabilidade das duas épocas do experimento e uma analise conjunta das
mesmas (ANEXO E e F).

Para a andlise conjunta do Experimento I, os dados de severidade do 25° dia
de avaliacdo, foram submetidos a ANOVA, considerando os fatores Epoca, Acesso e
a interacdo Epoca-Acesso, e as médias dos acessos comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

No Experimento Ill, os dados de severidade do 35° dia de avaliacdo, foram
submetidos a analises ndo-paramétrica Kruskall-Wallis, considerando como fatores
de cada anadlise os acessos e 0s isolados, particionada para cada acesso e cada
isolado, respectivamente, e as meédias comparadas aos pares a 5% de

probabilidade.
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Figura 2 Representagédo grafica das notas da escala de severidade em feijdo-fava
(Phaseolus lunatus L.), adaptada de Abawi; Pastor-Corrales (1990) para
avaliagdo da podriddo cinzenta do caule em feijdao-comum (Phaseolus
vulgaris L.). (A) Nota 1; (B, C e D) Nota 2; (E e F) Nota 3; (G, H e ) Nota 4;
(J, K, L, M, N, O e P) Nota 5. Teresina, PI-2016.

Fonte: Autor
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Com os dados de severidade, foi calculada a reacdo de resisténcia de cada
acesso, expressa pela média aritmética da severidade das plantas avaliadas. Essa
caracteristica foi utilizada para discriminar os acessos em seis classes de reacdo a
M. phaseolina, sendo:

a) 0 =imune (I)

b) 0,1-20 = resistente (R);

c) 20,01-40 = medianamente resistente (MR);

d) 40,01-60 = medianamente suscetivel (MS);

e) 60,01-80 = susceptivel (S);

f) 80,01-100 = altamente suscetivel (AS).

Os dados de severidade de cada dia de avaliagdo dos experimentos | e Il (e
as duas respectivas épocas) foram submetidos ao teste para dados né&o
parameétricos Kruskal Wallis, considerado como fator de estudo os diferentes dias de
avaliacdo, e as médias dos tratamentos comparadas em duplas.

Para as andlises estatisticas e interpretacdo, de acordo as variaveis
avaliadas, elaboraram-se tabelas de frequéncia desenvolvidas com o programa
Microsoft Excel® e o programa estatistico InfoStat ® (DI RIENZO et al., 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento I: Avaliacdo da agressividade de isolados de M. phaseolina

em feijdo-fava

Foram encontradas diferencas entre os niveis de agressividade dos isolados.
A agressividade expressa pelo isolado MPM143 foi significativamente menor
(p<0,05) quando comparada com os demais isolados (Tabela 1), permitindo
classificar o acesso UFPI 890 como medianamente suscetivel (MS), tendo em vista
que o mesmo foi considerado como suscetivel (S) e altamente suscetivel (AS) para
0os demais isolados. As sementes dos tratamentos controle germinaram e nao
apresentaram sintomas da doenca.

Resultados similares tém sido relatados em estudos visando analisar a
variabilidade patogénica e genética de isolados de M. phaseolina. Agressividade
diferenciada foi relatada entre isolados com mesmo pais de origem, coletados de
diversos hospedeiros no México, Italia, Australia, USA, Colémbia e Brasil (REYES-
FRANCO et al., 2006). Em feijdo-mungo (Vigna radiata L.), ha relato de variacédo da
reacdo de gendtipos a infeccdo de um mesmo isolado de M. phaseolina, além de
diversos niveis de agressividade entre isolados testados (IQBAL; MUKHTAR, 2014).

Tabela 1 Severidade (SEV) média e reacdo de resisténcia do acesso UFPI 890 de
feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) inoculado com sete isolados de
Macrophomina phaseolina. Teresina, Pl — 2016

Isolado SEV média (%) Reacdo de Resisténcia
MPM143 42,86 a MS
ESS02 76,19 b S
LLPO1 88,57 b AS
MPM144 89,52 b AS
JM33 90,48 b AS
ESS01 9524 b AS
ESS07 100,00 b AS

Médias com letra mindscula comum ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey
(p>0,05). Reacdo de resisténcia: Resistente (R), medianamente resistente (MR), medianamente
susceptivel (MS), susceptivel (S) e altamente susceptivel (AS).

O resultado indica que existe variacdo de agressividade entre os isolados de
M. phaseolina, que pode oscilar a depender do nivel de resisténcia do hospedeiro e

das variaveis ambientais.



36

4.2 Experimento II: Avaliacdo da reacdo de resisténcia de acessos de

feijdo-fava a M. phaseolina e impacto da época na reagao de resisténcia

Considerando que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) na agressividade
dentre seis isolados de M. phaseolina, avaliados no Experimento | (Tabela 1),
gualquer um desses isolados poderia ter sido escolhido para a execugcao do
Experimento II. Assim, o isolado MPM144 foi utilizado como in6culo para avaliar a
reacdo de resisténcia de 37 acessos de feijao-fava. O controle de cada tratamento
nao apresentou sintomas de infeccdo. Todos 0s acessos expressaram sintomas da
doenca, indicando que nao existe imunidade a M. phaseolina nos acessos avaliados
(Tabela 2). Embora nenhum acesso tenha apresentado reacdo semelhante a
imunidade, foram encontrados niveis promissores de resisténcia a M. phaseolina,
isolado MPM144 (Tabela 2). Resultados similares foram relatados em estudos de
selecdo de genotipos de feijio-comum (MAYEK-PEREZ et al., 2001; MAYEK et al.,
2004), feijao-caupi (ATHAYDE SOBRINHO, 2004) e soja (TWIZEYIMANA et al.,
2012) com relacado a resisténcia contra o0 mesmo patdégeno.

A anélise de comparacédo de médias discriminou os acessos de feijao-fava em
guatro grupos em interacdo com a época. Os grupos foram associados com cinco
categorias de reacdo de resisténcia, baseados na transformacdo das médias de
severidade registradas para cada acesso para reacdes de resisténcia (Tabela 2).
Apesar de ndao comum, também existem estudos relatando diferentes niveis de
resisténcia a M. phaseolina em outras espécies de feijdes, mas sendo usadas
apenas duas categorias de resisténcia (resistente e susceptivel) (ABAWI; PASTOR-
CORRALES, 1990; MAYEK-PEREZ et al., 2003; SONGA et al., 1997), dentre eles,
materiais de feijao-caupi brasileiros expressando resisténcia intermedidaria a infeccéo
por M. phaseolina (ATHAYDE SOBRINHO, 2004).

Apenas o0 acesso UFPI 892 apresentou niveis de severidade de doenca
estaveis (p>0,05) nas duas épocas para o isolado MPM144, sendo classificado
como resistente (R) nas duas épocas do Experimento Il. Os acessos UFPI 905, UFPI
908, UFPI 902b, UFPI 902a e UFPI 904 também expressaram reacfes de
resisténcia relativamente estaveis, mantendo os niveis mais altos das categorias de
resisténcia (MS e R), no entanto diferindo estatisticamente entre as épocas (Tabela
2).
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Tabela 2 Severidade (SEV) média e reagbes de resisténcia de 37 acessos de
feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) em duas épocas (fevereiro-marco e
julho-agosto), apds inoculagdo com o isolado MPM144 de Macrophomina
phaseolina. Teresina, Pl — 2016

SEV (%) Reacdo de Resisténcia
Acesso = > . g
Epocal Epocall Epocall Epocall
UFPI 892 1250a A 500aA R R
UFPI 908 25,00b B 500aA MR R
UFPI 905 2750b B 500aA MR R
UFPI 902a 38,33bB 14,00a A MR R
UFPI 902b 34,17bB 19,00 a A MR R
UFPI 904 39,17b B 16,00 a A MR R
UFPI 917 55,83¢cB 14,00a A MS R
UFPI 915 57,50cB 10,00 a A MS R
UFPI 882a 65,00d B 14,00a A S R
UFPI 897 2250aA 35,00bB MR MR
UFPI 916 2416 a A 29,00b B MR MR
UFPI 893 21,66 aA 51,00c B MR MS
UFPI 889 37,50b A 49,00c B MR MS
UFPI 898 38,34b A 50,00c B MR MS
UFPI 907b 25,84b A 71,00dB MR S
UFPI 913 41,66 b A 31,00b A MS MR
UFPI 896 41,67b A 31,00b A MS MR
UFPI 900 48,34cB 35,00b A MS MR
UFPI 909 51,66cB 38,00b A MS MR
UFPI 910 64,17 dB 40,00 b A S MR
UFPI 885 82,50d B 29,00b A AS MR
UFPI 911 4750c A 50,00 c A MS MS
UFPI 912 50,00c A 50,00 c A MS MS
UFPI 899 54,16 c A 4500c A MS MS
UFPI 891 55,00c A 58,00c A MS MS
UFPI 881 57,50cB 41,00b A MS MS
UFPI 888 5750cA 56,00 c A MS MS
UFPI 914 45,00c B 78,00d A MS S
UFPI 906 48,33 CcA 68,00d B MS S
UFPI 890 53,34 cA 74,00d B MS S
UFPI 918 60,00c A 66,00d B MS S
UFPI 882b 75,83dB 40,00 b A S MS
UFPI 886a 58,33Cc A 52,00c A S S
UFPI 907a 65,00d A 79,00d A S S
UFPI 886b 70,00d A 79,00d A S S
UFPI 887 61,67 CcA 90,00d B S AS
UFPI 880 90,00d A 75,00d A AS S
MEDIA 48,76 A 43,11 B - -

Médias com letra comum ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p>0,05).
Letras mailsculas indicam diferencas entre colunas e minusculas entre linhas. Reacgédo de resisténcia:
Resistente (R), medianamente resistente (MR), medianamente susceptivel (MS), susceptivel (S) e
altamente susceptivel (AS).
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Os niveis de severidade expressados em reacfes de resisténcia foram
relativamente varidveis nas épocas para alguns acessos, havendo alteracdo da
categoria resisténcia (para mais ou para menos) has épocas, como nos casos dos
acessos UFPI 915, UFPI 882a e UFPI 917 considerados como suscetiveis na
primeira época, expressaram baixa severidade na segunda época, sendo
classificados como resistentes (Tabela 2), todos eles diferentes estatisticamente
(p<0,05) entre as épocas. E possivel observar grande aumento dos acessos
classificados como resistentes e a reducdo do niumero de acessos suscetiveis na
segunda época (Figura 3). A reacdo de resisténcia na segunda época variou em
67,57% dos acessos, quando comparada com a segunda época. Desse percentual,
43,24% dos acessos apresentaram niveis de severidade menores (aumentando de
categoria de resisténcia) e 24,33% expressaram niveis maiores (descendo de
categoria de resisténcia).

Daqueles acessos que apresentaram menores niveis de severidade, ou seja,
reacdes de resisténcia maiores, 27,03% aumentaram em uma categoria a reacao de
resisténcia para a segunda época; 10,81% aumentaram duas categorias de
resisténcia; e 5,41% aumentaram em até trés niveis na escala de reacdo de
resisténcia. A variacdo em categorias de resisténcia foi por causa das menores
médias de severidade expressa pelos acessos na segunda época (Tabela 2).

A variacdo da resisténcia expressa nas duas épocas € comparavel com a
ampla variacdo dos resultados relatados para genotipos de feijdo-comum a
M. phaseolina, na Coldombia (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1988), Quénia
(SONGA et al., 1997), México (MAYEK-PEREZ et al., 2003) e também em
feijdo-mungo no Paquistdo (IQBAL; MUKHTAR, 2014). Nesses casos, a alteracdo na
expressdo de resisténcia dos gendtipos foi relacionada, em grande parte, com a
capacidade de infeccdo do isolado de M. phaseolina nas diferentes condi¢cdes
ambientais, ou seja, a alteracdo na expressao da agressividade do patégeno estava
estreitamente relacionada com capacidade de adaptacdo aos diferentes ambientes.
Igbal, Mukhtar (2014) relatam que além da variacdo patogénica dos isolados, ha
variacdo da reacdo da resisténcia entre variedades de feijdo-mungo, havendo
variacdo da expressdo de resisténcia contra M. phaseolina entre repeticdes do
experimento.

A diversidade genética do feijao-fava € um fator que pode ter influenciado os

resultados em relacdo a variagdo da resisténcia dos acessos, considerando que
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embora a espécie € predominantemente autdgama, tem sido relatadas taxas de
cruzamentos de 0,02% até 48%, dependendo do gendtipo, condicbes de
crescimento, fatores ambientais, diversidade das populacdes locais e insetos
polinizadores (BAUDOIN et al., 1998; ZORO BIl; MAQUET; BAUDOIN, 2003). Além,
gue para acessos provenientes, em sua maior parte, do Nordeste Brasileiro tem sido
relatado niveis de 38,10% de polinizagdo cruzada, com valores altos de diversidade
total (0,596), indicando a prevaléncia de sistemas de cruzamentos mistos com alta
diversidade genética entre os acessos e dentro das populacdes de cada acesso
(PENHA et al., 2016). Valores que sugerem que caracteristicas de resisténcia em
acessos podem ser emascarados entre repeticdes do experimento, resultando em
variacao dos niveis de severidade dentro das mesmas populacdes.

No estudo da divergéncia genética entre amostras de sementes de feijdo-fava
coletadas em diferentes estados do Brasil, tem sido relatada a presenca de
heterogeneidade genética para grande maioria dos descritores agromorfologicos
microssatélites usados (MELO, 2011). Considerando que os acessos avaliados séo
oriundos da regido Nordeste e que existe frequente intercambio de sementes entre
produtores de diferentes regides, € presumivel, que exista alta diversidade genética
entre 0s mesmos (SANTOS; GOMES; LOPES, 2015). Elevada divergéncia genética
dos acessos avaliados neste estudo pode ter sido um fator importante na expressao
de diferentes niveis de resisténcia contra M. phaseolina.

A ocorréncia de interacéo significativa entre fatores (Epoca-Acesso) (ANEXO
G), indica que a resisténcia de diversos acessos contra o isolado MPM144 de
M. phaseolina variou entre as épocas, que ha diferentes niveis de resisténcia entre
acessos em cada época, e o ambiente teve influéncia na resisténcia para alguns dos
acessos e/ou agressividade do isolado.

As épocas de realizacdo do Experimento Il foram estatisticamente diferentes,
com a média da severidade na primeira época de 48,76%, significativamente maior
(p<0,05), que a média da segunda época (43,11%) (Tabela 2). As reacbes de
resisténcia a infeccdo, para varios acessos na primeira época, foram
consideravelmente menores em relacdo aquelas expressadas na segunda época.
Na primeira época, apenas um acesso foi classificado como resistente, em contraste
com a segunda época, na qual foram registrados nove acessos resistentes,
equivalendo a 24,32% dos acessos estudados (Tabela 2 e Figura 3). Os menores

niveis de severidade apresentados pelos acessos indicam limitagdo do isolado de
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M. phaseolina em causar doenca sobre certas condi¢cdes ambientais, sugerindo que
a interacdo Epoca-Acesso pode dificultar a avaliagdo fenotipica quando ndo ha
controle de condic¢Bes climaticas.
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Figura 3 Classificacdo de acessos de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) em cinco
niveis de resisténcia (Resistente (R), medianamente resistente (MR),
medianamente susceptivel (MS), susceptivel (S) e altamente susceptivel
(AS)) a infecdo por Macrophomina phaseolina, expressado em duas
eépocas (fevereiro-marco e julho-agosto) do Experimento Il. Teresina, PI -
2016

Embora a temperatura média ocorrida nos periodos de desenvolvimento de
cada época do experimento Il tenha sido similar (28,29 °C e 28,07 °C), a variacéo
média entre a temperatura minima e a maxima foi menor na primeira época, sendo
8 °C (T min. 24,03 °C e T max. 32,55 °C), em contraste com 16 °C (T min. 20,01 °C
e T max. 36,16 °C) ocorrida na segunda época (ANEXO G e H). Durante a primeira
época, a média da umidade relativa do ar (UR) registrada foi maior (72,26%) em
contraste com 52,51% registrado para a segunda (ANEXO | e J).

Os registros de temperatura e UR do ar descritos anteriormente, sugerem que
fatores como altas temperaturas e UR, como 0s ocorridos na segunda época, podem
influenciar o desenvolvimento da infec¢cdo do isolado MPM144 ou expressdo de
resisténcia dos acessos de feijao-fava. Os resultados relatados neste estudo foram
diferentes daqueles descritos na literatura, considerando que as condicdes

favoraveis para o desenvolvimento da doenca estdo relacionadas a altas
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temperaturas e baixa umidade em outras culturas (MAYEK et al., 2004; GUPTA;
SHARMA; RAMTEKE, 2012).

A presenca de interacdo Epoca-Acesso significativa indica que as diferencas
relativas dos niveis de resisténcia entre acessos nao sdo consistentes no tempo
para a maioria dos acessos. No entanto € possivel que para acessos especificos
exista maior estabilidade como sera discutido nos resultados do experimento 1.

Condicdo de sequeiro parece estar associada com grande impacto da
podriddo cinzenta do caule em feijao-comum, tendo sido relatado que reacgbes de
resisténcia de gendtipos a M. phaseolina foram variaveis em condicdes de irrigacdo
e sequeiro, encontrando relacdo entre maior déficit hidrico e o aumento da
severidade da doenca (MAYEK et al., 2004).

O ambiente e a adaptacdo do hospedeiro a essas condicbes parece
influenciar também a reacéo de genotipos de feijdo-comum a M. phaseolina, pois as
reacdes dos genotipos apresentaram estreita associagdo a patogénese em
diferentes areas geograficas. Os genotipos mais resistentes pertenciam a raca
Mesoamericana, originaria de regido que apresenta condi¢cdes climaticas similares
daquelas apresentadas nos locais onde o estudo foi desenvolvido, no México. No
entanto, 0s genotipos suscetiveis, provenientes de locais de condicbes temperadas
e semiaridas, apresentaram baixa adaptacdo aquelas condi¢cdes climaticas e por
consequente maior nivel de dano pelo patogeno (MAYEK-PEREZ et al., 2003).

Trés fatores podem estar estreitamente ligados aos resultados de resisténcia
e a variagdo relatada; a natureza do patdgeno, necrotréfico com elevada
agressividade (NORONHA et al., 2012), a elevada diversidade genética dos acessos
de feijdo-fava e o ambiente. Em qualquer um deles, a resisténcia variavel entre
acessos revela a dificuldade de identificar fontes com elevada resisténcia a

M. phaseolina em gendtipos de feijao-fava.

4.3 Experimento lll: Avaliacéo da estabilidade da resisténcia de acessos de

feijdo-fava em relacéo a sete isolados de M. phaseolina

Todos os isolados causaram doenca nos acessos de feijao-fava (Tabela 3).
As reacles apresentadas pelos gendétipos considerados potencialmente resistentes
(UFPI 892, UFPI 905 e UFPI 908) variaram conforme o isolado de M. phaseolina
(p<0,05). Os gendtipos considerados suscetiveis (UFPlI 886b, UFPI 907a e
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UFPI 890) apresentaram reacdes de suscetibilidade aos sete isolados, nao diferindo
estatisticamente entre si (p>0,05). Foram encontradas diferengas significativas entre
acessos, para alguns isolados, e diferencas entre isolados (p<0,05). Os resultados
sugerem a divergéncia de niveis de resisténcia a infeccdo por M. phaseolina, que
podem expressar distinta agressividade nos acessos de feijao-fava.

Su et al. (2001) sugerem que a variagao existente entre a agressividade dos
isolados pode ser confinada a populacdes com limites definidos pelas espécies
hospedeiras, tendo em consideracdo que foi relatado polimorfismo de DNA entre os
isolados de M. phaseolina obtidos de quatro espécies hospedeiras, associando
assim a variacdo genética entre isolados ao hospedeiro de origem.

A variacdo das reacOes de resisténcia expressadas entre acessos
considerados como resistentes ou medianamente resistentes (R ou MR,
respectivamente), no Experimento IlI, para niveis de menor resisténcia no
Experimento I, indica que a resisténcia expressada pelos acessos de feijao-fava
nao é estavel para cada isolado de M. phaseolina (Tabela 2 e 3). No caso de
feijdo-comum, as variaveis resultados de reacdes de resisténcia levam a concluir
que existe baixa probabilidade de ocorrer coevolu¢gdo com M. phaseolina (MUNOZ-
CABANAS; HERNANDEZ-DELGADO; MAYEK-PEREZ, 2005). A caracteristica
saprofitica do fungo infere também na auséncia de especializacdo parasitica entre
populacdes, pois ndo existe a necessidade, para o fungo, de estabelecer interacdes
especializadas a um hospedeiro (NORONHA et al., 2012).

O acesso UFPI 892 foi aguele que apresentou estabilidade da resisténcia
entre épocas no Experimento Il (Tabela 2), porém, variando sua resisténcia para o
mesmo isolado (MPM144) no experimento Il (SEV. de 36,67%, Tabela 3). Além
disso, foi o segundo acesso com menores niveis de severidade para quatro isolados
(LLPO1, MPM 143, MPM 144 e JM33). O acesso UFPI 908 apresentou reacdes de
resisténcia menos estaveis que o acesso anterior, nas épocas do Experimento Il, no
entanto para o mesmo isolado no experimento lll, os niveis de severidade e nivel de
resisténcia foram iguais aquela da primeira época do experimento Il (SEV. 25%,
Tabela 2 e 3).

O acesso UFPI 908 apresentou menor variacao da resisténcia no tempo em
comparagcao aos outros acessos com moderada resisténcia, apresentando a menor
variacdo da resisténcia em contraste com as maiores variacfes das condi¢cdes

ambientais ocorridas durante o experimento Ill, onde a temperatura média foi de
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32°C, maior que aquela do experimento I, e menor umidade relativa do ar (ANEXO
Kel).

Os acessos UFPI 892 e UFPI 908 foram os que apresentaram 0S menores
niveis de severidade a infec¢cdo para a maioria dos isolados (Tabela 3). Foram
encontradas diferencas significativas (p=0,0029) entre os acessos UFPI 892 e
UFPI 908 em relagdo aos outros acessos, para o isolado JM33. O acesso
UFPI 908 apresentou os menores niveis de severidade da doenca para a maioria
dos isolados, diferente significativamente (p<0,05) para os isolados ESS02, MPM144
e JM33. As maiores reacOes de resisténcia foram registradas para 0 acesso
UFPI 908.

Os acessos UFPI 892 e UFPI 908 apresentaram reacfes de suscetibilidade
(S e AS) para os isolados ESSO01, LLPOl1, MPM143 e ESS07, nédo diferindo
estatisticamente entre eles nem quando comparados com 0s genotipos suscetiveis
(p>0,05). O acesso UFPI 905, considerado como resistente ou medianamente
resistente no Experimento Il, foi classificado como suscetivel e altamente suscetivel
sem diferencas significativas em relacdo aqueles acessos considerados suscetiveis.

O acesso UFPI 908, apesar de suscetivel a alguns isolados, apresentou os
resultados mais promissores, constituindo fonte de resisténcia a M. phaseolina, com
potencial de uso em solo infestado pelo patégeno nas diferentes épocas. Entretanto,
€ conveniente dedicar atencdo na avaliacdo e selecdo dos acessos mais
promissores contra os diferentes isolados sobre diversas condicdes ambientais,
como feito para o isolado MPM144.

Os diferentes niveis de resisténcia expressados nos experimentos e a
variacdo da resisténcia em acessos considerados medianamente resistentes e

resistentes, também sugerem que a resisténcia ao patégeno € do tipo poligénica.
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Tabela 3 Severidade (SEV) média (%) e reacdo de resisténcia de seis acessos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) apés
inoculados com sete isolados de Macrophomina phaseolina. Teresina, Pl — 2016

Isolado
ESSO01 ESS02 LLPO1 MPM143 MPM144 JM33 ESSO07

Acesso SEV média (%)

UFPI892 100,00 aB 100,00 b B 78,33 a AB 83,33 aAB 36,67 aA 58,30 ab A 100,00 a B
UFPI 905 100,00 aB 88,33 ab AB 91,67 a AB 100,00 a B 68,33 a A 91,70 bc AB 100,00 aB
UFPI908 100,00 aC 58,33 a ABC 66,67 a ABC 85,00 aC 25,00 a A 33,30 a AB 75,00 a BC
UFPI 886b 100,00 aA 100,00 b A 91,67 aA 100,00 a A 66,67 aA 100,00 ¢ A 100,00 a A
UFPI 907a 100,00 aA 100,00 b A 100,00 a A 100,00 a A 66,67 aA 100,00 c A 100,00 a A
UFPI1 890 100,00 aA 83,33 abA 100,00 a A 100,00 a A 78,33 a A 86,70 bc A 100,00 a A

Reacdao de resisténcia

UFPI 892 AS aB AS bB S aAB AS a AB MR a A MS ab A AS aB
UFPI 905 AS aB AS ab AB AS a AB AS aB S aA AS bc AB AS aB
UFPI 908 AS aC MS a ABC S aABC AS aC MR aA MR a AB S aBC
UFPI 886b AS aA AS b A AS a A AS a A S aA AS c A AS aA
UFPI 907a AS aA AS b A AS a A AS a A S aA AS c A AS aA
UFPI 890 AS aA AS abA AS aA AS a A S aA AS bc A AS aA

Médias com letra comum ndo sédo significativamente diferentes a 5% de probabilidade, pelo teste de Kruskall Wallis. Letras mailsculas indicam diferencas
entre colunas e mindsculas entre linhas. Reacao de resisténcia: Resistente (R), medianamente resistente (MR), medianamente susceptivel (MS), susceptivel
(S) e altamente susceptivel (AS).



45

Considerando os dados de severidade da doenca gerados pelos isolados de
M. phaseolina sobre os acessos de feijdo-fava registrados nos Experimentos I, Il
(duas épocas) e lll, foi analisado o desenvolvimento da doenca ao longo do periodo
de avaliagdo de cada experimento (Tabela 4). Foram encontradas diferencas
significativas (p<0,05) entre os dias de avaliacdo nos diferentes experimentos. No
entanto, nao foi encontrada diferenca significativa (p>0,05) a partir do 25° dia apos a
semeadura (Tabela 4), para todos os experimentos, ou seja, foram atingidos os
niveis maximos de severidade de infecdo por M. phaseolina nos acessos de
feijdo-fava, avaliados pela escala adaptada de Abawi, Pastor-Corrales (1990).

Com base nesses resultados, futuros estudos de avaliacdo de severidade
pela acdo de M. phaseolina em feijdo-fava podem ser conduzidos até 25° dia apds a

semeadura, 0 que resultara na eficiéncia do uso de recursos.

Tabela 4 Comparacao dos niveis de severidade (SEV) média (%) dos acessos de
feijdo-fava (Phaseolus Ilunatus L.) a infecgdo por Macrophomina
phaseolina, nas avaliagdes realizadas apos 10, 15, 20, 25, 30, 35 dias da
semeadura, nos Experimentos I, Il (duas épocas) e lll. Teresina, Pl — 2016

Dias apos a SEV média (%)

semeadura Exp. | EXp. Il €pocal Exp. Il gpocal Exp.
10 - 39,98 a 25,27 a 77,46 a
15 - 43,11 ab 33,14 b 81,15ab
20 73,88 a 47,02 bc 38,62 bc 83,77 ab
25 83,27 ab 48,27 c 4154 ¢ 8552 b
30 8531 b 48,99 c 4246 c 8599 b
35 8544 b 49,43 c 43,11 ¢ 86,03 b

Médias com letra comum nao sao significativamente diferentes pelo teste de Kruskall Wallis (p >
0,05).

Os resultados obtidos neste estudo, sobre resisténcia de acessos de
feijdo-fava contra M. phaseolina, e a influéncia do ambiente na resisténcia e o
desenvolvimento da doenca (experimento Il e lll), sdo de grande importancia para
subsidiar futuros estudos, como o manejo de M. phaseolina usando acessos
resistentes, principalmente o acesso UFPI 908, levando a reducdo no progresso de
desenvolvimento da doenca. Além disso, esses acessos podem ser fontes de

gene(s) de resisténcia contra M. phaseolina em futuros programas de
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melhoramento, pelo que se faz de suma importancia a multiplicagdo das sementes
destes acessos, sua caracterizacao filogenética e estudos de origem.

Importante salientar que foram dadas condicdes O6timas para o
desenvolvimento do patdgeno e, consequentemente, a infeccdo por M. phaseolina
durante todos os experimentos desenvolvidos, como o0 uso de sementes inoculadas
artificialmente sobre elevada pressdo de inéculo e de ter sido usado solo
esterilizado, buscando eliminar o efeito da pressdo de selecdo natural fornecidas
pelas condigdes ambientais, reduzindo a possibilidade do escape a infec¢ao (BLUM,;
CARES; UESUGI, 2006). Sao necessarios estudos que visem a caracterizacdo da
base genética da resisténcia a infec¢do por M. phaseolina em condi¢des de campo.

Em termos praticos, existe a possibilidade de encontrar genétipos com
elevada resisténcia, ao combinar os efeitos aditivos do ambiente e aqueles acessos
de feijao-fava indicados neste estudo. Sabendo que as condicdes ambientais
influenciam as caracteristicas patogénicas do fungo, € possivel que fatores
relacionados ao manejo em campo e as condicdes do ambiente permitam ocorréncia
de escape ao fungo pela dificuldade de distribuicio homogénea do indculo, a
supressdo do desenvolvimento do patdégeno por falta de condicbes favoraveis
facilitadas pelo manejo da umidade do solo, as condicbes na época de plantio,
adubacdes permitindo o desenvolvimento vigoroso das plantas etc. (MAYEK-PEREZ
et al., 2009). Assim, niveis satisfatorios de resisténcia a infec¢cao por M. phaseolina
em campo podem ser encontrados.

Em futuros experimentos em campo devem ser considerados também o
estudo da influéncia das condi¢des ambientais sobres 0s acessos resistentes, como
revelado no presente trabalho. Sabendo que as condicbes do ambiente podem ter
um importante impacto sobre o desenvolvimento da doenca e/ou expressao da
resisténcia, sugere-se o desenvolvimento de estudos sobre as condi¢cbes oOtimas
para o fungo expressar seu potencial patogénico, assim como o estudo do impacto
de técnicas de manejo da cultura no desenvolvimento da doenc¢a, como manejo da
umidade do solo, coberturas do solo, manejo da diversidade microbiana como
estratégia de supresséo bioldgica etc.

Entre outras estratégias viaveis para futuros estudos deve ser considerado o
uso da resisténcia aqui descrita como alternativa dentro de um sistema de manejo

integrado, tentando reforcar os niveis de resisténcia com alternativas como o
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tratamento de sementes com defensivos quimicos ou organismos antagbnicos,
indutores de resisténcia.

Além disso, recomenda-se avaliar maior nUmero de acessos que possam
expressar elevada resisténcia estavel. Em trabalhos em casa de vegetacao sugere-
se considerar o uso de uma avaliacdo de severidade aos 25 dias ap6s da
inoculacdo, seguindo a metodologia descrita neste trabalho, o que podera aumentar
0 numero de experimentos em cada periodo de tempo, resultando em uma maior

eficiéncia do uso de recursos dos experimentos.
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5 CONCLUSOES

O isolado MPM 144 de M. phaseolina expressa diferentes niveis de
agressividade, tanto entre os acessos de feijao-fava quanto nas épocas em que foi
inoculado.

N&o foi expressada imunidade por nenhum dos acessos de feijdo-fava contra
os isolados de M. phaseolina testados.

As condicdes ambientais da época de conducdo dos experimentos
influenciam a resisténcia dos acessos de feijao-fava ao patdgeno.

Os acessos UFPI 892, UFPI 908 e UFPI 905 séo considerados de elevada
resisténcia contra o isolado MPM 144 de M. phaseolina.

N&o foi encontrada resisténcia estavel dos acessos UFPI 892, UFPI 908 e
UFPI 905 contra os sete isolados de M. phaseolina.

O acesso UFPI 908 expressa 0s resultados mais promissores de resisténcia
para os isolados ESS02, MPM144 e JM33 e 0 menos suscetivel para LLPOl1 e
ESSO7.

O tempo minimo necessario para desenvolver niveis maximas de severidade

pela infecdo por M. phaseolina é de 25° dia apds a semeadura de feijao-fava.
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ANEXO

ANEXO A - Informacéo dos isolados de Macrophomina phaseolina utilizados neste
estudo, com seus respectivos codigos e procedéncias pertencentes a
Colecdo de Fungos Fitopatogénicos do Laboratério de Fitopatologia e
Microbiologia, do Departamento de Fitotecnia, UFPI. Teresina, Pl - 2016

Isolado Cidade Estado Hospedeiro Orgéo
ESSO1 Esperantina Pl Phaseolus lunatus Caule
ESS02 Esperantina Pl P. lunatus Folha
ESSO07 Teresina Pl P. lunatus Vagem
MPM143 Assaré CE P. lunatus Semente
MPM144 Campos Sales CE P. lunatus Vagem
JM33 Salitre CE P. lunatus Semente
LLPO1 Teresina Pl P. lunatus Raiz

ANEXO B - Descricdo dos acessos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) utilizados
neste estudo, com seus respectivos codigos, procedéncia e ano de
obtencdo, pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do
Laboratério de Melhoramento e Recursos Genéticos, do Departamento
de Fitotecnia, UFPI. Teresina, Pl - 2016

Caddigo Estado Caracteristica Basica

UFPI 882a Tiangua, CE Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca; Formato:
Achatado.

UFPI 882b Esperantina, Pl Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca; Formato:
Achatado.

UFPI 886a Salitre, CE Nome comum: Fava Mosquito; Cor: Bege
vermelha, mosqueada com manchas; Formato:
Achatado

UFPI 885 Presidente Dutra, MA Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca; Formato:
Levemente Arredondado

UFPI 886b Novo Oriente, CE Nome comum: Orelha de j6; Cor: Branca; Formato:
Achatado.

UFPI 887 Novo Oriente, CE Nome comum: Fava mestica; Cor: Bege com

manchas de cor marrom e regides mosqueadas
com a mesma cor; Formato: Redondeado

UFPI 888 Tiangud, CE Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca; Formato:
Achatado.

UFPI 889 Paraibano, MA Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca; Formato:
Achatado.

UFPI 890 Bocaina, PI Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca; Formato:
Achatado.

UFPI 891 Urucui, PI Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca; Formato:
Achatado.

UFPI1 892 Sao Gongalo, PI Nome Comum: Fava manteiga; Cor: marrom;

Formato: arredondado.
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Cdédigo

Estado

Caracteristica Basica

UFPI1 893

UFPI1 896

UFPI 897

UFPI1 898

UFPI1 899

UFPI1 900

UFPI1 880

UFPI 881

UFPI 902a

UFPI 902b

UFPI 904

UFPI 905

UFPI 906

UFPI 907a

UFPI 907b

UFPI1 908

UFPI1 909

UFPI1 910

UFPI 911

UFPI1 912

UFPI1 913

UFPI 914

S&o Gongalo, PI

Crateus, CE
Fagundes, PB
Pocinhos, PB
Lagoa Seca, PB
Areias, PB

Puxinana, PB

Matoes, MA

Sao Benedito, CE

S&o Benedito, CE
Parambu, CE
Pedra Branca, CE
Crateus, CE

Teresina, Pl

Taua, CE

Pedra Branca, CE
Crato, CE

Pedro 11, PI

Teresina, Pl

Passagem Franca, Pl

Amarante, PI

Chapada Grande, PI

Nome comum: Boca-de-moca; Cor: Bege
com manchas marrom e castanho proxima
ao hilo; Formato: Achatado/Alongado.

Nome comum: Fava mulatinha; Cor: Marrom
claro; Formato: Arredondado.

Nome comum: Fava eucalipto; Cor: Bege;
Formato: Levemente achatado.

Nome comum: Fava branca gradua; Cor:
Branca; Formato: Achatado.

Nome comum: Orelha de jo; Cor: Branca
com manchas pretas; Formato: Achatado.
Nome comum: Fava roxa; Cor: Roxa;
Formato: Redondeado

Nome comum: Fava mestica; Cor: Bege com
manchas cor de vinho e regides mosqueadas
com a mesma cor; Formato: Alongado.

Nome comum: Boca-de-moca; Cor. Bege
clara com manchas mosqgueadas
medianamente de cor vermelha em torno do
hilo e no corpo da semente; Formato:
Arredondado

Nome comum: Fava Feijdo; Cor: Bege clara
com manchas mosqueadas medianamente
de cor vermelha em torno do hilo e no corpo
da semente; Formato: Arredondado

Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Achatado.

Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Achatado.

Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Achatado.

Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Levemente arredondado

Nome comum: Boca-de-mocga; Cor: Bege
clara com manchas mosqueadas
medianamente de cor vermelha em torno do
hilo e no corpo da semente; Formato:
Arredondado

Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Achatado.

Nome comum: Fava manteiga; Cor: Marrom;
Formato: Arredondado

Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Achatado.

Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Arredondado

Nome comum: Fava Mestica; Cor: Vermelha;
Formato: Arredondado

Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Achatado.

Nome comum: Boca-de-moca; Cor: bege
com manchas marrom e castanho proxima
ao hilo; Formato: Achatado/Alongado.

Nome comum: Boca-de-moca; Cor: bege
com manchas marrom e castanho préximos
ao hilo; Formato: Achatado/Alongado.
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ANEXO B - Continua

Cadigo Estado Caracteristica Basica
UFPI 916 Colinas, MA Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Achatado.
UFPI 917 Tuntum, MA Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
Formato: Achatado.
UFPI1 918 Fortaleza dos Nogueiras, Nome comum: Fava Branca; Cor: Branca;
MA Formato: Achatado.

Fonte: Monteiro (2016)

ANEXO C - ANOVA para dados de severidade da doenca (SEV) dos acessos de
feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), inoculados com o isolado MPM144
de Macrophomina phaseolina, do Experimento Il, primeira época (de 18
de fevereiro até 24 de marco de 2016), Teresina, Pl — 2016

F.V. SQ GL QM F p-valor
Modelo 44809 36 12447 3,62 <0,0001
Acessos 44809 36 12447 3,62 <0,0001
Erro 38151 111 343,71

Total 82960 147

ANEXO D - ANOVA para dados de severidade da doenca (SEV) dos acessos de
feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), inoculados com o isolado MPM144
de Macrophomina phaseolina, do Experimento Il, segunda época (de 15
de julho até 18 de agosto de 2016), Teresina, Pl — 2016

F.V. SQ GL QM F p-valor
Modelo 83078 36 2307,7 6,73 <0,0001
Acessos 83078 36 2307,7 6,73 <0,0001
Erro 38068 111 342,95

Total 121146 147

ANEXO E - Analise de homogeneidade das variancias pelo método de F maximo de
Hartley, para duas épocas do Experimento Il. Teresina, Pl — 2016

QMméx. QMmen. I:Calc. Ftab.

343,71 342,95 1,002* 2,07

ANEXO F - Andlise conjunta para dados de severidade da doenca (SEV) em duas
épocas, dos acessos de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), inoculados
com o isolado MPM144 de Macrophomina phaseolina, do Experimento
Il, Teresina, Pl — 2016

F.V. SQ GL QM F p-valor

Modelo 130252 73 1784,27 5,2 <0,0001
Epoca 2364,92 1 2364,92 6,89 0,0093
Acessos 88150 36 2448,61 7,13 <0,0001
Epoca*Acessos 39737 36 1103,8 3,21 <0,0001

Erro 76219,5 222 343,33
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ANEXO G - Registro de temperatura minima, média e maxima ocorrida durante o
periodo desenvolvimento do Experimento Il, primeira época (de 18 de
fevereiro até 24 de marco de 2016), Teresina, Pl — 2016

w B
o1 o1

Temperatura (°C)
N
(6)]

15
5
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Fevereiro Marco
Dias/més
T (°C) Méax. T (°C)Min. —T (°C) Méd

Fonte: INMET (2016)

ANEXO H - Registro de temperatura minima, média e maxima ocorrida durante o

periodo desenvolvimento do Experimento I, segunda época (de 15 de
julho até 18 de agosto de 2016), Teresina, Pl — 2016

45
< 35
9 M
2 25
2
e 15
L
5
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Julho Agosto
Dia/més
T (°C) Max. T (°C)Min. =T (°C) Méd

Fonte: INMET (2016)
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ANEXO | - Registro de umidade relativa do ar ocorrida durante o periodo
desenvolvimento do Experimento Il, primeira repeticdo (de 18 de
fevereiro até 24 de marco de 2016), Teresina, Pl — 2016

100
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P S o N e S S - —

a1
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N
ol

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Umidade relativa do ar (%)

Fevereiro Marco

Dia/més
Fonte: INMET (2016)

ANEXO J - Registro de umidade relativa do ar ocorrida durante o periodo
desenvolvimento do Experimento Il, segunda época (de 15 de julho até
18 de agosto de 2016), Teresina, Pl — 2016

100,00
75,00

25,00

Umidade relativa do ar (%)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Julho Agosto
Dia/més

Fonte: INMET (2016)
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ANEXO K - Registro de temperatura minima, média e maxima ocorrida durante o
periodo desenvolvimento do Experimento Ill (de 15 de outubro até 18
de novembro de 2016), Teresina, Pl — 2016

Temperatura (°C)
N
a1

15
5
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Outubro Novembro
Dias/més
T (°C) Max. =T (°C)Min. =—=T (°C) Méd

Fonte: INMET (2016)

ANEXO L - Registro de umidade relativa do ar ocorrida durante o periodo
desenvolvimento do Experimento Il (de 15 de outubro até 18 de
novembro de 2016), Teresina, Pl — 2016
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Fonte: INMET (2016)



