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RESUMO

A murcha-de-Fusarium, doenca vascular causada pelo fungo de solo Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), € uma das principais doengas que acometem o
feijoeiro. A doenca diminui significativamente a producéo dos graos levando a perdas
de produtividade na cultura. Até o momento, o método mais eficiente para controlar a
doenca € o0 uso de cultivares que contenham genes de resisténcia, ou a0 menos
cultivares que sejam tolerantes ao patégeno. No entanto, a alta variabilidade do fungo
pode representar um problema ao desenvolvimento de programas de melhoramento
genético para a resisténcia a murcha-de-fusarium. Nesse sentido, o objetivo do
presente trabalho foi caracterizar a reacdo a diferentes isolados monosporicos de Fop,
obtidos a partir de plantas sintomaticas coletadas em lavouras do Parana (IPR7.8,
APR1.1 e APR2.10), Minas Gerais (PMG2.6 e PMG5.9) e o isolado cedido pelo
instituto IAC (IAC9453) em diferentes cultivares de feijdo comum. A avaliagdo dos
isolados foi realizada em 11 cultivares, sendo 8 comerciais e 3 diferenciadoras. O
experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com inoculagéo dos isolados de Fop
por meio da imersdo das raizes em suspensdo de conidios. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado, com 4 repeticGes, 11 genotipos e 6 isolados e a avaliagao
dos sintomas da doenca foi realizada em 7, 14, 21, 28 e 32 dias ap0s a inocula¢do. Em
cada avaliacdo foi atribuida nota a reacdo das cultivares frente aos isolados com base
na escala de CIAT. As médias das notas obtidas a partir da avalicdo de 32 dias apés a
inoculacdo, foram submetidas a andlise estatistica a partir da qual constatou-se que 0
grupo das cultivares que apresentou resisténcia e reagdes intermediarias aos isolados
foram: Bem-te-vi, Campos Gerais, Curio, Diacol, Sintonia, Eldorado, Tangara e
Tuiuid. A Cultivar Tuiuit foi o destaque das cultivares mais resistentes. Rosinha G2,
Preto Uberabinha e IPA6 apresentaram maior suscetibilidade aos isolados de Fop. Os
isolados presentes ndo foram altamente agressivos, entretanto IPR7.8, PMG5.9 e
IAC9453 apresentaram-se mais virulentos. A partir dos resultados obtidos é possivel
sugerir que haja ao menos 2 racas de Fop amostradas nesse estudo e que muito
provavelmente sejam as racas 1 e 2. Assim, considerando que apenas 6 isolados foram
testados no presente estudo, a indicacdo da ocorréncia de 2 diferentes racas entre eles
sugere haver grande variabilidade. Além disso, os resultados aqui obtidos
demonstram haver boa resisténcia a murcha-de-Fusarium entre as cultivares de feijéo
comumente plantadas nas regides de maior importancia para a cultura no Brasil.

Palavras-chaves: Phaseolus vulgaris, murcha-de-Fusarium, CIAT, variabilidade
patogénica.
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ABSTRACT

Fusarium wilt, a vascular disease caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (Fop), is one of the main diseases that affect the common bean. The disease
significantly reduces grain production, leading to crop yield losses. So far, the most
efficient method to control the disease is the use of cultivars that contain resistance
genes, or at least cultivars that are tolerant to the pathogen. However, the high
variability of the fungus may pose a problem for the development of genetic
improvement programs for resistance to Fusarium wilt. In this sense, the objective of
the present work was to characterize the reaction to different monosporic Fop isolates,
obtained from symptomatic plants collected from crops in Parand (IPR7.8, APR1.1
and APR2.10), Minas Gerais (PMG2.6 and PMG5.9) and the isolate provided by the
IAC institute (IAC9453) in different common bean cultivars. The evaluation of the
isolates was carried out in 11 cultivars, being 8 commercial and 3 differentiating. The
experiment was carried out in a greenhouse with inoculation of Fop isolates by
immersing the roots in conidia suspension. The design used was completely
randomized, with 4 replications, 11 genotypes and 6 isolates, and disease symptoms
were evaluated at 7, 14, 21, 28 and 32 days after inoculation. In each evaluation, the
reaction of the cultivars against the isolates was attributed based on the CIAT scale.
The mean scores obtained from the 32-day evaluation after inoculation were subjected
to statistical analysis from which it was found that the group of cultivars that showed
resistance and intermediate reactions to the isolates were: Bem-te-vi, Campos Gerais,
Curio, Diacol, Tuning, Eldorado, Tangara and TuiuiG. Cultivar Tuiuid was the
highlight of the most resistant cultivars. Rosinha G2, Preto Uberabinha and IPA6 were
more susceptible to Fop isolates. The present isolates were not highly aggressive,
however IPR7.8, PMG5.9 and IAC9453 were more virulent. From the results obtained,
it is possible to suggest that there are at least 2 Fop breeds sampled in this study and
that they are most likely breeds 1 and 2. Thus, considering that only 6 isolates were
tested in this study, the indication of the occurrence of 2 different races between them
suggests that there is great variability. Furthermore, the results obtained here show that
there is good resistance to Fusarium wilt among common bean cultivars planted in the
regions of greatest importance for the crop in Brazil.

Keywords: Phaseolus vulgaris, Fusarium wilt, CIAT, pathogenic variability.



LISTA DE FIGURAS
REVISAO DE LITERATURA

Figura 1 — Classificacdo das sementes do feijoeiro em relacdo ao grupo de cores a que

pertencem. (A) Feijdo-carioca; (B) Feijao-preto; (C) Feijdo-caupi.

ARTIGO A

Figura 1 - Plantas de Feijdo inoculadas com o0s isolados monospéricos de Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) em casa de vegetacao.

Figura 2 - Inoculacdo dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) em
cultivares de Feijoeiro comum e diferenciadoras. A inoculacao foi realizada pelo método de
imers&o de raizes.

Figura 3 - Reacdo de cultivares de feijao 32 dias ap6s inoculacdo com isolados monosporicos
de Fusarium oxysporum f. sp phaseoli (Fop).

Figura 4 - Progresso da murcha-de-Fusarium aos 7, 14, 21, 28 e 32 dias apés a inoculagédo de
seis isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli nas cultivares de feijdo Sintonia,
Rosinha, Preto Uberabinha, Curié, IPA6 e Tangara.

Figura 5 - Progresso da murcha-de-fusarium aos 7, 14, 21, 28 e 32 dias ap0s a inoculagdo de
seis isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli nas cultivares de feijdo Tuiuiu, Diacol,
Bem-te-vi, Campos Gerais e Eldorado.

LISTA DE TABELAS

REVISAO DE LITERATURA
Tabela 1 - Reacdo das cultivares de feijoeiro utilizadas nos métodos de identificagcdo de racas
de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, conforme CIAT, Nascimento et al. (1995), Woo et al.
(1996) e Alves-Santos et al. (2002).
ARTIGO A

Tabela 1 — Escala de notas e sintomas da murcha-de-Fusarium em plantas de Feijdo segundo
o Centro Internacional da Agricultura Tropical - CIAT, 1990.

Tabela 2. Médias de notas obtidas a partir da escala CIAT para cultivares de feijdo comum e
cultivares diferenciadoras inoculadas com isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.



Sumario

LINTRODUGAO ...ttt seniees 6
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 8
2.1 O feijA0 € SEBU CUIIVO.....ooiiciie e 8
2.2 Fop: Fusarium oxysporum f. sp. Phaseoli...........cccooieiiiiiiic i 10
2.3 A variabilidade patogénica A& FOP.......ccooiiiiiiiiiiieee e 14
2.4 RESISIENCIA 80 FOP...cuvitieiitiitieiieieie ettt 17
3. ARTIGO A: CARACTERIZAQAO FENOTIPICA DE ISOLADOS DE FUSARIUM
OXYSPORUM F. SP. PHASEOLLL ...ttt 20
3L INTRODUGAOD ...ttt san s 22
3.2 MATERIAL E METODOS........cooeviieeeieisesseeieses s sesesssseseesessssessssssss s sen s sessssenns 24
3.2.1 Cultivo e repicagem dos isolados monospdricos de F. oxysporum f. sp..........cccccveuee 24
PRASEOIT ...ttt bbb 24
3.2.2 Fenotipagem dos isolados monosporicos em cultivares comuns e diferenciadoras de

LLT 1[0 1< (o ISP U PP PR PSP 24
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......oooveieeeeeeeeeeeeessesiesstesessesisssesestesssesssses s senansenns 28
3.4 CONCLUSAO ..ottt 39

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... e e enann 41



1 INTRODUCAO

A cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.) ocupa uma area de aproximadamente 4
milhGes de hectares no Brasil, tornando-o o maior produtor mundial desta leguminosa. A
cultura se destaca no pais por representar a principal fonte de proteinas do prato do brasileiro
(CONAB, 2020).

Embora o Brasil seja um grande produtor de feijdo, muitos sdo os problemas que
tornam a produtividade da cultura baixa no pais. Entre eles pode-se destacar a baixa qualidade
sanitaria das sementes e as doencas que acometem a cultura (PAULA JUNIOR et al., 2007).
Dentre as doencas do feijoeiro, a murcha-de-Fusarium se destaca como a principal doenca de
solo e tem como agente causal o fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop). Pode
atingir grandes extensdes das lavouras em locais onde a contaminacdo do solo ocorre,
principalmente, na auséncia de rotacdo de cultura (CHIORATO et al., 2015).

Mesmo nos locais onde se adota a rotacdo de culturas, o fungo é capaz de sobreviver
por longos periodos no solo devido a sua estrutura de resisténcia na forma de clamiddsporos.
N&o ha produtos quimicos capazes de controlar de forma eficiente a sua permanéncia e seu
potencial de infeccdo (PEREIRA et al., 2008). O controle mais eficiente para a doenca no
campo é o uso de cultivares resistente (CHIORATO et al., 2015).

No ano de 2003, grande parte das cultivares comerciais de feijdo comum eram
suscetiveis ao Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) (EMBRAPA, 2003). Com 0 avanco
dos anos, 0s prejuizos a cultura aumentaram e os programas de melhoramento genético se
voltaram ao melhoramento do feijoeiro buscando entre as caracteristicas de interesse, a
resisténcia a doenca (TSUTSUMI et al., 2015). Tsusumi e seus colaboradores (2015)
concluiram através de um levantamento de metodologias utilizadas em melhoramentos de
feijoeiros, que a grande parte das cultivares comercializadas da cultura, possuem resisténcia
moderada a murcha-de-Fusarium.

Fop é um fungo fitopatogénico que vive no solo e penetra na planta de forma direta
através das raizes ou de forma indireta através de aberturas naturais ou ferimentos (NELSON
et al., 1993). A colonizacdo ocorre de forma répida: apds adentrar pelas raizes o fungo se
move até o xilema. Inicialmente os sintomas primarios demonstram-se pela alteracdo da
coloracgéo dos vasos que adquirem coloracdo pardo-avermelhada. O miceélio se expande e seus
microconidios se deslocam pelos vasos condutores colonizando toda a planta (COSTA, 2006;
NINO-SANCHEZ et al., 2015). Os primeiros sintomas surgem nas raizes, com o

escurecimento delas, e apds o avango da infecgdo surgem os sintomas reflexos relacionados a



infeccdo comecam a aparecer: murcha foliar, clorose, nanismo, e até a morte prematura da
planta em alguns casos (WENDLAND, 2010). A escala de CIAT (1990) é utilizada para
avaliacdo da severidade da doenca, sendo a avaliacdo feita pelo emprego de notas qualitativas
(1 a 9) que se dao frente aos sintomas observados dias apés a inoculacdo, normalmente 7, 14,
21, 28 e 32 dias apo6s inoculacdo (dpi).

Sete racas geograficas de Fop foram descritas por Salgado et al. (1995), a raca
designada como brasileira € a raca 2. Porém, Silva et al. (2014) utilizaram diferentes
marcadores moleculares e identificaram entre 14 isolados de Fop brasileiros, ao menos
quatro grupos filogeneticamente distintos, sendo dois deles altamente virulentos. Os dados
dos autores corroboram com uma origem polifilética do grupo, suportada por uma grande
variabilidade genética. E como Ito et al. (1997) também contradizem a ideia da ocorréncia de
uma raca Unica brasileira.

Quanto mais especifico é o patdgeno em relacdo ao seu hospedeiro, mais especializado
ele se tornara em estabelecer-se neste. A distin¢do entre as racas fisiologicas de Fop é feita
através de sua reacdo em cultivares chamadas de diferenciadoras, uma vez que
morfologicamente tais racas sao idénticas. As racas fisiologicas de Fop possuem perfis
distintos de viruléncia, que sdo de suma importancia na caracterizacdo das racas e perfis de
viruléncia dos isolados para subsidiar programas de melhoramento genético visando a
resisténcia a murcha-de-Fusarium do feijdo.

Assim, objetivou-se neste trabalho caracterizar a reacdo de isolados monosporicos de
Fop previamente obtidos por Negreiros et al. (2020) frente a cultivares comerciais de feijao

comum e cultivares diferenciadoras.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O feijao e seu cultivo

Antes de iniciar a discusséo a respeito da cultura do feijoeiro propriamente dita, cabe
destacar o significado agronémico do termo “cultura”, afim de realcar a importancia da
investigacdo teorica realizada inicialmente e sua relacdo com a investigacdo empirica. Dentre
os quatros significados agrondmicos presentes no dicionario Michaelis®, cultura pode ser
definida como “producdo agricola com técnicas especiais” com o intuito de “semear ou
plantar vegetais”. Cultivado ha cerca de 10 mil anos (GEPTS e DEBOUCK, 1991) o
Phaseolus vulgaris, conhecido como feijdo-comum teve sua origem nas Americas
(VAVILOV, 1931 apud DEBOUCK, 1991).

Conforme expde Cronquist (1988), citado por Embrapa, (2003) a classificacdo do
feijdo-comum seria a seguinte: pertencente a subclasse Rosidae, ordem Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Faboidae, tribo Phaseoleae, género Phaseolus, e por fim a espécie
Phaseolus vulgaris L.

O feijdo comum é ainda classificado de acordo com classes de cores. Assim, de acordo
a Conab (2018) o feijdo pode ser divido em: feijdo-comum ou carioca (A), feijdo comum

preto (B), ou feijdo-caupi representado pelo feijdo de corda (C) (Figura 1).

C
Figura 1 — Classificacdo das sementes do feijoeiro em relagdo ao grupo de cores a que

pertencem. (A) Feijéo-carioca; (B) Feijdo-preto; (C) Feijdo-caupi (Fonte: Conab, 2018).

Trata-se da especie vegetal apontada como a mais importante para 0 consumo humano
no mundo (FAO, 2019). Nos paises em desenvolvimento o feijdo é considerado uma
imprescindivel fonte de proteina/alimento para a populagdo (MEZIADI et al., 2015).

O feijoeiro € considerado uma planta anual autdgama, com 22 cromossomos, e taxa de

autopolinizacao de 95%. O ciclo vegetativo dessa espécie varia de 75 a 110 dias dependendo

! https://michaelis.uol.com.br/moderno-portugues/busca/portugues-brasileiro/cultura/



da latitude e altitude da regido (KLUTHCOUSKI et al., 2009).

O cultivo desse grdo ocorre em boa parte do territério nacional e em ambos sistemas
de plantio: consorciado ou solteiro. A ampla adaptacdo dessa planta ao solo e ao clima
possibilita que a mesma esteja presente tanto nos sistemas de pequenos e médios produtores
(ABREU, 2008). A cultura dessa leguminosa se d& por safras e podem ser produzidas até trés
safras de feijdo por ano (AIDAR, 2009). Conforme aponta as estatisticas elaboradoras pela
FAOQ, o Brasil lidera a producédo do género Phaseolus (FAO, 2019).

Os paises Myamnar, india e Brasil geram aproximadamente 26,5 milhdes de toneladas
de grdos de feijdo por ano. Contudo, um dos maiores desafios a sua exportacao se da pelo fato
do feijdo do grupo carioca, o de preferéncia brasileira, ser o que ocupa o maior volume na
producdo nacional. No entanto, sua aceitacdo em outros paises nao é tdo significativa. Para
dar conta da procura interna o Brasil chega a importar cerca de 150 mil toneladas no ano,
especialmente de feijdo preto, proveniente da Argentina (CONAB, 2020).

O valor das sacas de feijdo na maioria dos estados Brasileiros tende a variar conforme
a época e o lugar, além de ser influenciado por fatores sociais, climaticos e da umidade do ar.
Na safra 2019/2020 o valor da saca de feijao (60 kg) variou de R$375,00 nos meses de
fevereiro, marco e abril a R$111,00 nos meses de agosto, setembro e outubro, meses de
colheita na safra. Esses valores tendem a se assemelhar nos vinte e sete estados brasileiros
produtores da cultura do feijdo (CONAB, 2020). A demanda nacional do grdo aumenta a cada
ano, em 2019/2020 o consumo foi de 3.050,0 toneladas (CONAB, 2020).

O feijoeiro é uma cultura dentre tantas outras que admite rotacdo. A rotacdo de
culturas consiste na alternancia de espécies de plantas em uma mesma area agricola, entre um
cultivo e outro. Seu principal beneficio € minimizar a acdo de pragas e de doengas por meio
da reducdo de in6culo no campo, uma vez que se alterna a cultura com outras ndo hospedeiras
(SILVA et al., 2013).

Normalmente o cultivo do feijoeiro é realizado em trés épocas do ano, na maioria dos
estados a primeira época é no més de setembro, no final do inverno, a segunda época no més
de abril comegando o outono e a terceira época é no més de junho, quando se inicia o inverno.
O cultivo ocorre em todas as regifes brasileiras, o que indica a importancia desse grdo na
economia e abastecimento brasileiro. A maior parte da producdo se concentra nos seguintes
estados: MG, SP, SC, PR, BA, RS, CE, PA, GO e PE, os quais detém 85% de toda da
producdo nacional gerada das trés safras (dgua, seca e inverno). Segundo a Conab (2020),

levando em conta as trés safras do periodo entre 2019 e 2020, percebeu-se aumento de 0,5%,
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da &rea de producédo. A &rea estimada no Brasil foi de 3.197 hectares e uma produgdo média
anual 3.180,8 toneladas por hectare.

No tocante a safra anterior, 38,0% da producdo do feijdo-comum na primeira safra
ocorreu na regido Sul. Ja a Sudeste respondeu por 29,0% sendo os estados em destaque:
Minas Gerais e Sdo Paulo. O Centro-Oeste por sua vez, correspondeu por 15,0% da producao,
com destaque para Goias. J& o Nordeste, representou 18,0% sendo o estado da Bahia o que
mais se destaca na regido (CONAB, 2020).

Dois grupos de feijdo sédo utilizados no Brasil: grupo carioca e preto. A maioria de
suas sementes sdo pequenas, mas podem ser encontradas em diferentes tamanhos como, por
exemplo, os feijoes rajados, Jalo e o Branco importado (gréo especial). E importante se valer
que a pesquisa envolvendo essas variedades de feijdo tem melhorado a qualidade e o valor
agregado dos graos. Diante do risco de armazenamento de leguminosas, mesmo em curto
prazo, pesquisadores desenvolveram variedades comercializadas que podem manter o vigor
da casca do gréo por um tempo maior. Entre essas variedades pode-se citar a Alvorada, Estilo,
Dama, Milénio, Refinacdo e ANFC 9. Devido a significativa produtividade atingida e os bons
caldos, tais sementes estdo gradativamente ganhando mercado (RUAS, 2017).

No Brasil, boa parte da semeadura é realizada com graos colhidos pelo produtor na
safra anterior e reservados para uso como semente. A cultura do feijdo tem apresentado
grande progresso na produtividade. E parte desse mérito se deve as investigaces que tem
como foco a producdo de variedades de feijoeiros que sejam mais adaptaveis e produtivos
(RAMALHO et al., 2012; ABREU, 2008; CARNEIRO et al., 2009).

A éarea onde sera implantada a cultura do feijoeiro é de vital relevancia. O local deve
ter altos indices de pluviosidade e clima ameno. Segundo Silveira e Stone (2002), o
rendimento da producdo é bastante alterado pela condi¢édo hidrica do solo. O feijoeiro durante
seu ciclo consome de 350 a 450 mm de 4gua (PAULA JUNIOR et al., 2007). Além disso,
para o progresso da cultura € necessaria variacao de temperatura de 18 a 24° C durante o dia e
aproximadamente 15° C ao final do dia. Ndo ocorre vigamentos de vagens com altas

temperaturas, por exemplo, proximas de 35°C (RAMALHO et al., 2005).

2.2 Fop: Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

A murcha-de-Fusarium ou 0 amarelecimento causado pelo fungo Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli (Fop) esta entre as doencas que mais acometem o feijoeiro. O patdgeno é capaz
de reduzir a producéo da lavoura em até 70% (WORDELL et al., 2013). A infec¢do ocorre no

estagio de plantula, ocasionando desenvolvimento anormal (plantas raquiticas). Além disso,
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também ocorre a perda de folhas, a contaminacdo das sementes e as lesbes aquosas como
outros males causados em decorréncia da a¢do do fungo (SARTORATO e RAVA, 1994).

O primeiro relato do patégeno no mundo ocorreu na California em 1929 por Harter,
(ALOJ et al., 1987). E os sintomas reapareceram na mesma localidade em 1940 resultando em
50% de perda nas lavouras de Feijdo (KENDRICK e SNYDER, 1942). Desde entdo, onde
surgiam os sintomas as lavouras eram tomadas pela doenca, tornando a Murcha-de-Fusarium
a principal doenca na regido Centro-oeste da Espanha e ameacadora nos Estados Unidos
(ALVES-SANTOS et al., 1999). No Brasil, o primeiro relato surgiu no ano de 1966 por
Cardoso et al. (1966) na cidade de Laranjal Paulista (SP) na variedade Rosinha. Outros relatos
também foram surgindo, apds a primeira apari¢do da doenca no Brasil. Nas regides produtoras
do Parana e Minas Gerais foi a murcha foi evidenciada em 1986 por Goulart. (1988).

O Fop pertence a divisdo dos Ascomycetos, faz parte do Reino Fungi, da classe
Sordariomycetes (corpos de frutificacdo peritenciais), ordem Hypocreales e familia
Nectriaceae. O género Fusarium possui aproximadamente 1.1414 espécies, além de 348
variedades e diversas formas descritas (ALEXOPOULOQS, 1996; MYCOBANC, 2021).

Fusarium oxysporum é uma importante espécie do género e pode ser encontrado em
populagdes onde podem ou néo provocar doencas (SARTORATO e RAVA, 1994). As formae
speciales (f. sp.) se dividem em grupos dentro da espécie. Alguns grupos causam males em
determinadas espécies hospedeiras. A viruléncia € expressa entre 0s genotipos das espécies
hospedeiras do fungo, e as caracteristicas distintas da viruléncia originam subdivisdes das
racas (BAAYEN et al., 2000). Existem mais de 150 formae speciales de Fusarium oxysporum
e cada uma delas responde por um grupo de isolados com niveis de viruléncia especificos e
efetividades diferentes em provocar a murcha no seu hospedeiro. A forma speciale capaz de
infectar plantas de Feijoeiro € o Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (CORRELL, 1991,
BAAYEN et al., 2000).

Fop sobrevive no solo saprofiticamente em restos de culturas organicas. Produz
macroconidios, microconidios e clamiddsporos, estruturas estas assexuadas (TEIXEIRA,
2015) com tracos fusoides e pontiagudos. Os macroconidios possuem uma forma de meia lua
e apresentam em torno de 3 a 7 septos. J& 0s microconidios podem ser unicelulares ou
bicelulares, sua morfologia é bastante varidvel podendo assumir formas elipticas, retas, curvas
ou ovais com 3 a 5 septos. Por fim, os clamiddsporos (formato redondo, paredes lisas ou
rugosas), ficam no solo e sdo estruturas de resisténcia que permitem a sobrevivéncia do fungo
na superficie da terra (SARTORATO e RAVA, 1994; BIANCHINI et al., 2005).

Os conidios sdo o0s esporos assexuados responsaveis pela reproducdo dos fungos. As
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células conidiogénicas ddo origem a esses esporos, sdo monofidlides curtas e também
conhecidas como “falsas cabegas”. F. solani se diferencia de Fop pela presenca de conidios
sem septos, com formacdo de longa monofiliddes (NELSON et al.,, 1993; LESLIE e
SUMMERELL, 2006).

As colonias de Fop crescem cerca de 1,1 cm por dia em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA). Inicialmente, o micélio se desenvolve e cobre o0 meio de cultura com
coloracdo branca, posteriormente, resulta em uma coloracdo puarpura, alaranjada, roxa ou
avermelhada (BOOTH, 1977). Por conta da sua alta variabilidade morfoldgica, a
caracterizacdo das espécies presentes nesse género é algo bastante complexo, logo, Leslie e
Summerell (2006) pontuam sobre a necessidade de ter culturas do fungo sem contaminagdes
saudaveis para que haja boa caracterizacdo morfoldgica destas. No que tange o seu cultivo, o
mesmo deve ocorrer a partir de um Unico esporo, estabelecendo culturas monosporicas, e ser
submetido a um meio de cultura que contenha condicGes propicias para seu desenvolvimento
e crescimento.

A temperatura ideal para o fungo varia entre 24 a 28°C e os solos devem ser
arenosos e acidos. Sob condi¢bes Umidas, a penetracdo do Fusarium oxysporum pelas raizes é
favorecida, j& em ambientes mais secos os sintomas sdo mais graves (PAULA JUNIOR,
2004). Fop penetra no sistema radicular da planta diretamente ou em ferimentos nas raizes ou
possiveis aberturas. Depois da penetracdo 0s esporos tendem a germinar e entdo penetrarem a
parede celular da planta, ocasionando na formacdo de microconidios que se movem até os
vasos condutores (xilema). Como o fungo se move até o xilema, a infeccdo avanca em
decorréncia da expansdo do micélio e do deslocamento de microconidios pelos vasos
condutores. Esse ciclo se repete até haver a colonizacdo por completo do sistema vascular
(COSTA, 2006).

No geral a disseminagdo do patdgeno pode acontecer pela imperceptivel
movimentacdo do solo, por sistemas de irrigacdo ou agua de drenagem. Quando a planta
possui uma porcdo de sua estrutura acometida pela infecdo, e por meio de sementes ja
contaminadas (SARTORATO e RAVA, 1994) que irdo atuar como fator de propagacéo da
doenga. A transmissdo pode alcancar uma taxa de aproximadamente 43% (SOUSA et al.,
2014).

E importante destacar que atualmente nio existem medidas de controle quimico que
consiga combater de modo eficiente doencas causadas por fungos de solo, com Fop ndo é
diferente. Tanto o0 manejo, quanto a rotagdo de culturas e o tratamento de sementes,

(KALMAN, 2021) poderiam ser uma alternativa vidvel, todavia os mesmos ndo sao
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totalmente eficazes.

Alguns isolados possuem acdo bastante efetiva, com rapida colonizacdo dos tecidos
vasculares e consequente agravamento dos sintomas causados pela doenca em poucos dias. A
colonizacdo no xilema pode ocorrer a partir das primeiras 24 horas pos-inoculagao do fungo
no sistema radicular (SARTORATO e RAVA,1994; XUE et al., 2015). A velocidade da
infeccio depende da viruléncia do isolado (NINO-SANCHEZ et al., 2015) e da interacio que
existe entre o hospedeiro e o patégeno (XUE et al., 2015).

Os patogenos podem se tornar virulentos devido a genes de viruléncia que possuem
(ANDRADE et al., 2003). Os genes de viruléncia codificam proteinas efetoras no momento
da infeccdo, com isso o patdgeno consegue suprimir a resposta de defesa do hospedeiro
desregulando todo seu processo de imunidade, e consequentemente beneficiando a
colonizacdo do patégeno (ROVENICH et al., 2014).

Algumas plantas, entretanto, possuem genes de resisténcia 0s quais reconhecem as
proteinas de viruléncia e desencadeiam uma resposta de defesa ao patogeno (GIRALDO e
VALENT, 2013). Quando ocorre essa imunidade ao patégeno damos o nome de Imunidade
especifica ativada por efetores (ETI) (GIRALDO e VALENT, 2013), mas essa imunidade s
ocorre quando o gene de viruléncia de um isolado € reconhecido pelo produto do gene R de
seu hospedeiro. A defesa do hospedeiro resulta em deposicdo de calose, acimulo de
compostos fendlicos no xilema, producdo de tiloses e reacBes de hipersensibilidade da planta
(TAKKEN e REP, 2010).

A espécie Fusarium oxysporum secreta algumas proteinas efetoras nos vasos
condutores (xilema) de suas plantas hospedeiras. Essas proteinas tém papel de suprimir e/ou
neutralizar as defesas do hospedeiro (TAYLOR et al., 2016). Foi identificada uma familia
desses genes efetores no género de Fusarium oxysporum até o momento. Essa familia
corresponde a um grupo de 14 genes denominados de Secreted In Xylem (S1X) os quais
podem ou ndo estar diretamente ligados a viruléncia (HOUTERMAN et al., 2007,
CZISLOWSKI et al., 2018). Devido a espécie possuir diversas formae speciales essas
proteinas oriundas dos genes SIX, podem variar e definir padrdes distintos de funcdo nos
diferentes hospedeiros (JANGIR et al., 2021).

Em feijoeiro foi observada a expressdao de SIX 1 e SIX 6 a partir de primers
desenhados para Fol (Fusarium oxysporium f.sp. lycopersi). Ambos o0s genes foram altamente
expressos durante a infeccdo em isolados de Fop altamente virulentos (NINO-SANCHEZ et
al., 2015) mas néo tiveram sua expressédo evidenciada nos isolados pouco virulentos.

O ciclo do Fop é assexuado, porém, por meio dos estudos de compatibilidade
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vegetativa (VCG) ¢é possivel afirmar que os isolados de Fop fazem anastomose entre hifas
homocariéticas dando origem a micélios heterocaridticos (RANA et al., 2017). Na
anastomose ha capacidade transferéncia de caracteristicas, ou seja, transferéncia horizontal de
genes que pode resultar no desenvolvimento de novas racas patogénicas (SINGH et al., 2019).
Além disso, em Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, causador da murcha do tomate
observou-se transferéncia de um cromossomo inteiro de isolados virulentos a isolados néo

virulentos, conferindo a viruléncia (MA et al. 2010).

Dentro do género Fusarium, encontramos uma outra formae speciale hospedeira
especifica do feijoeiro, o fungo Fusarium solani f. sp. phaseoli (Fs), causador da doenca
Podridao radicular seca, cujos sintomas consiste em lesbes avermelhadas na regido do
hipocétilo, e necrose do sistema radicular afetado. A planta muitas vezes consegue
desenvolver novas raizes laterais e adventicias, sendo pouco afetada pelo fungo, mas quando a
agressividade é grande a planta pode chegar a morte. Os sintomas secundarios sdo folhas
prematuramente senescentes. Esse fungo é muito encontrado em solos compactados e sem
rotacdo de cultura (BILGI et al., 2008).

2.3 A variabilidade patogénica de Fop

A variabilidade patogénica também denominada de raca para Fop passou a ser
investigada por pesquisadores a partir da década de 1970. Observa-se por meio dessas
investigacGes que ndo hd um consenso quanto ao numero de racas brasileiras ou quanto ao
estabelecimento de um sistema Unico e eficiente para determinar as racas de Fop
(HENRIQUE et al., 2015). As racas se diferenciam, por meio de aspectos como: viruléncia,
sintomatologia e epidemiologia. Assim os testes de fenotipagem ou reacgdes de patogenicidade
ajudam na diferenciacdo dos genotipos e que podem considerar diferentes parametros de
avaliacdo (RONCERO et al., 2003).

A palavra raca nesse contexto é empregada para representar variedades existentes em
uma espécie, e que em contato com hospedeiros de uma mesma espécie pode causar ou ndo a
doenga e/ou apresentar diferencas de sintomatologia (BERGAMIN FILHO et al., 2011).
Desde que Ribeiro e Hagedorn (1979) classificaram em racas fisioldgicas os isolados de
Fop, inimeros experimentos e investigacbes foram desenvolvidas com o objetivo de
identificar as ragas de Fop as quais foram incialmente identificadas como sendo 7.

Woo et al., 1996 relataram pela primeira vez a presenca de racas fisiologicas de Fop.

Alguns métodos foram utilizados para classificacdo das racas, dentre eles: Grupo de
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compatibilidade vegetativa (VCG), testes de patogenicidade, uso de PCR com marcadores
moleculares RAPD e RFLP (WOO et al., 1996; RIBEIRO e HAGEDORN, 1979; SALGADO
etal., 1995; SALGADO e SCHWARTZ, 1993; ALVES-SANTOS et al., 2002).

Nos estudos de VCG ja foram encontrados isolados da mesma raca em diferentes
VCG’s assim como isolados de ragas diferentes em um mesmo VCG (RANA et al., 2017) o
que mostra que esse ndo € um critério eficiente para definicdo de racas, embora seja utilizado
para diferenciar grupos sub-especificos de isolados (SINGH, 2019). Nos testes de
patogenicidades realizados com o intuito de diferenciar racas patogénicas de Fop, sao
utilizadas cultivares diferenciadoras e inoculadas com uma variedade de fungos coletados em
diversas regides de incidéncia da doenca. Apos isso avalia-se as respostas de resisténcia e
suscetibilidade das hospedeiras. O interessante nesse processo € usar as denominadas
cultivares diferenciadoras, ou seja, cultivares para as quais sdo conhecidos perfis de
resisténcia e/ou suscetibilidade a determinadas ragas (SALGADO et al., 1995).

As racas geogréaficas de Fop, identificadas de 1 a 7 relacionam-se tanto a processos de
fenotipagem em diferenciadoras quanto a perfis epidemioldgicos. A primeira raca (raca 1) foi
encontrada nos Estados Unidos (Carolina do Sul) e também na Italia (Portici). A segunda raca
(raca 2), por sua vez, envolve isolados do Brasil (RIBEIRO e HAGEDORN, 1979). Em
seguida a raca 3 foi observada na Colémbia (SALGADO et al., 1995), ja a quarta foi
novamente isolada nos EUA (Colorado) (SALGADO e SCHWARTZ, 1993). A raca 5 foi
identificada na Grécia (Kastoria) (WOO et al., 1996), a raca 6 foi identificada na Espanha e a
raca 7 na Grécia (Chryssoupolis) (ALVES-SANTOS et al., 2002). Foram realizados os testes
de compatibilidade vegetativa de alguns desses isolados coletados em diferentes regides do
mundo, e formaram-se diferentes grupos de compatibilidade. Nenhum deles foram
semelhantes aos grupos de compatibilidade formados pelos isolados coletados no Brasil, nos
EUA e na Colémbia (ALVES-SANTOS et al., 1999).

Nascimento et al. (1995) observaram e descreveram 17 isolados de Fop advindos de
trés estados: Sdo Paulo, Parand e Pernambuco. Porém apenas a raca 2 foi encontrada,
demostrando a prevaléncia dessa raga no pais. Ito e colaboradores (1997) constataram a partir
da anélise morfoldgica de isolados coletados em diferentes partes do Brasil, a presenca de
quatro ragas. Zanotti et al. (2006) concluem ser possivel que mais que uma raca de Fop esteja
presente no Brasil, através do uso de RAPDs foi possivel separar 20 isolados, desde de
patogénicos (11) a ndo-patogénicos (9). Assim a distdncia observada entre os grupos
patogénicos B e G nédo foram proporcionais com aquelas verificadas dentro da raga.

Wendland et al. (2012) comprovaram a hipotese de existir mais de uma raca brasileira,
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utilizando a combinacdo de PCR com isolados encontrados em Pernambuco, Goias, Rio
Grande do Sul e Parana. Nessa andlise foram observados as racas 2, e pela primeira vez a 3 e
6. Assim, os estudos evidenciam a existéncia de outras racas. Recentemente Henrique e
colaboradores (2015) constataram que a patogenicidade de Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (Fop) é até maior do que a literatura aborda, isto é, que a variabilidade ndo se
limitada a 7 tipo de ragas (HENRIQUE et al., 2015). Os autores avaliaram 23 isolados em trés
orientacdes para classificacdo: NASCIMENTO et al., (1995); WOO et al., (1996) e ALVES-
SANTOS et al., (2002b) e identificaram a ocorréncia de 27 racas possiveis. Muito importante,
0s autores evidenciam a necessidade de estabelecer uma proposta de avaliagdo Unica para
definicdo e estudo das racas de Fop. Henrique e seus colaboradores (2015) sugerem a
presenca de 15 racas de Fop no Brasil.

Por outro lado, entre as cultivares de feijdo usadas como diferenciadoras das racas de
Fop ha também discordancia entre os autores. A tabela abaixo traz uma lista das cultivares
diferenciadoras utilizadas por Alves-Santos et al. (2002a, 2002b), Woo et al. (1996),
Nascimento et al. (1995) e CIAT (1990).

Tabela 1: Reacdo das cultivares de feijoeiro utilizadas nos métodos de identificacdo de racas
de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, conforme CIAT, Nascimento et al. (1995), Woo et al.
(1996) e Alves-Santos et al. (2002). aCIAT; bNascimento et al. (1995); cWoo et al. (1996);
dAlves-Santos et al. (2002). Letras: S (suscetivel) e R (resistente).
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Algumas pesquisas demonstram a alta capacidade do patégeno de sofrer mutagoes, e
devido a isso, estudiosos concluem que ha grande importancia de se obter uma metodologia
mais segura e eficaz como padrédo de diferenciacao das racas fisioldgicas de Fop (RIBEIRO e
HAGEDORN, 1979; SALGADO e SCHWARTZ, 1993; WOO et al., 1996; ITO et al., 1997
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ALVES-SANTOS et al., 2002a).

2.4 Resisténcia a murcha-de-Fusarium

A identificacdo de fontes de resisténcia a uma doenca é ponto fundamental no
desenvolvimento de programas de melhoramento (BOREM e MIRANDA, 2005). A resisténcia
de cultivares de feijoeiros a murcha-de-Fusarium causada por Fop j& foi classificada como
raca-especifica (BRICK et al., 2004), resisténcia vertical e com classes fenotipicas centrais de
suscetibilidade e resisténcia.

Entre as empresas publicas no Brasil que realizam o melhoramento genético de feijoeiros
podemos citar: a Embrapa Arroz e Feijdo (CNPAF); o Instituto Agrondémico de Campinas
(IAC); o Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), a Empresa de Pesquisa Agropecuéria de
Minas Gerais (EPAMIG), bem como Universidades, entre elas a Universidade Federal de
Vigosa (UFV) e Universidade Federal de Lavras (UFLA) (NEGREIROS et al., 2020). O
mecanismo simples de resisténcia relacionado a heranga tem sido analisado
fundamentalmente nestas pesquisas de melhoramento genético realizado por estas instituicoes
(COSTA et al., 2006; MARCONDES, 2010).

O retrocruzamento com introgressdo de genes maiores de resisténcia em cultivares
suscetiveis embora rapido, € um processo continuo uma vez que também rapidamente as
cultivares resistentes acabam selecionando genotipos patogénicos capazes de driblar a
resisténcia monogénica. Com isso fica evidente que a variabilidade genética relacionada a
resisténcia deve ser amplamente explorada de forma a alimentar continuamente os programas
de melhoramento (JOHNSON, 1984; CRUTE e PINK, 1996).

Ribeiro e Hagedorn (1979) observaram a dominancia de um s6 gene que controla a
resisténcia a raca brasileira nas variedades Tenderette e Pintado. A resisténcia ao patdgeno
americano foi identificada como sendo proporcionada por um gene (FOP 2) também, porém
com dominancia incompleta na cultivar preto Uberabinha (COSTA et al., 2006)

A resisténcia se traduz por meio da diminuicdo da agressividade exercida pelo
patdgeno quando entra em contato com o hospedeiro (BARNETT, 1959). Os mecanismos se
dividem entre estruturais e moleculares. O primeiro se baseia em barreiras que impedem a
entrada do patdgeno no hospedeiro, ja o segundo, desenvolve condigdes adversas ao patdgeno
através da sua bioquimica e biologia molecular (PEREIRA et al., 2008).

As plantas com células epidérmicas e corticais mais cutinizadas e suberizadas sdo mais
resistentes aos patdgenos, pois dificultam sua entrada, visto que eles conseguem entrar

primeiramente no sistema vascular e depois se desenvolvem dentro dele (TALBOYS, 1972).
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Outro fator que influencia na resisténcia ao patdgeno é a hipertrofia da parede celular, que
com a criagdo das gomas e caloses no xilema, possibilita que seja formada uma barreira que
dificulta a proliferacéo das hifas e a movimentacao dos esporos, impedindo o estabelecimento
dos patdgenos. Além disso, metabolitos secundarios como fitoalexinas e terpendides,
dificultam ndo sé a entrada, mas a colonizagdo do sistema vascular da planta (BARNETT,
1959; BECKMAN, 1961; BECKMAN, 1964; DIMOND, 1970; TALBOYS, 1972).

Rava et al. (1993) testaram 99 gendtipos com 70 cultivares e 29 linhagens de feijoeiro
comum, com isso, apenas 6 cultivares apresentaram resisténcia aos isolados testados: FT
Taruma, Milionario 1732, IAPAR 44, Serrano, Sdo José e Rico 1735 e IAPAR 44. Esses
gendtipos foram resistentes aos isolados de FOP: Xan 160, A 417, Pl 175829 roxo, Pl
150414, Xan 161, A420, Pl 163117 e Pl 175829 branco (MARINGONI e LAURETTI,
1999). As Cultivares FT Taruma e Milionario 1732 também foram resistentes ao isolado FOP
46, e apresentaram ser promissoras nos estudos de melhoramento genético de resisténcia a
murcha (CANDIDA et al., 2009). Segundo estudos de Rocha Junior et al. (1998), foram
avaliadas 27 cultivares e 142 linhagens e algumas cultivares como Carioca MG e Ouro negro
foram resistentes. Outras cultivares como IAC Uma, IAPAR 31 e Diamante negro sdo
moderadamente resistentes ao Fop (NASCIMENTO, 1999).

Tendo em vista esses estudos com cultivares e linhagens de feijoeiro brasileiras frente
a isolados de Fop, pode-se concluir que existiam poucas cultivares comuns resistentes a
murcha-de-Fusarium. Ha também escassez de pesquisas sobre 0s mecanismos que
possibilitam a resisténcia ao Fop, principalmente de como ocorre o processo de infecgéo.
Porém, algumas investigacdes tém apontado que a estrutura do sistema radicular e as raizes
adventicias no feijoeiro contribuem com a resisténcia desse grdo a Fusarium solani (SNAPP,
2003; CICHY, 2007). Nao houve estudo com o mesmo objetivo para o Fop, mas Dongo e
Mdller (1969) relataram a resisténcia de algumas variedades com raizes laterais mais
numerosas. Recentemente, um marcador SCAR-RAPD especificamente encontrado entre
cepas altamente virulentas de Fop foi relatado por Alves-Santos (2002b).

Segundo a teoria gene-gene de Flor, cada gene de resisténcia (R) do hospedeiro pode
ter seu efeito inibido pela acdo de um gene correspondente no patdogeno denominado de gene
de viruléncia (Vir). Quando a planta é resistente ao patdgeno, sua proteina R reconhece a
proteina, nesse caso, de aviruléncia do patdégeno e desencadeia uma resposta de defesa
especifica a ele comprometendo o desenvolvimento da doenga. Ha, portanto um processo de
coevolucdo das plantas e seus patdgenos que determinam sobrevivéncia e adaptacdo dos

mesmos (FLOR, 1955). Jones (2006) explica essas evolu¢bes em um modelo chamado zig-



19

zag.

Quando considera-se a biologia de plantas e de seus patogenos, é facil compreender
que os patogenos evoluem muito mais rapidamente que seus hospedeiros ja que apresentam
ciclos de vida mais rapidos. Assim, estratégias baseadas apenas em genes de resisténcia
tendem rapidamente serem vencidas pelos patdgenos a campo que muito rapidamente se

tornam capazes de driblar essa resisténcia.
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3. ARTIGO A: CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE ISOLADOS BRASILEIROS
DE FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. PHASEOLI

RESUMO

Uma das principais doengas que acometem o feijoeiro é a murcha-de-Fusarium causada por
um fungo de solo chamado Fusarium oxyporum f. sp. phaseoli (Fop). A doenca afeta
negativamente a produtividade da cultura, trazendo inimeros problemas a produtores rurais.
Até o momento nenhum defensivo quimico foi eficaz no controle da doenca ou mesmo na
erradicacdo do patdgeno no solo, sendo necessario o uso de cultivares resistentes a murcha.
Os isolados de Fop encontrados no Brasil possuem grande variabilidade genética embora
apenas 7 ragas ou patétipos de Fop no mundo tenham sido propostos, sendo a raca 2
considerada como representante da variabilidade brasileira. O objetivo do presente trabalho
foi caracterizar fenotipicamente isolados de Fop produzidos a partir de plantas sintomaticas
coletadas no Parand: IPR7, APR1 e APR2, e em Minas Gerais: PMG2 e PMG5 usando como
controle positivo o isolado 1AC9453 cedido pelo instituto IAC. Foi realizada a avaliagéo
fenotipica dos isolados adotando a analise de severidade pela escala de CIAT aos 7, 14, 21, 28
e 32 dias ap0s inoculacdo. A inoculacdo dos isolados foi realizada em 11 cultivares por meio
do método de imersdo das raizes em suspensdo de esporos. O grupo das cultivares que
apresentou resisténcia ou resisténcia intermediaria aos isolados foram: Bem-te-vi, Campos
Gerais, Curid, Diacol, Sintonia, Eldorado, Tangara e Tuiuil. As cultivares com maior
suscetibilidade foram Rosinha G2, Preto Uberabinha e IPAG. Os isolados presentes ndo foram
altamente agressivos, entretanto IPR7.8, PMG5.9 e IAC9453 apresentaram-se mais virulentos
entre todos. A partir dos resultados obtidos € possivel sugerir que haja ao menos 2 ragas de
Fop amostradas nesse estudo, muito provavelmente as racas 1 e 2. Assim, considerando que
apenas 6 isolados foram testados no presente estudo, a indicacdo da ocorréncia de 2 diferentes
racas entre eles sugere haver grande variabilidade para Fop. Além disso, os resultados aqui
obtidos demonstram boa resisténcia a murcha-de-Fusarium entre as cultivares de feijdo
comumente plantadas nas regides de maior importancia para a cultura no Brasil.

Palavras-chaves: Phaseolus vulgaris, murcha de Fusarium, CIAT, variabilidade patogénica.
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ARTICLE A: PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF FUSARIUM OXYSPORUM
F. SP. PHASEOLI BRAZILIAN ISOLATES.

ABSTRACT

One of the main diseases that affect the bean plant is Fusarium wilt, a disease caused by a soil
fungus called Fusarium oxyporum f. sp. phaseoli (Fop). The disease negatively affects crop
productivity, causing numerous problems for rural producers. So far, no chemical has been
effective in controlling the disease or even in eradicating the pathogen from the soil, requiring
the use of cultivars resistant to wilt. The Fop isolates found in Brazil have great genetic
variability although only 7 Fop races or pathotypes in the world have been proposed, with
race 2 being considered as representative of the Brazilian variability. The objective of the
present work was to characterize phenotypically Fop isolates produced from symptomatic
plants collected in Parana: IPR7, APR1 and APR2, and in Minas Gerais: PMG2 and PMG5
using as positive control the isolate IAC9453 provided by the IAC institute. The phenotypic
evaluation of the isolates was carried out, adopting the severity analysis using the CIAT scale
at 7, 14, 21, 28 and 32 days after inoculation. The inoculation of the isolates was carried out
in 11 cultivars through the method of immersion of the roots in spore suspension. The group
of cultivars that showed resistance or intermediate resistance to the isolates were: Bem-te-vi,
Campos Gerais, Curio, Diacol, Sintonia, Eldorado, Tangara and Tuiuid. The cultivars with the
highest susceptibility were Rosinha G2, Preto Uberabinha and IPA6. The present isolates
were not highly aggressive, however IPR7.8, PMG5.9 and IAC9453 were the most virulent
among all. From the results obtained, it is possible to suggest that there are at least 2 Fop
breeds sampled in this study, most likely breeds 1 and 2. Thus, considering that only 6 isolates
were tested in this study, the indication of the occurrence of 2 different breeds between they
suggest there is great variability for Fop. Furthermore, the results obtained here show that
there is good resistance to Fusarium wilt among common bean cultivars planted in the regions
of greatest importance for the crop in Brazil.

Keywords: Phaseolus vulgaris, Fusarium wilt, CIAT, pathogenic variability.
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3.1 INTRODUCAO

A cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.), € muito importante para o Brasil por ser
uma das principais fontes de proteinas do prato dos brasileiros e ser produzida em grande
escala no pais, principalmente por pequenos e médios produtores. Uma pequena parte do que
é produzido no pais é exportado, devido ao alto consumo nacional (CONAB, 2020).

Embora o Brasil seja um grande produtor mundial de feijdo, existem problemas que
limitam a produtividade da cultura como as doencas (PAULA JUNIOR et al., 2007). Dentre
as doencas do feijoeiro, a principal doenca de solo é a murcha-de-Fusarium, causada pelo
fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) (CHIORATO et al., 2015).

O fungo é capaz de sobreviver por periodos longos no solo pois possui uma estrutura
de resisténcia denominada clamidosporo. Ndo ha quimicos capazes de controlar o patégeno
no local de semeadura ou quando em infeccdo na planta (PEREIRA et al., 2008). O controle
mais eficiente para a doenca no campo € o uso de cultivares resistentes (CHIORATO et al.,
2015). Os sintomas primarios relacionados a infeccdo sdo a descoloracdo dos vasos do
xilema que refletem na murcha e amarelecimento foliar, clorose, nanismo, e em alguns casos
a planta pode chegar & morte (WENDLAND, 2010). Foram descritas na literatura 7 ragas
geogréficas de Fop sendo a raga 2 considerada a raga brasileira (SALGADO et al., 1995).
Mais recentemente, entretanto, Silva et al. (2014) distinguiram dois grupos de isolados
virulentos e grupo pouco virulento entre isolados brasileiros. Todavia sabe-se que a
variabilidade na patogenicidade de Fop € alta, e vai além das 7 racas descritas na literatura,
sugerindo que haja 27 racas fisiologicas de Fop (HENRIQUE et al., 2015). Além disso, ainda
ha na literatura poucas informacGes sobre métodos eficientes para classificacdo de racas em
Fop os quais tem envolvido frequentemente a analise de severidade com base na escala de
notas de CIAT (1990).

Embora Fop realize reproducdo assexuada sua variabilidade pode ser potencializada
por eventos de anastomose e heterocariose, podendo haver novas combinagdes constantes de
genes (RANA et al.,, 2017). Além disso, estudos recentes sugerem que possa haver
transferéncia de cromossomos portadores de genes de viruléncia de forma horizontal entre
isolados de Fop (MA et al., 2010) Assim, estudos que visem evidenciar a variabilidade
genética em Fop bem como caracterizar a reagdo de cultivares de feijoeiro frente a isolados de
diferentes regiGes produtoras do pais sdo fundamentais para embasar programas de
melhoramento genético visando resisténcia a doenga (PEREIRA et al., 2011).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a reacdo de isolados
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monosporicos de Fop previamente identificados (NEGREIROS et al., 2020) frente a

cultivares comerciais e diferenciadoras de feijdo comum.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cultivo e repicagem dos isolados monosparicos de F. oxysporum f. sp. phaseoli
Os isolados de F. oxysporum f. sp. phaseoli foram obtidos a partir de plantas

sintomaticas coletadas nas lavouras do Parand e Minas Gerais na safra de 2016/2017 por
Negreiros et al. (2020) e gentilmente cedidos para a realizacdo desse estudo. Em resumo, 0s
indculos obtidos foram utilizados para a obtencdo de isolados monospoéricos pela técnica de
micro cultivo e foram denominados como PMG2.6, PMG5.9, IPR7.8, APR2.10, APR1.1 e
P4.7 (Negreiros et al., 2020). O isolado IAC 9453 monosporico, foi cedido pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) e utilizado nesse estudo como controle positivo.

Para o presente trabalho os isolados monosporicos foram mantidos em cultivo em
placas de Petri, com meio de cultivo de Batata-dextrose-a4gar 2% (BDA), e a temperatura de
26°C em B.O.D (Incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio Marconi® Modelo
MAA415).

3.2.2 Fenotipagem dos isolados monosporicos em cultivares comuns e diferenciadoras

de feijoeiro

O Experimento de avaliagdo da reacdo dos isolados monospdricos de Fop frente as
cultivares de feijao foi conduzido na casa de Vegetacdo do CCB (Centro de Ciéncias

Bioldgicas) da Universidade Estadual Norte do Parana - campus Luiz Meneghel na cidade de

Bandeirantes-PR (figura 1).

Figura 1- Plantas de Feijdo inoculadas com os isolados monospéricos de Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) em casa de vegetacdo. Fonte: Da autora.

Foram utilizados no ensaio os isolados PMG2.6, PMG5.9, APR1.1, IPR7.8, APR2.10,
0 isolado 1AC9453 como controle positivo e como controle negativo da inoculagdo foi
realizada inoculacdo com agua esterilizada. Foi ainda efetuada a inoculagdo de plantas com
um isolado de Fusarium solani (FS) (NEGREIRQOS, et al., 2020) como controle negativo da
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murcha-de-Fusarium.

Na literatura ndo h& consenso para o uso de cultivares de feijoeiro definitivamente
estabelecidas como diferenciadoras de isolados de Fop, entdo foram utilizadas nesse estudo,
as cultivares consideradas diferenciadoras por Nascimento et al. (1995): Preto Uberabinha e
IPA 6, que sdo suscetiveis a Raca 2 (raca brasileira) e Diacol Calima, que segundo os autores
é resistente a Raca 1 (raca americana) e Racga 2 e a raca 5. As Cultivares comerciais utilizadas
foram: Rosinha G2, Campos Gerais, Esteio, Sintonia, Bem te vi, Tuiuil, Tangara, Curio e
Eldorado.

A semeadura das cultivares foi realizada em tubetes de plasticos previamente
desinfetados com agua e hipoclorito de sédio 5%, em substrato comercial Terra Nutri. Apés a
emissdo do primeiro par de folhas, as plantas foram retiradas dos tubetes e submetidas ao
processo de inoculacdo dos isolados.

Para o preparo do in6culo, as culturas monosporicas Fop foram cultivadas em placas
de Petri com meio BDA durante sete dias, tempo necessario para a esporulacdo do fungo.
Apds esse periodo, os esporos foram suspensos em 10 mL de agua destilada e esterilizada e a
suspensdo foi filtrada em duas camadas de gaze esterelizada, para que ficassem retidos 0s
fragmentos maiores de micélio presentes. A quantificagdo do indculo foi realizada em camara
de Neubauer, com calibracdo para a concentracdo de 1 x 10° conidios/mL (PASTOR-
CARRALES e ABAWI, 1987). Em seguida a suspensdo de conidios foi utilizada para a
inoculacdo nas plantas de feijao.

No processo de inoculacdo o método utilizado foi o de imersdo das raizes. As raizes
das plantas foram lavadas em agua corrente e cortadas 1/3 de sua estrutura, sequencialmente
ja sendo mergulhadas na suspensdo de conidios (1 x 10° conidios/mL) por 5 minutos
(PASTOR-CORRALES e ABAWI, 1987).

Apbs esse periodo as plantas foram replantadas individualmente em vasos plasticos
contendo terra (Latossolo vermelho eutroférrico) e areia na proporgéo 3:1. A terra utilizada na
preparacdo do solo foi coletada na fazenda experimental do campus Luiz Meneghel e a areia
comprada em loja de material de construcdo da cidade de Bandeirantes, Parand. Uma amostra
de solo foi levada ao laboratério de solos do campus para analise quimica, a partir da qual foi
indicada a adubacdo nitrogenada. A adubacgéo foi realizada sobre cobertura dos vasos,
adicionando-se 2g do adubo NPK (formula 04.14.08) em cada vaso 15 dias p6s a inoculagéo
dos isolados de Fop.



Figura 2: Inoculagéo dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) em cultivares
de Feijoeiro comum e diferenciadoras. A inoculacdo foi realizada pelo método de imersao de

raizes. (Fonte: da autora).

As avaliacdes fenotipicas das reacfes das cultivares a inoculacao foram realizadas com
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07, 14, 21, 28 e 32 dias apds inoculagdo (dpi). A viruléncia e agressividade dos isolados

foram avaliadas pela mensuracdo dos sintomas de clorose foliar e murcha foliar. O nivel de
severidade da doencga foi avaliado com base na escala de CIAT, desenvolvida pelo Centro

Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, 1990) conforme detalhado na tabela abaixo.

Tabela 1 — Escala de notas e sintomas da murcha-de-Fusarium em plantas de Feijdo segundo

o0 Centro Internacional da Agricultura Tropical - CIAT, 1990.

Notas Sintomas

1 Nenhum sintoma foliar

3 De uma a trés folhas, que representam de
1% a 10% de folhas sintomaticas, com
leves sinais de murcha e clorose nas
folhas

5 Cerca de 11% a 25% de folhas
sintomaticas, moderada murcha nas
plantas

7 Aproximadamente 26% a 50% de folhas e
ramos sintomaticos, com severa murcha
de plantas

9 Morte da planta
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Ao término do ensaio, as cultivares com média de 1,0 a 3,0 foram consideradas
resistentes, as cultivares que tiveram media entre 3,1 e 6,0 foram consideradas intermediarias
e as que tiveram media de 6,1 a 9,0 foram consideradas cultivares suscetiveis (PASTOR-
CORRALES, 1995). Para garantir que as plantas avaliadas haviam sido de fato expostas aos
isolados, no 7° dia ap0s inoculagdo amostras das regifes basais do caule de cada tratamento
foram retiradas cuidadosamente com laminas esterilizadas e foram cortados fragmentos com 3
cm dessa regido. Os fragmentos foram entdo colocados em placas de Petri com médio BDA
para observar crescimento de Fop.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 11
cultivares inoculadas por 6 isolados e 4 repeti¢des. Cada vaso foi considerado uma repeticéo,
contendo 1 planta por vaso. Os dados da avaliacdo da escala de notas foram utilizados para
compor os graficos do progresso da doenca para cada cultivar. Para comparar médias de notas
dos diferentes isolados em cada cultivar, dados da avaliacdo de 32 dias apds a inoculagédo
foram analisados quanto a homogeneidade dos residuos pelo teste de Bartlett e normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados das cultivares Diacol, Bem-te-vi, Campos Gerais e
Eldorado foram transformados elevando as médias a -0.4, 0.4, -0.5 e -0.1, respectivamente, de
acordo com a metodologia de transformacdo BoxCox. Atendido os pressupostos para a
analise, os dados foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade usando o

software R.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os controles utilizados no presente trabalho apresentaram-se conforme o esperado
uma vez que as plantas inoculadas com &gua esterilizada ndo apresentaram sintomas da
doenga, enquanto as plantas inoculadas com o isolado IAC9453 apresentaram sintomas
caracteristicos da murcha-de-Fusarium. Além disso, foi observado crescimento micelial tipico
dos isolados de Fop em meio BDA a partir das amostras coletadas das plantas inoculadas no
ensaio de fenotipagem.

Na Tabela 2 est& apresentada a distribuicdo das méedias de notas da Ultima avaliagdo de
severidade da doenca (32 dpi), segundo a escala de CIAT (1990). E possivel observar que de
forma geral, as notas variaram de 1,25 (resistentes) a 6,5 (suscetiveis), ou seja, ndo houveram
sintomas graves da doenga nem tdo pouco morte de plantas. As cultivares Sintonia, Curio,
Tangard, Tuiuit, Diacol, Bem-te-vi, Campos Gerais e Eldorado mostraram reagdo
intermediaria a todos os isolados testados. Ao passo que reacdes de suscetibilidade foram

evidenciadas apenas para as cultivares Rosinha G2, Preto Uberabinha e IPA 6.
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Tabela 2. Médias de notas obtidas a partir da escala CIAT para cultivares de feijdo comum e cultivares diferenciadoras inoculadas com isolados
de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.

Isolados
Cultivares APR1 APR2 IAC 9453 IPR7 PMG2 PMG5 P47
Nota Reacéo Nota Reacéo Nota Reacéo Nota Reacéao Nota Reacéo Nota Reacéo Nota Reacéo
Sintonia 5,50+1,0 | 4,750,5 [ 5,00 +0,8 | 5,50+1,3 [ 4,75+0,5 [ 5,000,0 [ 2,00£0,8 R
Rosinha 6,25¢1,5 s 3,25+1,2 | 6,5:1,9 s 6,25:1,7 s 45¢1,3 | 6,25£0,5 s 2,50£0,5 R
Preto Uberabinha 75,05 R 3,25+1,2 | 6,25:00 S 3,50+1,9 | 4,25+1,7 | 3,00:00 R 1,75+0,5 R
Curi6 2,50 £1,2 R 3,00£0,0 R 2,75£0,5 R 4,00£1,6 | 3,75£0,9 | 3,25£0,9 [ 1,250,5 R
IPA-6 5,0041,1 | 4,75+1,2 | 5,5040,6 | 6,2540,5 s 4,50+0,6 | 6,50+0,6 s 2,00£0,8 R
Tangara 4,000,8 | 3,50+1,9 [ 2,7520,5 R 2,50+1,0 R 3,25+0,5 [ 3,000,8 R 1,75%0,9 R
Tuiuid 250:05 R 3,25+0,9 | 200:1,1 R 3,00:1,8 R 2,75+0,9 R 3,00:1,4 R 1,2540,5 R
Diacol 2,25+ 0,9 R 3,25+0,5 | 4,25£3,4 | 2,25+0,9 R 1,25:0,5 R 1,50+1,0 R 1,25:0,5 R
Bem-te-vi 2,25+ 0,9 R 4,50+3,0 [ 3,25+1,7 [ 3,25%0,5 [ 2,75+1,7 R 2,25+0,9 R 1,75%0,5 R
Campos Gerais 2,00£0,0 R 2,750,9 R 2,50:0,6 R 4,25+33 | 4,50+1,0 | 1,75:0,5 R 1,00£0,0 R
Eldorado 3,50+ 0,6 | 1,75+0,5 R 3,25:0,9 | 5,00£2,7 | 3,25:0,9 | 275¢05 R 1,75+0,9 R

*As médias sao notas atribuidas a doenca causada por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli aos 32 dias ap0s a inoculacao, de acordo com escala de notas
de 1 a 9 (CIAT, 1990). Cultivares foram avaliados quanto a reacdo a doenca, podendo variar em reacGes de S - suscetibilidade; | — moderadamente
resistente ou reacao intermediaria e R - resistente. As médias séo seguidas pelo desvio padréo.
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As instituicdes brasileiras e publicas de melhoramento genético vém buscando héa
muitos anos caracteristicas de resisténcia as doencas do feijoeiro, e atualmente tém buscado
por caracteristicas que se relacionem a resisténcia a murcha-de-Fusarium, que passou a ser
uma das doencas mais ameacadoras para cultura (PEREIRA, et al., 2011)

As cultivares Tuiuil, Tangara e Diacol mostraram ser potenciais fontes de resisténcia
ao patdgeno uma vez que obtiveram as menores médias perante os isolados inoculados
(Tabela 2). Segundo o instituto agronémico do Parana — IAPAR, Tangara e Tuiuil sao
resistentes a murcha-de-Fusarium (IAPAR, 2007; IAPAR 2014), o que corrobora com as
respostas das mesmas frente aos isolados testados. No geral, a cultivar Tuiuil apresentou o
maior numero de respostas de resisténcia. Desse grupo de cultivares resistentes, a cultivar
Tangara obteve a maior média de notas sob reacdo do isolado APR1 (nota 4,0).

Diacol é considerada uma cultivar diferenciadora de ragas patogénicas de Fop, e
segundo Alves-Santos et al. (2002b) é resistente a raca 1 americana, e raca 2 (brasileira) e a
raca 5. Corroborando com tais informacdes, a cultivar Diacol apresentou respostas de
resisténcia frente a quatro dos isolados testados e obteve a menor nota observada entre as
cultivares (nota de 1,25). No entanto, a cultivar Diacol mostrou também amplitude de
respostas entre as cultivares chegando a apresentar nota de 4,25 frente ao isolado 1AC9453 o
que caracteriza resposta intermediaria (Tabela 2).

A cultivar Bem-te-vi apresentou reacdo de resisténcia aos isolados PMG5, APRL1 e
PMG2. Reacdo intermediaria frente aos isolados IAC9453, IPR7 e APR2 e ndo apresentou
nenhuma resposta de suscetibilidade. Em seu boletim técnico ndo ha informacgdes quanto as
respostas da cultivar frente a Murcha-de-Fusarium, indicando que a mesma ndo tenha passado
por um programa de melhoramento genético visando essa caracteristica (IAPAR, 2014).
Assim, é possivel que algum melhoramento ndo intencional, pela presenca do patdégeno no
campo, possa desempenhar algum papel na manifestacdo da resisténcia entre as cultivares

brasileiras.

Eldorado, Sintonia, Campos Gerais e Curi0, segundo os institutos IAPAR e IAC, séo
cultivares moderadamente resistentes a murcha-de-Fusarium, corroborando com as respostas
obtidas em casa de vegetacdo (IAC, 2016; IAPAR, 2013; IAPAR, 2016; IAPAR, 2017). A
cultivar Eldorado foi resistente aos isolados PMG5.9 e APR2.10 e apresentou reacdo
intermediaria aos outros isolados. Entretanto a cultivar Sintonia ndo apresentou resisténcia ou
suscetibilidade a nenhum dos isolados inoculados, mantendo sua resposta de reacgdo

intermediaria frente a todos eles. Campos Gerais e Curid apresentaram respostas de
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resisténcia frente aos isolados PMG5.9, IAC9453, APR1.1 e APR2.10, e respostas
intermediarias aos isolados PMG2.6 e IPR7.8.

A cultivar Rosinha G2 foi suscetivel a maioria os isolados, exceto aos isolados PMG2.6 e
APR2.10, para os quais mostrou resposta intermediaria. Este resultado corrobora com os de
Pereira et al., (2002) onde a cultivar foi suscetivel a todos os isolados de Fop inoculados. Nos
estudos de Sala et al. (2006) a cultivar Rosinha G2 foi suscetivel a 4 racas de Fop
identificadas por Ito et al. (1997).

Entre as cultivares diferenciadoras Preto Uberabinha, Diacol e IPA6, houve diferencgas
relevantes quanto as reacOes frente aos isolados (Figura 3). Preto Uberabinha é uma cultivar
considerada diferenciadora das racas 1 (americana) e raca 2 (brasileira), sendo resistente a
primeira e suscetivel a segunda (NASCIMENTO et al., 1995; WOO et al., 1996; ALVES-
SANTOS et al., 2002b e HENRIQUE et al., 2015). Ja a cultivar Diacol é classificada como
resistente as racas 1, 2 e 5, e suscetivel as ragas 3, 4, 6 e 7 (CIAT, 1990; WOO et al., 1996;
ALVES-SANTOS et al., 2002b e HENRIQUE et al., 2015).

PMGS IAC 9453 APR1 PMG2 IPR7 APR2

IPA 6

-

UBERABlNHA
%3

PRETO oy U

DIACOL

Figura 3. Reacdo de cultivares de feijdo aos 32 dias ap6s inoculacdo com isolados
monosporicos de Fusarium oxysporum f. sp phaseoli (Fop). Na horizontal encontram-se as
cultivares diferenciadoras (IPA6 — resistente as ragas 1 e 2, Preto Uberabinha — resistente a
raca 1 e suscetivel a raca 2, e Diacol — resistente as ragas 1, 2, 5 e suscetivel as racas 3, 4, 6 e
7). Na vertical observa-se as respostas aos isolados monosporicos (PMG5.9, 1AC9453,
APR1.1, PMG2.6, IPR7.8 e APR2.10). As letras no canto inferior direito representam as
respostas de patogenicidade das plantas aos patogenos: suscetibilidade (S), Intermediéria (1)
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ou Resistente (R).

Segundo os resultados obtidos, Preto Uberabinha foi resistente ao isolado APR2.10,
sugerindo que esse isolado apresente um padrdo de patogenicidade distinto ao esperado para a
raca 2 ou raca brasileira. Além disso, a cultivar apresentou reacdo intermediaria aos isolados
PMG2.6 e IPR7.8 e foi suscetivel aos isolados PMG5.9, IAC9453 e APR1.1 (Tabela 2).
Considerando o perfil de reacGes frente as racas esperadas para a Preto Uberabinha, é possivel
sugerir que PMG5.9, 1AC9453 e APR1.1 poderiam representar a raca 2 e que APR2.10
poderia representar a raga 1.

Quando observou-se as reacoes de Diacol, a cultivar foi resistente aos APR1.1, PMG2.6,
PMG5.9 e IPR7.8, 0 que suporta a hipdtese anteriormente descrita. Apenas os isolados
APR2.10 e IAC9453 causaram reacdes intermediaria em Diacol. Em soma Preto Uberabinha
foi resistente ao isolado APR2.10 e suscetivel a IAC9453 (Tabela 2). Assim, o isolado
IAC9453 pode também pertencer a raca 2.

A cultivar IPAG, diferenciadora suscetivel as ragas 1 e 2 tem perfil desconhecido para
as demais racas geograficas (ALVES-SANTOS et al., 2002b). IPA6 mostrou reacdo de
suscetibilidade aos isolados PMG5.9 e IPR7.8 0 que em conjunto as reacfes obtidas para
esses isolados em Preto Uberabinha e Diacol, sugere que ambos pertencam a raca 2. IPA6
mostrou ainda resposta intermediaria para os demais isolados (APR1.1, PMG2.6, APR2.10 e
IAC9453).

O isolado monosporico utilizado como controle negativo da doenca foi o fungo
fusarium solani f. sp. phaseoli, causador da doenca Podridao radicular seca no feijoeiro. O
isolado controle P4.7 quase ndo apresentou sintomas nas plantas, sua maior média foi 2,5
frente a cultivar Rosinha G2, o que indica que 0 mesmo nao seja capaz de causar sintomas nas
cultivares inoculadas. Os sintomas foram praticamente nulos.

De forma geral, quando comparamos os perfis esperados para as diferenciadoras entre
si, observamos maior coeréncia na identificacdo das racas geograficas de Fop entre as
cultivares Preto Uberabinha e Diacol. A cultivar IPA6 ndo coincidiu com a reto Uberabinha e
Diacol na definicdo das racas para os isolados IAC9453, APR1.1, APR2.10 e PMG2.6; ao
passo que para os isolados PMG5.9 e IPR7.8 as trés diferenciadoras os identificaram como
pertencendo as racas 2 e 1, respectivamente. Os isolados 1AC9453 e APR1.1 foram
identificados apenas por Preto Uberabinha e Diacol como representantes da raga 2, e 0s
isolados PMG2.6 e APR2.10 como sendo da raca 1. Nesse sentido, é possivel que as

cultivares utilizadas ndo tenham sido suficientes para distinguir a variabilidade dos isolados
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obtidos ou que a definicdo das racas geogréficas ndo seja suficiente para caracterizar os
isolados de Fop.

Os autores Nascimento et al. (1995), Woo et al. (1996) e Alves-Santos et al. (2002b)
buscaram definir quais cultivares seriam diferenciadoras eficientes das racas de Fop.
Utilizando a escala de CIAT e de técnicas moleculares tais autores definiram 12 cultivares
diferenciadoras e 7 racas distintas de Fop. Porém, Henrique et al. (2015) confirmaram a
existéncia de mais racas fisioldgicas de Fop e ndo apenas 7. Em seu estudo, 28 isolados de
Fop foram inoculados e classificados em ragas fisiologicas a partir de trés propostas de
classificacdo. Foram utilizadas 12 cultivares nesse estudo e segundo os autores, pelo método
empregado, haveriam 27 racas distintas entre seus isolados (NASCIMENTO et al., 1995;
WOO et al., 1996 e ALVES-SANTOS et al., 2002b). Os autores observaram divergéncia de
informacdes nos resultados devido ao uso de mais de uma proposta de classificacéo, o que,
segundo os autores pode fazer com que 0 mesmo isolado apresente respostas distintas. Assim,
segundo os autores ha ainda a, necessidade de se estipular classificacdo Unica e abranger
também um maior numero de racas (HENRIQUE et al., 2015).

Os isolados utilizados neste trabalho foram identificados como altamente virulentos
por Negreiros et al. (2020) por meio do uso do diagnostico de PCR-SCAR descrito por Alves-
Santos et al. (2002), com excecdo do isolado IAC9453. E interessante notar que segundo a
proposta de Alves-Santos (2002b) o diagnostico com os primers SCAR/RAPD indicaria o
potencial de agressividade do isolado. Os autores sugerem que o diagndéstico positivo dos
isolados Fop na PCR-SCAR seria positivo para isolados com notas de severidade superiores a
7,0 pela escala de CIAT. Entretanto, as médias dos isolados considerados virulentos avaliados
neste trabalho ndo chegaram a 7,0, sendo a maior média atingida para a cultivar IPA 6 frente
ao isolado PMG5 (Tabela 2), com média 6,5, e da cultivar Rosinha G2 frente ao isolado IAC
9453, ambos com média 6,5 (Tabela 2). Assim, é possivel concluir que embora positivos na
PCR-SCAR os isolados utilizados foram pouco agressivos. Este fato pode indicar boa
resisténcia entre as cultivares selecionadas para o estudo como também pode representar
indicio de que os isolados sdo pouco agressivos ou o diagnostico PCR-SCAR néo possa ser
aplicado de forma eficiente entre os isolados avaliados. Negreiros et al. (2020) sugerem que 0
diagnéstico molecular previamente desenvolvido ndo seja eficiente na diferenciagdo desses
isolados em funcdo da discrepéncia entre o diagnostico molecular para o isolados IAC9453,
negativo para a PCR-SCAR, e seu potencial no desenvolvimento da murcha-de-Fusarium. O
mesmo resultado foi evidenciado no presente trabalho.

Os isolados IAC9453, IPR7.8 e PMG5.9 foram 0s que mais apresentaram respostas de
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suscetibilidade nas plantas, sendo considerados entdo os mais virulentos. Porém, em termos
de agressividade, a média CIAT para os diferentes isolados variou de 3,5 a 4,15 sugerindo,
que sejam, em média igualmente agressivos (Tabela 2).

Ao comparar-se as medias CIAT da Tabela 2 aos graficos de curva do progresso da
doenca, observou-se que nenhum isolado foi altamente agressivo com notas superiores a 7,0,
mas que em algumas reagdes especificas cultivar x isolado, é possivel notar curvas de
progressdo da doenca mais ingremes nas reacdes IPR7.8 x Sintonia, Rosinha G2, Eldorado e
Campos; IAC9453 x Sintonia, Rosinha G2, Preto Uberabinha, Ipa 6 e Diacol e PMG2.6 X

Sintonia, Campos Gerais, Curid e Eldorado (Figura 4).
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Figura 4. Progresso da murcha-de-Fusarium aos 7, 14, 21, 28 e 32 dias ap0s a inoculagdo de
seis isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli nas cultivares de feijdo Sintonia,
Rosinha, Preto Uberabinha, Curid, IPA6 e Tangara.
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Os sintomas da murcha-de-Fusarium nas cultivares que apresentaram suscetibilidade
foram observados ap6s 14 dias da inoculagdo (Figura 4). J& para as cultivares que
demonstraram-se resistentes os sintomas se evidenciaram aos 21 dias ap6s a inoculacéo
(Figura 5). A justificativa se da pelo fato de que o fungo inicia a infeccdo colonizando as
raizes dos feijoeiros, o que acontece em diferentes velocidades conforme o grau de
agressividade do isolado, e a partir disso os sintomas de parte aérea passam a ser Visiveis.
Quando a cultivar possui caracteristica de resisténcia, a tendéncia € que ocorra 0 atraso no
surgimento dos sintomas de parte aérea, ou que seu mecanismo de defesa ocorra ja no
momento de colonizagdo do fungo, resultando em pouco ou quase nenhum sintoma de parte
aerea.
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Figura 5. Progresso da murcha-de-Fusarium aos 07, 14, 21, 28 e 32 dias ap0s a inoculacdo
(dpi) de seis isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli nas cultivares de feijao Tuiuiq,
Diacol, Bem-te-vi, Campos Gerais e Eldorado.

O isolado IAC9453 comecou a apresentar respostas nas plantas que foram
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moderadamente resistentes ou resistentes a partir dos 21 dpi (Figura 4) ja nas plantas
consideradas suscetiveis, como Preto Uberabinha, IPA6, Rosinha G2 e também a Sintonia,
foram observados sintomas pouco antes de 21 dpi (Figura 4). Assim, a hipdtese de que o
isolado IAC9453 possa ser classificado como a raca brasileira ou raca 2 também pode ser
evidenciada na progressdo de resposta da cultivar Preto Uberabinha (Figura 4), onde o isolado
comegou apresentar sintomas aos 14 dpi mantendo sua curva de progresso ascendente ao

longo de todo o periodo com consequente resposta de suscetibilidade.

O isolado APR2.10 apresentou um comportamento distinto ao padrdo da raca
brasileira, comecou a promover sintomas leves na cultivar Preto Uberabinha em 14 dpi, e em
28 dpi a linha ascendente comegou a decair, indicando que ndo houve avango da doenca. Esse
perfil corrobora com a hipédtese da cultivar diferenciadora Preto Uberabinha ter diferenciado
APR2.10 como raca 1 ou raca americana (Figura 4). Além disso, a resposta da cultivar
Rosinha G2, amplamente suscetivel a raca brasileira, também sugere que esse isolado
represente outra raca que ndo a raca brasileira uma vez que Rosinha G2 foi moderadamente
resistente a APR2.10.

A cultivar Diacol foi resistente ao suposto isolado americano (Figura 5) e a IPAG teve
resposta intermediaria frente a ele. Os sintomas leves de IPA6 frente a APR2.10
permaneceram até 28 dpi, mas ap6s isso houve um aumento significativo dos sintomas
(Figura 4). E possivel que se acompanhada por mais tempo a cultivar IPA6 poderia ter
mostrado reacdo de suscetibilidade a APR2.10 corroborando com a hipotese de que esse
isolado possa ser classificado como raca 1. O mesmo poderia também ser evidenciado para o0s
isolados IAC9453 e PMG2.6 em IPA6 ja que aos 32dpi a curva de progresso mantinha-se
ascendente (Figura 4).

Alguns estudos avaliando linhagens de feijdo inoculadas com Fop desenvolvidos por
Cavalcanti et al. (2002) e Nascimento et al. (1995) concluiram que a data mais adequada a ser
realizada as avaliacdes finais de severidade sdo aos 32 dias apos a inoculagdo. No entanto, é
possivel que se ampliar o tempo de observacdo das cultivares inoculadas com Fop possa
favorecer a distin¢do das ragas.

As plantas passaram por adubacdo com 15dpi, segundo Pelegrin et al. (2009) quando
as plantas estdo bem nutridas, elas tendem a retardar processos de infeccéo, corroborando com

a necessidade de um periodo maior de avaliagdo das mesmas frente aos isolados inoculados.
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3.4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que o0 método de inoculagdo de Fop
por imersdo das raizes é eficaz na promocao do estabelecimento do patogeno.

De forma geral os periodos de avaliacdo do progresso da doenca foram suficientes
para afirmar que existe uma diferenca patologica entre os isolados de Fop coletados nas
lavouras do Parana e Minas Gerais.

Acredita-se que se as avaliagcBes perdurassem por mais dias apos inoculagdo, seria
possivel a melhor diferenciacdo para os isolados APR2.10, PMG2.6 e IAC9453.

O acompanhamento das curvas de progresso da doenca foi um complemento
importante ao uso da escala de CIAT, na diferenciagdo de racas fisioldgicas de Fop.

O grupo das cultivares que apresentaram resisténcia e moderada resisténcia frente aos
isolados foram: Bem-te-Vi, Tangara, Tuiuil, Campos Gerais, Curid, Diacol, Eldorado e
Sintonia.

Preto Uberabinha, IPA6 e Rosinha G2 foram no geral suscetiveis frente aos isolados em
teste.

A cultivar Tuiuiu foi amplamente resistente a todos os isolados. No geral, as cultivares
utilizadas mostraram boa resposta de resisténcia a murcha-de-Fusarium.

Devido a amplitude de respostas de cada cultivar aos isolados pode-se concluir que ha
variabilidade genética entre 0s mesmos.

Sugere-se que pelo menos duas racas patoldgicas de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
estejam representadas entre os isolados estudados, sendo a raga 2 representada por PMG5.9,
IAC9453 e APR1.1 e araga 1 por APR2.10, IPR7.8 e PMG2.6.

Os isolados mais virulentos foram IPR7.8, PMG5.9 e IAC9453, porém todos os isolados
foram em média pouco agressivos.

Estudos futuros que envolvam abordagens moleculares sdo necessarios para auxiliar na
distincdo das ragas de Fop e na compreensdo dos padrdes de variabilidade genética desse
fungo. Tais estudos séo fundamentais no avanco do entendimento sobre a biologia e evolugéo
de Fop bem como sdo importantes para os programas de melhoramento genético, tendo em

vista a classificacdo de diversas racas de Fop encontradas em territorio nacional.
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