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NEGREIROS, M. M.Reacé&o de cultivares de feijoeiro comum a isoladake Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli: 2018. 67f. Dissertacdo de Mestrado em Agronorilaiversidade
Estadual do Norte do Para@gmpus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2018.

RESUMO

Palavras-chave: Phaseolus wulgaris, murcha de Fusarium, resisténcia, variabilidade
patogénica.

A murcha de Fusarium € uma doenca causada pelo Fusgrium oxysporum f.sp. phaseoli
(Fop). O método mais eficiente para seu controke @ilizacdo de cultivares resistentes,
porém a variabilidade fisiolégica do patdgeno dii@ o desenvolvimento de cultivares
resistentes pelos programas de melhoramento. @wvabgid presente trabalho foi caracterizar
a reacdo das principais cultivares comerciais dieefeo comum do estado do Paran&
(Phaseolus vulgaris L.) quanto a resisténcia a diferentes isoladoBEudarium oxysporum f.

sp. phaseoli. Obteve-se quatro isolados monospéricos de Foplosdois do Parana (IPR7 e
APR1) e dois de Minas Gerais PMG2 e PMGb5. Outragrquisolados obtidos a partir de
plantas sintométicas do Parand foram identificactawo F. solani. A identificacdo dos
isolados foi realizada por PCR (SCAR-RAPD e PCR}ld@ @valiacdo morfologica dos macro
e microconidios. Os isolados de Fop foram aindalial@s quanto a patogénia e
agressividade em 15 cultivares comerciais de fiegod inoculacdo das plantas de feijao foi
realizada pelo método de imersdo de raizes emrsfpee conidios sob condi¢cdes de casa
de vegetacéo sendo as avaliacdes utilizando edealatas de severidade proposta pelo CIAT
aos 07, 14, 21, 28 e 32 dias apo6s a inoculacamntobtidos isolados IPR7, PMG2, APR1 e
PMGS5, todos identificados como Fop, através deiagad morfologica e molecular. Dos
isolados produzidos a da planta P2 (Arapoti/PRatrguforam identificados comie. solani
(monosporico P2.3, P2.13, P2.14 e P2.15) e os demaio Fop. Os primers SCAR-RAPD
nao foram suficientes para identificar todos o$abms de Fop. Os isolados PMG5, PMG2,
IPR7 e IAC9453 mostraram patogénia com reacao sistéacia intermediaria em cultivares
diferenciadoras e também nas de controle. As eudisr comerciais de feijoeiro comum
avaliadas apresentaram reacao de resisténciastéresa intermediaria frente aos isolados
estudados.



NEGREIROS, M. M.Coomon bean cultivars reaction toFusarium oxysporum f. sp.
phaseoli isolateds 2018. 67f. Dissertation for Master's degree irohgmy - Universidade
Estadual do Norte do Paraf@mpus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2018.

ABSTRACT

Keywords: Phaseolus vulgaris, Fusarium’s wilt, genetic resistance, pathogeaigety.

Fusarium’s wilt is a disease caused by Fusarium oxysporum f. sp.phaseoli (Fop) fungus.
The most effective control method is the use ofistast cultivars, but the pathogen’s
physiological variability makes the resistant awdts development difficult by the breeding
programs. The objective of this paper is to charaz the reaction of the main commercial
bean cultivars of Parana’s StaRhéseolus vulgaris L.) as to resistance to differeatisarium
oxysporum f. sp. phaseoli isolates. There were obtained and characterized i&olated
monosporic, two from different Parané (IPR7 and AP&nhd two from Minas Gerais (PMG2
and PMG5). Four other isolates obtained from symatac plants of Parana were identified
as F. solani. The identification of the isolates was perfornedPCR (SCAR-RAPD and
PCR-ITS) and morphological evaluation of macro amdroconidia. Fop isolates were also
evaluated for pathogenesis and aggressivenessaoribon bean cultivars. The inoculation
of the bean plants was performed by the root immersethod in suspension of conidia
under greenhouse conditions, and the evaluatiang asCIAT severity score scale at 07, 14,
21, 28 and 32 days after inoculation. Isolates |IFRMG2, APR1 and PMGS5, all identified as
Fop, were obtained by morphological and molecwaitweation. There were obtained isolated
IPR7, PMG2, APR1 and PMGS5, all identified as Fdwptigh morphological and molecular
evaluation. Of the isolated produced from the Rihip(Arapoti/PR), four were identified as
F. solani (monosporic P2.3, P2.13, P2.14 e P2.15) and tier ais Fop. The PMG5, PMG2,
IPR7 and IAC9453 isolated were shown intermediaesto the pathogenesis on the
differentiating cultivars and on the control ones.tThe evaluated common bean commercial
cultivars showed intermediary resistance and reastas to the studied isolates.
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1 INTRODUCAO

O feijao comum Rhaseolus vulgaris L.) € a leguminosa de maior importancia na
alimentacdo humana mundial, principalmente em pa@édesenvolvidos como os da
América do Sul, Central e sudeste da Africa (MEZIABD al., 2015). O Brasil esta entre os
maiores produtores mundiais e é o maior produtcoresumidor das Américas (FAOSTAT,
2013). Devido as condicdes edafoclimaticas do mafsijoeiro pode ser cultivado durante o
ano inteiro, na maioria das regides (LIMA et ad13).

Segundo o Nono Levantamento de Safda Companhia Nacional de
Abastecimento, a estimativa de producéo brasildgrdeijdo nas trés safras de 2017/2018,
sera de 3.334,4 mil toneladas em uma area de,3.t8Irhectares, distribuidos em todos os
estados brasileiros. No entanto, a média natioe produtividade é considerada baixa,
em torno de 1.043 kg.ha-1, visto que o po&nprodutivo da cultura em condi¢des
adequadas pode atingir valores acima de 4.000 Hg.f@ONAB, 2018). A baixa
produtividade nas lavouras de feijao ocorre dewaddiversos fatores, entre 0s quais as
doencas. Elas tornam-se importantes por seremmiridas, principalmente pelas sementes.
O ambiente favoravel associado a falta de pragrasentivas faz com que as doencas
tornem-se um problema no manejo do feijoeiro. \(adaencas acometem a cultura, com
destaque para as fungicas (WENDLAND, 2012).

Dentre as doencas do feijoeiro comum causadadyrgyos habitantes de solo,
destaca-se a murcha ou amarelecimento de Fusacaosada pelo fungd-usarium
oxysporum Schlecht. f.sp.phaseoli Kendrick & Snyder, considerada uma das mais
importantes (COSTA, 1982; PASTOR-CORRALES & ABAWB87; ZAMBOLIM, 1987;
GOULART, 1988; PAULA JUNIOR, 2004; SALA, 2006).

A incidéncia da murcha de Fusarium no rendimentofaleiro comum é
variavel, podendo afetar apenas algumas plantaé80% da lavoura (SARTORATO &
RAVA, 1994; SALA, 2006; PEREIRA, 2008) estando &dga praticamente disseminada em
todo o territdrio nacional. O fungo € o principak@geno de solo do feijdo em areas sob pivo
central, devido ao seu cultivo sucessivo na megea @AVA, 1996; TOLEDO-SOUZA,
2012).

A resisténcia genética € um importante compondeteontrole por ser uma
tecnologia de facil uso, segura e eficiente, aléensdr menos agressiva ao ambiente
(GONCALVES-VIDIGAL, 2013). Para 0 manejo do fundéusarium oxysporum f. sp.
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phaseoli, 0 controle quimico € pouco eficiente. Assim aca@dode cultivres resistentes
representa a melhor pratica (PAULA JUNIOR, 2004)n dos principais fatores que
dificultam o desenvolvimento de cultivares resigtere a variabilidade fisiolégica do fungo.
Praticas de manejo podem nao ser suficientes pardema doenca em baixos niveis de
infestacdo (ABAWI, 1989; ABAWI & PASTOR-CORRALES,920; SARTORATO &
RAVA, 1994; PAULA JUNIOR, 2006). No entanto, sd@&ssas pesquisas sobre resisténcia
de cultivares comerciais de feijoeiro a murcha dsaFium. Além disso, o fungo apresenta
uma vasta variabilidade patogénica por todo paiglgntificadas racas diferentes causadoras
da doencga.

Assim, objetivou-se neste estudo caracterizar aéricia e patogenicidade de
isolados deusarium oxysporum f. sp. phaseoli obtidos de diferentes regides produtoras e
avaliar as principais cultivares comerciais deofsijo comum Phaselus vulgaris L.) mais
plantadas no Parand quanto a reacao de resist@rtiaa esses isolados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO FEIJOEIRO

O feijoeiro comum é a espécie mais cultivada deeg&Phaseolus, pertencente a
familia Leguminosae, subfamilia Papilionoidae sedldssificado comdPhaseolus vulgaris
L. (SANTOS & GALVILANES, 1998). Esta espécie possiglo variando de 61 a 110 dias.
Admitem-se doigpools génicos, ou seja, dois locais de domesticacadalosam Andino e
outro Mesoamericano (GEPTS, 2014). Trata-se de ptaata anual dipldide com 22
cromossomos e autdgama, com 95% de autopolinizag&o.

O cultivo do feijoeiro € difundido em todo o t&rio nacional, no sistema solteiro ou
consorciado com outras culturas. Segundo Aidar QR0fevido a sua ampla adaptacéo
edafoclimética, o feijoeiro faz parte da maiorias dgistemas de producdo de pequenos e
médios produtores, onde a producdo € destinadarsumo familiar e a geracdo de renda.
Considerando todos 0s géneros e espécies englobamiosfeijdo nas estatisticas da FAO, ha
aproximadamente 110 paises produtores em todo dansendo o Brasil o maior produtor
do génerdPhaseol us.

Além da sua importancia na alimentacdo da popaolacasileira e mundial, a cadeia
de producéo, beneficiamento e comercializacdo,ng@&eupacao e renda, principalmente a
classe menos privilegiada e desta forma, o fegéwatse um dos produtos agricolas de maior
importancia econémico-social, devido principalmeatendo de obra empregada durante o
ciclo da cultura (ABREU, 2008).

O mercado mundial movimenta anualmente cerca ¢ @8hdes de toneladas do
grdo, sendo Myamnar, india e Brasil os maiores ymds. Um dos maiores entraves a
exportacdo esta no fato de o maior volume da pémuogcional ser do grupo carioca, de alta
perecibilidade, que apesar de contar com a prefieréracional, tem aceitacao limitada em
outros paises do mundo. Todavia, para suprir asseglades de demanda interna, o Brasil
importa em torno de 150 mil toneladas por ano, semdnaioria de feijdo comum preto
proveniente da Argentina (CONAB, 2017).

O acesso ao mercado internacional representa lmirs@ortante nas estratégias de
producdo e comercializacdo. Produzir para o mercaxterno significa atingir niveis
superiores de qualidade dos produtos, tendo em assexigentes condicdes que prevalecem
no comércio internacional, além da competitividade custos de producdo. A exportacdo é

uma etapa a ser conquistada com outras cultivepés 0 Brasil tem clima, area disponivel e
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alta tecnologia, podendo produzir qualquer variedade adaptar as exigéncias de qualquer
mercado (RUAS, 2017).

O feijdo comum Phaseolus vulgaris L.) € um dos componentes basicos da dieta dos
brasileiros e constitui a sua principal fonte detgina vegetal. E tradicionalmente e
diariamente consumido pelas diferentes classeaispoia dieta da maior parte da populagéo
residente tanto no meio rural como urbano, nasdiegides geograficas do pais. O consumo
nacional tem variado, nos anos de 2010 a 2015nsucao estava entre 3,3 e 3,6 milhdes de
toneladas. Em 2016, recuou para 2,8 milhdes ddaie® 0 menor nimero registrado na
histéria, devido ao expressivo aumento dos pregmgopados pela retracdo da area plantada
e principalmente pelas condi¢cfes climaticas adsdSONAB, 2018).

Essa leguminosa é produzida em pequenas, médjaandes propriedades rurais,
evidenciando a sua importancia socioecondmica. i@@s®, na maioria das regides de
producdo, que o feijdo faz parte do ciclo de ratagé culturas, técnica que consiste em
alternar espécies vegetais numa mesma area agdoaiavistas a contribuir para o controle
de pragas e doencas, além de minimizar o desgas@a (SILVA & WANDER, 2013).

O feijao € cultivado em praticamente todo o térigt brasileiro, a cultura apresenta
trés safras e esta inserida em todos os 27 edbealsiteiros, caracteristicas essas que tornam
esse grao unico nos contextos econdmico e de alastdo brasileiro. Grande parte da
producdo esta concentrada nos estados do PR, MGSBAGO, SC, RS, CE, PE e PA,
responsaveis por praticamente 85% da producaoneacstribuidas em trés safras distintas
(aguas, seca e inverno). Considerando as trésssadr periodo 2017/2018, estima-se que a
area cultivada no Brasil sera de 3.197 mil hectar@® aumento de 0,5% em relacédo a safra
passada, e producdo meédia anual de 3.334,4 milatta® 1,9% menor que a ultima
temporada (CONAB, 2018).

Considerando a safra passada, aproximadamentéo48® producdo do feijdo
“Primeira Safra” ocorre na regido Sul, com destagaea o Parana. A regido Sudeste
representa 30%, e os estados de Minas Gerais ¢&#o sdo os maiores produtores. A
regido Centro-Oeste representa 13,1% do feijdougidd com destaque para Goias. Na
regido Nordeste, cuja representacao é 16,3%, aBatmimaior produtor (CONAB, 2018).

No Brasil, sdo cultivados inGmeros cultivares eigoéiro comum que normalmente
possuem sementes pequenas, embora possam tambént@eirados, em algumas regides,
tamanho médio e grande, como os feijdes jalo aloajae também o branco importado,
encontrado nos supermercados conhecidos como Gf&psciais. Ressalta-se que as
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pesquisas dessas cultivares vém resultando endgdalido grdo e em agregacdo de valor.
Diante dos riscos em armazenar o feijdo cariocasmmoeque por um curto periodo,
pesquisadores desenvolveram cultivares, ja disp@ino mercado, que mantém a tonalidade
do tegumento do grao por mais de um ano. Dentas @ssvas variedades, pode-se citar as
variedades Dama, Milénio, Alvorada, Estilo, Reqeiiat ANFC9. Tais sementes aos poucos
estdo ganhando mercado devido a boa produtividadenecaldo (RUAS, 2017).

Fator que necessita de atencdo € que boa paptantio no Brasil € efetuada com
gréos. O produtor colhe a sua safra e reserva warta ga producdo para utiliza-la como
semente (MENTEN, 2017).

A cultura do feijoeiro vem apresentando grandesnges quanto a producédo e a
produtividade. Parte disso se deve as pesquisatacdaedo-se o desenvolvimento de
cultivares de feijoeiro mais produtivas e adaptaR&MALHO, 2002; ABREU, 2008;
CARNEIRO, 2009).

A escolha da area para o cultivo do feijoeiro utelamental importancia, sendo a
preferéncia dada as areas onde o clima seja ameom altas taxas de pluviosidade. De
acordo com Silveira & Stone (2002), o rendimentofeifoeiro é afetado pela condigédo
hidrica do solo e conforme Paula Junior et al. 7200 consumo de agua pelo feijoeiro
durante todo o ciclo € de 350 a 450 mm de aguaempératura média ideal para o
desenvolvimento da cultura varia de 18 a 24 °Cantero dia e de 15 a 21 °C, durante a
noite. Sob temperaturas elevadas, proximas de, f&Gcamente ndo ocorre vigamento de
vagens (RAMALHO, 2005).

Em alguns casos, € inviabilizado por doencas goenatem a cultura e € uma das
principais causas da baixa produtividade no paésidd ao aumento da producdo em larga
escala, técnicas antes ndo empregadas na cultug por exemplo, a irrigacdo, vem sendo
utilizadas, a qual contribuiu para a disseminagdaakencas que ndo eram consideradas de
risco para a cultura (PAULA JUNIOR et al., 2007).

2.2 PRINCIPAIS DOENCAS DO FEIJOEIRO

As doencas limitam a producao de feijdo e reduaeaqualidade fisiologica, sanitaria,
nutricional e comercial do produto. A incidénciangensidade dessas doencgas e 0s prejuizos
causados variam de acordo com a regido, épocaaidigpl sistema de plantio, cultivar

utilizada, qualidade sanitaria da semente e asigiesl climaticas. O conhecimento das
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doencas, dos danos que causam, da fase de desevity das plantas e das condi¢cdes
favoraveis a sua ocorréncia sdo fundamentais psargedidas de controle eficazes sejam
adotadas (ROSOLEN & MARUBAYASHI, 1994).

Entre as doencas fungicas que mais afetam o fdijamrato et al. (2015) citam a
antracnoseolletotrichum lindemuthianum) e a murcha de FusariurRusarium oxysporum
f. sp. phaseoli). Estes patdgenos encontram-se amplamente dissdwsimas principais
regides produtoras do Brasil, e a utilizacdo ddivarks resistentes, juntamente com a
adaptabilidade e estabilidade dos gendtipos, étodnénais eficiente para a manutencdo da
produtividade da cultura (SILVA et al., 2013; CHIA@RO et al., 2015).

A podriddo-radicular-seca, causada pelo fuRgsarium solani, causa também sérios
prejuizos a cultura do feijoeiro. A doenca afetai@mente as regides do hipocotilo e da raiz
principal das plantulas, causando lesdes longidusiimfiladas e de coloracdo avermelhada. A
raiz principal e a parte mais baixa do caule podepar; consequentemente, o crescimento
torna-se mais lento e h4 o amarelecimento e a gdsldolhas, reduzindo a producéo da
lavoura (EMBRAPA, 2003).

Para as doencas causadas por patdgenos de solexisé® um controle quimico
eficiente e 0 manejo e rotacdo de culturas tamb&m se mostra totalmente eficaz. A
auséncia ou a inadequada rotacéo de culturasjgaimznte em areas de pivo central, a falta
de medidas preventivas de controle da disseminagd@umento da compactacdo do solo
fizeram com que a murcha de Fusaritfuasarium oxysporum f. sp.phaseoli) se tornasse uma
das principais doencas da cultura no Brasil (PAUILANIOR, 2004; PEREIRA ET AL.,
2009).

Desta forma, para o controle da doenca, amenigatanos econdmicos, uma vez
introduzido o patégeno na area, a utilizacdo devenes resistentes vem sendo a alternativa
mais viavel e eficaz (SARTORATO & RAVA, 1994; ABAW1989; ABAWI & PASTOR-
CORRALES, 1990; PAULA JUNIOR, 2006).

2.3 FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. PHASEOLI

Dentre as doencas foliares e radiculares queratac feijoeiro, pode-se destacar o

amarelecimento ou murcha de Fusarium causada palgo fFusarium oxysporum f. sp.
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phaseoli (Fop), pois pode reduzir significativamente a pigEb das plantas na lavoura
(WORDELL et al., 2013).

O patdgeno foi relatado pela primeira vez portétaam 1929 (ALOJ et al., 1987) na
California, EUA. Posteriormente, provas de patogdade constataram que o fungo podia
ser separado de outras formas especiaisnde speciales) de Fusarium oxysporum, sendo
proposto o nome deusarium oxysporum f. sp.phaseoli (KENDRICK & SNYDER, 1942).

Cardoso et al. (1966) relataram a doenca no Bmasthunicipio de Laranjal Paulista-
SP, causando sintomas tipicos da doenca na vaeie®abinha. Posteriormente foi
diagnosticada em feijoeiro do tipo vagem, proveteierdos municipios paulistas de Juquia,
Cosmopolis, Campinas, Itariri, Mogi Guacu e Bar&@vaBlo (Campinas). Sintomas tipicos de
murcha de Fusarium também foram relatados por Mehah (1983), em regides do estado
do Parana. No estado de Minas Gerais a ocorréadil@ehca foi contatada em 1986, relatada
por Zambolim et al. (1987) e Goulart (1988).

Pertencente a divisdo de fungos mitosporicos (ifepes) Fusarium spp, reino Fungi,
classe dos Hyphomycetes (conideos fora de corpésitdeacio), ordem Moniliales e familia
Tuberculariaceae (conidios agrupados em esporagpgugénero Fusarium € representado por
aproximadamente 1.414 espécies, 348 variedadessedmd50formae speciales descritas na
literatura (ALEXOPOULOS, 1996; INDEX FUNGORUM, 2018

O Fusarium oxysporum é uma espécie importante do género Fusarium esesee
variabilidade dentro do género, podendo ser eraxmtianto populacdes patogénicas quanto nao
patogénicas (SARTORATO & RAVA, 1994). Asrmae speciales (f. sp.) dividem a espécie em
grupos patogénicos de uma Unica espécie hosp€BAIRYEN et al., 2000). Ja a subdiviséo de
racas € baseada na expressao da viruléncia entiépgs de uma mesma espécie hospedeira.
Sao encontradas mais de f60mae speciales no complexoFusarium oxysporum, cada umas
delas representada por um grupo de isolados comagade viruléncia especifico e
consequentemente com eficiéncia distinta em oaasi@ murcha em seu hospedeiro
(KENDRICK & SNYDER, 1942; CORRELL, 1991; BAAYEN ai., 2000).

Esse fungo produz macroconidios, microconidiokidosporos. Os microconidios
do Fop Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli) sdo unicelulares ou bicelulares, de forma
variavel, podendo ser ovais ou elipticos, retoscawvos, com trés a cinco septos. Os
macroconidios sao 0s esporos tipicos do géneroritusap., fusdides e pontiagudos nas



17

duas extremidades (meia lua, canoa), apresentamdulgs finas e de trés a sete septos
(predominantemente com trés septos). Os clamidosé@o esporos redondos produzidos no
meio ou na ponta de um micélio mais velho ou emmanroconidio. Apresentam parede lisa
Ou rugosa, sao terminais ou intercalares, gerabnsolitarios, mas podem apresentar-se em
pares ou cadeias. (SARTORATO & RAVA, 1994; BIANCHIHNt al., 2005). As células
conidiogénicas sdo monofialides curtas denominaalabém de falsas cabecas. Uma
caracteristica que diferencka solani de Fop, € a formacédo de monofialides longasHpor
solani e apresenta conidios ndo septados (NELSON, éi98I3; LESLIE & SUMMERELL,
2006 ).

Em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDAL@Snias crescem rapidamente, em
média 1,1 cm ao dia. No inicio o micélio crescereaabmeio apresentando coloracdo branca,
mas com o passar do tempo adquire coloracdo purpueamelhada, alaranjada e roxa
(BOOTH, 1977).

A caracterizacdo de espécies dentro desse génaroténto quanto complicada pela
sua grande variabilidade morfoldgica. Leslie e Semath (2006) orientam que, para ter uma
boa caracterizacdo morfolégica € necessario obteuras saudaveis do fungo, cultivadas a
partir de um Unico esporo (cultura monosporica)leeté-las a meios de cultivo e condi¢des
apropriadas de crescimento.

O fungoFusarium oxysporum f. sp. phaseoli, penetra pelo sistema de raizes e se move
inter e intracelularmente até invadir os elemed®sasos do xilema. A infec¢do progride por
meio do crescimento do micélio e do transporte deraronidios pela seiva bruta. Os
conidios podem ficar presos nas perfuracfes eatigues dos vasos, germinam e penetram
as paredes celulares e produzem microconidiosasuss\adjacentes. Este ciclo é repetido até

gue o sistema vascular seja colonizado (COSTA, 2006

A infeccéo ocorre, geralmente, prOxima a pontarde®s, mas, também pode ocorrer
por ferimentos e/ou aberturas naturais. Pesquigsastam que a presenca de nematoides
(Meloidogyne spp. ePratylenchus spp.) na area favorece a interacdo e infeccdooge F
(HAWKSWORTH et al., 1995; NELSON et al., 1993). Wastudo evidencia a influéncia da
interacdo entre Busarium oxysporum f. sp.phaseoli e o nematoid&leloidogyne javanica no
aumento da severidade dos sintomas da murcha deuruslevando a quebra da resisténcia
na cultivar 'Pérola’ (SIMAO et al., 2010).
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Como sintoma, inicialmente ocorre amarelecimente ftdhas basais da planta,
progredindo posteriormente para as folhas da saperior. E também possivel observar a
perda da turgescéncia das folhas, podendo levacasos mais severos, a morte das plantas.
A doenca pode afetar apenas parte das folhas oasramevido a localizacdo dos vasos
colonizados. O crescimento do fungo no interior glasos pode dar ao tecido vascular
coloracdo avermelhada podendo facilmente ser cdderem cortes transversais de caules
doentes. Sob alta umidade, desenvolvem-se sobmle estruturas de coloracédo rosada,
constituidas de micélio e conidios do patégeno (ABA1989; WENDLAND, 2012; NINO-
SANCHEZ, 2015).

Os isolados mais agressivos colonizam massivancetgeido e, como consequéncia,
ocorre impedimento do transporte de agua e saieraifnlevando ao aparecimento dos
sintomas que caracterizam a doenca. Apos a invds&ovasos do xilema, a doenca
manifesta-se por perda da turgescéncia, o amaredatd progressivo das folhas inferiores
para as superiores ao nivel de algumas folhas esram, em casos mais severos, em toda
planta. A infeccdo pode ocorrer no estadio de plané como consequéncia, estas nao
apresentam um desenvolvimento normal, tornand@geiticas quando adultas. A doenca
também pode provocar desfolha precoce. Nas vageugem ocorrer lesbes aquosas e a
contaminacgao das sementes externamente (SARTORARBWKA,1994).

O fungo é favorecido por temperaturas de 24 a 285I0s arenosos e acidos (PAULA
JUNIOR, 2004). O crescimento micelial e a penetiadds raizes pdfusarium oxysporum
séo favorecidos em condi¢Bes Umidas, enquantantist®s de murcha sdo mais severos em
condicdes secas (MICHEREFF, 2005).

O patogeno sobrevive no solo em restos cultunaisaoforma de clamidésporos os
quais por serem estruturas de resisténcia, resipmmongo periodo (AGRIOS, 2005).
Assim, esse patdgeno que inicialmente apresentadssos em reboleiras, com o passar do
tempo pode se propagar por toda area de cultivBo® é disseminado dentro e entre as
lavouras por meio do movimento do solo, fragmemti@ctado do hospedeiro, agua de
drenagem ou irrigacdo e sementes contaminadas (SRRTO & RAVA, 1994). Apés a
colheita, sementes contaminadas constituirdo aipahpotencial de disseminacdo a longas
distancias. De fato, a incidéncia de Fop nas seraardta entre 1 e 14%, entretanto, a taxa de
transmissao pode atingir 43% (SANTOS et al., 1SBtJSA et al., 2014).
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O controle do patdgeno pode ser feito por vanasmés de manejo tais como, 0 uso de
sementes ndo contaminadas certificadas de campm®diecdo, para evitar a introducdo em
areas ainda livres, utilizacdo de cultivares dgideiesistentes ao patdégeno e/ou rotacdes de
culturas por longos periodos. Ainda assim, a @atiais viavel e eficaz o uso de cultivares
resistentes (SARTORATO & RAVA, 1994; PAULA JUNIOR@., 2004).

No entanto, a maioria das cultivares de feijdo séecetiveis ao Fop, devido
principalmente, a variabilidade genética e/ou f&ja do fungo (SARTORATO & RAVA,
1994; EMBRAPA, 2017).

2.3.1 Variabilidade Patogénica

Trabalhos realizados evidenciam a importancia tleles de variabilidade genética da
espécig-usarium oxysporum e estudo da evolucdo das ragas do patdgeno ererdés locais
do mundo. Em feijoeiro, a variabilidade de racasofdgicas do fungo Fop também foi
estudada por diversos autores. Na literatura séoriths sete racas fisiologicas, os estudos
comprovam a grande capacidade de mutacdo do patdgerem todos os autores comentam
que h& a necessidade de maiores estudos, exa#tasidn a importancia de uma classificacao
de racas fisiolégicas mais apurada e robusta (RRBE& HAGEDORN, 1979; SALGADO
& SCHWARTZ, 1993; WOO et al., 1996; ITO et al., TOALVES-SANTOS et al., 2002).

Embora as racas deusarium oxysporum f. sp. phaseoli difiram em sintomatologia,
epidemiologia e viruléncia, testes de patogeni@daatopriados podem auxiliar a diferenciar
0s gendtipos (RONCERO et al., 2003). A diversidadariacdo patogénica de Fop devem ser
considerados fatores importantes no processo deoraehento para resisténcia do feijoeiro
(SALGADO et al., 1995; WOO et al., 1996).

Segundo Bergamin Filho et al. (2011), o termo &gaado para designar variantes de
uma espécie fitopatogénica que causam doenca emvanedade de uma espécie de
hospedeiro, mas ndo em outra (especificidade eah interespecifico).

Ribeiro & Hagedorn (1979) propuseram a classifioagé isolados de Fop em ragas
fisiol6gicas, desde entdo diversos experimentosnforealizados em todo o mundo para a

determinacao de racas de Fop.



20

Na literatura séo citadas sete racas patogénidasiomadas a regides geograficas
(SALGADO et al., 1995). A raca 1 foi identificada arolina do Sul (EUA) e em Portici
(Italia) (RIBEIRO & HAGEDORN, 1979), a raca 2 inclisolados do Brasil (RIBEIRO &
HAGEDORN, 1979), a raca 3 ocorre na Colombia (SAID&Aet al., 1995), a raca 4 inclui
um isolado do Colorado (EUA) (SALGADO & SCHWARTZ993), a raca 5 foi identificada
na Grécia (Kastoria) (WOO et al., 1996), a racaiddentificada na Espanha e a raca 7 na
Grécia (Chryssoupolis) (ALVES-SANTOS et al., 2002hclusive, varios desse isolados
formaram diferentes grupos de compatibilidade \&get (GCVs) quando comparados com
isolados provenientes do Brasil, Coldmbia e EUAI¢Gmo e Carolina do Sul). Os quatro
isolados das Ameéricas estdo associados a difer@@&&s e nenhum deles era compativel
vegetativamente com qualquer um dos isolados eémratogénicos ou ndo patogénicos.
(ALVES-SANTOS et al., 1999).

Woo et al. (1996) analisando 11 isolados de difeseregides do mundo e utilizando
quatro metodologias (testes de patogenicidade adtivares diferenciadores, GCVs, RAPD
e RFLP), encontraram as racas 2 (dois isolados m@silB raca 3 (quatro isolados da
Colémbia) e raca 5 (dois isolados da Grécia), B pemeira vez, a raca 4 (um isolado de
Colorado, EUA) e 1 (um isolado da Carolina do &WA e outro de Portici, Italia). Esse fato
foi corroborado por Alves-Santos et al. (2002), qléan de agrupar nove isolados em trés
GCVs diferentes e encontrar a presenca de doiogropm diferenca na viruléncia, esses
individuos foram classificados pela primeira vemooas racas 6 (isolados de El Barco de

Avila, Espanha) e 7 (isolados de Chryssoupoliscia)é

No Brasil, Nascimento et al. (1995) caracterizatlpessete isolados patogénicos de
Fop provenientes de Sao Paulo, Pernambuco e Pa@rsiataram somente a ocorréncia da
raca 2, o que indicou uma possivel prevalénciaadegt no pais. Ela foi descrita inicialmente
como brasileira por Ribeiro & Hagedorn (1979). dtaal. (1997), em estudo de variabilidade
deste mesmo fungo envolvendo sete isolados deedites regides do Brasil, constataram a

presenca de quatro ragas.

No entanto, Zanotti et al. (2006) além de sepahfaisolados patogénicos de 9 néo
patogénicos utilizando RAPDs, encontraram que &g entre 0s grupos patogénicos B
(dois isolados) e G (um isolado) ndo foram comp&iwom os valores da distancia
observada dentro da raca. Esses autores conclujumembora esses resultados sejam

preliminares, era possivel a existéncia de maise raca deste fungo no pais. Essa hipétese
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foi comprovada por Wendland et al. (2012). Utilidana combinacdo de PCR e cinco
cultivares diferenciadores em seis isolados cotstado Parana, Rio Grande do Sul,
Pernambuco e Goias, identificaram no pais, ragaodos Fop 45 e Fop 46), pela primeira
vez as racas 3 (Fop 48) e 6 (Fop 42 e Fop 51udive um isolado do estudo (Fop 02) nao
apresentou sintomas nos cultivares diferenciadogesyora o resultado da PCR tenha
confirmado sua especificidade. Esse fato revelexigténcia de novas racas do patdgeno, as
quais as cultivares diferenciadoras atuais ndarsecapazes de identificar. Recentemente foi
encontrado que a variabilidade na patogenicidadeoges maior do que o relatado até agora,
ou seja, que nao esta limitada as sete racas (HEMREt al., 2015).

Em experimentos visando a identificacdo de ragéddigicas, isolados séo inoculados
em cultivares diferenciadoras pré-determinadas. IRasultivares diferenciadoras para racas
de Fop utilizadas, oito cultivares foram propogtato Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT): Mortifio, TIB 3042, Diacol CalimajF 465-63-1, RIZ 30, BAT 477, IPA 1
e A-211). Nascimento et al. (1995), propés em stude quatro cultivares diferenciadoras
(Preto Uberabinha, Bush Blue Lake-274 (BBL-274)ndexette e IPA-6 apenas para
classificar as racas brasileira e americana. ABa#tos et al. (2002) e Woo et al. (1996),

utilizaram parte destas cultivares diferenciadoras.

A reacdo ao patdégeno das cultivares apresentadasmétodos de classificagdo
encontra-se na Tabela 1. Segundo a literaturaulisates A 211, RIZ 30, BAT 477 e
Tenderette sdo suscetiveis a raca 1 (americanfango. O segundo grupo de cultivares que
apresenta suscetibilidade as ragas 1 (americah@rasileira): Bush Blue Lake (BBL — 274)

e IPA 6. O grupo de cultivares IPA 1 e Preto Ubiettad é suscetivel a raca 2 (brasileira). Os

genotipos TIB 3042, Diacol Calima e Mortifio sdoigestes as racas 1 e 2; sendo que o
genotipo Diacol Calima apresenta também suscel#nié as racas 6 e 7 classificadas por

Alves-Santos et al. (2002). O gendtipo, HF 465-63gkesenta apenas suscetibilidade a raca
6 do fungo.
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Tabela 1: Reacéo das cultivares de feijoeiro utilizadasmésodos de identificacdo de racas
de Fusarium oxysporum f. sp.phaseoli, conforme CIAT, Nascimento et al. (1995), Woolet a
(1996) e Alves-Santos et al. (2002).

Cultivares Racas
Racal Raca?2 Raca3 Raca4 Raca5 Raca6 Raca7
A 217 S S R S S S R
Riz 30°° S S R S S - -
Batt 447 S R R S S S S
Ipa 7« R S R S S S R
TIB 3042° R R S S S - -
Diacol Calim&* R R S S R S S
Mortifio™ R R S S R - -
HF 465-63-1< R R R R R R
Tenderett® S R - - - - -
Ipa 6 S S - - - - -
BBL — 274 S S - - - - -
Preto Uberabintfa R S - - - -

CIAT; PNascimento et al. (1995)\Woo et al. (1996)°Alves-Santos et al. (2002). Letras: S
(suscetivel) e R (resistente).

Em estudo realizado por Henrique et al. (2015) ataraa e classifica 23 isolados
monosporicos de Fop provenientes de diversas megifie pais. Foram inoculados e
classificados em racas fisiolégicas a partir daés trpropostas de classificacdo
(NASCIMENTO et al., 1995; WOO et al., 1996 e ALVEEBNTOS et al., 2002) e uma nova
combinacdo utilizando todas as 12 cultivares digiseloras descritas acima (tabela 1),
baseando-se na utilizacdo de valores binariosqaal@ gendtipo, assim como jé utilizado para
a classificagdo do patégeno da antracn@st €totrichum lindemuthianum) (CIAT, 1990) e
semelhante ao patégeno da mancha-anguRseudocercospora griseola) (PASTOR-
CORRALES & JARA, 1995). A partir dos resultados @micados pela nova proposta,
constatou-se falha dos atuais métodos de claggificdas racas fisiologicas do Fop. Essa
proposta de um novo conjunto de diferenciadoraa plasssificacdo de isolados em racas foi
realizada devido a varias tentativas de que nadtagam numa classificacdo uniforme. Nas
propostas encontradas na literatura observou-se wmpemesmo isolado comporta-se
diferentemente em cada situacao.

Em funcdo da variabilidade fisiolégica obtida é artpnte ressaltar que o fungo do

género Fusarium ¢é um microrganismo que apresenta reproducdo amd@xu
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predominantemente, portanto, ndo apresenta varide&ao a recombinacdo meidtica.
Possivelmente, o cultivo continuo de feijoeiro com&pb um alto potencial de indculo pode
estar associado a uma heterocariose frequentalfimiade/racas), do que ocorreria em um
sistema de rotacdo de culturas ou periodos degeunsiie uma cultura do feijdo e a proxima.
Atualmente, a ocorréncia de heterocariose tambée per facilitada pelo estabelecimento
dessa cultura em areas irrigadas, a maioria das @stdo infestadas pelo patdégeno
(HENRIQUE et al., 2015).

Entretanto, a auséncia de trabalhos com outrosdeslem linhagens e cultivares com
caracteristicas agrondmicas de interesse sdo escddsconjunto de diferenciadoras e
principalmente a forma de como séo avaliadas néeseptam eficiéncia e uniformidade para
a classificacdo das diferentes racas, pois um mésvtarlo, utilizando diferentes propostas,
pode ser classificado de maneira distinta. Ha4 assétade de se estipular uma classificacdo

Unica e abranger assim maior numero de racas.

2.4 RESISTENCIA DO FEIJOEIRO A MURCHA DE FUSARIUM

No melhoramento visando resisténcia a doencas, malguinformacdes sao
importantes. Entre essas podem ser citadas: edtu@tiologia e variabilidade do patogeno,
identificagdo de fontes de resisténcia e o estunloca@htrole genético desta resisténcia
(BOREM & MIRANDA, 2005).

Em feijoeiro, a resisténcia ao Fop ja foi relatadeno raca-especifica (BRICK et al.,
2004) e pode ser compreendida como resisténciacalerbnde as classes fenotipicas
predominantes sao resisténcia e suscetibilidaddaloe resultados contrastantes podem ser
atribuidos ao uso de isolados distintos em cubkivarlinhagens de diversos centros de origem
(ZAMBOLIM et al., 2014).

O melhoramento genético do feijoeiro no Brasil@irado basicamente por empresas
publicas. Dentre essas, destacam-se o Instituton®gnico de Campinas (IAC), o Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR), a Embrapa Arroz ejaeei(CNPAF), a Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) Bragersidades Federais de Vicosa e
Lavras (UFV e UFLA).

A pesquisa tem explorado basicamente mecanismoesd#éncia de heranca simples
(PEREIRA, 2004; COSTA, 2006; MARCONDES, 2010). Aisténcia genética de heranca
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monogénica atrai os melhoristas por ser de facilipugacédo e assim poder ser rapidamente
introgredida em materiais suscetiveis por meio tlzacdo de meétodos simples, com o
retrocruzamento. Esse procedimento, embora amptarméhzado, faz com que as cultivares
tenham um periodo de vida util curto em virtudgosssdo de sele¢do que causa e da grande
capacidade de variacdo patogénica dos organismesad@res de doencgas. Isto leva a
constante exploracdo da variabilidade genéticaemtis na espécie em busca de novas fontes
de resisténcia (JOHNSON, 1984; CRUTE & PINK, 1996).

Visto a dificuldade de desenvolvimento de cultgaresistentes a diversas racas do
patdgeno, ao longo dos anos, diversos autoresagatuch heranca genética de resisténcia do
feijoeiro ao fungo da murcha de Fusarium. RibeirdH&gedorn (1979) constataram que a
resisténcia a raca brasileira é controlada por nitolgene dominante, presente na variedade
Tenderette, enquanto que a resisténcia a raca camayi presente na variedade Preto

Uberabinha, € determinada por um gene com domaammmpleta.

A obtencéo de fontes de resisténcia é uma dasipais etapas de um programa de
melhoramento que visa a resisténcia a doencasnesse objetivo alguns trabalhos ja foram
realizados para identificar fontes de resisténcaFap. Rava et al. (1996), testando 99
gendtipos (70 cultivares e 29 linhagens) de fegdmum, relataram que somente seis das
cultivares (IAPAR 44, Milionario 1732, FT Tarumdergano, Sdo José e Rico 1735)
apresentaram resisténcia aos dois isolados utilizadaringoni & Lauretti (1999) publicaram
que o0s genotipos Xan 160, Pl 150414, A 417, Pl 2958xo0, Xan 161, A 420, Pl 163117 e
Pl 175829 branco foram resistentes a Fop. Pereied. €2002) avaliaram a reagédo de 12
cultivares ao isolado FOP 46, observaram que Pé&rolE3-8-3, EEP 558, CF 880065, Vi 12-
1-2, Vi 3- 13-1, Vi 10-2-1, Vi 16-3-3, Carnaval eoWrex foram resistentes, enquanto
Turmalina e Rosinha foram suscetiveis. Avaliandeagdo de 27 cultivares e 142 linhagens
quanto ao Fop, Rocha Junior et al. (1998) encantrajue das cultivares avaliadas somente a
Carioca MG, Ouro Negro, Diacol Calima, CNF 05, JalNegro Argel comportaram-se como

resistentes.

Algumas cultivares como IAC Maravilha, IAC Uma,We&ork 2114-12, IAPAR 31,
IPA-6, Diamante Negro, IAC Carioca Piata, IAPAR &80 consideradas como
moderadamente resistentes ao Fop (NASCIMENTO, 1999kultivares Carioca Precoce e
Grafite foram observadas como as menos suscedieigstudos conduzidos por Miranda et
al. (2007).
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A resisténcia a multiplas racas Basarium oxysporum f. sp. phaseoli foi citada por
Sala et al. (2006), que avaliou 104 genotipos quesantaram 33% de resisténcia as racas 1,

2, 3 e 4 do patdgeno.

A resisténcia pode ser entendida como o resultiddodos os fatores, os quais
tendem a diminuir a agressividade ou a atividadegéaica de um patégeno quando em
contato com um potencial hospedeiro (BARNETT, 19593 mecanismos de resisténcia
podem ser divididos em estruturais, que funcionamimac barreiras fisicas impedindo a
entrada do patdégeno e a colonizacéo dos tecidmejimicos que tendem a gerar condi¢des
adversas ao patdgeno. Ambos os mecanismos podenesigostas formadas pré e pos-
infeccdo (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

Duas condi¢cGes necessitam ser atendidas parsdatag@® das murchas vasculares: o
patdgeno deve conseguir entrar no sistema vasallgrosteriormente continuar se
desenvolvendo dentro dele (TALBOYS, 1972). Assitanias que apresentem células da
epiderme e do cOrtex mais cutinizadas e/ou sulmErizdendem a ser mais resistentes a
patogenos causadores de murchas vasculares paultdifia entrada e a colonizacédo. Do
mesmo modo atuam a hipertrofia das paredes cedutara deposicao de lignina e a producéo
de tiloses. A producdo de substancias como géimagiocaloses e outras nas células do
xilema, também sdo sabidamente responsaveis psistérecia de plantas a patdgenos
causadores de murchas. Estas substancias funcmmmambarreiras ao desenvolvimento dos
patogenos, dificultando o desenvolvimento de ldlafungos e a livre circulacédo de esporos e
células bacterianas pelos elementos de vaso doxilBe forma semelhante aos mecanismos
de resisténcia estruturais, metabdlitos secundgodsem estar relacionados a resisténcia por
impedir a entrada e a colonizacéo do sistema vaspal patégenos causadores de murchas.
As fitoalexinas e algumas substancias relacionadeesrpendides sdo os metabdlitos mais
citados quando se trata de resisténcia a murclsasilaaes (BARNETT, 1959; BECKMAN,
1961; BECKMAN, 1964; DIMOND, 1970; TALBOYS, 1972)

Estudos a respeito do processo infeccioso e doamsnos de resisténcia ao Fop no
feijoeiro sdo escassos. Existem evidéncias daxiateecia de imunidade do feijoeiro quanto
ao Fop. Dongo & Miller (1969) e Ribeiro & Ferra®84), em trabalhos visando a selecéo de
cultivares de feijoeiros resistentes a murcha dsafium, relataram ter isolado o fungo dos
tecidos de caule das linhagens que nao apresentsimémmas externos da doenca, mesmo

sem observacao de escurecimento vascular. LopeaeD&d/iller (1969) realizaram estudos
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histolégicos com a utilizagdo de microscopia de émz cultivares de feijdo resistentes e
suscetiveis a doenca, e relataram a presenca dasgumxilema do caule de cultivares de
feijdo infectadas por Fop. No entanto, deduzirane @stas substéncias ndo estavam
envolvidas na resisténcia, pois as maiores sewlsldos sintomas correlacionaram-se com
as maiores quantidades de gomas. Estes mesmossautdo observaram diferencas
anatdémicas em tecidos de caule de cultivares qeeii@ tolerantes e suscetiveis quando

inoculadas com o fungo.

Alguns estudos tém sugerido que a arquiteturaistensa radicular e a presenca de
numerosas raizes adventicias em plantas de feijté&ir contribuido para a resisténcia desta
leguminosa & usarium solani (SNAPP, 2003; ROMAN-AVILES, 2004; CICHY, 2007).
Nenhum estudo especifico com este mesmo objetivedtizado para o Fusariu(fop) em
questdo. Entretanto, Dongo & Miuller (1969) relatargue algumas variedades de feijao
resistentes apresentavam raizes laterais em maiogro e vigor se comparadas as variedades

suscetiveis ao Fop.

Antes de atingir o interior dos vasos do xilenma&pgenos vasculares precisam romper
as paredes altamente estruturadas e rigidas defséess (YADETA & THOMMA, 2013).
Em raizes resistentes existe uma relacdo negativa &xas mais baixas de colonizacao e
respostas precoces de defesa, quando comparagssetiveis (ZVIRIN et al., 2010; XUE et
al., 2014; 2015). Plantas podem ativar um sisteamme de defesa nessas células do xilema
de forma coordenada, que consiste em respostaeasfignaterial de oclusédo e revestimento
vascular) e quimicas (varios compostos metabdlitmmlexinas, peroxidases e fendlicos).
Possivelmente, pela capacidade que o pogsui de colonizar vasos do xilema e atingir
tecidos superiores (NINO-SANCHEZ et al., 2015),essdois mecanismos de resisténcia

podem ser muito importantes para o feijoeiro.

Alves-Santos (2002) isolarafRusarium oxysporum f. sp. phaseoli patogénicos, e
identificaram um marcador RAPD especifico para segdtamente virulentas. O marcador
SCAR-RAPD desenvolvido ja foi utilizado com efiGcna identificacdo de isolados
altamente virulentos brasileiros, no entanto, ndaepser usado como diagndstico molecular
da contaminacdo por FOP uma vez que isolados nwenbentos, mas patogénicos, escapam
a deteccdo. Aléem disso, ha ainda pouco conhecinsefi@ o nimero de racas e variabilidade
genética do Fop no Brasil e ndo ha na literatabathos voltados a obtencdo de isolados

geneticamente uniformes (monospodricos) de Fop aigera brasileira que possam subsidiar
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os estudos subsequentes para desenvolvimento tes tdsagnosticos e ensaios de
fenotipagem.

Assim, 0 estudo sobre a resisténcia das cultivdeedeijdo no Brasil, deve ser
constante, visto a importancia da doenca paratarawd a falta de informacoes sistematizadas
sobre as cultivares mais plantadas no pais. Haaadinptrsidade no germoplasma brasileiro
quanto a resisténcia ao Fop. Com isso, as pesquiahzadas serdo utilizadas para novas
fontes de resisténcia, sobretudo novas linhageasegiio em fase de recomendacéo para o

cultivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a reacéo das principais cultivaresecoiais de feijoeiro comum do
estado do Paran&lMfaseolus vulgaris L.) quanto a resisténcia a diferentes isolados de

Fusarium oxysporum f. sp.phaseali.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Obter isolados monospéricos dausarium oxysporum f. sp. phaseoli de
diferentes regides produtoras de feijao.

2- Caracterizar os isolados obtidos quanto a viruéerei agressividade em
cultivares de feijoeiro diferenciadoras e com rege&onhecida.

3- Caracterizar a reacao das principais cultivaresecoiais de feijoeiro comum

mais plantadas no estado do Parana frente aodasotétidos.
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ARTIGO 1: OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE DIFERENTES | SOLADOS DE
FUSARIUM OXYSPORUM F. SP.PHASEOLI
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4  INTRODUCAO

A cultura do feijoeiro comumPpaseolus vulgaris L.) € afetada por varios tipos de
patogenos que causam doencas e acarretam perdéisagigas na producdo. A murcha de
Fusarium, causada pelo fungasarium oxysporum f. sp.phaseoli (Fop), encontra-se entre as
mais importantes doencas do feijoeiro comum, casspdr fungos de solo. Uma vez que o
Fop esta presente na maioria das diferentes regwedutoras de feijdo (PASTOR-
CORRALES & ABAWI, 1987; SALA et al., 2006).

O patdgeno sobrevive no solo em residuos de esltiforma de clamiddsporos, que
sao estruturas de resisténcia. Uma vez o patégerumlizido em um campo, dificilmente é
eliminado por praticas culturais. A préatica de colet mais viavel e eficaz é usar cultivares
resistentes (SARTORATO & RAVA, 1994) e, livrar avtara de sementes contaminadas. A
producdo de cultivares resistentes, entretantogralp do conhecimento dos mecanismos
genéticos que desencadeiam a resisténcia e/ouléndgia e agressividade do patégeno.

Até agora apenas um gene maior de resisténciaopofdt mapeado na cultivar
Tenderette (RIBEIRO & HAGEDORN, 1979) e o grupodaidtivares IPA 6, Rosinha G2 e
Preto Uberabinha é suscetivel a raca 2 (brasil@NASCIMENTO et al., 1995). Por outro
lado, as variacfes dentro da espécid-dgarium oxysporum f. sp. phaseoli, identificadas
como racas, dificultam a selecdo de fontes detéesis, devido as grandes diferencas na
severidade da doenca. Ito et al. (1997), trabalhaocoim sete isolados do patogeno,
constataram quatro racgas fisioldgicas no BrasitegdSantos et al. (2002) isolar&musarium
oxysporum f. sp. phaseoli patogénicos, identificando um marcador RAPD es$igecpara
racas altamente virulentas das sete racas presentiésratura. No Brasil, havia uma sugestao
inicial de que apenas uma raca de Fop estariasaqeala, a raca 2 (NASCIMENTO et al.,
1995) mas, recentemente essa ideia vem sendoanagidi por alguns autores que sugerem
haver um nimero bem maior, talvez acima de sets IRENRIQUE et al., 2015).

Além disso, ha ainda pouco conhecimento sobrememnu de racas e variabilidade
genética do Fop no Brasil e estudos subsequentes gadesenvolvimento de testes
diagndsticos e ensaios de fenotipagem sao necessari

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi caracéenzolados dé&usarium oxysporum f.
sp.phaseoli de diferentes regides produtoras de feijdo quantiouléncia e agressividade em

cultivares de feijoeiro.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao e caracterizagdo dos isolados monosporicos de Fop

Plantas com sintomas tipicos da murcha de Fusdoiam coletadas a partir de lavouras
comerciais em Planaltina, Minas Gerais; e em d@edsstituto Agronémico do Parana (IAPAR),
Londrina, e da Fundacao ABC, Arapoti, Parana, nasa cultivo de feijjado comum ocorre ha
pelo menos dez anos.

Para o isolamento do Fop, foi utilizado o métddoisolamento de patégenos de raiz.
Foram utilizadas trés plantas como fonte de inédal@rapoti (Fundacéo ABC), duas plantas de
Londrina (IAPAR) e 3 plantas de Planaltina que sgmeavam escurecimento de raiz, sintoma
tipico da doenca. As raizes das plantas amosti@@as lavadas em agua corrente e sabdo e com
auxilio de um instrumento cortante, devidamententfizdo, expbs-se a parte interna do tecido
afetado, e com um estilete esterilizado, retirae pequenos fragmentos do caule (xilema) e da
raiz, da margem da lesé@o na regido de transiceci® doente e tecido sadio. Os fragmentos
passaram por desinfestacdo em alcool etilico 76gtiico de hipoclorito de sédio a 1%, ambos
por um minuto e duas lavagens com agua destiladalizada. Com auxilio de uma pinca
flambada, os fragmentos foram transferidos, apésvagens, para placa de Petri contendo papel
filtro esterilizado e na sequéncia foram transterigara placas contendo meio BDA, e a seguir
incubados sob temperatura de 25 °C + 1 °C e fotmmede 12 horas (MENEZES & SILVA,
1997).

Para a obtencdo de culturas puras, o micélio ostorque cresceu ao redor dos
fragmentos foi repicado em trés ciclos sucessiaSIIE e SUMMERELL, 2006).

Dos indculos com caracteristicas morfologicasi@vies (coloracdo e crescimento da
colonia, pigmentacdo do meio) deusarium oxysporum f. sp. phaseoli obtidos nos
isolamentos foram realizadas 15 culturas monosp®ride cada isolado, por meio de
plagueamento de suspenséo de conidios sobre mewtdea BDA. Com o0 auxilio de uma
pinca de platina flambada e desinfetada em ald@fdl foi retirada uma quantidade de micélio
da cultura inicial e a partir desta obteve-se uuspaencao de esporos na concentragcédo de 1 x
106 em solugéo de agua e Tween 80 (0,5%) parazeesfadensado superficial existente entre
0S esporos, garantindo assim o isolamento de esparocos. Os esporos foram
individualmente depositados em meio BDA segundécaita de microcultivo desenvolvida
por Kane (1997) e verificou-se por microscopia @pnc¢a de um unico conidio para cultivo
monospoérico em BDA.
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Os 120 isolados monospéricos obtidos (8 plantasdaas x 15 culturas
monosporicas) foram identificados por PCR e pofisma@norfologica em microscopia éptica
(Benedetti, 2017). Para a identificacdo molecukmep de primers especificos previamente
descritos por Arif et al. (2012), amplificam umayig® ITS especifica dEusarium solani,
ITS-F - ITS-R: ITS-F5S’'CCAGAGGACCCCCTAACTCT3’ e ITB-
5'CTCTCCAGTTGCGAGGTGTTS3' e permitiu avaliar se haviontaminacéo pdt. solani.

Ja para a identificacdo molecular de Fop, forandasas primers SCAR-RAPD, relacionado
a viruléncia e desenvolvido por Alves-Santos (200&carB310-A280 (A280:
5TATACCGGACGGGCGTAGTGACGATGGZ e B310: '5
CAGCCATTCATGGATGACATAACGAATTTC3). Os isolados fora  ainda
morfologicamente avaliados quanto ao niumero devseqis macroconidios por microscopia.
Em ambas as analises um isolado monospoérico d€l/&AGP453), cedido para este estudo em
parceria com o Instituto Agronémico de CampinasJ)lAoi utilizado como controle positivo

para caracterizar os isolados obtidos.

5.2 Teste de Patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado com tr@sde®s monosporicos identificados
como Fop e com o controle IAC9453 a partir da olzgio de reacdes de diferentes
cultivares de feijjdo comum com o objetivo de idasar perfis distintos de viruléncia e
agressividade. O ensaio foi conduzido em casa detagdo da Universidade Estadual do
Norte do Paranacampus Luiz Meneghel, cidade de Bandeirantes, com queiiitvares
caracterizadas na literatura. Para a inoculaga@orfartilizados os isolados de Fop nominados
PMG2, PMGS5, IPR7 e IAC9453.

A patogenicidade dos isolados foi avaliada atragda@sinoculacdo de plantas de
feijoeiro de duas cultivares diferenciadoras, Pr&liserabinha e IPA-6. As cultivares
suscetiveis IAC Alvorada e a Rosinha G2 foram astdas nos testes para confirmar a
patogenicidade dos isolados (NASCIMENTO et al.,5)99

Para o ensaio de patogenicidade, as culturas péncas dd-usarium oxysporum f.
sp. phaseoli foram cultivadas em placas de Petri contendo BD#&en@peratura de 27 °C = 1
°C, durante sete dias. ApOs a esporulacao 10 édae destilada esterilizada foram utilizados
para suspender os esporos. Com o0 auxilio de uma d& Drigalski, retirou-se

cuidadosamente o micélio da placa, para assim dafateidios (macro e micro). Entéo,
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transferiram-se os 10 ml de adgua com a suspensamrddios para filtragem com duas
camadas de gaze, retirando resquicios de fragmedatosceélio presente. Procedeu-se com a
quantificacéo do inéculo em camara de Neubauer,aaiioracdo para a concentracdo d& 10
conidios/ml (PASTOR-CARRALES & ABAWI, 1987) a quiai imediatamente utilizada na
inoculagéo das plantas de feijao.

A semeadura das cultivares foi realizada em basdega plasticos com substrato
comercial, terra e areia (3:1), previamente desiaflas com agua e hipoclorito de sodio a
1%, mantidas em casa de vegetacao para germinag@s@mento. Quando as plantas de
feijdo apresentavam o primeiro par de folhas uioifalas completamente expandida, elas
foram retiradas das bandejas e submetidas a irg@aula

Para inoculacéo das plantas foi utilizado o Métdd Imersdo das Raizes, o qual se
baseia na imersdo do sistema radicular lavado era égrrente e 1/3 de seu comprimento
cortado e mergulhado na suspensdo de macro e roa@ims. As raizes ficaram em imerséo
na suspensao durante cinco minutos, e posterioenieram replantadas em vasos plasticos,
contendo terra, areia e substrato (PASTOR-CORRAKEBBAWI, 1987). Para evitar
avaliacdes equivocadas em relacdo aos sintomaas/isa parte aérea, todas as plantas foram
adubadas aos 15 DAI com adubo granulado 20:10;203§1

As avaliacbes foram realizadas 07, 14, 21, 28 edid® apds a inoculacdo. A
patogenicidade foi avaliada por meio da presencaigi®mas como clorose das folhas,
murcha, reducdo de crescimento e escurecimentaulaas® severidade da doenca foi
avaliada com base no indice de severidade da dogegsenvolvido no Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT, 1990), o qual cortsislas notas: 1= nenhum sintoma foliar; 3
= de uma a trés folhas, que representa 1% a 10%oldas sintomaticas, com suave
murchamento de plantas e cloréticas; 5 = cercal® & 25% de folhas sintométicas,
moderada murcha nas plantas; 7 = aproximadamerfte 2650% de folhas e ramos
sintomaticos, com severa murcha de plantas; 9 =@b%ais das folhas e ramos murchos e
cloréticos, levando a planta a morte. As cultivara® média de 1,0 a 3,0 foram consideradas
resistentes, de 3,1 a 6,0 intermediarias e 6,0 aucetiveis (PASTOR-CORRALES, 1987).

Apos todas as avaliacOes realizadas, amostrasgif@orbasal do caule (xilema) no
sentido da raiz foram cuidadosamente cortadas énn& previamente esterilizada, para
verificacdo do escurecimento dos vasos, e pordinejsolamento do fungo para confirmacao

da infeccéo e colonizacdo pelo Fop nas plantasrsaticas.
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O delineamento foi inteiramente casualizado contccirepeticdes por tratamento.
Cada tratamento consistiu em uma cultivar inoculadem um isolado. Como controle
negativo (testemunha) foram utilizadas trés planascada cultivar inoculadas com agua
destilada esterilizada. As médias de severidaderfaubmetidas a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey conifisincia de 5 % de probabilidade,
com o auxilio do software ASSISTAT (SILVA & AZEVEDQO016).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencao e Caracterizacao dos Isolados Monosporicos de Fop

As plantas sintoméaticas analisadas e que passaghmppmcesso de isolamento de
patdgenos, no Laboratorio de Fitopatologia, esederitas na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas de crescimento de Fop em meio BD@anutencdo dos isolados,

cultivo monospoéricos, armazenados ou descartados.

Plantas Sintomaticas Crescimento| Cultivo em
(Origem) do fungo meio BDA
Sim | Nao
Planta 1 X Monospdrico
Planta 2 X Monospadrico
Planta 3 X Armazenado
Arapoti Planta 4 X Armazenado
(Parana) Planta 5 X | Descartado
Planta 6 X | Descartado
Planta 7 X | Descartado
Planta 8 X | Descartado
Planta 9 X Armazenado
Planta 10 X Armazenado
Planta 1 X | Descartado
Planta 2 X | Descartado
Planta 3 X | Descartado
IAPAR Planta 4 X | Descartado
(Londrina)  Planta 5 X Armazenado
Planta 6 X Monospadrico
Planta 7 X Monospadrico
Planta 8 X | Descartado
Planta 9 X | Descartado
Planta 10 X | Descartado
Planta 1 X Armazenado
Planta 2 X Monospadrico
Planta 3 X Armazenado
Planaltina Planta 4 X Monospadrico
(Minas Gerais) Planta 5 X Monospérico
Planta 6 X Armazenado
Planta 7 X | Descartado
Planta 8 X | Descartado
Planta 9 X Armazenado
Planta 10 X | Descartado
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Observa-se que nem de todas as plantas provendageseas contaminadas com Fop
ocorreram o crescimento em placa do patdégeno, eddospossivel assim o isolamento do
fungo. Essas placas foram descartadas apds um@sean#@ual das colbnias, micélios,
coloracdo do meio e outros contaminantes presentes.

Os isolados produzidos a partir da planta 6, dfigin do IAPAR, mesmo com
caracteristica como coloracdo avermelhada do mémw puderam ser identificados como
solani ou Fop pela analise morfolégica. Com andlise dampntacdo das colonias, nos
cultivos monospoéricos, foi possivel concluir gueasio apresentava aspectos caracteristicos,
sendo assim excluido das analises de patogeniogdanieroscopia.

Foram obtidas 15 placas com isolados monosporefesentes a cada isolado das
plantas escolhido com caracteristicas morfolégomasum de Fop (coloracdo e crescimento
da colbnia, pigmentacdo do meio) (Anexo 1). Resdliaassim em 105 placas com isolados
monospoéricos (seis representantes das coletas empoca o isolado do IAC). Estes

monosporicos foram nominados, conforme a tabelxalf@abela 3).

Tabela 3: Nomenclatura adotada para isolados monosporicoslogbtde plantas com
sintomatologia da murcha de Fusarium, de diferdotzss e cultivares.

Local (Planta de origem) Cultivares Nome ddaido -
Identificacéo
Arapoti — Parana (P1) N&o Informado APR1 - Fop
Londrina — Parana (P7) N&o Informado IPR7 - Fop
Minas Gerais (P2) Pérola PMG2 - Fop
Minas Gerais (P5) Pérola PMGS5 - Fop
IAC — Campinas/SP N&o Informado IAC9453 - Fop
Minas Gerais (P4) Pérola PMG4 —F. solani
Arapoti — Parana (P2) N&o Informado APR2 — Fop F. solani

Foi observada variagcdo na pigmentagcdo do micéliareadas colénias monospéricas
do isolado IPR7 e quatro colbnias do isolado PM@&R,demais colGnias apresentaram
pigmentacao (frente e verso), textura do micélie@ae formato de borda da colbnia dentro
dos padrdes de coloragéo referentes a Fop conaogiar Leslie e Summerell (2006), e o
isolado monospoérico IAC9453, cedido pelo IAC/Canagi$sP, conforme esperado, foram

morfologicamente caracterizado como Fop.
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Os 15 isolados referentes ao PMG4 foram identiisacbmoF. solani. Os demais
isolados produzidos como IPR7, PMG2, APR1 e PMG@G5jsolados monosporicos foram
identificados como Fop. Dos isolados produzidos atipp do APR2, quatro foram
identificados comd-. solani (monosporico P2.3, P2.13, P2.14 e P2.15) e os idetnano
Fusarium oxysporum f. sp.phaseoli.

Na amplificacdo com os primers SCAR-B310 — A280 VAIS-SANTOS, 2002),
todos os isolados monosporicos obtidos a partiPitis5, PMG2 e APR1, resultaram na
amplificacdo do fragmento de ~609pb identificaddescrito por Alves-Santos et al. (2002)
(Figural).

PMG5-11
PMG5-12
PMG5- 3
PMG5-14
PMG5-15
Marc
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Figura 1: Bandas amplificadas dos isolados PMG5 de MinasaiGeapresentando amplificacdo dos seus
cultivos monésporos apresentando alta viruléncraapwplificar o primers SCAR (~609pb); Marcador noolar

100pb com fragmento de maior intensidade equivalarg00pb.

Os primers ITS-F — ITS-R (Amif et al., 2012) pod#i#ram a identificacdo molecular
dos isolados dE. solani nos materiais monosporicos produzidos a partPi&4; e também
possibilitaram a identificacdo dos isolados 3,18Bg¢ 15, produzidos a partir do APR2 como
sendoF. solani. Para os demais isolados a PCR com os primer§ H$FS-R nao resultaram
em amplificacdo. Tais resultados corroboram combbisios tanto na analise morfologica dos
micélios quanto os obtidos a partir da observac@woostopica dos macro e microconidios
(BENEDETTI, 2017).

As andlises morfolégicas e visualizagdo dos macrmieroconidios (Figura 2)
possibilitaram confirmar os resultados obtidos @sPCRs especificas acima mencionadas,
uma vez que os isolados positivos para ITS-F —RT @presentaram esporos nao septados,
enquanto aqueles positivos para os primers SCARERARS negativos para o marcados
ITS-F — ITS-R apresentaram esporos com 3-6 septuz®logia em meia lua.
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Ainda, foi possivel observar que os primers SCAR mdram suficientes para
identificar todos os isolados de Fop. Alguns isotadoram identificados pela unido dos
resultados negativo na PCR realizada com os priiii&sdesenvolvidos park. solani e
andlise microscopica positiva para espoFosoxysporum, sao representados por: todos
monosporicos PMG4 e monopoéricos P2.3, P2.13, R2 R2.15 (conjunto do monospéricos

P2). Estes, portanto, foram isolados caracterizadosFusarium solani.

Figura 2: Crescimento micelial em meio BDA e observacdo msiobpica em aumento 80x dos isolados
monosporicos. Flechas apontam os microconidiosFd@y), isolado PMG5; B) Fop, isolado PMG2; C) Fop,
IAC9453; D) Fop, isolado IPR7; E) Fop, isolado APR2Fop, isolado APR1.

Os monosporicos produzidos a partir dos isoladd§&®, IPR7, APR1, PMG2 e
APR2 (monospdricos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, IRPemostraram macroconidios com 3 a 6
septos com as suas extremidades curvadas, castcteeixclusiva de Fop. Os isolados IPR7
e APR2 nao amplificaram na analise molecular, sefguio protocolo proposto por Alves-
Santos et al. (2002). Tal resultado demonstrareabibdade do patégeno, pois mesmo
caracterizado como Fop, ndo se pode afirmar saaialiléncia.

Estes resultados demonstram que em uma mesma é&g@aaucio de feijoeiro, 0s
dois patégenos podem colonizar simultaneamentesmme@lanta. Ha confusdo de sintomas,
dificultando o diagndstico mais preciso no campmjemdo implicar em mais complexidade
no manejo.

A caracterizacdo morfolégica deusarium oxysporum f. sp. phaseoli é de dificil
concluséo, pela falta de conhecimento do fungmueas referéncias literarias nesse campo
(LESLIE e SUMMERELL, 2006). As analises morfologiceealizadas no presente estudo
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também mostraram haver variacdo de pigmentacaoic&ion variando do branco ao roxo
intenso, dentro de uma mesma populacéo de isolkdes.resultado coincide com os obtidos
em outros trabalhos realizados céuomsarium oxysporum (NELSON ET AL., 1993; LESLIE

& SUMMERELL, 2003, VELOSO, 2013).

A falta de correlacdo entre patdgeno e racasadeixdentificacdo de isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli muito mais complexa. Isso pode ocorrer pela ingbo
total ou parcial dos genes de viruléncia que reswtperda de patogenicidade sem alterar sua
estrutura filogenética geral (SKOVGAARD et al. 2D02

Alves-Santos et al. (2002) mostraram a amplifioad@ 100% dos isolados virulentos
de Fop obtidos na Espanha. No entanto, para odisolaC9453 cedido pelo IAC de
Campinas (Séo Paulo, Brasil), ndo houve a ampjéicado primer, o que, segundo Alves-
Santos et al. (2002), indicaria a existéncia de nowa raca de Fop. Assim € possivel sugerir
que a distincdo entre isolados brasileiros altaengmtilentos e n&o virulentos apenas com
base no marcador SCAR-RAPD seja insuficiente, aewad variabilidade existente. A
identificacdo de novos marcadores a partir do brackgl genético de isolados e racas

encontrados no Brasil possa ser mais efetiva gs@aaracterizagéo e identificagao.

6.2 Teste de Patogenicidade

Dos isolados déusarium oxysporum f. sp. phaseoli obtidos em coletas e testados
guanto a patogenicidade, todos se apresentarargépatos as cultivares de feijoeiro IAC
Alvorada e Rosinha G2 (Tabela 4). Estas duas ans/séao utilizadas como controle positivo
em pesquisas, pois apresentam suscetibilidadergaoe

Uma suscetibilidade mais acentuada de IPA-6 amadss inoculados era esperada,
como previamente afirmado na literatura (IPA, 199@]RANDA et al., 1996;
NASCIMENTO et al., 1995), confirmando assim, a gaticidade dos mesmos.

Observou-se que houve aumento gradativo nas mddsswvaliagcbes apos 14 DAI,
seguindo o método do CIAT. Isso pode ser justificpelo fato da doenca comecar sua
manifestacdo com sintomas mais nitidos na parte, e ocorrendo sua infeccdo e
colonizacdo nas plantas de feijoeiro. Resultadwslasies foram obtidos por Pereira et al.
(2008), com avaliacdo da severidade aos 21 DaAtreEanto, Cavalcanti et al. (2002) e
Nascimento et al. (1995), avaliarando linhagendeij@o inoculadas com Fop, concluiram

que a data mais adequada para realizagcdo daagdedifoi aos 30 DAI. Alguns estudos
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relataram avaliacbes de severidade da murcha daritims apenas aos 11 e 12 DAI
(CANDIDA et al., 2009; COSTA et al., 2007; RAVA &k, 1996).

Foi estabelecida suscetibilidade intermediaria pargendtipo Preto Uberabinha,
considerado suscetivel apenas a raca brasileiraVESESANTOS et al.,, 2002;
NASCIMENTO et al., 1995). Nas avaliacdes, foi o geesentou desenvolvimento melhor
das plantas, quando comparados com 0s outros gatas

Quando analisados desta forma, nota-se que preite ndo houve diferenca
significativa entre as cultivares frente aos isotad®?orém, houve diferenca significativa (p <
0,01) entre os isolados utilizados, sendo o isolRMGS5 e PMG2 foram equivalentes
estatisticamente e menos agressivos. Ao passo RfRé € IAC9453 mostraram-se mais
virulentos comparativamente aos dois primeiros,s&atisticamente equivalentes entre si
(Tabela 4).

De forma geral, as cultivares Rosinha G2, IAC Ahda e Preto Uberabinha
apresentaram reacao intermediaria (notas de 38) &ré&nte aos quatro isolados avaliados. Ja
a cultivar IPA-6 apresentou reacdo intermediaria igolados PMG5, PMG2 e IAC9453 e
suscetibilidade frente ao isolado IPR7.

Os isolados obtidos e avaliados neste estudosemeram pouca variabilidade

quanto a viruléncia na avaliacédo fenoldgica, sgratogénicos nas cultivares avaliadas.

Tabela 4: Médias obtidas da 5° avaliacdo realizada comveuéis de feijoeiro inoculadas

com o fungdrusarium oxysporum f. sp.phaseoli (Fop).

ISOLADOS DE FOP

CULTIVARES PMG2 PMG5 IPR7 IAC9453
Rosinha 3,4aB 4.6 abAB 5,8 aAl 5,0 aABI
IAC Alvorada 3,4 aBl 5,4 aAB I 5,8 aAl 58aA |
Preto Uberabinha 3,8 aAl 4.2 abA | 3,8 bAI 5,4 aA |
IPA-6 4.2 aB 3,4bB | 7,4 aAS 50aB |

dms para colunas = 1.89, classificadas com letiagistulas (Isolados); dms para linhas = 2.01 diaadias
com letras mailsculas (cultivares). As médias slegupela mesma letra ndo diferem estatisticamentite si.
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilida@&% = 29.85. Letras I: resisténcia intermediariatra S:
suscetivel.

Conclui-se que o isolado mais agressivo foi IPR&guido do IAC9453, os quais

apresentaram médias de notas CIAT entre 3,8 aDad.cultivares testadas, a Rosinha G2
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mostrou diferenca estatistica apenas entre oddE®IBMG2 e IPR7. A IAC Alvorada entre
PMG2 e IPR7, PMG2 e IAC9453 (IPR7 e IAC9453 mosirasse igualmente agressivos); e a
cultivar IPA6 mostrou diferenca apenas com isolif®7. Para Preto Uberabinha ndo houve
diferenca entre os isolados, sendo esta a cultivar comportamento intermediario frente as
médias segundo o CIAT.

E interessante notar que as notas médias vardes a 7,4 e que os primers SCAR-
RAPD proposto por Alves-Santos (2002) em teorialltesa no diagndstico apenas dos
iIsolados com notas acima de 7,0. Os isolados iadoalPMG2 e PMG5 foram positivos para
os primers SCAR-RAPD, mas nas cultivares apresamtge menos agressivos que o
esperado. O isolado PMG2, por exemplo, foi posipaoa o marcador SCAR-RAPD e, no
entanto sua meédia CIAT foi de 3,4 a 4,2, ou sedaasconsiderado de baixa viruléncia e
consequentemente n&do deveria ter resultado em BEiRa para os primers SCAR-RAPD.
J4 isolados IPR7 e IAC9453 foram negativos na saatholecular com os primers
identificadores de Fop com alta viruléncia, no etttanostraram reacao intermediaria nas
cultivares inoculadas.

O estudo da variabilidade fisiolégica do patégénde grande importancia para um
programa de melhoramento, pois a existéncia desrdgapatégeno pressupfe que um
genotipo identificado como resistente numa regi@docdltivo pode ou ndo manter esta
caracteristica em outra regido. Ribeiro & Hagedd®79) observaram a semelhanca na
patogenicidade de isolados provenientes dos EUA Elalanda, os quais foram diferentes
dos isolados brasileiros.

As raizes de todas as plantas foram fotografadaspatogeno foi recuperado em
placas de Petri contendo BDAa para uma analiseafiutonfirmando assim a inoculagéo e
infeccdo do fungo nas plantas.

As observagOes e resultados com sintomas em redrdismaram que as cultivares
Rosinha G2 e IAC Alvorada sédo suscetiveis a Foantarelecimento e murchamento das
plantas foram observados pela primeira vez aosid$ apos inoculacdo (DAI). Outros
sintomas observados foram baixa estatura, comuttilades no desenvolvimento quando
comparadas as testemunhas. Posteriormente mostiasguloracdo vascular e necrose dos
tecidos do caule. Aos 21 DAI, a maioria das plad@fRosinha G2, IAC Alvorada e IPA-6
estavam com murcha e cloroticas. As plantas davaulPreto Uberabinha tornaram-se um
pouco cloréticas e sofreram menor reducdo no enestb em comparacdo as plantas nao

inoculadas e as demais cultivares diferenciadoras.



42

Descoloracdo vascular dos tecidos do tronco, amdic a colonizagdo por Fop, foi
observada em todas cultivares inoculadas, porémnsas foram mais intensos nas plantas de
Rosinha G2, IPA6 e IAC Alvorada do que nas plamtasPreto Uberabinha. No entanto,
mesmo com pouco sintoma e vermelhiddo no caulesehowcrescimento do fungo, quando
colocado um fragmento em placa com BDA.

Em estudos envolvendo selecdo de cultivareseg@of resistentes a murcha de
Fusarium, Dongo & Miller (1969) e Ribeiro & Ferréi©84) também re-isolaram Fop de
tecidos-tronco de plantas de gendtipos sem sintdmasencas externas.

Outros estudos sugeriram que a resisténcia doetlesp a infeccado por patégenos
qgue colonizam o xilema pode estar ligada ao espesda das paredes celulares. Hall et al.
(2011) comparando cultivares de algoddo moderadamesistentes e suscetiveisFa
oxysporum f. sp. vasinfectum encontraram um espessamento mais pronunciadoatledes
celulares do xilema das plantas moderadamentdemss. Com base nos resultados obtidos
no estudo, uma hipotese plausivel para a resiatétei cultivar Manteigdo Fosco 11 a
infeccdo por Fop é a de que as paredes celulargsdedoa pareciam ser mais achatadas em
comparacao as demais cultivares (PEREIRA et al3R0

Embora existam alguns relatos sobre as diferengakistopatologia de tecidos de
caule de cultivares resistentes e suscetiveis tatdfas por Fop, estudos detalhados que
abordam o processo infeccioso em tecidos vegetaiescassos, principalmente comparando
as reacoes de cultivares resistentes, intermesli@gascetiveis.

N&o foi possivel, apesar de esfor¢os, conseguirnimero minimo de cultivares
diferenciadoras que completasse uma das propostatassificacdo por racas relatada na
literatura. A proposta envolvendo o menor numerauldvares, Nascimento et al. (1995),
estabelece quatro (Preto Uberabinha, BBL-274, Tretidee IPA-6), das quais neste estudo
conseguiu-se acesso a duas sementes, Preto UlerabiRA-6. As cultivares Rosinha G2 e
IAC Alvorada sdo mais relacionadas na literaturem@destemunhas suscetiveis, ou outras
caracteristicas de interesse (HENRIQUE et al., RORbrém ndo sao classificadas como

diferenciadoras de racas.
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7 CONCLUSOES

Dos isolados obtidos, quatro foram caracterizamyao Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli e um comd-usarium solani. Destes cinco, os monospoéricos PMG5, PMG2 e APR1
foram classificados como altamente agressivos naliagédo molecular e também
caracterizados morfologicamente. Isolados monosp®rio IPR7 foram confirmados como
Fop através de sua morfologia, sendo negativos gaahse molecular. Os primers SCAR-
RAPD nédo foram suficientes para identificar todss isolados de Fop. Os isolados
apresentaram reacao intermediaria a inoculacacultigares diferenciadoras e de controle
no estudo fenoldgico. A cultivar IPA-6 mostrou r@agle suscetibilidade ao isolado IPR7.



ARTIGO 2: REACAO DE CULTIVARES COMERCIAIS DE FEIJOE IRO A
ISOLADOS DE FUSARIUM OXYSPORUM F. SP.PHASEOLI
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8 INTRODUCAO

A murcha de Fusarium causada pelo patégeno habidensold-usarium oxysporum f.
sp.phaseoli (Fop) é uma das doencas mais importantes do ifeijeeesta presente em regides
produtoras de varios paises, inclusive no BrasBAWI| & PASTOR-CORRALES, 1990;
ALVES-SANTOS, 2002; BURUCHARA & CAMACHO, 2000; TOLUEO-SOUZA, 2012).

No Brasil, a ocorréncia de Fop é predominante edasoas areas produtoras de
feijoeiro-comum (ABAWI & PASTOR-CORRALES, 1990; T@&DO-SOUZA, 2012),
contribuindo de forma efetiva para a reducao depsodutividade. Segundo Ramalho (2012),
isto se deve aos plantios sucessivos do feijoameéncia de rotacdo de culturas e uso de
cultivares suscetiveis a Fop, inviabilizando o iealtdo feijoeiro sob irrigacdo por pivo
central em varias areas produtoras.

A introducdo do patdgeno em areas isenta ocorregeral, por meio de sementes
infectadas e uso de implementos agricolas contalmiaEste fungo sobrevive tanto
saprofiticamente ou pela producdo de estruturasredsténcia (clamidésporos), que
permanecem viaveis no solo durante varios anoge@gmenta a dificuldade em seu controle
(BARBOSA & GONZAGA, 2012).

Em virtude de ser um fungo habitante de solo entzdo o0 sistema vascular, ndo se
recomenda o uso de fungicidas na parte aérea g p@ manejo com a doencga restringe-se
a rotacdo de culturas, tratamento de sementes elaisultivares resistentes. Cross et al.
(2000) relatam que o uso de cultivares resisteditesmétodo mais efetivo de controlar as
perdas econdmicas causadas pela murcha de Fusarium.

Ha variacdo nos resultados de trabalhos que aboadeeacdo de cultivares quanto a
resisténcia a murcha de Fusarium do feijoeiro. lfafde padronizacdo de metodologias de
inoculacao e avaliagéo e a grande influéncia andliea severidade da murcha de Fusarium,
possivelmente, tém contribuido para a discrepatusaesultados. Com isso, o objetivo desse
trabalho, foi avaliar a reacdo das principais cates de feijoeiros comum do Parana a

diferentes isolados deusarium oxysporum f. sp.phaseoli.
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9 MATERIAL E METODOS

Em casa de vegetacdo da Universidade Estadual de No Paranacampus Luiz
Meneghel, 15 cultivares (Tabela 5) foram avaliagiaanto a reacdo ao Fop. Cinco isolados
monosporicos de origens diferentes, ja caractesizaxorfologicamente e molecularmente,
foram utilizados para este experimento: APR1, PMPR7, PMG5 e IAC9453. Foram
inoculadas cinco repeticbes para cada cultivar. €testemunhas, outras cinco plantas de
cada cultivar tiveram suas raizes mergulhadas dgemem agua. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente ao acd3ada repeticdo consistiu em um vaso com
uma planta inoculada com um isolado diferente,titieados pela metodologia proposta por
Alves-Santos et al. (2002).

Tabela 5: Origem e principais caracteristicas de interess® cliltivares comerciais de

feijoeiro utilizadas na inoculagéo com Fop.

Cultivares Origem® | Caracteristica de Interessé
Campos Gerais IAPAR | Moderadamente Resistents
Andorinha IAPAR | Sem Informacado
Saracura IAPAR | Moderadamente Resistente
Tangara IAPAR | Resistente
Curio IAPAR | Moderadamente Resistente
ANFC 9 IAPAR | Sem Informagé&o
IPR 139 IAPAR | Moderadamente Suscetivel
Eldorado IAPAR | Moderadamente Suscetivel
Bem-te-vi IAPAR | Sem Informacéo
Tuiuid IAPAR | Resistente
Uirapuru IAPAR | Suscetivel
Jalo EMBRAPA| Moderadamente Resistente
Esteio EMBRAPA Moderadamente Suscetivel
Estilo EMBRAPA| Suscetivel
Sintonia IAC Moderadamente Resistente

WEmbrapa, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecu#&C, Instituto Agrondmico de Campinas;

lapar, Instituto Agrondmico do ParaffCaracteristicas obtidas da Instituicdes de Origem.

Para o experimento, as culturas monosporicdsushrium oxysporum f. sp.phaseoli
foram cultivadas em placas de Petri contendo BDfengperatura de 27 °C + 1 °C, durante
sete dias. Apds a esporulacdo, 10 ml de agua atkstésterilizada foram utilizados para

suspender os esporos. Com o auxilio de uma al@idalski, retirou-se cuidadosamente o
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micélio da placa, para assim obter conidios (maamticro). Entdo, transferiram-se os 10 ml
de agua contendo a suspencdo de conidios pamgéditr com duas camadas de gaze,
retirando resquicios de fragmentos do micélio priesé’rocedeu-se com a quantificacdo do
inbculo em camara de Neubauer, com calibracdo parancentracdo de 106 conidios/ml
(PASTOR-CARRALES & ABAWI, 1987) a qual foi imediateente utilizada na inoculagao
das plantas de feijao.

A semeadura das cultivares foi realizada em basdega plasticos com substrato
comercial, terra e areia (3:1), previamente desiaflas com agua e hipoclorito de sdédio a
1%, mantidas em casa de vegetacao para germinag@s@mento. Quando as plantas de
feijdo apresentavam o primeiro par de folhas uioifalas completamente expandida, estas
foram retiradas das bandejas e submetidas a irgdaula

Para inoculagdo das plantas foi utilizado o Métddolmersdo das Raizes, o qual
consiste na imersédo do sistema radicular lavad@gum corrente e 1/3 de seu comprimento
cortado e mergulhado na suspensédo de macro e roams. As raizes ficaram em imerséo
na suspensao durante cinco minutos, e posterioenieram replantadas em vasos plasticos,
contendo terra, areia e substrato (PASTOR-CORRAKEBBAWI, 1987). Para evitar
avaliacdes equivocadas em relacdo aos sintomaas/isa parte aérea, todas as plantas foram
adubadas aos 15 DAI com adubo granulado 20:10;20y§1

As avaliacdes foram realizadas aos 7, 14, 21, 28 dias apos a inoculacao (DAI).
Para a incidéncia, qualquer sintoma visivel de haue Fusarium em plantas foi registrado,
como clorose das folhas, murcha, redugdo de crestim A severidade da doencga foi
avaliada com base no indice de severidade da daemg@lAT (Centro Internacional de
Agricultura Tropical) o qual consiste das notas:nenhum sintoma foliar; 3 = de uma a trés
folhas, que representa 1% a 10% de folhas sintoasattom suave murchamento de plantas e
cloréticas; 5 = cerca de 11% a 25% de folhas siatmas, moderada murcha nas plantas; 7 =
aproximadamente 26% a 50% de folhas e ramos sititmeAacom severa murcha de plantas;
9 = 75% ou mais das folhas e ramos murchos e mosjtlevando a planta a morte. As
cultivares com média de 1,0 a 3,0 foram consideraekistentes, de 3,1 a 6,0 intermediérias e
6,1 a 9,0 suscetiveis (PASTOR-CORRALES, 1987).

As médias de severidade foram submetidas a arddis@riancia e as medias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott para culsvaréukey para isolados com significancia
de 5 % de probabilidade, com o software ASSISTALV3 & AZEVEDO, 2016).
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas avaliagcbes das cultivares comerciais de fejjoeomum, frente aos isolados
APR1, PMG2, IPR7, PMG2 e IAC9453, houve interacabferenca estatistica significativa
nos resultados obtidos.

Abaixo (Tabela 6) encontra-se a distribuicdo delieséda 5° avaliacdo das notas de
severidade da doenca. Observa-se que as notagawaride 1.0 (resistente) a 5.4
(intermediarias). Foi possivel verificar que adicates classificadas como resistentes a todos
os isolados foram Campos Gerais, Saracura, BemiT&ikapuru, Jalo e Sintonia, sendo
potenciais fontes de resisténcia ao patégeno. Neahmostrou reacdo de suscetibilidade (6,1
a 9,0) frente aos cinco isolados estudados neptigento.

De acordo com a escala CIAT, a cultivar Andorimmastrou reacdo intermediaria a
quatro dos isolados, mantendo resisténcia ao BoMR1. Esta cultivar ndo apresenta nas
caracteristicas fornecidas pelo IAPAR, informac@anjo a doenca de murcha de Fusarium,
assim, néo tendo base para alguma comparacao. @omE®rre com as cultivares Bem Te
Vi, resistente a todos os isolados, e ANFC9, read@aresisténcia a quatro isolados e
intermediério para um isolado, ndo tendo informagte

Cultivares como Campos Gerais, Saracura, Jaloterta mostraram-se resistentes
aos isolados inoculados. Segundo IAPAR, EMBRAPANE,lestas séo classificadas como
moderadamente resistentes, portanto, os resultpdwdo a reacdo foram dentro do esperado.
Com destaque para a cultivar Jalo que foi a conomdgsenvolvimento em altura, vigor e
folhas praticamente sem clorose.

Uirapuru e Estilo sdo consideradas como suscsti@zedoenca causada por Fop.
Porém, com a inoculagcédo destes isolados mostraagdo de resisténcia dentro da escala de
médias do CIAT. Visto a variabilidade patogénica diferentes isolados deste trabalho, é
possivel um resultado conflitante as reagfes. Megparexemplo, o isolado PMGS5 ter sido
amplificado como altamente virulento com os prim8@GAR-RAPD (ALVES-SANTOS et
al., 2002), nestas avaliacbes com este grupo diwvarek, o isolado ndo expressou sua alta
viruléncia. Com isso, ndo se pode afirmar uma adkdpara o primer em isolados obtidos de
diferentes regides geograficas dos utilizados amntrabalho.
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Tabela 6: Médias* obtidas da 5° avaliacdo realizada comveuts comerciais de feijoeiro
inoculadas com o fungeusarium oxysporum f. sp.phaseoli.

Cultivares Comerciais x Isolados de Fop

Isolados de Fop

Cultivares

Comerciais APR1 PMG2 IPR7 PMG5 IAC9453
Campos Gerais 3.0aA R 26 bA R 3.0bAR 2.6 bAR 22CcAR
Andorinha 3.0aA R 3.4aA | 4.6 aA l 4.2 aA | 4.6 aA |
Saracura 1.8bA R 22bA R 3.0bAR 1.4bAR 14cA R
Tangara 1.8bA R 22bA R 3.0bAR 1.8bAR 3.4DbA |
Curié 3.0 aAR 3.4aA | 4.2 aA | 4.2 aAl 14cB R
ANFC9 3.0aA R 22bA R 3.4DbA | 1.8bA R 26CcAR
IPR139 3.0 aARR 4.2 aA | 3.4 bABI 1.8bBR 3.4 bABI
Eldorado 1.0bB R 1.8bB R 10cB R 1.4bBR 5.4aA |
Bem Te Vi 1.4bA R 22bA R 1.8 cAR 22bAR 14cA R
Tuiuiu 14bB R 2.2bABR 1.8 cABR 1.4bBR 3.4DbA |
Uirapuru 1.0bA R 1.4bA R 2.2cABR 1.4bBR 22cAR
Jalo 1.8 bABR 1.0bB R 1.8 cABR 3.0aAR 1.8 cABR
Esteio 4.2 aA | 4.2 aA | 3.0 bABR 1.8 bBR 2.2 cBR
Estilo 1.0bB R 14bB R 1.0cB R 3.4 aAl 14cBR
Sintonia 1.8bA R 26 bAR 14cA R 2.2 bAR 1.8cAR

*analisadas de acordo com a escala proposta péld.@lassificadas com letras minUsculas (cultivaras
médias seguidas pela mesma letra ndo diferemstis@tnente entre si. Foi aplicado o Teste de $auwitt ao
nivel de 5% de probabilidade. Classificadas comadetnailsculas (isolados): as médias seguidasnpesana

letra ndo diferem estatisticamente entre si. Flicaqo o Teste de Tukey ao nivel de 5% de prolutadke. CV%
=42.15. Letras |: Intermediaria; R: resistente.

O isolado IAC9453 inoculado nas cultivares Taag&ildorado e Tuiuiu fez com que
estas apresentassem reacao intermediaria. Pavawdaicéio dos outros isolados, as cultivares
foram classificadas como resistente. Tangara eilfgifio apresentadas pelo IAPAR como

resistentes a murcha de Fusarium, corroborandoasoresultados deste experimento frente
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aos isolados APR1, PMG2, PMG5 e IPR7. No caso deElorado sua caracteristica a
doenca é de moderadamente suscetivel, porém,dtidda como resistente a estes isolados.

Figura 3: Plantas de feijao inoculadas com isolados de Fop.

De acordo com os resultados as cultivares corstéesia intermediaria aos isolados
APR1, PMG2 e IPR7 foram Curid, IPR139 e Esteio. kéaam resistentes ao isolado PMG5
(Esteio e IPR139) e isolado IAC9453 (Curi6 e Estelitstas estdo dentro do esperado de
reacdo ao patégeno, visto que ja sdo caracterizadas moderadamente suscetiveis (IAPAR
e EMBRAPA).

Sintomas da murcha de Fusarium como clorose, ldasfmurcha, e nanismo foram
mais precoces e intensos no cv. Esteio. A cloregaida de murcha nas folhas inferiores foi
0 primeiro sintoma registrado aos 14 e 21 DAI n#&mntps das cv. Esteio e Curio,
respectivamente.

A doenca nas plantas das cultivares Andorinhaderg&tlo, inoculadas com o isolado
IAC9453, evoluiu causando clorose intensa aos 30 BEA contraste, a maioria das plantas
da cv. Eldorado ndo apresentaram sintomas em oetagoutros isolados do experimento.

Apesar dos resultados, ndo se pode descartarsosititomas apresentados, como
reducdo de crescimento. Vale ressaltar que issdosdletectado pela existéncia de
testemunhas sadias de cada cultivar, o que perandamparacao com as plantas inoculadas.

E valido ressaltar que mesmo para as cultivarestemtes como, por exemplo,
BRSMG Talismad foi constatada reducdo do crescimerimo sintoma da doenca
(AZEVEDO et al., 2015).
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Pereira et. al. (2013) em estudo com diferentesl&s de avaliacdo quanto a reacao de
Fop em feijoeiro indicou, as linhagens Manteigésdeall e CVIII-85-11 com notas minimas
de severidade, ou seja, ndo foi visualizado qualgetoma da murcha de Fusarium,
enquanto foram constatados sintomas Unicos de &ediig crescimento e clorose de baixa
intensidade. A reacgéo de cultivares de feijdo qaandculadas com Fop estudada por Dongo
& Miller (1969), relataram que algumas cultivares féijdo apresentavam reducdo do
crescimento. Este sintoma, algumas vezes, foiawbservado.

A maioria das cultivares de feijoeiro recomendadas grupos comerciais preto e
carioca, 0s mais cultivados no Brasil, apresentaeagdo intermediaria ou de suscetibilidade
a murcha de Fusarium (AZEVEDO et al., 2015). Ngstesente estudo com o banco de
isolados obtidos, esta foi a reacdo da maioriacdiisares avaliadas também..

Avaliacbes com linhagens quanto a resisténciusarium oxysporum f. sp.phaseoli
foram realizadas por diversos autores. Em trabedatizado por Sala et al. (2006), onde
avaliaram linhagens de feijoeiro quanto as racag,13 e 4 da murcha de Fusarium, e
relataram a dificuldade de encontrar cultivaregstestes ao patdgeno a quatro racas de Fop.
Foi determinado que 35, das 104 avaliadasnastraram resistentes ao fungo sendo Uteis
para a utilizacdo em programas de melhoramenteirReret al. (2011), utilizando
linhagens provenientes do banco de germoplasm&rizersidade Federal de Lavras
(UFLA) encontraram que 134 das linhagens, dasat@badas, mostraram-se suscetiveis ao
Fop.

Tanto este experimento com cultivares comercéaen uso por produtores de feijao,
como outros com linhagens, podem ser utilizadosleados para VCU (Valor de Cultivo e
Uso) para posterior recomendacao de novas cul§\areetor produtivo.

Novas pesquisas com obtencdo de mais isolad@stearacdes e novas inoculagbes
em cultivares diferentes devem ser realizadas dimangs para o melhor conhecimento deste

patogeno estudado que apresenta uma vasta valdalglfisiolégica e patogénica.
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11 CONCLUSOES

As cultivares comerciais Campos Gerais, SaradBea Te Vi, Uirapuru, Jalo e
Sintonia apresentam reacdo de resisténcia freimecalacdo dos isolados PMG5, PMG2,
APR1, IPR7 e IAC9453. O isolado IAC9453 demonstsumaiores meédias, sendo assim o
mais agressivo nas avaliagdes. Isolado APR1 demsonster o menos virulento, todas
cultivares tiveram reacdo de resisténcia frenteste, eexceto a cultivar Esteio que foi
intermediaria. Nenhuma cultivar comercial de faij@e comum mostrou-se total

suscetibilidade aos cinco isolados de Fop dedtaltra.
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Anexo 1: Caracteristicas gerais identificadas: Morfologicesloracdo, textura de

micélio, nimero de células dos macro e microcosjdibentificacdo molecular: primers ITS
paraF. solani (ARIF et al., 2012) e primers SCAR- RAPD para FApVES-SANTOS et al.,

2002) para isolados de FOP de alta viruléncia,; tifiescdo: caracterizacdo da espécie do

género Fusarium. Laboratério de Biotecnologia — BEN

Isolados Caracteristicas Morfologicas Identificacéo Espécie
Molecular
Nomes Micélio Conideos ITS | SCAR
(n°células)
Cor Textura | Macro/Micro

R1 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R2 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R3 Roxo Cotonoso 5/1e 2. - + Fusarium oxysporum
R4 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R5 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R6 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R7 Roxo Cotonoso 3/le?2. - + Fusarium oxysporum
R8 Roxo Cotonoso 3/le?2. - + Fusarium oxysporum
R9 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R10 Roxo Cotonoso 5/1e 2. - + Fusarium oxysporum
R11 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R12 Roxo Cotonoso 3/lle?2. - + Fusarium oxysporum
R13 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R14 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
R15 Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - + Fusarium oxysporum
P4.1 Salmao Lisa 1/1. + - Fusarium solani

P4.2 Salméo Lisa 1/1. + - Fusarium solani

P4.3 Salmao Lisa 3/1. + - Fusarium solani

P4.4 Salméo Lisa 1/1. + - Fusarium solani

P4.5 Salméo Lisa 1/1. + - Fusarium solani

P4.6 Salmao Lisa 1/1. + - Fusarium solani

P4.7 Salméo Lisa 1/1. + - Fusarium solani

P4.8 Salmao Lisa 2/1. + - Fusarium solani

P4.9 Salméo Lisa 3/1. + - Fusarium solani
P4.10 Salmao Lisa 1/1. + - Fusarium solani
P4.11 Salméo Lisa 1/1. + - Fusarium solani
P4.12 Salmao Lisa 1/1. + - Fusarium solani
P4.13 Salméo Lisa 1/1. + - Fusarium solani
P4.14 Salmao Lisa 1/1. + - Fusarium solani
P4.15 Salméo Lisa 1/1. + - Fusarium solani
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7.1 Branco |Cotonoso 4/1. - Fusarium oxysporum
17.2 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
17.3 Roxo Cotonoso 3/le?2. - Fusarium oxysporum
17.4 Branco |Cotonoso 4/1. - Fusarium oxysporum
7.5 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
17.6 Branco |Cotonoso 5/1e 2. - Fusarium oxysporum
7.7 Branco |Cotonoso 5/1. - Fusarium oxysporum
17.8 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
17.9 Branco |Cotonoso 4/1. - Fusarium oxysporum
17.10 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
17.11 Branco |Cotonoso 3/1. - Fusarium oxysporum
17.12 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
17.13 Branco |Cotonoso 4/1. - Fusarium oxysporum
17.14 Branco |Cotonoso 4/1. - Fusarium oxysporum
17.15 Branco |Cotonoso 4/1. - Fusarium oxysporum
FOP1.1 |Branco |Cotonoso | 4e5/1e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.2 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.3 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.4 |Branco |Cotonoso | 4e5/1e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.5 |Branco |Cotonoso 3/le?2. + Fusarium oxysporum
FOP1.6 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.7 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.8 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.9 |Branco |Cotonoso 3/lle?2. + Fusarium oxysporum
FOP1.10 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.11 |Branco |Cotonoso | 4e5/1e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.12 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.13 |Branco |Cotonoso | 4e 3/1e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.14 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP1.15 |Branco |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.1 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.2 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.3 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.4 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.5 |Roxol |Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.6 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.7 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.8 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.9 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.10 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.11 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.12 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.13 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum
FOP6.14 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. + Fusarium oxysporum




69

FOP6.15 |Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
P2.1 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
pP2.2 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
P2.3 Branco Lisa 1/1. + Fusarium solani

P2.4 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
P2.5 Branco |Cotonoso 5/1e 2. - Fusarium oxysporum
P2.6 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
pP2.7 Branco |Cotonoso 3/le?2. - Fusarium oxysporum
P2.8 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
P2.9 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
P2.10 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
P2.11 Branco |Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum
pP2.12 Branco Lisa le2/1 - Fusarium oxysporum
P2.13 Branco Lisa 1/1. + Fusarium solani

P2.14 Branco Lisa 1/1. + Fusarium solani

P2.15 Branco Lisa 1/1. + Fusarium solani

FOP9453 | Roxo Cotonoso 4/1 e 2. - Fusarium oxysporum




