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NOVOS AGENTES ETIOLOGICOS DE DOENCAS DO FEIJAO-FAVA NO BRASIL
RESUMO GERAL

Dentre as diversas doencas que afetam o feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) no
Brasil, as fungicas se destacam por terem ocorréncia comum e causarem sintomas
que podem levar a perdas de producdo e a morte da planta. E preocupante a
ocorréncia frequente de podridées de raiz e colo, manchas foliares e doencas que
causam morte de plantulas em pré ou pos-emergéncia em feijado-fava, que ainda néo
tem seus agentes etiol6gicos conhecidos no Brasil. Diante do exposto os objetivos
deste trabalho foram: identificar por marcadores morfolégicos e filogenia de genes
“housekeeping” isolados de Macrophomina sp., Fusarium sp. e Colletotrichum sp.
obtidos de plantas de feijao-fava naturalmente infectadas em campos de producéo
nos estados do Ceard e Piaui, e avaliar a patogenicidade desses isolados em
plantas de feijao-fava; além de testar métodos de inoculacdo artificial de
Macrophomina sp. e Fusarium sp. em plantas de feijao-fava. Os caracteres
morfoculturais (aspecto e pigmentacédo da colonia, pigmentacéo, forma e tamanho
de esporos) e a filogenia dos genes EF1-a (para Macrophomina sp.); EF1-a e RPB2
(para Fusarium sp.); e ITS, GAPDH, ACT e B-TUB (para Colletotrichum spp.)
identificaram os isolados como Macrophomina phaseolina, Fusarium falciforme,
Colletotrichum fructicola e Colletotrichum cliviae. Todos os isolados testados foram
patogénicos ao feijdo-fava. Os métodos de inoculacdo do gréo de arroz infestado, e
disco de micélio foram eficientes na inoculacéo artificial de M. phaseolina, enquanto
o método de ferimento e imersdo das raizes em suspensdo conidial foi o mais
eficiente na inducdo de sintomas por F. falciforme. Este é a primeiro relato de M.
phaseolina, F. falciforme, C. fructicola e C. cliviae causando doenca em feijao-fava
no Brasil. Este estudo fornece informacdes que contribuirdo com o estabelecimento
de estatégias de manejo da podriddo cinzenta do caule, podriddo de raiz e

antracnose no feijao-fava.

Palavras-chave: Antracnose, Phaseolus lunatus, podriddo de raiz, podriddo de

carvao.
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NEW ETIOLOGIC AGENTS OF DISEASES OF LIMA BEAN IN BRAZIL

GENERAL ABSTRACT

Among the many diseases affecting the lima bean (Phaseolus lunatus L.) in Brazil,
fungal stand out for having common occurrence and cause symptoms which can lead
to production losses. It is worrying the occurrence of root and stem rot, the leaf spots
and diseases that cause death of seedlings pre-emergence or post-emergence,
which does not have its recognized etiologic agents. Given the facts the objectives of
this work are: Identified by morphology and phylogeny, and evaluate the isoleted
pathogenicity of Macrophomina sp., Fusarium sp. and Colletotrichum spp. in lima
bean plants; and test methods of artificial inoculation Macrophomina sp. and
Fusarium sp. in lima bean plants. Morphoculture characters (colony appearance and
pigmentation; pigmentation, shape and size of spores) and phylogeny of the genes
EF1-a (for Macrophomina sp.), ITS GAPDH, ACT and B-Tub (for Colletotrichum
spp.), and EF1-a and RPB2 (for Fusarium sp.) identified isolates as Macrophomina
phaseolina, Fusarium falciforme, Colletotrichum fructicola and Colletotrichum cliviae.
All isolates tested were pathogenic to lima bean. The inoculation methods of infested
grain of rice and mycelial discs were effective in artificial inoculation of M. phaseolina,
while the injury and dipping the roots in conidial suspension method was the most
efficient in the induction of symptoms by F. falciforme. This is the first description of
M. phaseolina, F. falciforme, C. fructicola and C. cliviae causing disease in lima bean
in Brazil. This study provides information that will contribute to the establishment of

management strategies for gray stem rot, root rot and anthracnose in bean fava.

Keywords: Anthracnose, charcoal rot, Phaseolus lunatus, root rot.



14

1 INTRODUCAO GERAL

O feijao-fava, também chamado de feijdo de lima, ou simplesmente fava, é
considerado a segunda espécie de maior importancia do género Phaseolus
(MAQUET et al.,, 1999), tendo grande relevancia principalmente para a regiao
Nordeste do Brasil, onde representa fonte de alimento e renda para a populacéo e
para os produtores familiares. Apesar do potencial de producdo, a cultura tem
recebido pouca atencdo dos 6rgdos de pesquisa e extensdo, resultando num
conhecimento limitado a respeito de seu manejo nos mais diferentes aspectos
(GOMES et al., 2015).

O feijdo-fava € bem adaptado a regides secas e tem boa produtividade tanto
em periodos umidos como secos (VIEIRA, 1992), porém sua produtividade ainda é
baixa em relacdo as outras espécies de feijdo consumidas no Brasil. Varios fatores
sao atribuidos a essa baixa produtividade, dentre eles destaca-se a ocorréncia de
doencas, que sdo pouco estudadas e muitas vezes de etiologia desconhecida no
pais. A identificacdo correta dessas doencas e de seus agentes causais €
fundamental para a compreensdo da interacdo planta-patbgeno e para 0
estabelecimento de estratégias de manejo da cultura. Para Carvalho et al. (2015)
sdo necessarios mais estudos afim de se conhecer as doencas que ocorrem na
cultura, seus agentes etiolégicos, como também a relacdo entre estas e o
rendimento do feijao-fava.

Dentre as varias doencas que afetam o feijao-fava, as fungicas se destacam
por terem ocorréncia comum e causarem sintomas que levam a perdas de producao
ou qualidade dos graos, até morte das plantas. Sdo preocupantes a ocorréncia de
podrid@es de raizes e caules, as manchas foliares e doencas que causam morte de
plantulas pré- ou pés-emergéncia. Nas fabaceas, de forma geral, diversas espécies
de fungos sdo associados aos sintomas descritos, destacando-se Colletotrichum
spp., Fusarium spp., Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii
dentre outros (KIMATI et al., 2005).

A identificacdo correta dos patdgenos € essencial no manejo das doencas em
qualquer cultura, e o teste de patogenicidade é etapa essencial no processo de
identificagdo de novos patdégenos (ALFENAS; FERREIRA, 2007). Dessa forma os
objetivos deste trabalho foram:
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1. Avaliar a patogenicidade de isolados de Macrophomina sp., Fusarium sp. e
Colletotrichum spp. em plantas de feijao-fava.

2. Realizar caracterizacdo morfologica e a identificacdo molecular de isolados de
Macrophomina sp., Fusarium sp. e Colletotrichum spp.

3. Testar diferentes métodos de inoculagdo artificial de Macrophomina sp. e
Fusarium sp. em plantas de feijao-fava.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre o feijdo-fava

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), também conhecido como feijdo de lima,
é uma fabacea de alto valor comercial cultivado em varios paises onde apresenta
importancia econémica e social, como paises da América Central e do Sul, Estados
Unidos e Africa (LONG et al., 2014; MARTINEZ-CASTILLO et al., 2015). E cultivado
em diversos estados brasileiros, mas a produgao se concentra na regiao Nordeste,
que é responsavel por 96,56 % da producdo nacional (IBGE, 2014). Geralmente é
plantado em pequenas propriedades consorciado com milho, mandioca ou mamona;
tecnologias rudimentares de producdo s&o utilizadas, com uso de sementes
produzidas pelo agricultor, e auséncia de estratégias modernas de adubacao
(GOMES et al., 2015).

Teorias tém sido sugeridas a fim de esclarecer os centros de origem e
domesticacdo do feijao-fava. Estudos desenvolvidos por Mackie (1943) indicaram
gue todas as variedades de feijao-fava tiveram origem na Guatemala; sua dispersao
teria se dado a partir de trés rotas comerciais: a ramificacdo Inca que levava a
América do Sul, a ramificacdo Hopi atingindo os Estados Unidos e a ramificacédo
Caribe chegando as Antilhas e, dai, para o norte da América do Sul. Estudos
recentes sugerem a ocorréncia de diferentes eventos de domesticacdo do feijao-
fava, possivelmente em regibes do México e na regido entre a Guatemala e a Costa
Rica (ANDUEZA-NOH et al., 2013; MARTINEZ-CASTILLO et al., 2015). Atualmente,
0 México é reconhecido como importante centro de domesticacdo, conservacéo e
diversidade genética do feijdo-fava (MARTINEZ-CASTILLO et al., 2015).

O feijdo-fava tem grande importancia sécio-econémica no Brasil devido a sua
rusticidade. E usado como fonte de alimento na forma de grdos maduros ou verdes,
devido ao elevado teor de proteina, destacando-se as variedades bege-clara e
branca; é também fonte potencial de vitaminas e minerais (AZEVEDO et al., 2003;
LONG et al., 2014). Representa uma fonte alternativa de proteina a populacdo ou
como fonte de renda, principalmente para pequenos produtores (SOARES et al.,
2010). Além de ser usado na alimentacdo humana,o feijdo-fava também pode ser

recomendado para uso como adubo verde, tendo bons efeitos nas condi¢des fisicas,
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quimicas e biologicas do solo (PEGADO et al., 2008). E considerada uma forrageira
de qualidade moderada, capaz de produzir grande quantidade de forragem para
alimentacéao animal (GOMES et al., 2015).

Pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia
Faboideae, tribo Phaseoleae, género Phaseolus, o feijao-fava cultivado no Brasil é
do tipo trepador, de crescimento indeterminado (CRONQUIST, 1988). A espécie P.
lunatus, comparada a outras espécies do género, e com o género Vigna, apresenta
elevada produtividade (VIEIRA et al., 1992). Visivelmente, como ocorre a outras
espécies botanicas, o déficit hidrico pode afetar o desenvolvimento da cultura,
principalmente quando se da em mais de uma fase do desenvolvimento da planta
(OLIVEIRA et al., 2014). O estresse hidrico grave pode levar a queda no rendimento
e qualidade dos grdos (LONG, 2014). Além disso, KLEINER; FRET (1996)
demonstraram que o cultivo em temperaturas elevadas (32 °C dia / 25 °C noite)
estimula a floracdo antecipada nas cultivares estudadas - consideradas sensiveis - e
gue o estresse por calor aumenta a senescéncia e diminui 0 nimero e o peso total
de gréaos.

Apesar de seu potencial produtivo para a regidao, em 2014 o Nordeste
brasileiro produziu somente 7.416 toneladas de gréos secos de feijdo-fava, huma
area plantada de 23.697 ha (IBGE, 2014), enquanto que a producao de feijdo-caupi
(Vigna unguiculata L. Walp.) alcancou 320.554 toneladas no mesmo ano
(EMBRAPA, 2015). Tais dados demonstram a baixa producdo de feijao-fava em
relacdo a outras espécies de feijdo consumidas na regido Nordeste. Alguns fatores
sdo determinantes para que isto ocorra, tais como as caracteristicas organolépticas
dos graos, as caracteristicas morfoagronémicas das variedades crioulas brasileiras
como o habito de crescimento indeterminado, o ciclo longo da cultura, a auséncia de
cultivares melhoradas e adaptadas a cada regido, a falta de tecnologia de producéo
como também a ocorréncia de doencas gque reduzem sua produtividade (AZEVEDO
et al., 2003;CARVALHO et al., 2015; GUIMARAES, 2007).

2.2 Principais doencas fangicas

O feijdo-fava é hospedeiro de diversos microrganismos, alguns destes agem

como patdgenos provocando danos a cultura e prejuizo ao produtor. Dentre as
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doencas destacam-se aquelas de origem fungica, como a antracnose, a mela e a
podriddo do colo (CARVALHO et al., 2015).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus &
Moore, € comumente encontrada nas plantacées de feijdo-fava, especialmente no
Nordeste do Brasil (CARVALHO et al., 2015). Este fungo € patdégeno de diversas
espécies vegetais, principalmente dicotiledéneas, tendo sido relatado em
leguminosas e solanaceas (DAMM et al., 2009).Tem como caracteristicas distintivas
os conidios falciformes (falcados), hialinos, uninucleados e a presenca de acérvulos
com setas escuras, 0 micélio aéreo possui cor e aspecto diverso em meio batata-
dextrose-agar, com a cor variando do branco, branco acinzentado, ao negro
(JAGTAP; SONTAKKE, 2009).

Em feijdo-fava os sintomas caracteristicos da doenca incluem lesdes
avermelhadas nas nervuras, manchas avermelhadas nas folhas e vagens, que
evoluem para a queda de foliolos e deformacdo da vagem (CARVALHO et al.,
2015). Em plantas de soja os sintomas ocorrem principalmente sob condi¢cdes de
alta umidade; variam de manchas escuras nas hastes e outras partes da planta, o
apodrecimento e queda das vagens, além de aberturas das mesmas, com
germinacao de graos ainda em formacéao (EMBRAPA, 2011).

Na soja, é sabido que o fungo € transmitido por sementes, onde provoca
manchas deprimidas de coloracdo marrom-escuras. Pode ainda ficar latente apos a
queda dos cotilédones e, dependendo das condi¢cbes ambientais, ao longo do ciclo
da cultura, induzir os sintomas, apos o florescimento nas folhas, hastes e vagens
(NOETZOLD et al., 2014).

As estratégias de controle dessa doenca na cultura da soja incluem rotagéo
de culturas, uso de sementes sadias e controle quimico; diferentes associa¢des dos
fungicidas carbendazim, epoxiconazol, piraclostrobina e ciproconazol tem se
mostrado eficientes no controle da doenca (PESQUEIRA et al., 2016). Para a cultura
do feijdo-fava ainda ndo ha registro de fungicidas indicados para o tratamento da
doenca, e a busca de variedades resistentes revela-se, portanto, uma estratégia a
ser utilizada (CARVALHO et al., 2015).

A mela causada pelo fungo Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk
(anamorfo Rhizoctonia solani Kuhn) é também uma das principais doencas fangicas
que ocorrem no feijao-fava, influenciada, dentre outros fatores, por elevadas

temperaturas e umidade relativa do ar (CARVALHO et al., 2015). No feijao-caupi os
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sintomas caracteristicos da doenca iniciam com pequenas lesbes circulares com
aspecto molhado nas folhas mais préximas ao solo, estas lesdes evoluem e
crescem, com 0 avanco da doenca uma teia micélica acastanhada é formada,
ligando as folhas afetadas, além de peciolos, caules, flores e vagens, ao atingir as
vagens o fungo provoca ma formacdo de sementes, também € possivel observar a
presenca de microesclerécios de cor creme nos tecidos da planta afetada
(CARVALHO et al., 2015; NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2006).

Para a soja, o controle da doenca é realizado através de praticas culturais,
como rotacdo de culturas, utilizacdo de cobertura morta do solo com sistema de
semeadura direta, entre outras, além de controle quimico (EMBRAPA, 2011).

A podriddo do colo causada por Sclerotium rolfsii Sacc € uma das doencas
gue provocam grandes perdas em leguminosas. Os sintomas comuns ha soja
variam de tombamento, amarelecimento e murcha da parte aérea, evoluindo para a
morte da planta, onde € possivel observar o crescimento de micélio branco no colo
da planta e a presenca de esclerddios de cor creme que se tornam marrons com o
passar do tempo. Alta umidade e temperaturas de 30 a 35 °C sdo favoraveis ao
desenvolvimento do fungo (HENNING et al., 2014). Umidade do solo intermediaria
(70 % da capacidade de campo) e temperaturas de 25 a 30 °C favorecem a
formacdo de esclerddios de S. rolfsii em palhas de soja, milho e trigo (PINHEIRO et
al., 2010). Em feijdo-fava os sintomas iniciam-se com lesdes deprimidas na regiao
do colo inoculado da planta, recobertas por um micélio branco. Com o avanco da
doenca as plantas tornaram-se murchas e secas (SILVA et al., 2014).

Outras doencas importantes para o feijdo-fava sé@o a ferrugem e as podridfes
de fitéfitoras. Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd. é um dos agentes causais da
ferrugem da soja nos Estados Unidos (LYNCH et al., 2006). No inicio da doenga sé&o
observadas pequenas lesbes de coloracédo variando entre o castanho e o dourado,
com o passar dos dias, as lesGes crescem e sdo formadas pustulas (urédias), estas
se abrem em um ostiolo, através do qual os ureddsporos séo liberados (GOELLNER
et al., 2010). Nos Estados Unidos, doencas semelhantes sdo provocadas por dois
patogenos: Phytophthora capsici Leonian e Phytophthora phaseoli Thaxter. Os
sintomas em folhas e vagens de feijdo-fava variam de lesdes escuras com presenca
de micélio branco sobre as vagens. P. phaseoli infecta também cachos de flores,
brotos e peciolos (DAVIDSON et al., 2002; EVANS et al., 2007).
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No Brasil, ainda ndo foram obtidas variedades melhoradas de feijdo-fava, nem
tampouco ha certificacdo de sementes para a cultura, ou defensivos que sejam
recomendados para o controle de doencas. Nos Estados Unidos pesquisas foram
desenvolvidas a fim de se obter fungicidas eficazes no controle de P. phaseoli, além
da busca por cultivares resistentes a diferentes racas do patégeno, um dos mais
invasivos para a cultura do feijao-fava naquele pais (EVANS et al., 2007). No Brasil,
a busca de fontes de resisténcia de feijao-fava a patdgenos esta apenas iniciando,
mas com resultados promissores contra patégenos importantes como C. truncatum,
S. rolfisi e R. solani (ASSUNCAO et al., 2011; CAVALCANTE et al., 2012; SANTOS
et al., 2015; SILVA et al., 2014).

Em relacdo ao manejo adequado das doencas provocadas por fungos
habitantes do solo sabe-se, de forma geral, que as condicbes de umidade do solo
sdo consideradas essenciais para evitar o desenvolvimento de doencas que
reduzem a produtividade de leguminosas como a soja, o feijdo-caupi e feijao-
comum; a rotacdo de culturas, com o trigo, tomate, girassol, alfafa € recomendada
para evitar doencas fungicas causadas por R. solani, Fusarium spp., Sclerotium sp.
e Sclerotinia sp. (LONG, 2014).

2.3 Macrophomina phaseolina

Macrophomna phaseolina (Tassi) Goid € um fungo polifago, capaz de causar
doenca em mais de 500 espécies de plantas, incluindo culturas economicamente
importantes, como soja, amendoim, milho, feijdo-comum, feijdo-mungo, sorgo, além
de infectar plantas daninhas de forma sintomatica ou assintomatica, representando
potencial fonte de inoculo no campo (DINGRA; SINCLAIR, 1978; FUHLBOHM et al.,
2012; GUPTA et al., 2012; IQBAL; MUKHTAR, 2014; MAHDIZADEH et al., 2011;
SALEH et al., 2010).

Pertencente ao filo Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae, M. phaseolina é
o principal representante do género Macrophomina, haja vista a diversidade de
hospedeiros que pode infectar e a frequéncia com que é encontrado no campo
(GUPTA, et al., 2012; SARR et al., 2014). Em 2014 foi descrita a segunda espécie
do género, Macrophomina pseudophaseolina, a qual € semelhante a M. phaseolina
em termos de morfologia, distribuicdo e gama de hospedeiros. M. pseudophaseolina
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foi encontrada infectando naturalmente plantas de quiabo, amendoim, Hibiscus
sabdarifa e feijao-caupi no Senegal (SARR et al., 2014).

Macrophomina phaseolina € caracterizada por possuir picnidios de coloracao
marrom-escuro, medindo até 300 pum diametro, solitarios ou agregados, com
macroconidios ovoéides ou elipsdides, hialinos quando imaturos e castanho-escuro
apés a maturacdo, de tamanho variando de (19-)22-26(-30) x (6—)8(-9) ym. Os
microconidios sdo asseptados, hialinos, com formato variado, de elipsdide,
subcilindrico ou irregular, com medidas entre 5-8(-10) x 3-5 um. A espécie
apresenta micélio aéreo cinza escuro, cotonoso e abundante (SARR et al., 2014). O
fungo produz microesclerdcios e picnidios em tecidos do hospedeiro e tem maior
ocorréncia em regides semiaridas. No Brasil, observa-se que altas temperaturas e
compactacao do solo facilitam o desenvolvimento do fungo (ALMEIDA et al., 2014).

Segundo Igbal; Mukhtar (2014) a variabilidade na morfologia, fisiologia,
genética e patogenicidade de M. phaseolina € necessaria para o fungo ter melhor
adaptacdo em resposta ao seu comportamento ambiental diversificado. Esse fungo
possui grande quantidade de enzimas responsaveis pela degradag¢do dos principais
componentes da parede celular e cuticula das plantas, incluindo celulose,
hemicelulose, pectina, lignina e cutina, além de grande adaptabilidade, o que explica
sua polifagia (ISLAM et al., 2012).

Os sintomas observados durante o processo de infec¢cao variam de podridao
de raiz e caule, lesdes escuras nos cotilédones, morte de plantulas, murcha, queima
das folhas e morte em pré e pos-emergéncia (GUPTA et al., 2012; ALMEIDA et al.,
2014). Em feijdo-caupi os sintomas podem aparecer em diversas partes da planta,
como caule, folhas e vagens (NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2005). Na soja a
evolugdo da infeccdo é facilitada pelo déficit hidrico do solo e altas temperaturas;
apos o florescimento as folhas tornam-se cloréticas, secam e adquirem coloracéo
marrom; as plantas apresentam raizes cinzentas, cuja epiderme é facilmente
destacada, mostrando massa de microesclerdcios negros (ALMEIDA et al., 2014).

Na cultura do sorgo Gonzaléz et al. (2007) observaram que a falta de
umidade no solo interfere com a incidéncia da doenca e o niumero de esclerédios de
M. phaseolina. O fungo também pode ser encontrado em sementes; Em feijdo-caupi
incidéncia de 62 % foi encontrada em 119 amostras avaliadas (ATHAYDE
SOBRINHO, 2004). Em feijao-fava foi detectada incidéncia média de 1,58 % em 34
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amostras de sementes de feijao-fava obtidas em estados do nordeste brasileiro
(MOTA, 2016).

O controle do patégeno é dificil, devido a sua grande gama de hospedeiros, e
a elevada persisténcia do inoculo no solo e em restos de cultura, além de ser
transmitido facilmente via sementes de feijao-fava (MOTA, 2016). Por estes motivos
a busca de fontes de resisténcia ao fungo tém se mostrado uma alternativa de
controle. Em feijdo-caupi foram encontrados genotipos com resisténcia parcial a M.
phaseolina. Em estudo desenvolvido com 35 gendtipos de feijdo-caupi, a cultivar
BRS Pajel apresentou resisténcia parcial ao fungo, porém nenhum dos genotipos
estudados apresentou imunidade ou alta resisténcia ao patdgeno (NORONHA et al.,
2012). Populacdes segregantes de feijdo-caupi também foram analisadas para
resisténcia a esse patégeno. Das 70 combinacdes obtidas entre 19 gendtipos, seis
apresentaram maior concentracdo de alelos favoraveis a resisténcia a M.
phaseolina, indicando elevado potencial na obtencdo de linhagens resistentes
(LIMA, 2015).

Segundo Saleh et al. (2010) os danos provocados por esse patdogeno podem
aumentar, tanto em areas agricolas, como em ecossistemas naturais, em um cenario
de temperaturas mais elevadas e estresse hidrico mais frequente. Nos ecossistemas
naturais esse aumento pode alterar a frequéncia relativa de plantas nativas,

podendo até mesmo resultar na extincdo de espécies sensiveis.

2.4 Complexo Fusarium solani (FSSC)

O género Fusarium é composto por uma grande diversidade de fungos dos
mais variados habitos de vida, sendo considerado um dos principais géneros de
fungos fitopatogénicos. Fusarium spp. podem causar danos em culturas de alto valor
econdmico e social, como soja, feijdo e milho, além de eventualmente poder causar
doencas em humanos e animais imunodeprimidos (O DONNELL, 2000; SMITH,
2007). O género também é classificado como produtor de micotoxinas, substancias
toxicas e potencialmente carcinogénicas, amplamente distribuidas em gréaos
utilizados na alimentacdo humana e animal (SMITH et al.,, 2007). S&o habitantes
naturais do solo, tendo como estrutura de resisténcia os clamidosporos; podem
também sobreviver em restos de cultura, hospedeiros alternativos e sementes

infectadas, pois sobrevivem via clamidésporos aderidos externamente ao tegumento
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das sementes (BALARDIN et al., 2005). As caracteristicas morfoldégicas comuns a
fungos desse género incluem a presenca de uma pluralidade de conidios, muitas
vezes diversificados em macroconidios curvados e microconidios, muitos s&o
septados, com quantidade de septos variada (AOKI et al., 2005; WESTPHAL et al.,
2008).

O Complexo Fusarium solani é considerado altamente diversificado, seus
isolados estdo distribuidos em trés clados distintos: 1) isolados provenientes da
Nova Zelandia; 2) isolados da América do Sul associados a podriddo de raizes e
recentemente com isolados provenientes da Asia, e 3) isolados da Africa, Asia e
América do Sul, com representantes obtidos a partir do solo e principalmente
associados a infeccbes em humanos imunodeprimidos (O’ DONNELL, 2000; O’
DONNELL et al., 2010; NALIM et al., 2011). Em 2016 foi incluida mais uma espécie
ao clado 3, sendo patogénica a soja no Brasil (COSTA et al., 2016). Na cultura da
soja, espécies do FSSC causam a doenca conhecida como Podriddo Vermelha da
Raiz (PVR) ou Sindrome da Morte Subita (SMS) (AOKI et al., 2003; AOKI et al.,
2005).

Fusarium solani € o agente causal de podriddo de raiz em plantulas de soja,
com reducdo da emergéncia e rendimento de sementes, em condi¢des de estufa e
de campo (KILLEBREW et al., 1988). Os sintomas da doenca podem ser
observados nas folhas, clorose entre as nervuras e murcha sao sintomas comuns,
porém confundiveis com os sintomas de outras doencas foliares; as raizes
sintomaticas apresentam podriddo, coloracdo azulada pode ser observada nas
raizes, gerada por massas de esporos aderidos ao tecido superficial da raiz principal
(WESTPHAL et al., 2008).

Fusarium falciforme € uma espécie pertencente ao clado 3 do FSSC, sendo
geralmente associada a infeccdoes em humanos e encontrada em solos (CHEHRI,
2015; NALIM et al., 2011; ZHANG et al., 2006). As espécies de Fusarium associadas
a SMS da soja na América do Sul sdo F. brasiliense, Fusarum cuneirostrum,
Fusarium crassistipitatum, Fusarium tucumaniae e Fusarium virguliforme (AOKI et
al., 2005; AOKI et al., 2012). Uma nova espécie dentro do complexo FSSC foi
descrita causando podriddo radicular na cultura da soja, chamado Fusarium
paranaense sp. nov.; esta espécie encontra-se no clado 3, diferindo das demais
espécies que causam sintomas na soja, que encontram-se no clado 2 do Complexo.

F. paranaense esta distribuido em diferentes regides produtoras do pais, e tem alta
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variabilidade genética, possivelmente devido a ocorréncia de reproducdo sexuada
(COSTA et al., 2016).

Mais estudos sdo necessarios para melhorar o entendimento da associacao
entre FSSC e leguminosas, além de uma classificacdo adequada das espécies que

ocorrem nas regides produtoras de culturas suscetiveis ao patdégeno.

2.5 Colletotrichum spp.

O género Colletotrichum é constituido por fungos que possuem diversificados
estilos de vida, desde saprofitos, endofitos, epifiticos a patdégenos que causam
doencas e perdas em diversas culturas em todo o mundo (HYDE et al., 2009).
Possui distribuicdo principalmente tropical e subtropical, embora existam algumas
espécies que afetam culturas de clima temperado (CANNON et al.,, 2012). C.
gloeosporioides, assim como F. solani, é atualmente classificado como um complexo
de espécies diversas caracterizadas geneticamente (CANNON et al., 2012; HYDE et
al., 2009). Os caracteres morfolégicos que agrupam espécies neste Complexo
incluem conidios lisos, cilindricos e ligeiramente curvos, conidios medindo entre 12—
20 x 4—6 ym e micélio de coloracdo e aspecto variado em meio batata-dextrose-
agar, além do agrupamento filogenético a parir da andlise em conjunto de genes
“housekeeping” (WEIR et al., 2012).

Sao relatadas 22 espécies mais uma subespécie dentro do Complexo C.
gloeosporioides, as quais foram identificadas a partir de analise filogenética de
multiplos genes (WEIR et al., 2012). C. gloeosporioides € um agregado de espécies
gue apresentam diferentes graus de patogenicidade, especificidade de hospedeiros
e homogeneidade genética (HYDE et al., 2009). Associado a doengas em inUmeras
espécies de plantas pelo mundo, muitas espécies deste Complexo ainda ndo tem
sua relacdo de patogenicidade e especificidade de hospedeiros totalmente
compreendidas (PHOULIVONG et al., 2010; WEIR et al., 2012).

As espécies exibem estratégias refinadas de infeccdo, o fungo pode
permanecer quiescente no hospedeiro antes de mudar para o estado necrotrofico,
as condicbes em que a mudanca no estilo de vida do fungo ocorre ainda necessitam
de melhores explicagbes (HYDE et al., 2009). Estas espécies sdo relatadas como
agentes causais de doencas em fruteiras tropicais importantes como citros (LIMA et
al., 2011), mamao (ANDRADE et al., 2007), manga, goiaba, maracuja (SILVA et al.,
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2006), solanaceas (TOZZE JUNIOR et al., 2006), anonaceas (KAMEI et al., 2014)
etc.

Espécies do Complexo C. gloesporioides sdo agentes causais de doencas em
leguminosas, como exemplo a mancha foliar em Mimosa caesalpinaefolia Benth
(CARNAUBA et al., 2007) e Stylosanthes (WEEDS et al., 2003). No entanto, &
comum a ocorréncia de espécies de Colletotrichum de outros complexos causando
doencas em leguminosas. Em feijdo-caupi a antracnose tem como agente causal C.
lindemuthianum (BALARDIN et al., 1997; NOGUEIRA; BRIOSO, 2015), C.
destructivum (LATUNDE-DADA; O'CONNELL, 1996) e mancha café causada por C.
truncatum (SPONHOLZ et al., 2006). Em feijdo-fava o Unico fungo relacionado a
antracnose € C. truncatum. A doenca caracteriza-se por manchas vermelhas na face
inferior das folhas, ao longo das nervuras e em cima das hastes e peciolos jovens.
As vagens podem ser acometidas por grandes lesdes deprimidas e avermelhadas,
onde se formam os acérvulos do patogeno (PAULA JUNIOR et al., 1995).

A identificacdo correta de fungos do género Colletotrichum associados a
plantas é uma necessidade e os estudos realizados devem abranger descri¢ces
morfoldgicas e moleculares, além de testes de patogenicidade a fim de esclarecer o

papel biolégico do fungo frente as espécies conhecidas (HYDE et al., 2009).

2.6 Importancia do teste de patogenicidade

Em termos gerais o teste de patogenicidade € utilizado para testar a
patogenicidade de um microrganismo sobre um hospedeiro; € uma das estratégias
mais utilizadas na identificagdo de novos agentes etioldgicos. Para Surico (2013)
patogenicidade é a capacidade de um microrganismo causar doenca num
hospedeiro particular. O teste de patogenicidade segue os conhecidos Postulados
de Koch, publicados por Robert Kochem 1882, aplicados, inicialmente a
enfermidades humanas e em animais e adaptados a varias areas de estudo, através
deles Koch demonstrou a relacdo de causalidade entre microrganismos e doencas
importantes para a época, como o antraz e a tuberculose (VOLCY, 2008).

Os postulados de Koch sdo raramente realizados para diagndésticos de rotina,
mas séo extremamente importantes na identificacdo de agentes etiol6gicos de novas
doencas (RILEY et al., 2002). O teste é usado para confirmar a relagdo causal entre

a doenca e 0 microrganismo associado, como também para determinar a gama de
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hospedeiros de um patdgeno e medir a viruléncia de diferentes isolados de um
mesmo patégeno (BURGESS et al., 2008). Volcy (2008) faz uma revisdo sobre a
relacdo dos Postulados de Koch com a fitopatologia ao longo do tempo, no qual o
conhecimento adquirido com esta metodologia permitiu uma mudanca significativa
na compreensao dos fatores que levam a ocorréncia de uma doenca em plantas e,
apesar de sua longa historia, os Postulados tém resistido ao tempo e a era das
ferramentas moleculares, gracas a sua consisténcia, estabilidade, coeréncia
conceitual e o uso do raciocinio logico. Dentre os fatores que precisam ser
considerados nos testes de patogenicidade incluem temperatura, quantidade de
agua, deficiéncias ou toxicidades de nutrientes, inéculo no solo, além de condicbes
gerais de crescimento das plantas (BURGESS et al., 2008).

Sem a devida identificacdo da doenca e seu agente causal, as medidas de
controle empregadas podem ser desperdicios de tempo e dinheiro, o diagnéstico
adequado €, portanto, vital (RILEY et al., 2002). Como ja citado o feijdo-fava é
hospedeiro de uma vasta gama de patdgenos, entretanto, para alguns fungos
frequentemente encontrados em associagdo com o feijao-fava, a capacidade de
causar doenca ainda ndo foi comprovada, logo € de fundamental importancia a
realizacdo dos testes de patogenicidade visando estabelecer a relacdo causal das

doencas observadas em campo.
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CAPITULO 1
Primeiro relato de Macrophomina phaseolina em feijdo-fava no Brasil

RESUMO

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma importante leguminosa cultivada no
Nordeste do Brasil. A podriddo de carvdo, causada pelo fungo habitante do solo
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., € doenca severa de muitas espécies
cultivadas no Brasil, como soja e feijao-caupi. Em fevereiro e abril de 2015, durante
visitas técnicas a campos de producéao de feijdo-fava nos municipios de Esperantina-
Pl e Assaré-CE, Brasil, foram observadas plantulas exibindo sintomas de podridao
de carvdo e plantas adultas com vagens cobertas com micélio fangico. O objetivo
deste estudo foi identificar o agente causal dessa doenca em feijdo-fava e realizar
teste de patogenicidade. Dois isolados fungicos foram identificados por analises
morfolégicas e por sequenciamento do gene EF-1a. Com base nos caracteres
morfolégico e filogenético os isolados foram identificados como M. phaseolina e
agruparam com o isolado ex-type com suporte de bootstrap de 99 %. Ambos os
isolados foram patogénicos ao feijao-fava, var. Boca de Moca, por dois métodos de
inoculacdo durante a semeadura: 1. discos de meio de cultura com micélio. 2. graos
de arroz infestados. Todas as plantas inoculadas, independente do método de
inoculagdo, apresentaram sintomas semelhantes aqueles observados em plantas
naturalmente infectadas no campo. O fungo foi reisolado de todas as plantas,
completando os Postulados de Koch. Este € o primeiro relato de M. phaseolina

infectando feijao-fava no Brasil.

Palavras-chave: Phaseolus lunatus; podridédo cinzenta; podriddo de carvéo.
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First report of Macrophomina phaseolinain lima bean in Brazil

ABSTRACT

The lima bean (Phaseolus lunatus L.) is an important legume that has been growing
in the northeast of Brazil. The charcoal rot, caused by fungus that inhabits in the soil
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., Is a severe disease of many species grown
in Brazil, such as soybean and cowpea. In February and April 2015, during technical
visits to lima bean production fields in the municipalities of Esperantina-Pl and
Assaré-CE, Brazil, seedlings were observed with charcoal rot symptoms and adult
plants with pods covered with mycelium. The objective of this study was to identify
the causative agent of the disease in lima bean and perform pathogenicity test. Two
fungal isolates were identified by morphological analysis and sequencing of the EF-
1a gene. On the basis of morphological characters and phylogenetic the isolates
were identified as M. phaseolina and grouped with the isolated ex-type with 99 %
bootstrap support. Both isolates were pathogenic to lima bean, var. “Boca de Mog¢a”,
for two methods of inoculation for sowing:1. culture medium disks with mycelial. 2.
infested rice grains. All the inoculated plants, regardless of the method of inoculation,
present similar symptoms to those observed in naturally infected plants in the field.
The fungus was reisolated from all plants, completing Koch's postulates. This is the

first report of M. phaseolina infecting lima bean in Brazil.

Keywords: Phaseolus lunatus; gray rot; charcoal rot.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma fabacea nativa das Américas
Central e do Sul cultivada principalmente em regides tropicais e semi-tropicais ao
redor do mundo (MARTINEZ-CASTILLO et al., 2014). No Brasil é considerada a
segunda espécie de maior importancia agricola do género Phaseolus, tendo grande
importancia principalmente para a regido Nordeste, onde representa fonte de
alimento e renda para a populacédo e produtores familiares (MAQUET et al., 1999;
CARVALHO et al., 2015). O feijao-fava é bem adaptado a regides secas e tem boa
produtividade tanto em periodos Umidos como secos (VIEIRA, 1992), porém sua
produtividade ainda € baixa em relacdo as outras espécies de feijdo consumidas no
Brasil.

Em 2014 foram produzidas 7.416 toneladas de gréos de feijdo-fava em uma
area de 23.697 ha (IBGE, 2014). Varios fatores sao atribuidos a essa baixa
produtividade, dentre eles destaca-se a ocorréncia de doencas, que Sao pouco
estudadas e muitas vezes de etiologia desconhecida (CARVALHO et al., 2015). A
identificacdo correta dessas doencas e seus agentes causais Sao cruciais para o
estabelecimento de estratégias mais eficazes de manejo da cultura.

Em visitas técnicas a campos de producao de feijao-fava nos municipios de
Esperantina-Piaui e Assaré-Ceara, Brasil, foram observadas plantulas exibindo
sintomas de podriddo de carvdo e manchas foliares, e plantas adultas com vagens
cobertas com micélio fungico. Os sintomas sdo semelhantes aqueles observados em
soja e feijao-caupi provocados por Macrophomina phaseolina. Esta espécie é
considerada polifaga, capaz de causar doengas em uma grande diversidade de
espécies de plantas (GUPTA et al., 2012).

O fungo possui mecanismos de infeccdo diversificados, que lhe permitem
degradar a parede celular de diversos hospedeiros e sobreviver por varios anos em
restos de cultura no solo, através de microesclerdcios que constituem a principal
fonte de inéculo do fungo (GUPTA et al., 2012; ISLAM et al., 2012). Os sintomas
observados nas diferentes espécies infectadas variam de lesdes escurecidas no
caule e nas raizes, podriddo, murcha, seca, tombamento efolhas com coloracéo
marrom-escura; a presenca de microesclerdcios nos tecidos da planta € um sinal
recorrente em diferentes hospedeiros (ALMEIDA et al., 2014; GUPTA et al., 2012,
SUN et al., 2015; ZHANG et al., 2011). Apés a infeccdo das mudas, os sintomas
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podem ser observados nos cotilédones, no caule e nas hastes das plantas e, se as
condicdes de ambiente continuarem favoraveis o fungo pode causar a morte da
planta (GUPTA et al., 2012).

Considerando a auséncia de relatos da patogenicidade de M. phaseolina em
feijdo-fava no Brasil este trabalho teve como objetivos identificar o agente causal da
podriddo de carvdo em feijdo-fava pela utilizacdo de marcadores morfoldgicos,
caracterizacdo molecular e teste de patogenicidade, além de avaliar a eficiéncia de

diferentes métodos de inoculacao artificial do fungo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo dos isolados

Os isolados foram obtidos a partir de plantas de feijdo-fava cultivadas nos
estados do Piaui e Ceara, Brasil, com sintomas de podriddo de carvao do caule ou
seca. Fragmentos de raizes, caules e folhas foram desinfestadas superficialmente
com alcool 70 %, hipoclorito de sédio a 2 % e enxaguadas duas vezes com agua
destilada e esterilizada (ADE). As amostras foram plaqueadas em meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) e incubadas em estufa a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de
12 horas, por quatro dias. Os isolados foram identificados conforme morfologia,
preservados em microtubos e depositados na Colec¢do Micoldgica Maria Menezes da

Universidade Federal Rural de Recife.

2.2 Caracterizacao morfolégica e molecular

A partir de uma colecédo de oito isolados, CMM-3540 de Esperantina-Pl e
CMM-3543 de Assaré-CE foram selecionados para a identificacdo morfoldgica e
molecular. Avaliaram-se caracteristicas como a cor e 0 aspecto do miceélio aéreo,
tamanho e forma dos conidos, como também a presenca ou auséncia de
microesclerécios em meio de cultura. Para avaliacdo da velocidade de crescimento
micelial, discos de 5 mm de meio contendo estruturas do fungo, retirados da area
periférica de colbnias puras com quatro dias de crescimento, foram transferidos para

placas de Petri com meio de cultura BDA e incubadas em estufa incubadora a 25 * 2
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°C, com fotoperiodo de 12 horas. A medi¢ao do crescimento da colbnia foi feita com
uso de régua milimetrada a cada 24 horas, medindo-se o didametro da col6nia em
dois sentidos perpendiculares entre si; as medicdes foram feitas até que o fungo
atingisse toda a area da placa. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com dois tratamentos (isolados) e cinco repetigoes.

A caracterizagdo molecular foi realizada transferindo-se os isolados para
placas com meio Extrato de Malte 2 % e a partir destas realizados cultivos
monosporicos. Os isolados tiveram DNA extraido utilizando Wizard Genomic DNA
Purification Kit® (Promega). As reagdes foram realizadas utilizando o kit GoTag ®
Colorless Master Mix (Promega). Na amplificacédo do gene EF (Elongation factor 1-a)
foram utilizados os primers EF1-728F Forward (5’- CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-
3’) (CARBONE; KOHN, 1999) e Ef-2 Reverse (5-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-
3’) (O'DONNELL et al.,, 1998). Os fragmentos amplificados foram purificados
utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e
posteriormente sequenciados, nas direcfes senso e antisenso no Instituto Biol6gico
de Sao Paulo. Os eletroferogramas foram analisados com o auxilio do programa
SegAssem (HEPPERLE, 2004). As sequéncias editadas foram comparadas com
sequéncias depositadas no GenBank por meio da ferramenta BLASTnh
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Alinhamentos multiplos das sequéncias foram
gerados utilizando-se o programa CLUSTALW implementado pelo programa MEGA
v.6.0 (TAMURA et al., 2013). Os alinhamentos foram corrigidos manualmente e
analise realizada com o programa MEGA v.6.0 utilizando o método de maxima

parcimoénia.

2.3 Testes de Patogenicidade

A patogenicidade dos isolados foi testada através de dois métodos de
inoculagcdo em plantas de feijdo-fava: 1. deposicdo de discos de meio BDA com
micélio do fungo na cova de semeadura, 2. deposicdo de graos de arroz infestados
com o fungo na cova de semeadura, adaptado de Songa et al. (1997). Utilizaram-se
sementes de feijdo-fava, variedade crioula Boca-de-moca (Acesso UFPI-894)
previamente desinfestadas em hipoclorito de sédio 2 % por dois minutos,
enxaguadas em ADE e secas em papel toalha. A semeadura foi realizada em vasos

plasticos com capacidade de 2,8 litros, contendo solo autoclavado duas vezes a 121



40

°C durante uma hora. A parcela experimental consistiu de um vaso com trés plantas.
Os experimentos foram realizados duas vezes, com sete repeticdes cada. As plantas

foram avaliadas diariamente, durante 30 dias.

2.3.1 Método do grao de arroz infestado

O indculo foi preparado em Erlenmeyers de 500 mL, no qual depositaram-se
100 g de arroz com casca, acrescidos de 100 mL de agua destilada. O substrato foi
autoclavado a 12 1°C por 20 minutos. Apos o completo resfriamento do substrato
cinco discos de micélio de 5 mm foram retirados da &rea periférica de colénias com
quatro dias de idade e depositados nos Erlenmeyer contendo o substrato. Os
frascos foram incubados em estufa incubadora a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12
horas, até a completa colonizacdo dos gréos. Para garantir uma colonizacao
uniforme, os frascos foram agitados manualmente e diariamente. Inocularam-se
cinco graos de arroz infestados em cada cova de semeadura, as sementes
desinfestadas foram depositadas sobre os gréos e cobertas com solo. No tratamento

testemunha utilizaram-se gréos de arroz autoclavados néo colonizados pelo fungo.

2.3.2 Método de discos de micélio

Cinco discos de meio de cultura BDA mais micélio fungico de 5 mm obtidos
de culturas puras com quatro dias de crescimento foram depositados nas covas de
semeadura. As sementes, previamente desinfestadas como descrito anteriormente,
foram semeadas sobre os discos e uma pequena quantidade de solo foi colocada
sobre as mesmas. No tratamento testemunha foram inoculados discos de meio de

cultura BDA sem o fungo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Observacao dos sintomas em plantas no campo

Nos meses de fevereiro e abril de 2015 foram observadas plantulas e plantas,

respectivamente, de feijdo-fava com sintomas de podriddo de carvdo e vagens

proximas ao solo cobertas com micélio cinza (Figura 1A, B). As plantulas com folhas
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cotiledonares expandidas apresentavam, na altura dos cotilédones, cancros pretos,
deprimidos e com margens bem definidas, que expandiam em direcdo ao hipocotilo
e epicotilo, as vezes rodeando completamente o caule (Figura 1B). ApGs a remocao
das plantas infectadas do solo foram observadas massas de microesclerocios

formados sobre os tecidos infectados (Figura 1E).

Figura 1. Macrophomina phaseolina em feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.). (A)
Micélio sobre a vagem; (B) Sintoma de podridao de carvdo em caule e tombamento
em campo; (C) Cotilédone saudavel; (D) Cotilédone com lesdo escura e massa de
microesclerécios; (E) Microesclerécios em caule; (F) Tombamento em plantas
inoculadas; (G) Raiz saudavel; (H) Podriddo de carvdo 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 microesclerécios produzidos em meio BDA; (N) Picnidios na superficie de
folha de planta inoculada; (O) Picnidio com conidios. Barra: N-O = 20 um.

3.2 Caracterizacao morfolégica

Os dois isolados obtidos formaram colbnias inicialmente brancas, que se

tornaram cinza escuro a partir do segundo dia, atingindo 9 cm de diametro, com
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micélio aéreo abundante, no quarto dia de incubacgéo (Figura 1K). Nao foi observada
formagdo de picnidios em meio de cultura, porém estes foram abundantes nos
tecidos foliares sintomaticos, com formato globoso e tamanho variando entre 121-
205,30 um. Os conidios formados séo hialinos, ovéides, medindo de 26-31,71 x 10-
12,41 ym, medidas que os classificam como macroconidios conforme identificacéo
proposta por Sarr et al. (2014). Aos quatro dias de incubacédo foram observados
microesclerécios negros com tamanho variado (50-96,42 pm) (Figura 1M).
Caracteristicas semelhantes foram observadas em M. phaseolina isolada de feijao
Adzuki (Vigna angularis Willd. Ohwi &. Ohashi) e em feijao Mungo (Vigna radiata L.)
na China (SUN et al., 2015; ZHANG et al., 2011).

3.3 Caracterizacao molecular

A identificacdo dos isolados foi confirmada pela amplificacdo e
sequenciamento do gene EF-1a. Os isolados CMM3540 e CMM3543 agruparam ha
arvore filogenética com o espécime tipo CBS 205.47, juntamente com isolados de M.
phaseolina de diferentes espécies do género Phaseolus e com isolado de soja, com
suporte de bootstrap de 99 % (Figura 2). A caracterizacdo molecular € um passo
importante na identificacdo correta deste fungo, haja vista a similaridade morfologica
entre M. phaseolina e M. pseudophaseolina, espécie recém descrita no Senegal,
pois ha apenas uma leve redugdo no tamanho dos conidios entre estas espécies
(SARR et al., 2014).
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KF951997 M. phaseolina CBS 205.47* Phaseolus vulgaris
KF852070 M. phaseolina CPC 13084 Phaseolus vulgans
KF852068 M. phaseolina CPC 13081 Glycine max
o0.00 | KFE52013 M, phaseolina CBS 461.70 Phaseolus vulgaris

KF52010 M. phaseolina CBS 458.70 Phaseolus mungo

- KFE52009 M. phaseolina CBS 457.70 Phaseolus aureus

! CMM 3540 M. phaseolina Phaseolus lunatus <

CMM 3543 M. phaseolina Phaseolus lunatus <¢——

r KF952153 M. pseudophaseolina CBS 137165* Arachis hypogaea

1 KF952149 M pseudophaseciina CPC 21398 Arachis hypogaea

L KFg52148 M. pseudophaseolina CPC 21394 Vigna unguiculata

DQ787637 Botryosphaeria dothidea
0 0&

Figura 2. Arvore filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene EF-1a de
Macrophomina phaseolina. A &rvore foi construida usando o método da maxima
parcimbnia. O comprimento dos ramos é indicado por escala na base da arvore, e 0s
valores debootstrap (1000 repeticbes) sdo indicados acima dos internddios.
Botryosphaeria dothidea foi usada como outgroup.

3.4 Teste de Patogenicidade

Os dois métodos de inoculacédo foram eficazes na inducédo de sintomas nas
plantas de feijdo-fava. Nenhum sintoma foi observado nas plantas utilizadas como
controle. M. phaseolina foi reisolado de todas as plantas inoculadas, completando os
Postulados de Koch. Nas plantas inoculadas os sintomas variaram, ocorrendo
podriddes de sementes (Figura 1D) com crescimento de micélio fungico sobre o
tegumento, presenca de lesBes escuras no hipocotilo e epicottilo (Figura 1F),
provocando a ruptura do caule e tombamento de plantas com folhas verdadeiras ja
desenvolvidas, além de seca e morte de plantulas (Figura 1I).

Nas plantas que se desenvolveram os sintomas surgiram quatro dias apos a
germinacao das sementes, iniciando com uma mancha de cor variando do vermelho
ao marrom escuro na regido de insercéo dos cotilédones e se desenvolveram com o
passar dos dias em direcdo ao hipocotilo e epicatilo (Figura 1H). A partir do sexto dia
apos a inoculagdo microesclerécios em abundancia comecaram a ser formados no

caule (Figura 1L). Foram observadas plantulas com sistema radicular reduzido
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(Figura 1H). Algumas plantas exibiram colonizagdo sistémica em suas folhas
cotiledonares, que murcharam e secaram, com a formacdo, em sequéncia, de
numerosos picnidios (Figura 1N, O). Eventualmente foram observadas manchas
marrons circulares que, com o passar dos dias, tornaram-se assimétricas, atingindo
boa parte do limbo no primeiro par de folhas verdadeiras (Figura 1J). Sintomas
semelhantes foram observados em folhas de Phaseolus aureus Roxb. (TANDEL et
al., 2015).

A natureza sistémica da infeccdo em M. phaseolina em feijdo guandu
(Cajanus cajan L.) foi revelada por exames histopatoldgicos, nos quais foram
encontrados micélio e microesclerdcios do fungo na medula e cortex do peciolo
(MAURYAet al., 2013). Os sintomas na raiz das plantas variaram desde auséncia de
sintomas a podriddo negra com reducdo do sistema radicular (Figura 1H). Os
sintomas das plantas inoculadas observados neste trabalho se assemelham aqueles
de outras leguminosas como soja, feijao guandu, feijdo Adzuki e feijao Mungo
(GUPTA et al., 2012; MAURYA et al., 2013; SUN et al., 2015; ZHANG et al., 2011).

Neste trabalho ambos os isolados foram patogénicos ao feijao-fava, havendo
diferengas na incidéncia dos sintomas entre os diferentes métodos de inoculacéo.
Na tabela 1 é possivel observar a porcentagem de sementes mortas com presenca
de micélio fungico no tegumento, plantas tombadas e plantas que apresentaram

lesBes necréticas no caule em cada um dos métodos de inoculacgéo.

Tabela 1. Porcentagem de sementes mortas (SM), plantas tombadas (PT) e plantas
com lesdes necroticas (PL) no caule nos diferentes métodos de inoculagdo de
Macrophomina phaseolina em feijao-fava. Teresina, 2016

Método de inoculacéo

Isolado Arroz infestado Disco de micélio

SM PT PL* SM PT PL*
CMM3540  4,7% (1/21)' 61,9% (13/21)  33,3% (7/21) 4,7% (1/21)  47,6% (10/21)  47,6% (10/21)

CMM3543  4,7% (1/21)  71,4% (15/21)  23,8% (5/21) 0,0% (0/21)  100% (21/21)  0,0% (0/21)

"Proporcéo de plantas com os sintomas descritos (n° de plantas sintométicas/n® de plantas
inoculadas).
*As plantas ndo morreram até o final das avaliagfes.

Dez dias ap0s a emergéncia (DAE) ficou evidente a diferenca entre os

métodos de inoculacdo; a ocorréncia de tombamento com morte das plantas foi a



45

caracteristica que mais variou entre os métodos, pois 71,4 % das plantas inoculadas
com arroz infestado desenvolveram tombamento, contra 100 % das plantas
inoculadas com discos de micélio (Tabela 1). Nos testes de patogenicidade de M.
phaseolina diversas metodologias tém sido utilizadas, desde ferimento com palito
infestado pelo fungo em 6rgéos da planta, infestacdo de sementes, a incorporacao
de estruturas do fungo a diferentes substratos etc. (AMUSA et al., 2007; KHANZADA
et al., 2012). O método de deposicéo de disco de micélio no solo mostrou-se eficaz
na inoculacdo artificial de M. phaseolina e M. pseudophaseolina em diferentes
variedades de feijdo-caupi (NDIAYE et al., 2015). Na inoculagdo do patégeno em
Abelmoschus esculentus L. maior mortalidade e incidéncia de podriddo foi
observada no método de infestacdo do solo com microesclerdcios do fungo
(KHANZADA et al., 2012).

Macrophomina phaseolina foi detectada nas principais leguminosas cultivadas
no Mundo. No entanto, no feijdo-fava existem apenas dois relatos de ocorréncia
natural, na India e nos Estados Unidos (FARR; ROSSMAN, 2016). Para nosso
conhecimento, este € o primeiro registro de M. phaseolina causando podriddo de
carvao em feijao-fava no Brasil.

O presente estudo é uma ferramenta valiosa na compreensdo dos processos
gue envolvem a infeccdo do patdégeno no feijdo-fava, sendo base para demais
estudos que visem estabelecer estratégias de manejo das doencas que atingem a

cultura.

4 CONCLUSOES

Macrophomina phaseolina é o agente causal da podriddo de carvao em feijao-
fava.

O método de inoculacédo baseado na deposicao de discos de micélio do fungo
no solo junto as sementes no momento da semeadura mostrou-se 0 método mais

eficaz para a inducgao artificial de sintomas em feijdo-fava.
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CAPITULO 2
Primeira ocorréncia de podridao de raiz causada por Fusarium falciforme

(FSSC 3 + 4) em feijao-fava no Brasil

RESUMO

Espécies do Complexo Fusarium solani sdo patdégenos de solo agressivos,
responsaveis por podriddes de raizes em diversas culturas pelo mundo. O feijao-
fava é cultivado em diversos paises tropicais e subtropicais; no Brasil, € importante
fonte de alimento e renda para a populacdo e agricultores familiares, principalmente
na regido Nordeste. Durante visitas técnicas a campos de produtores nos municipios
de Tanque e Teresina, Piaui, Brasil, foram observados sintomas de podriddo de
raizes em plantas de feijdo-fava. Os isolados obtidos a partir destas plantas foram
identificados morfologicamente como pertencentes ao Complexo Fusarium solani. O
objetivo deste estudo foi identificar o0 agente causal da podridao de raizes em feijao-
fava e realizar teste de patogenicidade através de dois métodos de inoculacdo do
fungo. O método de ferimento e imersdo das raizes em suspensédo conidial foi o
mais eficiente na inducdo de sintomas nas plantas em casa de vegetacdo. Os
isolados fungicos foram reisolados das plantas inoculadas, cumprindo os Postulados
de Koch. A analise molecular utilizando os genes EF-1a e RPB2 confirmou a
identidade dos isolados como Fusarium falciforme, com suporte de bootstrap de 100
%. Este é o primeiro relato de infeccdo natural de espécie do Complexo Fusarium

solani em feijao-fava no Brasil.

Palavras-chave: filogenia molecular, patogenicidade, Phaseolus lunatus L., podridao

vermelha da raiz.
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First occurrence of root rot caused by Fusarium falciforme (FSSC 3 + 4) in lima

bean in Brazil

ABSTRACT

The Complex Fusarium solani species are aggressive soil pathogens, responsible for
rotting of roots in much growth around the world. The lima bean is grown in many
tropical and subtropical countries. In Brazil, it is an important source of food and
income for the population and family farmers, especially in the Northeast. During
technical visits in producing fields in the cities of Tanque and Teresina, Piaui, Brazil,
it was observed root rot symptoms in lima bean plants. The isolates obtained from
these plants were morphologically identified as belonging to the Complex Fusarium
solani. The objective of this study was to identify the causal agent of root rot in lima
bean and conduct pathogenicity test through two fungal inoculation methods. The
wound and soaking the roots in conidial suspension method was the most efficient in
inducing symptoms in plants in the greenhouse. Fungal isolates were reisolated from
inoculated plants, fulfilling Koch's postulates. Molecular analysis using EF-1a and
RPB2 genes confirmed the identity of the isolates as Fusarium falciforme with 100 %
bootstrap support. This is the first report of natural infection of Complex Fusarium

solani species in lima bean in Brazil.

Keywords: molecular phylogeny, pathogenicity, Phaseolus lunatus L., red root rot.
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1 INTRODUCAO

Fungos do género Fusarium sdo habitantes naturais do solo e apresentam
diversidade de hospedeiros e estilos de vida, além de algumas espécies serem
produtoras de micotoxinas (SMITH, 2007). Dentre os representantes do género,
Fusarium solani se destaca por possuir diversificados habitos de vida, dentre eles
patdgenos oportunistas associados a infeccdes em humanos e fitopatdgenos
responsaveis por doencas que levam a perdas em diversas culturas
agronomicamente importantes (SMITH, 2007).

Fusarium solani species complex (FSSC), como € atualmente denominado, é
formado por aproximadamente 50 espécies filogenéticas (O'DONNELL et al., 2008;
ZHANG et al., 2006), divididas em trés clados. As espécies dos clados 1 e 2 séo
geralmente associadas a doencas e morte de plantas, enquanto espécies do clado 3
sdo, na sua maioria, saproéfitas de ambientes diversos ou relacionadas a infec¢des
oportunistas em humanos. Isolados identificados como pertencentes ao clado 3
também tém sido isolados a partir de leguminosas como soja, ervilha, lentilha e
feijoeiro, causando podridao de raizes (CHITRAMPALAM; NELSON JR., 2016).

A podridao de raiz é um sintoma tipico de infeccdo das plantas por fungos
habitantes do solo. Na cultura da soja fungos do complexo FSSC séo responsaveis
pela sindrome de morte subita (SDS) ou podriddo vermelha da raiz (AOKI et al.,
2005; COSTA et al., 2016); os sintomas frequentes incluem clorose internerval e
murcha foliar, além de podriddo radicular com lesGes evidentes e reducdo de
desenvolvimento da planta (WESTPHAL et al., 2008).

Fusarium falciforme é uma espécie distribuida em solos de diversos paises
(CHEHRI, 2015; NALIM et al.,, 2011), além de ser relacionada a infeccdes
oportunistas que afetam humanos e animais (ZHANG et al., 2006). No Brasil esta
associada a podriddo de raizes em grado-de-bico (CABRAL et al., 2016). Nos
Estudos Unidos a espécie foi isolada a partir de raizes de soja (CHITRAMPALAM,;
NELSON JR., 2016).

Diferentes espécies tem sido relacionadas a podriddo de raizes em soja e
feijdes ao redor do mundo (AOKI, et al., 2012; AOKI et al., 2005; BILGI et al., 2011),
e ferramentas moleculares modernas tem auxiliado na identificagdo mais apurada de
espécies que afetam leguminosas, haja vista a dificuldade de identificacdo com uso

apenas da morfologia e gama de hospedeiros.
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Fusarium paranaense, espécie do FSSC relacionada filogeneticamente a F.
falciforme, é amplamente distribuida em regibes produtoras de soja no Brasil,
induzindo sintomas de podriddo radicular semelhantes aqueles observados por
outras espécies de referéncia, como Fusarium tucumaniae, Fusarium brasiliense e
Fusarium crassistipitatum (COSTA et al.,, 2016). No feijdo-comum (Phaseolus
vulgaris L.) Fusarium solani f. sp. phaseoli e Fusarium graminearum induzem
sintomas de podriddo, com descoloracdo da raiz e desenvolvimento de lesbes
escuras nas raizes e hipocdétilo (BILGI et al., 2011). Em feijdo adzuki (Vignha
angularis L.) e feijao mungo (Vigna radiata L.) Fusarium azukicola causa podridao
radicular, clorose e necrose foliar, além de acentuada reducdo de tamanho e peso
das plantas infectadas (AOKI et al., 2012).

O feijdo-fava € uma cultura de alto valor social e econémico no Brasil,
principalmente na regido Nordeste do pais, cultivado por agricultores familiares com
uso de tecnologia rudimentar, fator que contribui para seu baixo rendimento
(GOMES et al., 2015). Nesse pais, poucas doencas fungicas foram descritas em
feijdo-fava (CARVALHO et al., 2015). A podriddao vermelha da raiz em feijado-fava é
uma doenca de agente etioldgico desconhecido no Brasil.

Portanto, este estudo teve como objetivos identificar com base nos
marcadores morfoldgicos e filogenia, avaliar a patogenicidade de dois isolados de
Fusarium sp. em plantas de feijao-fava, a fim de confirmar a etiologia da podridao

vermelha de raiz e, a avaliagdo de dois métodos de inoculacgéo artificial do patdégeno.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo dos isolados

Plantas de feijao-fava exibindo sintomas de murcha foram coletadas e
levadas ao laboratorio, onde fragmentos de raizes e caule foram desinfestados
superficialmente com etanol 70 %, hipoclorito de sodio 2 %, lavados duas vezes com
agua destilada e esterilizada (ADE). Os fragmentos foram plaqueados em meio BDA
(batata-dextrose-agar). As amostras foram incubadas em camara incubadora a 25 +
2 °C por sete dias, periodo no qual o crescimento e as caracteristicas do fungo

foram verificados diariamente. Dois isolados foram obtidos a partir de raizes com
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sintomas de podriddo, MPM 134, proveniente do municipio de Tanque, Piaui, e
EMJS 12 da cidade de Teresina, Piaui. Os isolados foram identificados conforme
morfologia, preservados em microtubos e depositados na Colecédo Micoldgica Maria

Menezes da Universidade Federal Rural de Recife.

2.2 Caracterizacao morfolégica

A caracterizacdo morfolégica foi adaptada de Aoki et al. (2003). Os isolados
foram incubados em placas de Petri de 90 mm de diametro contendo meio BDA e
em placas com meio “Synthetic Nutrient Deficient Agar” (SNA) contendo folhas de
cravo (Dianthus caryophyllus L.). As placas foram incubadas em camara incubadora
a 25 £ 2 °C, sendo utilizadas cinco repeticoes para cada tratamento. A determinacao
do crescimento micelial foi avaliada em meio BDA, com as placas mantidas no
escuro durante quatro dias em camara incubadora a 25 +2 °C e a 37 £ 2 °C. Em
seguida foi realizada a medicdo do diametro da colénia com auxilio de régua
milimetrada, na ocasido também foram observadas caracteristicas como cor, odor e
aspecto do micélio. As caracteristicas morfolégicas da cultura foram avaliadas em
SNA + folha de cravo, 14 dias apés o plagueamento em camara incubadora, com
fotoperiodo de 12 horas. No microscoépio 6ptico foram avaliados tamanho, forma e
septacdo dos conidios, tipos de fidlides, macroconidios, presenca de clamidosporos
e conidioforos. Para determinagédo do tamanho e forma dos conidios foram avaliados
50 conidios de cada um dos isolados. O experimento foi realizado em delineamento

inteiramente casualizado, com dois tratamentos (isolados) e cinco repeticoes.

2.3 Caracterizagéo molecular

2.3.1 Extracdo de DNA e PCR

Os isolados foram cultivados em meio liquido de malte 2 % por trés dias, em
agitacdo de 100 rpm sob temperatura ambiente. O micélio fungico foi purificado e
macerado em nitrogénio liquido e o DNA extraido por meio do kit Wizard Genomic
DNA Purification Kit® (Promega).

As reacBes de PCR foram realizadas no termociclador My Cycler™

(BIORAD). Para o gene EF-1a (Fator de alongacéao 1-a) foram utilizados os primers
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Ef-1  Forward (5-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) e Ef-2 Reverse (5-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’) (O'DONNEL et al., 1998); e para segunda maior
subunidade da RNA polimerase (RPB2): 5F2 Forward (5-
GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3) e 7cR Reverse (5-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3’) (O'DONNEL et al., 2008). O programa de ciclos
para o gene EF-1a foi de 94 °C por 1 min; 34 ciclos: 94 °C, por 30 s, 62 °C por 45 s;
72 °C por 1 min, 72 °C por 5 min. Para RPB2 a sequéncia utilizada foi de 94 °C por
90 s; 40 ciclos: 94 °C, por 30 s; 55 °C, por 90 s e 1 ciclo de 68 °C, por 2 min, 68 °C
por 5 min. Os produtos da PCR obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1 % corado com GelRed (Biotium) e visualizados com transiluminador. A
purificacdo dos fragmentos amplificados foi feita através do Kit GenElute PCR
Clean-up (Sigma-Aldrich). Os fragmentos foram sequenciados pela empresa
Macrogen, USA, e os eletroferogramas gerados foram analisados por meio do
programa SeqgAssem (HEPPERLE, 2004).

2.3.2 Andlise filogenética

A analise filogenética foi realizada com base no sequenciamento dos genes
EF-1a e RPB2. As sequéncias editadas foram comparadas com a base de dados
GenBank por meio do programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).
Alinhamentos multiplos das sequéncias foram gerados utilizando-se o programa
CLUSTALW implementado pelo programa MEGA v.6.0 (TAMURA et al., 2013). Os
alinhamentos foram corrigidos manualmente. A andlise foi realizada com o programa

MEGA v.6.0 utilizando o método de maxima parcimonia.

2.4 Teste de patogenicidade

Foram avaliados dois métodos de inoculacdo em plantas de feijdo-fava e soja:
1. deposicao de discos de micélio na cova de semeadura, 2. técnica do ferimento
das raizes e imersdo em suspensao de conidios. Os experimentos foram realizados
duas vezes: uma no periodo seco (setembro a novembro de 2015) e outra no
periodo das chuvas (dezembro de 2015 a fevereiro de 2016). As plantas foram
mantidas em casa de vegetacao até o final dos experimentos.
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2.4.1 Método de ferimento de raizes e imersao em suspensao de esporos

Sementes de feijdo-fava variedade crioula Boca-de-Moca (Acesso UFPI-894)
e soja (Embrapa BRS 333) foram desinfestadas em &lcool 70 %, hipoclorito de sddio
2 %, enxaguadas em ADE e colocadas para secar em papel toalha, depois
semeadas em copos plasticos de 200 mL contendo solo autoclavado por 1 hora a
121 °C por duas vezes. Foi semeada uma semente por copo. A suspensao conidial
foi preparada acrescentando-se ADE a placas contendo estruturas dos isolados com
14 dias de crescimento. Os conidios foram separados do micélio por meio de
raspagem com alca de Drigalski, a suspensao obtida foi filtrada em gaze estéril e
ajustada para a concentracdo de 1 x 10° conidios mL™ com auxilio de camara de
Neubauer. Aos 10 dias ap6s a emergéncia as plantas foram cuidadosamente
arrancadas dos copos e tiveram suas raizes lavadas em agua destilada e podadas
em aproximadamente quatro centimetros, depois foram imersas por cinco minutos
na suspensao conidial. As plantas foram replantadas em vasos plasticos com solo,
na proporcdo de 2:1 (solo/substrato vegetal), autoclavado, como descrito
previamente. As plantas de feijdo-fava foram mantidas em vasos com capacidade
para 8 litros de solo e as plantas de soja em vasos com capacidade para 3,8 litros.
As plantas foram irrigadas diariamente e avaliadas aos 60 dias apds inoculacéo
(DAI), quando foi observada a auséncia ou presenca de sintomas nas raizes e parte
aérea. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com sete vasos com
trés plantas cada (21 repeticdes). No tratamento controle as plantas tiveram as

raizes imersas somente em ADE.

2.4.2 Método dos discos de micélio

Cinco discos de micélio de 5 mm provenientes da area periférica de culturas
puras dos isolados fungicos com sete dias de crescimento foram depositados nas
covas de semeadura em vasos plasticos com capacidade de 8 litros para feijdo-fava
e 3,8 litros para soja, contendo solo, nas condi¢cdes descritas anteriormente. As
sementes, previamente desinfestadas, foram semeadas sobre os discos, sendo
utilizados sete vasos, com trés sementes cada (21 repeticdes). No tratamento

controle utilizaram-se discos de meio de cultura BDA, sem o fungo. Como na
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metodologia anterior a avaliacao foi feita avaliando-se a auséncia ou presenca de

sintomas nas raizes e na parte aérea das plantas aos 60 DAI.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao morfolégica

De acordo com as caracteristicas morfolégicas os dois isolados obtidos
(MPM134 e EMJS12) foram identificados como pertencentes ao Complexo Fusarium
solani. Os isolados apresentaram micélio aéreo levemente cotonoso com coloragao
gue variava do branco ao creme, com reverso bronzeado ou amarelado (Figura 1E).
Os macroconidios exibiam formato falciforme ou falcado, com septos evidentes e
coloracdo hialina (Figura 1F), alguns alongados, com &pices mais pontiagudos.
Ambos os isolados apresentaram monofialides longas, com conidiéforos em falsas
cabecas (Figura 1 G, H); os microconidios exibiram formato cilindrico ou elipséide
com tamanho variado e apices arredondados, alguns apresentaram formato mais
ovalado, todos com coloragéo hialina (Figura 11).

Houve variacdo da quantidade de septos entre os microconidios dos dois
isolados (Tabela 1). As espécies do Complexo F. solani apresentam grandes
variacbes em meio de cultura, como a forma e tamanho dos macroconidios e
microconidios, e abundéancia ou escassez de microconidios, a pigmentacdo da
cultura etc. (SMITH, 2007). Isolados de F. falciforme obtidos de espécies vegetais
cultivadas e de solo provenientes da Malasia apresentam coloracdo que variava do
branco ao amarelo, macroconidios com 3 a 4 septos e microconidios com 0 a 1
septo (CHEHRI et al., 2015).

Tabela 1. Caracteristicas morfologicas de isolados de Fusarium falciforme obtidos de
feijdo-fava no Estado do Piaui. Teresina, 2016

Isolado Coloracao Macroconidio™  Microconidio®* Septos™  TCM®
(frente/verso)*
EMJS12 Branco/amarelado 21-27,5x 4-6 9-16,9 x 3-4/0-2 12,39
3-5,9

MPM134 Creme/bronzeado 17,7-32,8 x3,5-6 9-18,62 x2-8,78 3-4/0-1 11,98
‘Em meio BDA. “Em meio SNA+folha de cravo aos 14 dias apds a incubacdo a 25 °C.
*Taxa de crescimento micelial em meio SNA, apos 96 horas de incubagédo no escuro a 25
°C. 4Comprimento X largura (um). *Macroconidio / Microconidio.
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Figura 1. Fusarium falciforme em feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.). (A) Planta ndo
inoculada aos 60 dias ap0s a inoculagéo (DAI); (B) Planta inoculada aos 60 DAI com
forte reducéo de crescimento; (C) Podridao vermelha da raiz de planta inoculada aos
60 DAI; (D) Podridao de raiz de planta inoculada aos 60 DAI; (E) Aspecto da cultura
em meio BDA; (F) Macroconidios em meio SNA + folha de cravo com septos
evidentes; (G) Conidioforos em falsas cabecas; (H) Monofialide longa, caracteristica
dos isolados MPM134 e EMJS12; (I) Microconidios em meio SNA + folha de cravo.
Barras: F-I: = 40 um; G-H: =.10 pm.
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Os dois isolados produziram grande quantidade de clamiddsporos hialinos,
uni ou bicelulares, com aspecto liso ou verrugoso (dados ndo mostrados). Nao foi
observada a formacao de estruturas sexuais. Com relacdo a taxa de crescimento
houve pouca variacdo entre os isolados, com taxas de crescimento médio de 11,98
mm/dia e 12,39 mm/dia para MPM134 e EMJS12 a 25° C, respectivamente (Tabela
1). Ambos tiveram crescimento superior a 30 mm em quatro dias. Isolados de F.
paranaense obtidos de soja no Brasil apresentam taxas de crescimento semelhantes
(COSTA et al., 2016), assim como isolados de F. falciforme obtidos de espécies
vegetais cultivadas e de solo provenientes da Malésia, que apresentaram
crescimento médio de 30 mm apds 4 dias, em meio BDA a 25 °C (CHEHRI et al.,
2015). Além disso, os dois isolados deste estudo cresceram a 37 °C, demonstrando
a capacidade do fungo em sobreviver e desenvolver a temperatura média do corpo
humano. Esta caracteristica ja foi relatada para isolados pertencentes ao clado 3 do
FSSC obtidos de soja (CHITRAMPALAM; NELSON JR., 2016), e também para
isolados do clado 1, que foram capazes de crescer e esporular a 37 °C, além de

mostrarem-se patogénicos a curcubitaceas (MEHL; EPSTEIN, 2007).

3.2 Analise molecular

Os isolados EMJS12 e MPM134 mantiveram-se proximos filogeneticamente
(94 % bootstrap), formando um grupo monofilético (100 % bootstrap) com isolados
de F. falciforme obtidos de humanos imunodeprimidos (Figura 2). F. falciforme é
comumente relacionado a infeccfes oportunistas em humanos imunodeprimidos,
além de ser comumente isolado de solo em diversos paises (ZHANG et al., 2006;
NALIM et al., 2011). F. falciforme é considerado uma espécie filogeneticamente
relacionada a F. paranaense, espécie patogénica a soja no Brasil (COSTA et al.,
2016). O clado 3 compreende a maioria das espécies do FSSC conhecidas, entre
elas espécies obtidas a partir de amostras de solo, fitopatbgenos e as espécies de
importancia clinica identificadas (ZHANG et al., 2006).

A analise de diferentes genes tém se mostrado uma ferramenta eficaz na
identificacdo de espécies pertencentes ao FSSC, entre eles os genes ITS, RPB2,
EF-1, sdo amplamente utilizados, de forma individual ou combinada, sendo a anélise
multigénica mais utilizada na identificacdo de espécies filogenéticas dentro do FSSC
(AOKI et al., 2003; CHEHRI et al., 2014; COSTA et al., 2016; O'DONNELL et al.,
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2008). Neste estudo, como em outros ja citados, o uso dos genes EF-1a e RPB2
foram eficientes na identificacdo de F. falciforme, formando um grupo distinto na
arvore filogenética, agrupando com isolados de referéncia com elevado suporte de
bootstrap (100 %) (Figura 2).

Os dois isolados foram patogénicos ao feijao-fava. Considerando os dois
experimentos (42 plantas inoculadas por método), apenas duas plantas inoculadas
pelo método do disco de micélio apresentaram sintomas. Por outro lado, todas as 42
plantas de feijdo-fava inoculadas pelo método de ferimentos de raiz apresentaram
sintomas evidentes de podriddo de raiz (Figura 1 C, D). Este resultado corrobora
aqueles obtidos por Melgar; Roy (1994) e Roy (1997), onde F. solani s6 foi capaz de
infectar plantas de P. lunatus através da inoculacdo por ferimento com palito
infestado. Esses resultados sugerem que o feijao-fava parece ser hospedeiro menos
suscetivel a Fusarium spp., pois métodos agressivos de inoculacdo sdo necessarios
para que o processo de infec¢ao ocorra.

Nas plantas de feijdo-fava inoculadas pelo método de ferimento de raizes a
podridao foi caracterizada por coloracdo negra e diminuicdo do desenvolvimento da
raiz; as raizes principais e secundarias apresentaram necrose, com desenvolvimento
comprometido, as plantas também exibiram estrias longitudinais amarronzadas na
regido do colo (Figura 1D). O corte da raiz exibiu tecidos com colacdo entre
vermelho e marrom, com cortex de cor creme (Figura 1C). O Unico sintoma reflexo
observado foi o subdesenvolvimento (Figura 1B). Nenhum sintoma foi notado nas
plantas de soja inoculadas.

No presente estudo ambos os isolados de F. falciforme foram reisolados a
partir de fragmentos de raiz de todas as plantas de feijdo-fava e soja inoculadas,
mesmo das plantas assintomaticas. O feijdo-fava parece se comportar como
hospedeiro "reservatorio” ou hospedeiro alternativo de espécies de Fusarium. F.
oxysporum f. sp. phaseoli foi recuperado de tecidos internos da raiz de feijao-fava
colonizadas pelo fungo, de forma assintomatica (DINGRA; COELHO NETO, 2001).
Logo o uso do feijao-fava para adubacdo verde em regibes com histérico de
ocorréncia de F. oxysporum f. sp. phaseoli ndo é indicado, pois a cultura poderia
funcionar como fonte de indculo do patégeno.

Foi possivel observar a colonizagéo de F. falciforme nas raizes de soja deste

estudo, através de seu reisolamento. Essa caracteristica precisa ser melhor avaliada
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em campo, para uma possivel definicdo do papel de F. falciforme na cultura do

feijdo-fava e da soja.
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Figura 2. Arvore filogenética baseada na sequéncia nucleotidica dos genes EF-1a e
RPB2 de isolados de Fusarium falciforme de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.). A
arvore foi construida usando o método da maxima parciménia. O comprimento dos
ramos € indicado por escala na base da arvore, e os valores de bootstrap (1000
repeticbes) sdo indicados acima dos internddios. Fusarium plagianthi e F. illudens
foram usados como outgroups.
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3.3 Teste de patogenicidade

N&o foram detectados sintomas foliares de clorose ou amarelecimento,
enquanto a murcha foi um sintoma pouco presente nas plantas de feijao-fava,
principalmente no experimento realizado no periodo seco. O surgimento de sintomas
foliares ndo é condicdo sempre presente em plantas inoculadas com Fusarium spp.
Costa et al. (2016) ndo detectaram sintomas foliares em plantas de soja inoculadas
com 49 isolados de espécies do FSSC. Sintomas foliares também n&o foram
detectados por Roy (1997) em plantas inoculadas com F. solani f. sp. phaseoli. Os
mecanismos de diferenciacdo genética e preferéncia de hospedeiros destas
espécies precisam ser melhor estudadas, haja vista a ndo patogenicidade dos
isolados de F. falcifome a soja neste estudo.

Para nosso conhecimento, este é o primeiro relato de F. falcifome causando

podridao de raiz em feijdo-fava no Brasil.

4 CONCLUSOES

Os dois isolados de F. falciforme foram patogénicos ao feijao-fava, induzindo
sintomas de podriddo de raiz.
O método de inoculagdo utilizando ferimento de raizes foi eficiente na

inoculacao artificial de isolados de F. falciforme em feijao-fava.
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CAPITULO 3

Colletotrichum cliviae e Colletotrichum fructicola: Novos agentes etioldgicos

da antracnose do feijado-fava no Brasil

RESUMO

O feijao-fava é uma leguminosa cultivada por pequenos agricultores principalmente
na regido Nordeste do Brasil. A antracnose é uma doenca amplamente distribuida
nessa regiao e capaz de comprometer a producéao de graos de feijao-fava. Durante o
primeiro semestre de 2015, no municipio de Teresina, Piaui, Brasil, foram
observadas plantas de feijdo-fava com sintomas de manchas foliares. O objetivo
deste estudo foi determinar o agente causal da antracnose em feijdo-fava. Baseado
nos caracteres morfoldgicos e na analise multilocus dos genes GAPDH, ACT, ITS e
B-Tub, dois isolados fungicos foram identificados como Colletotrichum cliviae e
Colletotrichum fructicola. A ocorréncia da fase teleomorfica de C. cliviae foi
confirmada pela formacdo de peritécios e ascosporos. Os isolados foram
patogénicos a feijdo-fava, que exibiu 0s mesmos sintomas observados em campo.
Os postulados de Koch foram completados apds reisolamento dos isolados. Este é o
primeiro relato de antracnose em feijdo-fava no Brasil causada por C. cliviae e C.

fructicola.

Palavras-chave: Filogenia molecular, Phaseolus lunatus L., mancha foliar, andlise

multilocus.
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Colletotrichum cliviae and Colletotrichum fructicola: New etiological agents of

lima bean anthracnose in Brazil

ABSTRACT

The lima bean is a legume cultivated by small farmers mainly in the Northeast region
of Brazil. Anthracnose, caused by Colletotrichum truncatum, is a widely distributed
disease in this region and could affect the production of lima beans. During the first
half of 2015 in the city of Teresina, Piaui, Brazil, we could observe lima bean plants
with symptoms of leaf spot. The purpose of this study was to determine the causal
agent of distinct anthracnose in lima bean. Based on morphological characters and
multilocus analysis of "housekeeping”" GAPDH, ACT, ITS and B-Tub genes, two
fungal isolates were identified as Colletotrichum cliviae and Colletotrichum fructicola.
The occurrence of teleomorphic stage in C. cliviae was confirmed by the formation of
perithecia and ascospores. The isolates were pathogenic to lima bean, which
exhibited the same symptoms observed in the field. Koch's postulates were
completed after the reisolation of the isolated. This is the first report of anthracnose

caused C. cliviae and C. fructicola in lima bean in Brazil.

Keywords: Molecular phylogeny, Phaseolus lunatus L., leaf spot, multilocus analysis.
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1 INTRODUCAO

Fungos do género Colletotrichum estdo amplamente distribuidos em regides
tropicais e subtropicais e podem causar doencas em uma grande variedade de
plantas lenhosas e herbaceas (CANNON et al., 2012). A antracnose do feijdo-fava é
uma doenca facilmente encontrada nos campos produtores no Brasil, especialmente
na regido Nordeste. Embora ndo existam estimativas de perda, sabe-se que a
doenca provoca danos consideraveis a cultura (CARVALHO et al.,, 2015). Seu
agente etiolégico, Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & Moore, é descrito
como um importante patdégeno responsavel por causar severas doencas em
leguminosas e solanaceas, além de reduzir a germinacdo e a viabilidade de
sementes (BEGUM et al., 2008).

Fungos do género Colletotrichum tém sido organizados filogeneticamente em
clados ou complexos; atualmente sabe-se da existéncia de nove grandes clados,
mais ha algumas espécies que ndo foram alocadas a nenhum dos clados
conhecidos (CANNON et al., 2012). O Complexo Colletotrichum gloeosporioides é
considerado um dos maiores clados do género; seus repesentantes infectam
espécies vegetais agronomicamente importantes como frutiferas, leguminosas e
cereais (CANNON et al., 2012; HYDE et al., 2009; WEIR et al., 2012). O avanco das
pesquisas e analises multigénicas associados a estudos morfolégicos tem revelado
novos agentes etioldgicos de doengas antes atribuidas a C. gloeosporioides (WEIR
et al., 2012) e novas espécies sao descritas associadas a plantas de varias familias
botanicas pelo mundo (ROJAS et al., 2010; YANG et al., 2012).

Diferentes doencas tém sido descritas para o feijdo-fava, porém o
conhecimento de patdégenos associados a cultura no Brasil ainda é limitado. A
identificacdo de doencas e seus respectivos agentes etioldgicos, e estimativas de
perdas relacionadas a estas sao informacfes que subsidiardo a expansado de seu
cultivo (CARVALHO et al., 2015). Diante do exposto, este trabalho teve como
objetivo identificar o agente causal das manchas foliares em feijao-fava pela
avaliacado das caracteristicas morfolégicas e filogenéticas do(s) patdégeno(s), e pelo

teste de patogenicidade.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo dos isolados

As plantas foram coletadas durante visitas técnicas a areas experimentais da
Universidade Federal do Piaui na cidade de Teresina-Piaui, Brasil, durante o
primeiro semestre de 2015. As plantas sintomaticas foram levadas ao laboratério,
onde fragmentos de folhas, peciolos e caules foram desinfestados em etanol 70 % e
hipoclorito de sédio 2 %, ambos por um minuto, seguido de dois enxagues em agua
destilada e autoclavada (ADE) por um minuto.

2.2 Avaliacéo da taxa de crescimento micelial

Discos de 5 mm de meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) sintético,
contendo estruturas do fungo, foram retirados da area periférica das colénias com
sete dias de crescimento e transferidos para placas de Petri de 90 mm com BDA e
incubadas em camara a 25 + 2 °C. A medicdo do crescimento das col6nias foi feita
com o uso de régua milimetrada a cada 24 horas, medindo-se o didmetro da colbnia,
em dois sentidos perpendiculares entre si. As medicfes foram feitas até que o fungo
atingisse a borda da placa. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado

com dois tratamentos (dois isolados) e cinco repeticoes.

2.3 Caracterizacao morfolégica

Foram avaliados a coloracdo e o aspecto do micélio, além da cor, tamanho e
formato das estruturas reprodutivas. As culturas foram mantidas em meio BDA sob
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 + 2 °C durante sete dias. Para
obtencdo dos esporos, 10 mL de &gua destilada foram adicionada as placas
contendo o patégeno, realizando-se raspagem com alca de Drigalski, e a suspensao
filltrada em camada dupla de gaze esterilizada. Uma gota da suspensé&o obtida foi
aplicada sobre lamina de microscopia e analisada em microscopio 6tico equipado

com camera fotogréfica.
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2.4 Caracterizacdo molecular

O DNA dos isolados foi extraido utilizando Wizard Genomic DNA Purification
Kit® (Promega, Madison, WI, USA). As reacfes de PCR para a regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) e para 0s genes GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), ACT (Actin) e B-Tub (B-Tubulin), foram realizadas utilizando o kit
GoTag® Colorless Master Mix (Promega, Madison, WI, USA). Foram utilizados os
primers ITS1 e ITS4 para a regido ITS (WHITE et al., 1990), e para 0s genes
GAPDH, ACT e B-Tub foram usados os primers GDF1 e GDR1 (GUERBER et al.,
2003), ACT-512F e ACT783R (CARBONE; KOHN, 1999), e T1 e Bt2b (O'DONNELL,;
CIGELNIK, 1997; GLASS; DONALDSON, 1995) respectivamente As condi¢cdes de
PCR foram: desnaturacdao inicial a 94 °C durante 30 s, hibridacédo a 54 °C durante 1
min e extensdo a 54 °C durante 1 min, seguido por uma extensao final a 72 °C por
10 min. Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose a 2 % apoés
coloracdo com GelRed™ (Biotium Inc., CA, EUA). Os fragmentos génicos foram
sequenciados, nas dire¢cdes senso e antisenso, pela empresa Macrogen, USA.

As sequéncias editadas foram comparadas com a base de dados GenBank,
do National Center for Biotechnological Information — NCBI, por meio do programa
BLASTnN (http://http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/). Alinhamentos multiplos
das sequéncias foram gerados utilizando-se o programa CLUSTALW implementado
pelo programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). Os alinhamentos foram ajustados
manualmente. A analise foi realizada com o programa MEGA 6.0 utilizando o

método de maxima verossimilhanca.

2.5 Teste de patogenicidade

Para avaliacdo da patogenicidade, os isolados EMJS 08 e ESS 09, ambos de
Teresina-Piaui, foram inoculados em plantas de feijdo-fava, variedade crioula Boca-
de-Moca (Acesso UFPI-894). Ao todo 21 plantas foram cultivadas em copos
plasticos de 300 mL contendo substrato formado pela mistura de solo/palha vegetal
na proporcdo de 2:1, sendo semeada uma semente por copo. Sete plantas foram
inoculadas com cada isolado fungico, enquanto outras sete plantas foram usadas

como testemunhas.
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O inoculo foi preparado adicionando-se 10 mL de agua destilada esterilizada,
acrescida de Tween 20 as placas de cada isolado cultivado em meio BDA, seguindo-
se de raspagem com auxilio de alca de Drigalski e filtragem da suspensdo em
camada dupla de gaze estéril. As concentracdes dos esporos foram ajustadas com
auxilio de camara de Neubauer e a suspenséo final obtida na concentracdo de 1x10°
esporos mL™. As plantas foram inoculadas aos 10 dias ap6s a emergéncia (DAE),
através da pulverizacdo da suspensao de esporos nas superficies superior e inferior
das folhas até o ponto de escorrimento. As testemunhas foram pulverizadas apenas
com &gua destilada. Apos a inoculacéo as plantas foram mantidas em camara umida
por 48 horas, utilizando sacos plasticos, os quais foram retirados e as plantas
mantidas em ambiente com temperatura controlada a 25 + 2 °C, onde foram

observadas até a morte da primeira planta inoculada.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao morfolégica
A caracterizacdo morfolégica dos isolados (EMJS08 e ESS09) em meio BDA
revelou fungos com micélio aéreo aveludado de coloracéo cinza claro a cinza escuro

e reverso preto (Figura 1B).

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas de representantes do género Colletotrichum
isolados de folhas de plantas de Phaseolus lunatus L. Teresina, 2016

Coloracéo" Conidios™ TCM? Peritécios”
(frente/verso BDA
EMJS08 Cinza claro/preto 11,18 (9,02-13,33) x 4,44 12,8 Ausente
(3,13-5,75)
ESS09 Cinza - 12,4 Presente
escuro/preto

"Em meio BDA a25 + 2 °C. “Taxa de crescimento micelial em mm/dia. *Comprimento/largura
(Hm).

A taxa de crescimento micelial variou pouco entre os isolados (Tabela 1). A
taxa de crescimento micelial isoladamente ndo € um fator de identificacdo essencial,
haja vista a variacdo de crescimento em diferentes condigbes ambientais e meios de

cultura, além da plasticidade morfofisioldgica habitual do género Colletotrichum, mas
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pode constituir informacao importante a respeito da variabilidade de espécies do
género (SERRA et al., 2011).

Os conidios produzidos pelo isolado EMJS08 foram hialinos, asseptados, com
formato cilindrico e apices arredondados (Figura 1C). Alguns conidios possuiam
apices levemente afilados em uma das extremidades. Quanto ao tamanho, o isolado
EMJS08 apresentou conidios de comprimento médio de 11,18 pm (9,02-13,33) e
largura de 4,44 ym (3,13-5,75) (Tabela 1). Essas medidas de comprimento séo
menores que aquelas descritas para espécies do Complexo C. gloeosporioides,
demonstrando a sua plasticidade morfolégica, que muitas vezes torna invidvel a

identificacdo de suas espécies através de morfologia (WEIR et al., 2012). N&o foi

observada a presenca de peritécios ou ascosporos neste isolado.

Figura 1. Representantes do género Colletotrichum em feijdo-fava (Phaseolus
lunatus L.). (A) Sintomas na superficie adaxial da folha de feijdo-fava, com inicio de
amarelecimento; (B) Isolado ESS09 em meio batata-dextrose-agar (BDA); (C)
Conidios do isolado EMJS08 em meio BDA,; (D) Ascos e ascésporos do isolado
ESS09 em meio BDA; (E) Conjunto de ascos do isolado ESS09 produzido em meio
BDA. Barras: D= 40 pm; C = 20 um; E = 40 pm.

O isolado ESS09 nado produziu conidios, o que confirma a auséncia da fase
assexuada em meio de cultura BDA. Ascosporos e clamidosporos foram produzidos
em abundancia; os ascésporos apresentaram-se curvados, hialinos, com formacao
de septo ou auséncia do mesmo, com medidas de comprimento entre 7,12-13,41 um

e largura entre 1,81-6,88 um (Figura 1D). Os clamiddsporos foram circulares e de
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textura lisa. A formacéo de peritécios ocorreu apés 20 dias de incubacdo em BDA a
25 + 2 °C. Os ascos observados continham oito ascsporos. A presenca da estrutura
sexual indica a formacéo da fase teleomorfica. A formacao de peritécios em meio de
cultura € uma caracteristica morfolégica distintiva em isolados de Colletotrichum spp.
oriundos de folhas e frutos de macieira (GONZALEZ et al.,, 2006). Cerca de 30
espécies de Colletotrichum spp. tem formas sexuais descritas, entre elas C.
gloeosporioides (CANNON et al., 2012).

3.2 Caracterizagdo molecular

O sequenciamento e a analise multilocus de genes concatenados (ITS,
GAPDH, ACT e B-Tub) foi eficiente na identificacdo dos isolados (Figura 2). O
isolado EMJSO08 foi identificado como Colletotrichum fructicola com suporte de
bootstrap de 95 %, enquanto o isolado ESS09 foi identificado como Colletotrichum
cliviae com suporte de bootstrap de 100 %.

Colletotrichum cliviae foi originalmente descrito infectando folhas de Clivia
miniata na China (YANG et al., 2009), sendo posteriormente associado a diversas
familias botanicas, entre elas destacam-se Orchidaceae (YANG et al., 2011),
Saccharum spp. e Phaseolus spp. (SHARMA et al., 2013). No Brasil, a espécie ja foi
relatada infectando frutos de manga no estado de Pernambuco (VIEIRA et al., 2014)
e causando antracnose na cultura da soja no estado do Tocantins (DIAS, 2014).
Filogeneticamente a espécie encontra-se isolada dos grandes clados do género,
sendo considerada espécie irma do clado C. orbiculare (CANNON et al., 2012).
Estudos envolvendo C. cliviae ainda séo escassos, o0 que dificulta a compreensao da
posicao filogenética da espécie.

Isolados de C. fructicola foram identificados pela analise dos genes B-Tub e
glutamina sintetase (GS) como agentes causais da antracnose do feijdo comum e do
feijdo caupi (ATGHIA et al., 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4713112/#R72
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4713112/#R54
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JX010181 Colletotrichum fructicola ET

EMJSO09 Colletotrichum fructicola <————

JX010164 Colletotrichum fructicola

JX010176 Colletotrichum aeschynomenes ET

JX010187 Colletotrichum nupharicola EHT

JX010251 Colletotrichum alienum ET

JX010264 Colletotrichum tropicale EHT

JX010244 Colletotrichum aenigma EHT

JX010146 Colletotrichum musae EET

JX010171 Colletotrichum siamense EHT

FJ972612 Colletotrichum asianum EHT

JX010276 Colletotrichum queenslandicum EET

JX010242 Colletotrichum salsolae EHT

JX010261 Colletotrichum xanthorrhoeae EHT

JX010294 Colletotrichum theobromicola ENT

JX010152 Colletotrichum gloeosporioides EET

GQ329690 Colletotrichum horii ET

JX010205 Colletotrichum aotearoa ET

JX010269 Colletotrichum ti EHT

JX010265 Colletotrichum clidemiae ET

JX010224 Glomerella cingulata f.sp. camelliae AUT

4 — JX010226 Colletotrichum cordylinicola EHT

JX010219 Colletotrichum psidii AUT

JX010230 Colletotrichum kahawae subsp. ciggaro ET

100! JX010231 Colletotrichum kahawae subsp. kahawae EHT

JX010190 Colletotrichum alatae ET

100 ————  NR119572 Colletotrichum dracaenophilum ET
L NR137098 Colletotrichum yunnanense ET

o[ ESS09 Colletotrichum cliviae ¢—————

L|—GU109479 Colletotrichum cliviae

99! GQ485607 Colletotrichum cliviae EHT

98 JX010292 Colletotrichum boninense

JX010293 Colletotrichum hippeastri

A
20

95

62

84

100

69

Figura 2. Arvore filogenética construida pelo método da méaxima verossimilhanca de
isolados de Colletotrichum obtidos de Phaseolus lunatus. A arvore foi construida
usando sequéncias concatenadas dos genes ITS, GAPDH, ACT e B-Tub. O
comprimento dos ramos € indicado por escala na base da arvore, e os valores
debootstrap (1000 repeti¢cdes) sdo indicados acima dos internédios. Colletotrichum
bonininse a C. hippeastri foram usadas como outgroups.

3.3 Teste de patogenicidade

Ambos os isolados induziram sintomas de mancha foliar nas plantulas de
feijdo-fava inoculadas (Figura 1A). Os sintomas foram observados a partir do terceiro
dias apdés a inoculacdo (DAI), e consistram em pontos vermelhos inicialmente
arredondados na superficie adaxial das folhas, os quais aumentaram de tamanho,
tornando-se irregulares com o avanco da doenca (Figura 1A). A seguir houve
amarelecimento das folhas, com posterior murcha, seca e queda. Algumas folhas ao
acaso apresentaram sintomas nas nervuras da superficie abaxial. Lesdes

avermelhadas também foram encontradas nos peciolos e caules, sintomas estes
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semelhantes aqueles provocados por C. truncatum em feijdo-fava, porém, na
infecgao por este fungo, os sintomas séo predominantes nas nervuras e as manchas
foliares s&o irregulares ao longo do limbo foliar (PAULA-JUNIOR et al., 1995).

Apesar de os sintomas de avermelhamento das nervuras serem tipicamente
induzidas por C. truncatum (CARVALHO et al., 2015), em nenhuma das plantas
utilizadas neste estudo C. truncatum foi isolado. Aos 10 DAI foi observado
amarelecimento e morte das plantas inoculadas. A associacdo de diferentes
espécies de Colletotrichum causando a mesma doenca em um Unico hospedeiro
parece comum. Em anonaceas, C. gloeosporioides, C. boninense, C. fragariae e C.
magna sao agentes etioldgicos da antracnose no estado de Alagoas (KAMEI et al.,
2014). No pimentdo (Capsicum annuum L.), diversas espécies de Colletotrichum séo
capazes de causar antracnose (THAN et al., 2008).

Este € o primeiro relato de C. fructicola, uma espécie representante do
Complexo C. gloeosporioides, e C. cliviae infectando naturalmente P. lunatus no
Brasil. Estes resultados abrem caminho para a adocdo de medidas de manejo e

subsidia estudos de avaliacao de fontes de resisténcia e controle quimico.
4 CONCLUSOES
Baseado na analise dos marcadores morfolégicos, filogenia e teste de

patogenicidade concluimos que Colletotrichum fructicola e Colletotrichum cliviae séo

agentes etiologicos da antracnose em feijao-fava no Brasil.
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