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Resumo

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado em todo territdrio nacional e representa a
principal fonte de proteina vegetal na alimentagdo do brasileiro. Entretanto, a produgdo dessa
cultura é afetada por fatores bidticos e abidticos com destaque para as doencas. A murcha de
Fusarium, doenca causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), esta entre as
principais doencas desta cultura. O método mais eficiente para seu controle é a utilizagdo de
cultivares resistentes, no entanto, o desconhecimento da variabilidade genética e fisioldgica
do patégeno dificulta o desenvolvimento de cultivares resistentes pelos programas de
melhoramento. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar a reacdo das
principais cultivares comerciais de feijoeiro comum quanto a resisténcia a diferentes isolados
de Fop. O banco de isolados monosporicos foi obtido a partir de plantas de feijao com
sintomas da doenga em areas produtoras. Os isolados foram identificados morfologicamente e
molecularmente por PCR. 14 cultivares comerciais de feijdo foram inoculadas com 5 isolados
monosparicos distintos e avaliadas quanto a severidade da murcha utilizando a escala
proposta pelo CIAT. No geral, as cultivares comerciais de feijdo comum avaliadas
apresentaram reacdo de resisténcia e resisténcia intermediaria frente aos isolados estudados
sugerindo que possivelmente o marcador PCR-SCAR néo tenha sido eficiente no diagnostico
da viruléncia do patogeno e que as cultivares testadas possam ter sido melhoradas nao
intencionalmente para a resisténcia a murcha de Fusarium.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; Murcha de Fusarium; Resisténcia; Variabilidade

patogénica.

Abstract

Common beans (Phaseolus vulgaris L.) are grown throughout the country and represent the
main source of vegetable protein in the Brazilian diet. However, its production is strongly
affected by biotic and abiotic factors, especially by diseases. Fusarium wilt, a disease caused
by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), is among the main diseases of this
culture. The most efficient method for its control is the use of resistant cultivars, however, the
lack of knowledge of the genetic and physiological variability of the pathogen hinders the
development of resistant cultivars by breeding programs. In this sense, the objective of the
present work was to characterize the reaction of the main commercial cultivars of common
bean regarding resistance to different isolates of Fop. The bank of monosporic isolates was
obtained from bean plants with symptoms of the disease in producing areas. The isolates were

identified morphologically and molecularly by PCR. 14 commercial bean cultivars were
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inoculated with 5 distinct monosporic isolates and evaluated for wilt severity using the scale
proposed by CIAT. In general, the commercial common bean cultivars evaluated showed
resistance and intermediate resistance reactions to the studied Fop isolates, suggesting that
possibly the PCR-SCAR marker was not efficient in the diagnosis of pathogen virulance and
that the tested cultivars may have been unintentionally improved for Fusarium wilt resistance.

Keywords: Phaseolus vulgaris; Fusarium wilt; Resistance; Pathogenic variability.

Resumen

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) se cultiva en todo el pais y representa la principal
fuente de proteina vegetal en la dieta brasilefia. Sin embargo, la produccion de este cultivo se
ve afectada por factores bidticos y abidticos, especialmente enfermedades. Marchitez por
Fusarium, una enfermedad causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop),
se encuentra entre las principales enfermedades de esta cultura. EI método mas eficiente para
su control es el uso de cultivares resistentes, sin embargo, el desconocimiento de la
variabilidad genética y fisioldgica del patdégeno dificulta el desarrollo de cultivares resistentes
mediante programas de mejoramiento. En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue
caracterizar la reaccion de los principales cultivares comerciales de frijol comun respecto a la
resistencia a diferentes aislamientos de Fop. El banco de aislamientos monospoéricos se
obtuvo de plantas de frijol con sintomas de la enfermedad en areas productoras. Los aislados
se identificaron morfolégica y molecularmente mediante PCR. Se inocularon 14 cultivares
comerciales de frijol con 5 aislados de monosporas distintos y se evalud la severidad del
marchitamiento usando la escala propuesta por el CIAT. En general, los cultivares
comerciales de frijol comdn evaluados mostraron reaccion de resistencia y resistencia
intermedia en comparacion con los aislados estudiados, lo que sugiere que posiblemente el
marcador PCR-SCAR no fue eficiente para diagnosticar la virulencia del patégeno y que los
cultivares probados pueden haber sido mejorados involuntariamente. La resistencia al

marchitamiento por Fusarium.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris; Marchitez por Fusarium; Resisténcia; Variabilidad

patogena.
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1. Introdugéo

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é a leguminosa de maior importancia na
alimentacdo humana mundial (Meziadi, et al., 2015). O Brasil é o terceiro maior produtor de
feijdo do mundo e o primeiro consumidor deste grdo (CONAB, 2018). Apesar da reconhecida
importancia social e econémica do feijdo no pais, a produtividade média da cultura esta muito
abaixo do potencial produtivo das cultivares. O ambiente favoravel ao desenvolvimento de
patdgenos associado a falta de préaticas preventivas faz com que as doencas flngicas afetem o
desenvolvimento do feijoeiro (Wendland, et al., 2012).

A producéo de graos secos pode ser reduzida na ordem de 80% a 100% (Costa, et al.,
2003) devido a murcha vascular que estd associada as doencas causadas por Fusarium
(Toledo-Souza, et al., 2012). A murcha de Fusarium é causada pelo fungo Fusarium
oxysporum Schlecht. f.sp. phaseoli Kendrick & Snyder (Fop) o qual encontra-se presente no
solo de diferentes regides produtoras (Toledo-Souza, et al., 2012; Wordell Filho, et al., 2013).
O patogeno sobrevive em residuos de culturas na forma de clamidosporos, que séo estruturas
de resisténcia. Uma vez que o patdgeno € introduzido na area produtora, dificilmente é
eliminado por préaticas culturais. Outro ponto muito importante € a perda excessiva de
sementes devido a contaminagdo por Fop, j& que quase 14% das sementes precisam de

tratamento com fungicidas (Santos, et al., 1996).

A préatica de controle mais viavel e eficaz é a utilizacdo de cultivares melhoradas
geneticamente para resisténcia (Pereira, et al., 2009; Toledo-Souza, et al., 2012). O sucesso de
cultivares resistentes, entretanto, depende do conhecimento dos gendtipos disponiveis, dos
mecanismos genéticos que desencadeiam a resisténcia e/ou a viruléncia e agressividade do
patogeno (Paula Junior, et al., 2015). Até 0 momento pouco se conhece sobre a viruléncia do
Fop, 0 que se sabe, € que a familia de genes efetores SIX esté correlacionada a patogenicidade
(Taylor, et al., 2016), pequenas proteinas efetoras sdo secretadas durante a colonizagdo e
fazem com que as vias hormonais e as respostas de defesa do hospedeiro sejam alteradas (Ma,
et al., 2010; Lanubile, et al., 2016; Czislowski, et al., 2018). No que tange a resisténcia do
feijdo a murcha de Fusarium, ndo ha até o momento genes R identificados, embora o controle
genético da resisténcia a murcha ja tenha sido caracterizado como efetivado por um alelo de
efeito dominante nas cultivares Tenderette, Early Gallatin e Pintado, um gene com
dominéncia incompleta na cultivar Preto Uberabinha (Ribeiro & Hagedorn, 1979a) e

oligogénico com um gene de efeito maior com dominéncia incompleta nas cultivares
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Milionéario 1732 e FT-Taruma (Candida, et al., 2009). Pereira et al. (2009) de forma
semelhante concluiu que poucos genes devem governar a resisténcia a murcha de Fusarium

dada a elevada herdabilidade da caracteristica.

Incialmente, sete racas geogréficas de Fop foram identificadas, raca 1 na Carolina
do Sul (Ribeiro & Hagedorn, 1979a), raca 2 que inclui isolados brasileiros (Ribeiro & Hagedorn,
1979b), raga 3 presente na Colémbia (Salgado, etal., 1995), raca 4 no Estado de Colorado
(Salgado & Schwartz, 1993), racas 5 e 7 na Grécia (Woo, et al., 1996; Alves-Santos, et al., 2002) e
raca 6 na Espanha (Alves-Santos, et al., 2002). Até 2002 todos os isolados patogénicos do Brasil
foram identificados como pertencentes a raca 2 (Woo, et al., 1996; Jiménez-Gasco, et al., 2002),
mas atualmente ha muita discussdo sobre as metodologias adequadas para definicdo das racas
fisioldgicas de Fop e assim, certamente, um nimero muito maior de racas tem sido considerado.
Henrique et al. (2015) sugeriram a ocorréncia de 27 ragas fisioldgicas entre os isolados brasileiros
considerando sua reacdo em cultivares de feijdo comum. Assim, atualmente considera-se que
haja uma alta variabilidade genética de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli o que certamente
dificulta 0 melhoramento para a resisténcia no feijao.

Obijetivou-se no presente estudo produzir e identificar isolados monosporicos de Fop
altamente virulentos e caracterizar a reacdo de cultivares comerciais frente a inoculagdo. Ao
contrario do esperado, as cultivares foram em sua maioria resistentes ou apresentaram
resisténcia intermedidria aos isolados molecularmente identificados como altamente

virulentos.

2. Metodologia

Obtencdao e caracterizacdo dos isolados de Fop

Plantas de feijoeiro com sintomas tipicos da murcha de Fusarium foram coletadas em
lavouras comerciais da regido de Planaltina (Minas Gerais), em areas de pesquisa do Instituto
Agrondémico do Parand (IAPAR/Londrina - Parand) e em Arapoti (Parana). Para a obtencéo
do indculo inicial de Fop, utilizou-se 0 método de isolamento de patdgenos de raizes das seis
plantas com sintomas tipicos de murcha de Fusarium como escurecimento de raiz, folhas
murchas e amareladas. Desta forma, retirou-se pequenos fragmentos do xilema presente no
colo e da raiz, sempre na margem da lesdo entre a regido de transicdo de tecido doente e

tecido sadio. Os fragmentos passaram por desinfestagdo em alcool etilico 70%, seguido de
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hipoclorito de sddio a 1%, ambos por um minuto e duas lavagens seguidas com &gua destilada
esterilizada. Os fragmentos foram transferidos para placa de petri contendo papel filtro
esterilizado e na sequéncia foram transferidos para placas contendo meio BDA (Batata-
Dextrose-Agar), incubados em B.0.D (Incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio
Marconi® Modelo MA415) a 25 °C + 1 °C até o crescimento de micélio.

Para a obtencdo de culturas puras, o micélio cotonoso que cresceu ao redor dos
fragmentos foi repicado em trés ciclos sucessivos, armazenados sob temperatura de 25 °C + 1
°C e fotoperiodo de 12 horas (Menezes & Silva-Hanlin, 1997; Leslie & Summerell, 2006).
Das culturas em crescimento, seis apenas apresentaram caracteristicas morfoldgicas evidentes
(coloracdo miceliar, pigmentacdo do meio) de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli: APR1
(Arapoti -PR), IPR7 (Londrina — PR), PMG2 (Planaltina — MG) e PMG5 (Planaltina — Minas
Gerais). A partir destas culturas procedeu-se com o estabelecimento de 15 isoaldos
monosporicas por cultura, totalizando 90 isolados. Os esporos foram individualmente
depositados em meio BDA segundo a técnica de microcultivo desenvolvida por Kane et al.
(1997), verificou-se por microscopia Optica a presenca de um unico conidio para iniciar o

cultivo monospdrico.

Os isolados monospdricos foram submetidos a identificagdo molecular utilizando os
primers SCAR-B310-A280 (A280: 5'TATACCGGACGGGCGTAGTGACGATGG3’ e
B310: 5-CAGCCATTCATGGATGACATAACGAATTTC3’), desenvolvido por Alves-
Santos et al. (2002) e os primers para identificacdo de F. solani desenvolvidos por Arif et al.
(2012), ITS-F - ITS-R: ITS-F5S’CCAGAGGACCCCCTAACTCT3* e ITS-R
5’CTCTCCAGTTGCGAGGTGTT3’, descartando algum tipo de contaminagdo por este
fungo. As reacdes de PCR foram conduzidas observando as condi¢Bes de amplificacédo
especificadas pelos autores em termociclador da marca Veriti 96 Well Termal Cycle®. Os
produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 1,2% e corados com brometo de

etideo e fotodocumentado em transluminador UV.

Paralelamente, a andlise morfologica dos isolados foi realizada em meio BDA
observando-se as caracteristicas macromorfolégicas de pigmentacdo da col6nia e micélio
aéreo e micromorfoldgicas relacionadas a forma dos conideos, presenca e nimero de septos
(Leslie & Summerell, 2006). Para tanto uma suspensdo de conideos em agua destilada foi
depositada sobre uma lamina e observada em microscopio optico (100x). Em ambas anéalises

o0 isolado monosporico de Fop (IAC9453), cedido em parceria com o Instituto Agrondmico de
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Campinas (IAC) foi utilizado como pardmetro de controle positivo para caracterizar 0s

isolados obtidos nesse estudo.

Ensaio de Fenotipagem dos isolados de Fop em cultivares comerciais de feijdo comum

Dos isolados monospéricos obtidos selecionou-se para o ensaio de severidade
quatro isolados identificados como altamente virulentos na PCR-SCAR e morfologicamente
identificados como Fop sendo eles PMG2 e PMG5 (Planaltina/ Minas Gerais), IPR7
(Londrina/Parand) e APR1 (Arapoti/Parand).

Previamente a realizacdo do ensaio de severidade a patogenicidade dos isolados
selecionados para o experimento foi confirmada nas plantas suscetiveis das cultivares IPA6 e
Rosinha G2 utilizando o isolado 1AC9453, cedido pelo IAC, como controle positivo. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Estadual do Norte do
Parand, campus Luiz Meneghel, cidade de Bandeirantes, Parana, localizada a 23°06” Latitude
Sul e 50°21” Longitude Oeste, com 440 m de altitude.

A severidade dos isolados foi avaliada por meio da inoculacdo de 14 cultivares
comerciais das quais a Preto Uberabinha é considerada como padréao de resisténcia a raca 1 de
F e IPAG suscetivel as racas 1 e 2, ambas funcionando como diferenciadoras (Nascimento, et
al., 1995).

Para o preparo dos inoculos os isolados monosporicos foram cultivados em placas de
Petri em meio BDA, a temperatura de 25 °C + 1 °C, durante sete dias, para obtencdo dos
microconidios a partir dos quais foi feita a suspensdo de indculo. A concentracdo de cada
suspensdo foi ajustada em camara de Neubauer, com calibragdo de 10° conidios/ml como

recomendado por Pastor-Corrales & Abawi (1987).

A semeadura das cultivares foi realizada em bandejas plasticas contendo substrato
comercial, terra e areia (3:1:1), mantidas em casa de vegetacdo para germinacdo e
crescimento. O sistema radicular de plantulas com as primeiras folhas expandidas (entre 6 e 8
dias depois da semeadura), foi imerso por 5 min na suspensdo de inoculo (Pastor-Corrales &
Abawi, 1987). Plantulas cujas raizes foram imersas em agua destilada estéril serviram como
testemunhas (falso inoculadas). Posteriormente, as plantas foram transplantadas em vasos

plasticos, contendo terra, areia e substrato (3:1:1). Para evitar avalia¢cbes equivocadas em
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relacdo aos sintomas visuais da parte aérea, todos os vasos receberam adubado granulado
20:10:20 (1,09) 15 dias apds a inoculacao (dai).

A severidade da doenca foi avaliada 30 dai com base no indice de severidade
desenvolvido pelo CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical), onde cultivares com
média de 1,0 a 3,0 foram consideradas resistentes, de 3,1 a 6,0 intermediarias e 6,1 a 9,0

suscetiveis (Pastor-Corrales & Abawi,1987).

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) com cinco repetigdes por
tratamento e esquema fatorial composto por 14 cultivares e 5 isolados (Henrique et al., 2015).

3. Resultados e Discussao

Dos 90 isolados obtidos a partir das culturas realizadas das 6 plantas sintomaticas
coletadas a campo, 71 foram identificados como Fop a partir da analise morfolégica em
microscopio 6ptico. Todos os 15 isolados monospdricos produzidos a partir dos cultivos
iniciais APR1, PMG2, PMGS5 e IPR7 (Figura 1) foram identificados como Fop e 11 isolados
monosparicos do cultivo inicial APR2. A analise molecular com os primers para a regiao ITS
de Fusarium solani corroborou com as analises morfolégicas realizadas ao microscopio
optico ao passo que todos os 75 isolados identificados ao microscépio como Fop foram
negativos na PCR e os outros 18 isolados amplificaram o produto de tamanho esperado sendo,

portanto, identificados como Fusarium solani.

Entre os isolados caracterizados como Fop foi observada grande variacdo na
pigmentacdo do micélio que variou de amarelo claro a marrom-vermelho e violeta. O micélio
apresentou textura cotonosa e formato arredondado de borda da coldnia (Figura 1). Assim, as
variacOes apresentadas estdo de acordo com a chave a taxondmica de Kristensen et al. (2005)
e 0s padrBes associados ao Fop (Leslie & Summerell, 2006). Os isolados monospdricos
produzidos mostraram macroconidios com as com suas extremidades curvadas com 3 a 6

septos, caracteristica exclusiva de Fop (Leslie & Summerell, 2006) (Figura 1).
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Figura 1: Caracterizagdo morfoldgica dos Isolados monospoéricos de Fop. Caracterizacdo

macromorfoldgica das coldnias formadas pelos isolados em meio BDA seguida da anélise em

microscopio Optico dos macro e microconidios em 100x. (A e b) isolado PGM2; (c e d)
isolado PMGS5; (e e f) isolado IPR7; (g e h) isolado APR1 e (i e j) isolado IAC9453. As setas

indicam os septos no interior dos macroconideos.

Fonte: Autores.

A falta de uniformidade em algumas das caracteristicas morfolégicas que se observa
para o0 Fop associado a dificuldade que algumas técnicas apresentam para identificacdo de
microfungos e o baixo numero de caracteristicas que funcionam como diferenciadores
morfologicos sdo, sem divida, um grande obstaculo a identificacdo precisa das espécies
(Leslie & Summerell 2006; Bruns, et al., 1990; O’donnell, 2009; Summerell, et al., 2010;
Lievens, et al., 2008). Somado a isso, € muito comum a ocorréncia de Fusarium solani
phaseoli em associacdo ao Fop (Xue, et al.,, 2015; Borba, et al., 2017) o que torna
fundamental o desenvolvimento de uma base de identificacdo precisa e que possa ser acessada
de forma rapida sempre que necessario. Atualmente, a identificacdo molecular, baseada em
PCR e suas variagdes se tornaram por esses motivos uma ferramenta fundamental no
diagnostico de fitopatogenos. No entanto, diagnostico moleculares ja estdo disponiveis para
algumas espécies de Fusarium como Fusarium solani (Arif, et al; 2012), varias formae
speciales de Fusarium oxysporum (Lievens, et al., 2008), porém ndo ha na literatura primers
descritos para diagnostico molecular de Fop. Os primers desenvolvidos por Alves-Santos, et
al. (2002) destinam-se ao diagndstico de isolados altamente virulentos em relacdo aos
avirulentos ou pouco virulentos. Tais primers desenvolvidos inicialmente a partir da técnica

de RAPD-SCAR foram posteriormente caracterizados como especificos para o gene FTF1 de
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Fop (Ramos, et al., 2007) o que suporta seu uso no diagnostico da viruléncia ou

patogenicidade de Fop.

Quando os primers SCAR-B310 — A280 foram utilizados, todos os 15 isolados
identificados como Fusarium solani ndo apresentaram amplificagdo do fragmento. Por outro
lado, dos 71 isolados identificados como Fop os produzidos a partir dos indculos iniciais
PMG2, PMG5, IPR7 e APR1 (um total de 60 isolados monospéricos) resultaram na
amplificacdo do fragmento esperado de 609pb (Figura 2). No entanto, o isolado 1AC9453,
cedido pelo IAC de Campinas (S&o Paulo, Brasil), ndo resultou na amplificagdo do fragmento
SCARB310-A280, o que, segundo os autores, o classificaria como pouco virulento ou nédo

virulento.

Figura 2: PCR RAPD-SCAR dos isolados de Fop. Gel de agarose a 1,5 % com produto
amplificado por PCR utilizando os primers SCAR B310-A280 (609pb) (Alves-Santos, et al.,
2002). Nas colunas estdo identificados os 4 isolados de Fop caracterizados molecularmente
como altamente virulentos: PMG2, PMG5, IPR7, APR1 e o isolado monospdrico cedido pelo
IAC, IAC9453. (-) controle negativo para a reacdo de PCR, (M) Marcador molecular 100pb.

Fonte: Autores.

10
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No ensaio de fenotipagem estabelecido com os 4 isolados identificados como
altamente virulentos (PMG2, PMG5, IPR7 e APR1), o isolado IAC9453 e 14 cultivares de
feijéo, as reacOes das cultivares aos isolados foram, em média, a esperada segundo os boletins
técnicos das Instituicdes de origem (Tabela 1). Esse resultado é muito importante
considerando que os isolados utilizados foram produzidos no presente estudo e que ha
diferentes isolados no ensaio. No entanto, surpreendentemente, a maior parte das reacoes
isolado X cultivar foram classificadas como reacdo de resisténcia (aproximadamente 62%)
(Figura 3 e Tabela 1). Esse resultado ndo era a principio esperado ja que exceto pelo isolado
IAC9453, todos os demais foram positivos para a PCR-SCAR destinada a deteccdo de
isolados altamente virulentos. Somado a isso, sabe-se que o melhoramento genético dos
grupos carioca e preto vem sendo realizado pelas InstituicGes publicas do Brasil hd mais de 30
anos buscando caracteristicas outras que nao a resisténcia a murcha de Fusarium, a qual
passou a ser importante em todo o territério nacional apenas mais recentemente.

Tabela 1: Reacdo das cultivares de feijdo comum ap6s 30 dias da inoculagdo com isolados
monsoparicos de Fop (Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli). Na primeira coluna estao listadas
as cultivares utilizadas no estudo e nas demais colunas os isolados avaliados: PMG5, PMG2,
IPRI7, APR1 e IAC9453. Na ultima coluna encontra-se as informacdes de reacdo a murcha
disponibilizadas pelas Instituicbes de origem de cada cultivar. A avaliacdo foi realizada
segundo a escala proposta pelo CIAT onde cultivares com média de 1,0 a 3,0 foram
consideradas resistentes (R), de 3,1 a 6,0 intermediarias (1) e 6,1 a 9,0 suscetiveis (S) (Pastor-
Corrales & Abawi,1987). Entre parénteses sdo apresentadas as medias das avaliacdes obtidas

a partir das cinco repeticdes avaliadas.

Isolados de Fop

Cultivares Reacdo a murcha de
Comerciais PGM5 PGM2 IPR7 APR1 1AC9453 Fusarium

Campos Gerais  R(3) R(2,6) R(B) R(2,6) R(2,2) IAPAR/Intermediaria
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Andorinha R(3) 13,4 1(4,6) 1(4,2) 1(4,6) IAPAR/Sem informacéo
Saracura R(1,8) R(2,2) R(3) R(1,4) R(1,4) IAPAR/Intermediéria
Tangara R(1,8) R(2,2) R(3) R(1,8) 1(3,4) IAPAR/Resistente

Curio R(3) 134 14,2 14,2 R(1,4) IAPAR/Intermediéria
ANFC9 R(3) R(2,2) 1(3,4) R(1,8) R(2,6) AN/ Sem informacéo
Sintonia 1(6) 1(56) 154 152 154 IAC/Intermediaria
Eldorado R(1) R(1,8) R(1) R(14) 1(54) IAPAR/Intermediéria

Rosinha G2 S(6,2) S(6,1) S(6,3) S(6,3) S(6,5) IAPAR/Suscetivel

IPA6 145) 1(50) S(65) 140 S(7,00  Suscetivel

Preto IAPAR/Resistente
Uberabinha 1(4,4) 1(4,2) 1(4) 1(5) S (6,3)

Bem Te Vi R(1,4) R(2,2 R(1,8) R(2,2) R(1,4) IAPAR/ Sem informacéo
Tuiuid R(14) R(22) R(1,8) R(1,4) 1(3,4) IAPAR/Resistente

Jalo R(1,8) R(1) R(1,8) R R(1,8) Embrapa/Intermediaria

Fonte: Autores.
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Figura 3: Distribui¢do das notas de severidade das 14 cultivares de feijdo comum ap6s 30
dias da inoculagdo com Fop. Porcentagem de cultivares classificada de acordo com a escala
CIAT como resistentes a murcha de Fusarium (1,0 a 3,0), intermediarias (3,1 a 6,0) e
suscetiveis (6,1 a 9,0) por isolado inoculado: PMG5, PMG2, IPR7, APR1 e IAC9453.
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Fonte: Autores.

Por outro lado, o melhoramento genético do feijdo comum destina-se frequentemente
a qualidade dos grdos e como o Fop coloniza o tecido vascular causando perda de
turgescéncia, amarelecimento e desfolha, a colonizacdo pelo Fop prejudica o enchimento dos
gréos e a produtividade. Assim, é possivel supor que ao selecionar caracteristicas relacionadas
a produtividade nas areas infectadas com Fop o melhorista acabara realizando melhoramento
empirico para a murcha. 1sso explicaria o grande numero de cultivares resistentes e com
resisténcia intermediaria a doenca ainda que o melhoramento intencional ndo tenha sido
realizado. De outra forma, cultivares suscetiveis podem ser produzidas em regides nao
infectadas ou em estagio ainda de reboleiras.

Pouco se conhece sobre a resisténcia a Fop mas estudos ja realizados sugerem que a
mesma possa ser monogénica (Ribeiro & Hagedorn, 1979a; Candida, et al., 2009),
oligogénica (Leitdo, et al., 2020) ou ainda poligénica (Pereira, et al., 2009). A cultivar Preto
Uberabinha segundo Ribeiro & Hagedorn (1979a) possui 0 gene denominado Fop-2

(dominéancia incompleta) e que confere resisténcia a raga 1 ou raga americana mas é suscetivel
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a raca brasileira ou raca 2 (Nascimento, et al., 1995). Nossos resultados revelaram reagédo de
suscetibilidade da Preto Uberabinha apenas para o isolado 1AC9453, reacdo intermedidria
para os demais isolados e nenhuma resposta de resisténcia (Tabela 1 e Figura 4) o que sugere
que o isolado IAC9453 possa representar a raga 2 ou raga brasileira e que nenhum dos
isolados produzidos nesse estudo represente a ragca 1 ou raga americana mas que
provavelmente outras racas estdo presentes entre os isolados produzidos. A cultivar IPAG6 foi
também suscetivel para o isolado 1AC9453 (Tabela 1) o que pode sugerir que esse isolado
pertenga a racga brasileira (Nascimento, et al., 1995). No entanto IPA6 mostrou reagdo
intermediaria para outros isolados o que também sugere que outras racas além da 1 e 2

possam estar representadas entre os isolados.

Figura 4: Reacdes de feijoeiro comum 30 dias ap6s inoculacdo com isolados monosporicos
de Fop. a) Reacdo de suscetibilidade: cultivar Preto Uberabinha inoculada com o isolado
IAC9453; b) Reacdo Intermedidria: cultivar Preto Uberabinha inoculada com o isolado
PMGS5; ¢) Reacdo de suscetibilidade: cultivar Rosinha G2 inoculada com o isolado R; d)
Reacdo Intermediaria: Cultivar Sintonia inoculada com o isolado IAC9453; e) Reacdo de
resisténcia: Cultivar Eldorado inoculada com o isolado PMG2.

Fonte: Autores.
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Em um trabalho recente, Henrique et al. (2015) fenotipou a reagdo de cultivares a 15
isolados de Fop brasileiros entre elas as cultivares Preto Uberabinha e IPA6 as quais
apresentaram tanto respostas de resisténcia quanto respostas de suscetibilidade aos isolados
testados. Muito importante, os autores utilizaram 3 diferentes abordagens para a fenotipagem
(Nascimento, et al., 1995; Woo, etal., 1996; Alves-Santos, etal., 2002) e observaram que
aléem de ndo haver concordancia entre as abordagens quanto ao estabelecimento das racas
patotipicas entre os isolados, muitos isolados permanecem n&o classificados em cada sistema
de classificagdo. Tais resultados demonstram claramente haver problemas nos sistemas de
classificacdo bem como sugerem que a variabilidade de racas para o Fop é muito maior que a
inicialmente sugerida. Os resultados alcangados no presente estudo corroboram com 0S
previamente reportados (Henrique, et al., 2015) sugerindo que a definicdo de racas
geograficas para Fop nédo é suficiente para abarcar toda a variabilidade patoldgica do fungo ja
que segundo essa definicdo ndo seria esperada variabilidade na reacdo das cultivares Preto

Uberabinha e IPAG6 aos isolados testados.

O isolado PMG5 foi 0 menos agressivo, resultando em resposta de resisténcia para
78% das cultivares ao passo que o isolado 1AC9453 foi o mais agressivo resultando em
reacOes de suscetibilidade em 14% das cultivares testadas (Figura 3). Entre as cultivares
avaliadas Campos Gerais, Saracura, Bem te vi e Jalo foram resistentes a todos os isolados
avaliados (Tabela 1). Pouco se conhece sobre as reagdes das cultivares brasileiras a murcha de
Fusarium, os poucos relatos que dispomos estdo voltados a fenotipagem de linhagens ou
populacdes segregantes de feijdo comum a um ou mais isolados de Fop (Costa, et al., 2007;
Candida, et al., 2009; Pereira, et al., 2009). Porém, em todos esses relatos observa-se variagdo
nas reacdes de linhagens tanto do grupo carioca quanto do grupo preto apresentando respostas
de suscetibilidade extrema até resisténcia. Ainda, € possivel observar que uma grande parte
das linhagens testadas (40 a 60%) apresenta resposta de resisténcia a murcha o que €
explicado por alguns autores pelo predominio da atividade de pequenos produtores no plantio
do feijdo que reutilizam seus grdos sucessivamente como sementes levando as cultivares

altamente resistentes (Pereira, et al., 2009).

Nenhuma das cultivares avaliadas apresentou simultaneamente resposta de resisténcia
e de suscetibilidade em funcdo do isolado inoculado o que j& era esperado visto que nao
conhecemos as ragas as quais os isolados produzidos pertencem. No entanto, a variacdo de
respostas R a | e S a | observada nas cultivares (Tabela 1 e Figura 4) indica que mais de uma

raca foi amostrada corroborando com resultados prévios onde duas ou mais ragas patotipicas
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foram observadas entre isolados de Fop brasileiros (Henrique, et al., 2015; Mdller, et al.,
2011).

Quanto a viruléncia, foi surpreendente o fato de que o isolado mais virulento,
IAC9453 foi 0 unico negativo na PCR-SCAR e que todos os demais embora caracterizados
pela PCR como altamente virulentos apresentaram em sua maior parte reacdo de resisténcia
entre as cultivares. Os primers PCR-SCAR foram desenvolvidos a partir do isolamento de
uma marca andnima exclusiva de isolados altamente virulentos em um conjunto de 50
isolados, dos quais 2 tinham origem brasileira (Alves-Santos, et al., 2002). Posteriormente foi
observado que os primers flanqueiam uma regido do gene FTF1 (Fusarium transcription fator
1) o qual relaciona-se a viruléncia (Ramos, et al., 2007; Nifio-Sanchez, et al., 2016). Esse
gene no entanto, pode estar presente em uma ou mais coOpias, em Cromossomos
supranumerarios que sdo transmitidos entre linhagens e parecem permitir uma grande

quantidade de variagdo por mecanismos ndao meioticos (Ma, et al., 2010).

Assim, é razoavel supor que marcadores desenvolvidos com base nessas regides sejam
especialmente instaveis permitindo recombinacdo entre a marca e a viruléncia. Moller et al.
(2011) encontraram resultado semelhante ao passo que um dos isolados foi positivo para a
PCR-SCAR e ndo mostrou qualquer sintoma de murcha entre as cultivares estudadas. Embora
Fop ndo se produza por meiose, outros mecanismos para geracdo de variabilidade sdo
possiveis por meio do ciclo parasexual o qual envolve a fusdo de hifas, formacgéo de células
com dois nucleos e a unido do material genético dos dois ndcleos em uma Unica célula. A
ocorréncia desse fendbmeno é comum em Fusarium (Ming, et al., 1966) e pode ser comum
também no Fop. Cruz et al. (2018), além de identificar a ocorréncia de muita variabilidade
geneética entre os 53 isolados de Fop estudados ndo conseguiu relacionar a variabilidade as
regides amostradas o que, tratando-se de um fungo de reproducéo assexual pode ser explicado
pela ocorréncia de clones distintos em cada regido e de mecanismos outros para geracao de

variabilidade genética.

4. Consideracdes Finais

Considerando que o melhoramento para a resisténcia a murcha de Fusarium €é ainda
incipiente, a resposta de resisténcia observada na maioria das rea¢oes isolado x cultivar obtida
nesse estudo sugere que algum melhoramento ndo intencional da caracteristica esteja

ocorrendo. Nao foi possivel no presente estudo associar o0 marcador SCARB310-A280 ao

16




Research, Society and Development, v. 9, n. 9, 531997506, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i9.7506

diagndstico da viruléncia nos isolados amostrados o que indica que 0 mesmo ndo tenha sido
eficiente na discriminagdo da viruléncia. Assim, sera agora necessario ampliar o diagndstico
molecular e fenotipico dos isolados obtidos bem como investigar novos marcadores que
funcionem de forma mais estavel para os isolados de Fop brasileiros.

Novas pesquisas com obtencdo de mais isolados, caracterizagdes moleculares e de
patogenicidade em cultivares diferenciadoras bem estabelecidas devem ser realizadas para o
melhor conhecimento deste patdégeno, uma vez que o Fop apresenta alta variabilidade
fisiolégica e de viruléncia e que ainda ndo h&d métodos uniformizados para avaliagdo dessa

variabilidade.
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