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RESUMO

A patogenicidade de fungos pode estar associada a adaptacdo em determinada condicéo
geogréfica e a alta variabilidade genética que possuem. O estudo avaliou a patogenicidade de
doze isolados de Colletotrichum truncatum contra sete genotipos de Phaseolus lunatus com
resisténcia conhecida a antracnose em campo. Os isolados coletados em cinco municipios de
Alagoas, Messias (01 e 17) S&o José da Laje (03 e 04), Unido dos Palmares (05 e 06), Murici
(07,11,12,13) e Rio Largo (18 e 20) foram inoculados em folhas sadias de feijao-fava. O indculo
consistiu por discos de micélio contendo estruturas do patdgeno. A avaliacdo da patogenicidade
foi avaliada pela média ponderada da leséo nos trés foliolos apos sete dias de inoculagdo. O
delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢cbes e submetidas a analise de
variancia pelo programa SISVAR 5,6 e teste de Tukey com probabilidade de 5%. As folhas
utilizadas apresentaram lesGes com manchas de coloracdo marrom-escuras e deprimidas, ou
manchas marrom-avermelhadas e deprimidas com aspecto encharcado e com formacdo de
frutificacdes negras do patdgeno e crescendo ao longo das nervuras da folha. Todos os isolados
testados foram patogénicos nos ensaios de resisténcia ao hospedeiro. Ap6s inoculagdo do
patdgeno nas folhas com ferimento, os sintomas apareceram trés ou quatro dias apds inoculacao
nos gendtipos G10 (AS) e G65 (AR), respectivamente. Através da anélise filogenética do gene
GAPDH foi possivel identificar a espécie C. truncatum nos 12 isolados obtidos no Estado de
Alagoas. O indice de crescimento micelial variou de 3,7 cm a 7,9 cm. Na avaliagdo cultural os
micélios apresentam com colora¢do marrom, cinza, verde escuro e creme no centro. Bordas
com coloracéo branca, creme, verde e verde-escuro e peritécios em aglomerado em algumas. O
tipo crescimento observado foi o setorial com areas intercaladas de micélios claro e escuro. O
crescimento tipo estrelar foi observado em uma das culturas. Na topografia variaram em micélio
reduzido, moderado, abundante e aéreo. No teste de patogenicidade, foi possivel observar que
o isolado ICT20 foi o que proporcionou menor tamanho de les&o no gen6tipo G65, e os isolados
ICTO3, ICTO7, ICT11, ICT12 e ICT13 foram os que causaram maiores lesdes. Quando
comparamos 0s mesmos isolados inoculados em genoétipos diferentes, observamos que o
genotipo G65, considerado resistente, apresentou menor tamanho de lesées comparando com
todos os isolados, e os tamanhos das lesdes diferiram estatisticamente para os isolados ICTOL1,
ICTO3, ICTO5, ICTO7, ICT11, ICT12, ICT13 e ICT20. Foi possivel selecionar para avaliagdo
da resisténcia em cinco gendtipos de fava os isolados ICT 07 e ICT 12 (ambos de Murici). Na
analise da resisténcia com isolados dos C. trucatum mais agressivos, verifica-se que 0s
gendtipos G17, G22, G32 obtiveram lesGes menores quando inoculados o isolados ICTQ7, e 0s
genotipos G62, G69 obtiveram as maiores lesfes. O isolado ICT12 foi menos agressivo aos
gendtipos G32 e G69. O gendtipo G17 foi 0 mais suscetivel para o isolado ICT12 apresentando
as maiores lesGes. O tamanho da lesdo s6 diferiu estatisticamente para G17. E o Unico gendétipo
gue se comportou resistente nos dois isolados foi G32, podendo ser indicada para posteriores
estudos de resisténcia a antracnose.

Palavras-chave: Colletotrichum truncatum. Phaseolus lunatus. GAPDH. Patogenicidade.



ABSTRACT

The pathogenic fungi may be associated with adaptation in a given geographical condition and
the high genetic variability that have. The study evaluated the pathogenicity twelve
Colletotrichum truncatum against seven genotypes of Phaseolus lunatus with known resistance
to anthracnose in the field. The isolates collected in five municipalities of Alagoas, Messias
(01, 17) S&o José da Laje (03, 04), Unido dos Palmares (05, 06), Murici (07, 11, 12, 13) and
Rio Largo (18, 20) they were inoculated in healthy leaves of lima bean. The inoculatin consisted
of mycelium discs containing pathogen structures. Assessment of pathogenicity was assessed
by the weighted average injury to three leaflets seven days after inoculation. The design was
completely randomized with five repetitions and subjected to analysis of variance by the
program SISVAR 5,6 and testing Tukey with a probability of 5 %. The leaves used showed
lesions with dark brown coloring and depressed spots, or reddish-brown and depressed spots
with soaked appearance and with black fruiting bodies of the pathogen training and growing
along the leaf veins. All isolates tested were pathogenic in endurance tests to the host. After
inoculation of the pathogen on leaves with injury, symptoms appeared three or four days after
inoculation the genotypes G10 (AS) and G65 (AR), respectively. Through phylogenetic
analysis of GAPDH gene it was possible to identify the species C. truncatum in the 12 isolates
obtained in the state of Alagoas. The mycelial growth it has variation of 3.7 cm to 7.9 cm.
Cultural assessment mycelia present with brown coloring, gray, dark green and cream in the
center. Edges with white color, cream, green and dark green and perithecia in agglomerate in
some. Growth type observed was the sector with interspersed areas of light and dark mycelia.
The star type growth was observed in an isolated. Topography varied in small, moderate,
abundant and aerial mycelium. In the pathogenicity test, it was possible to observe isolated
ICT20 caused smaller size on G65 genotype, and The Isolated ICT03, ICTO07, ICT11, ICT12
and ICT13 LARGEST caused injuries. WHEN we compare ourselves Isolated inoculated IN
Different genotypes, What we observe the G65 genotype, considered resistant, showed less
damage size compared to all isolates, and the sizes of the lesions differed significantly for
ICTO1, ICTO3, ICTO5, ICTO7, ICT11, ICT12, ICT13 and ICT20. It was possible to select for
resistance evaluation in five genotypes of fava isolated ICT ICTO7 and ICT12 (Murici). In the
resistance analysis of the isolated C. trucatum more aggressive, the genotypes G17, G22, G32
had minor lesions when inoculated ICTO7 the isolates and genotypes G62, G69 had the highest
lesion. The ICT12 was less aggressive to G32 and G69 genotypes. The G17 genotype was more
susceptible to the isolated ICT12 presenting the larger lesions. Lesion size only differed
statistically for G17 and the only genotype that behaved in both resistant isolates was G32,
which may be indicated for further anthracnose resistance studies.

Keywords: Colletotrichum truncatum. Phaseolus lunatus. GAPDH. Pathogenicity.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-fava, Phaseolus lunatus, pertence ao géneroPhaseolus (1988), subclasse
Rosidae, ordem Fabales e familia Fabaceae. O género possui aproximadamente 50 espécies,
todas originarias do Continente Americano. As espécies mais cultivadas P. vulgaris L., P.
lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greeman (CRONQUIST,
1988; DEBOUCK, 1991; MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 1998). O P. lunatus
é uma leguminosa proteaginosa com grande diversidade genética e potencial de producdo. E
considerada depois do feijdo comum (P. vulgaris L.), a especie mais importante do género por
ser mais tolerante & seca, ao excesso de calor e umidade (IPGRI, 2001; MAQUET,;
VEKEMANS; BAUDOIN 1999; VIEIRA, 1992).

Em 2013 o Brasil teve uma producéo de 7.957 toneladas de feijdo-fava, sendo a maior
parte dessa producdo concentrada na regido Nordeste do Brasil que produziu 7.693 toneladas,
0 equivalente a 96,6% da producdo nacional, sendo a maior parte produzida no estado da
Paraiba que produziu 4.421 toneladas, equivalente a 55,5% do total nacional, seguido de Ceara
(1.620 toneladas), Pernambuco (906 toneladas), Piaui (266 toneladas), Sergipe (175 toneladas),
Maranh&o (163 toneladas), Rio Grande do Norte (95 toneladas) e Alagoas (47 toneladas) que
ocupa o oitavo lugar do Nordeste na producgéo do grédo (IBGE, 2013).

A fava (P. lunatus) é uma importante fonte de renda e de alimentacdo, sobretudo na
regido Nordeste, tendo em vista seu valor nutricional e potencial rustico que faz com que se
adapte as condi¢des ambientais locais, além de possibilitar uma colheita prolongada
(AZEVEDO; FRACO; ARAUJO, 2003). Apesar do Nordeste ser um importante produtor de
feijdo-fava e da importancia que a cultura apresenta, principalmente para a agricultura familiar
da regido, diversos problemas tem interferido na producdo de P. lunatus. Dentre estes fatores
destacam-se a seca, ocorréncia de insetos pragas e a incidéncia de doencas. Dentre as doencas
destacam-se as de origem flingica, como a Antracnose (CTSBF, 2012; RIBEIRO, 2009;
KIMATI, et al, 1997).

A antracnose é causada por varias espécies de fungos do género Colletotrichum.
Colletotrichum spp. tem sido relatado como parasita de uma gama de hospedeiros, dentre as
quais leguminosas e solanaceas (SUTTON, 1992), ocorrendo por todo 0 mundo (DAMM et al.,
2009). E considerada uma das doengas de maior importancia para muitas plantas cultivadas. No
Brasil, é frequentemente encontrada em plantios de feijdo-fava e o fungo Colletotrichum
truncatum (Schw.) tem se destacado como principal agente causal da doenga na regido Nordeste
(THAN et al, 2008; COSTA et al., 2006; TOZZE JUNIOR; MELLO; MASSOLA JUNIOR,
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2006; CHONGO; GOSSEN; BERNIER, 2002; PAULA JUNIOR,1995). A diversidade de
espécies e a falta de informacdes sobre as relagdes com determinados hospedeiros tornam sua
taxonomia e nomenclatura bastante confusa (GUIMARAES, 2011; GUERBER et al, 2003),
pois, forma classica de classificacdo dos fungos era baseada apenas nos caracteres morfologicos
e fisiologicos (COLATTO, 2010), causando discordancias no seu estudo taxonémico
dificultando (CAl et al., 2009; ANDRADE et al., 2007).

Para reduzir as discordancias na identificacdo e taxonomia do género Colletotrichum,
caracteristicas moleculares tém sido levadas em consideracdo além das caracteristicas
morfoldgicas, culturais e fisiologicas ja empregadas no estudo (SCHENA et al., 2014; DAMM
etal., 2013; LIMA, N. et al., 2013; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; BONETT et al. 2010;
TOZZE JUNIOR; MELLO; MASSOLA JUNIOR, 2006; ANDRADE et al., 2007). Assim, sdo
incluidos varios marcadores filogenéticos na identificacdo das espécies do género
Colletotrichum. Os genes mais utilizados sdo actina (ACT), quitina sintetase (CHS-1), B-
tubulina (TUB2), calmodulina (CAL), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
histona (HIS3), glutamina sintetase (GS) e a regido Internal transcribed spacer (ITS)
(SHARMA et al., 2013; CANNON et al., 2012; WEIR, JOHNSTON, DAMM, 2012a; PENG
etal., 2012).

As populagBes naturais de plantas geralmente sdo polimorficas para a resisténcia a
diversos fungos patogénicos. Os patdgenos também sdo polimoérficos para a viruléncia,
podendo vencer a resisténcia da planta, estas normalmente produzem uma grande variedade de
produtos naturais que podem funcionar como agentes quimicos na resisténcia. Variacdes de
patogenicidade acontecem por causa da variagdo da sensibilidade do fungo para os agentes
quimicos lancados pela planta na sua defesa e aos diversos mecanismos envolvidos nessa
sintese e liberacdo dos mesmos (BELL, 1981; FRANK, 1992 apud MATIELLO, 1997;
BEDENDO, 1995). O controle genético é recomendado como busca e obtencdo de cultivares
resistentes em programas de melhoramento, ajudando a diminuir os custos de producdo e
reduzindo os impactos negativos causados ao meio ambiente pelo uso e aplicacdo de
agrotdxicos (CAVALCANTE et al, 2012; SPONHOLOZ et al, 2006; BEDENDO, 1995).

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar por meio do sequenciamento do gene
GAPDH as espécies de Colletotrichum associadas a cultura da fava no Nordeste do Brasil,
verificar a patogenicidade dos isolados e a resisténcia de genotipos de fava aos isolados mais

agressivos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Phaseolus lunatus

O Phaseolus lunatus L. também conhecido por feijao-fava, feijao-de-lima, fava-de-lima,
feijdo-espadinho ou fava é uma proteaginosa anual, trepadeira, bem adaptada as zonas tropical
e originaria da América Latina, sendo também cultivada em regides temperadas ou subtropicais
de outros continentes. Apresenta uma rusticidade que muito se adapta as condicdes climaticas
encontradas na regido Nordeste no Brasil onde a maior parte do seu plantio se concentra no
Estado da Paraiba, seguido de Ceara, Pernambuco, Piaui, ocupando Alagoas o oitavo lugar na
producdo do grdo (IBGE, 2013; AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003; IPGRI, 2001;
VIEIRA, 1992).

E considerada a espécie mais importante do género depois do feijdo comum (Phaseolus
vulgaris) por ter elevada diversidade genética e elevado potencial de producéo se adaptando as
mais diferentes condi¢cGes ambientais, com melhor desempenho nos tropicos quentes e itmidos
(MAQUET; VEKEMANS; BAUDOIN, 1999).

A cultura apresenta baixa produtividade, pelo seu plantio ser geralmente realizado por
pequenos agricultores em consércio com outras culturas como milho e mandioca, utilizando-as
COMo suporte para seu crescimento. Suas vagens sdo achatadas, curvas, coriaceas, pontiagudas,
de coloracao bege quando secas, contendo de duas a quatro sementes por vagem e tem variagdo
em relacdo a cor do tegumento e tamanho do grdo (SANTOS et al, 2002; AZEVEDO;
FRANCO; ARAUJO, 2003). A planta apresenta ciclo anual, bianual ou perene, germinacio
epigea e habito de crescimento indeterminado ou determinado (BEYRA & ARTILES, 2004).

A fava tem sido uma das alternativas de renda e alimento para a populacdo do Nordeste
por apresentar maior potencial de proteina vegetal (VIEIRA, 1992), apresentando um
percentual superior ao encontrado em variedades de feijao comum como observado por Antunes
et al (1995) avaliando o teor nutricional do P. vulgaris nas variedades rico, carioca, piratd e
rosinha onde a quantidade de proteinas variou entre 23,37 % a 25,77 % e Azevedo, Franco e
Araljo (2003), avaliando a composicdo quimica de sete variedades de fava encontrou
variedades com teores de proteina de 26,70 % e 26,19 %, o que demonstra a sua importancia
como fonte alternativa de proteina de origem vegetal para a populagéo.
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2.2 Antracnose

Os sintomas da antracnose sdo visualizados em todas as partes da planta. A doenca pode
causar morte em plantulas, necrose de peciolos, nas hastes, folhas e vagens. Em geral, os
sintomas da doenca sdo caracterizados por manchas foliares, necréticas, podridao e queda de
flores e frutos, cancro e secamento de ramos e tombamento de plantas jovens. E uma doenga
causada por fungos do género Colletotrichum, caracterizado por lesbes de formato eliptico,
arredondadas, de coloracdo pardo-escura, deprimidas na regido central com uma massa de
coloracdo rdsea ocasionada pela producao de esporos do patdgeno (SPONHOLZ et al, 2006;
ABREU, 2005; AGRIOS, 2005; HENNING et al, 2005; KIMATI, 1997).

O fungo ocorre em diversas espécies hospedeiras no Brasil e no mundo como na
Jatropha curcas (ELLISON, 2015), Glycine max L. (NOETZOLD, 2014; COSTA et al, 2009a),
Solanum esculentum (DIAO et al., 2014), pimenta, Capsicum annuum L. (MAHMODI,
KADIR; PUTEH, 2014a), Cicer arietinum (MAHMODI et al, 2013), Mangifera indica L.
(SERRA et al, 2011), Psidium guajava L. (SOARES; LOURENCO; AMORIM, 2008), Coffea
arabica L. (LINS; ABREU; ALVES, 2007), Lens culinaris (CHONGO; GOSSEN; BERNIER,
2002), Phaseolus vulgaris L. (PARRELLA, 2008) e Phaseolus lunatus L. (CARMO et al, 2015;
CAVALCANTE et al, 2012; CARVALHO, 2009) entre outras. O patdgeno Colletotrichum é
capaz de infectar diferentes hospedeiros, evidenciando sua inespecificidade e ocorréncia
generalizada em varios hospedeiros (FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998; CANNON et al.,
2012).

Temperaturas moderadas entre 20°C e 30°C associadas ao aumento do volume de
precipitacdo e umidade relativa do ar, sdao condicbes favoraveis para ocorréncia da doenca,
sendo mais severas principalmente em cultivares suscetiveis e tecidos jovens, onde as perdas
na producdo podem ser mais acentuadas (ABREU, 2005; HENNING et al, 2005; HADDAD,;
MAFFIA; MIZUBUTI, 2003; KIMATI, 1997). Em cultivar suscetivel o tempo de aparecimento
das lesBes varia de 72 a 144 horas e de até 14 dias apds a inoculagdo, em cultivar resistente
(CHONGO; GOSSEN; BERNIER, 2002).

Os sintomas pré e pos-colheita incluem lesbes tém formato eliptico, deprimidas e
escuras no caule e no peciolo. As vagens apresentam les6es arredondadas, de coloracao escura,
deprimidas e no centro uma massa de coloragéo rosea ou alaranjada ocasionada pela producgéo
de esporos do fungo e presenca de setas. As sementes infectadas apresentam lesGes escuras e
deprimidas de tamanhos variaveis apresentando-se com lesdes marrom-escuras ou negras nos

cotilédones apos a emergéncia de plantulas. As folhas iniciam com manchas irregulares e de
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coloracdo parda quando jovens, tornando-se avermelhadas a medida que envelhecem, com
escurecimento ao longo das nervuras, na parte inferior e necrose (figura 1) (FERRARI, 2011,
AGRIOS, 2005; PAULA JUNIOR, 1995; KIMATI, 1997).

Figura 1- Sintomatologia da antracnose na fava. A —folhas, B - vagem e C - sementes.
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Fonte: o autor.
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A disseminacdo da doenca de um plantio ao outro e por longas distancias pode ocorrer
pela sobrevivéncia do indculo em restos culturais e no interior das sementes. Sendo motivo de
preocupacdo ndo apenas pelo seu efeito negativo no rendimento, mas também por ser facilmente
disseminada entre as regides produtoras. (KIMATI, 1997; ABREU, 2005; HENNING et al,
2005; SPONHOLZ et al, 2006).

2.3 Colletotrichum spp.

O género Colletotrichum Corda (Teleomorfo: Glomerella Stonem.) foi estabelecido por
Corda, em 1831. Sua estrutura é formada por acérvulos, ou seja, células conidiogénicas, nas
quais conidios hialinos sdo produzidos em massa alaranjada ou rosea. Os conidios sdo ovais a
oblongos ou ovais ou falcados, produzidos nos acérvulos e estdo envolvidos por uma matriz
gelatinosa que os protege da dissecacdo. Apresentam setas que podem ser longas, septadas de
pigmentacdo escura com tons amarronzados. Seu micélio € hialino e septado, 0 apressorio se
forma na extremidade do tubo germinativo do conidio ou das hifas e podem ser hialinos ou
melanizados, atuam como 6rgaos de sobrevivéncia. A reproducdo pode ocorrer pelo processo
sexual, homotalicos (auto—fértil) ou assexual, heterotalicos (auto—estéril). Seu teleomorfo
Glomerella pode ter reproducédo auto—fértil e fertilizacdo cruzada dentro de uma mesma espécie
(MENEZES, 2006; VAILLANCOURT et al., 2000).

O ciclo de vida do patégeno é hemibiotrofico, com o estabelecimento de uma fase
biotrofica seguida da fase necrotréfica (figura 2). Para estabelecer uma relacdo de parasitismo
compativel, o fungo produz inicialmente sobre a cuticula do hospedeiro, um apressorio
melanizado e ap6s a penetracdo, hifas primarias, sem causar a morte das células (fase
biotrofica). Posteriormente, hifas secundéarias sdo formadas e se espalham matando as células
do hospedeiro (fase necrotréfica) com inicio entre 48 a 72 horas ap6s a inoculacdo dependendo
das condicbes ambientais serem favoraveis ou ndo. O tempo para aparecimento de sintomas
esta relacionado com o comportamento hemibiotréfico do género resisténcia do hospedeiro e
viruléncia do isolado (MUNCH et al., 2008; CHONGO; GOSSEN; BERNIER, 2002).

A colonizagdo ocorre por meio de enzimas e toxinas excretadas pelo micélio que
degradam os componentes da parede celular, causando decomposicdo e promovendo 0
desenvolvimento de sintomas e das estruturas de reproducdo do patdogeno (AMORIM;
REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011). A disseminacdo do patdgeno na cultura pode ocorrer

de forma rapida quando ndo se tem um controle efetivo da doenca visando reduzir o potencial
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de indculo. Ventos, respingos de chuva e irrigacdo por aspersdo sdo fatores favoraveis a
dispersdo de esporos dos 6rgdos infectados (YANG et al, 2009; KIMATI,1997).

Figura 2 — Ciclo evolutivo do patégeno causador da antracnose da fava. A — 0rgdos
infectados, ciclo primario da doenca, B — sobrevivéncia e dispersao dos esporos do patégeno,
C - fase biotréfica, D — fase necrotrofica e reinicio do ciclo.
Dispersiio e deposigiio C
dos esporos
Dispersio de esporos
Ciclo secundirio
D

Fonte: o autor.

Algumas espécies de Colletotricum em fava tem sido identificadas no Nordeste do
Brasil pelas suas caracteristicas culturais, morfolégicas e moleculares. Isolados de C. truncatum
obtidos de folhas de feijdo-fava no Estado do Piaui foram identificados pelas suas
caracteristicas morfoldgicas e culturais. Os isolados apresentaram conidios hialinos,
unicelulares, falcados com éapices afilados e dispostos em acérvulos com setas asseptadas de
coloracdo marrom escuro, o tamanho dos conidios variando de 18,31-26,63 pum de
comprimento ¢ 2,01—4,06 um de largura (CARVALHO, 2009).

O género possui grande plasticidade morfocultural e fisiolégica. A ocorréncia de
variabilidade entre isolados de uma mesma espécie quando cultivados no mesmo substrato pode
estar relacionada com a presenca de racas fisiolégicas (COUTO e MENEZES 2004; TOZZE
JUNIOR; MELLO; MASSOLA JUNIOR, 2006). Devido a essa diversidade genética e
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possiveis ragas fisiologicas (MEDEIROS et al., 2008), esses fungos tem a possibilidade de
aumentar a sua variabilidade patogénica, mudando a reacdo das cultivares de resistente para
suscetivel (SPONHOLZ et al., 2006).

A identificacdo de espécies realizada pela observacéo das caracteristicas morfologicas
e culturais ndo tem sido eficientes para identificar espécies do género Colletotrichum devendo
ser associadas a técnicas moleculares e teste de patogenicidade. Mesmo a combinagdo de
ambos, apresenta limitagdes por ndo permitir a identificacdo de ragas fisiologicas. (CAI et al,
2009; THAN et al., 2008; ANDRADE et al., 2007; TOZZE JUNIOR; MELLO; MASSOLA
JUNIOR, 2006; MENEZES, 2006). O gene GAPDH tem sido utilizado em muitos trabalhos
como medida inicial de diversidade de espécie do género Colletotrichum (LIMA, N. et al.,
2013; COSTA, 2014) e tem sido indicado como barcode secundario na identificacdo de
espécies, visto que sua combinacdo com outros genes pode ser utilizado para distinguir de forma
confiavel a maioria dos tdxons (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012).

O estudo dos complexos dentro do género e através das analises multilocus (CHS-1,
ACT, TUB2 e ITS) podem separar espécies em complexos principais que sdo estabelecidos
com base na andlise filogenética, onde os clados distintos sdo formados, com espécies
geneticamente proximas entre si e cada clado corresponde a um complexo. As analises
moleculares multilocus utilizando os genes GAPDH, ACT, CHS-1, TUB2, CAL, HIS3,GS e a
regido ITS (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; DAMM et al.; 2012a; DAMM et al. 2012b;
DAMM et al.,, 2014; CANNON et al.,, 2012) associados com o0s métodos classicos de

taxonomia, tem possibilitado a identificacdo de novas espécies.

2.4 Manejo da Antracnose

O controle quimico pode apresentar pouca eficiéncia principalmente em condi¢bes
ambientais favoraveis ao estabelecimento da doenca, além da resisténcia de espécies de
Colletotrichum a alguns principios ativos ja relatados (TANAKA; PASSOS; BETTI, 1997,
HADDAD; MAFFIA; MIZUBUTI, 2003). Outro problema é a existéncia de um complexo de
espécies e racas de Colletotrichum para muitas hospedeiras (TANAKA; PASSOS, 2002).

A alta variabilidade inter e intraespecifica, associada ao perfil patogénico e gama de
hospedeiras das espécies de Colletotrichum, dificultam o melhoramento genético, necessitando
do desenvolvimento de cultivares que apresentem resisténcia estavel. Por esta razdo, a
resisténcia genética é o melhor método de controle. Uma das alternativas para o controle de

patogenos de alta variabilidade é a utilizacdo de estratégias que aumentem a diversidade



20

genética da populacdo hospedeira, por meio do uso de misturas genéticas, que estabilizam a
populacdo do patégeno e previnam o surgimento ou a selecdo de novas ragas (TAPSOBA;
WILSON, 1999; GUIMARAES et al., 1998).

As estratégias disponiveis para 0 manejo da resisténcia genética no patossistema sédo
misturas de cultivares, mistura genética, piramidacao de genes, multilinhas e rotacéo de genes.
Porém, a elevada variabilidade apresentada pelo patdgeno da antracnose e favoraveis condi¢des
climaticas dificulta 0 manejo da doenca. Racas de alta viruléncia séo identificadas em varias
regides do pais, 0 que indica a necessidade de um continuo monitoramento da populacéo local
do patogeno (COSTA et al., 2009b; SILVA et al., 2008; CASELA et al., 1997; CASELA et al.,
2001; MENDONCA, 1996).

E importante identificar fontes de resisténcia em bancos de germoplasma que possuam
0s genes da resisténcia de interesse (BEDENDO, 1995). Um gene na planta que confira
resisténcia a um grupo de individuos na populacéo do patégeno, mesmo com menor eficiéncia,
é uma Otima estratégia de manejo da doenca, pois é feita através de misturas genéticas em
populacdes com hospedeiros de alto grau de resisténcia a antracnose foliar (TAPSOBA,;
WILSON, 1999; GUIMARAES et al., 1998).

A resisténcia genética é considerada a estratégia de manejo mais eficiente da antracnose.
Entretanto, seu uso € dificultado pela variabilidade patogénica apresentada pelo género
Colletotrichum, determinando rapida adaptacdo do patdgeno a cultivares resistentes tornado-os
suscetiveis, sendo necessaria a introducdo de novos alelos de resisténcia (CHALA et al., 2011;
COSTA et al., 2011; PEREIRA et al., 2011; LIMA e MENEZES, 2002; YOUNG e KELLY,
1996; PASTOR-CORRALES et al., 1995; CASELA e FREDERIKSEN, 1994).

Na avaliagdo da resisténcia em diversas cultivares, incluindo o feijdo-fava, tem sido
usada a técnica da folha destacada proporcionando melhor organizacdo do espaco e controle
das condi¢cBes ambientais, ndo sendo os resultados influenciados pela época ou estacdo em que
se realiza o experimento (SANTOS et al, 2015, CAVALCANTE et al, 2012; CARVALHO,
2009; MEDEIROS, 2009; BEDENDO, 1995; SALGADO; GEPTS; DEBOUCK 1995; RIOS;
ANTONIO; RODRIGUES, 1994a; RIOS et al, 1994b). O método foi eficiente para selecionar
subamostras de feijdo-fava resistentes ou com algum grau de resisténcia a antracnose, uma
amostra altamente resistente UFPI-503 e trés amostras moderadamente resistentes UFP1-237,
UFPI-466 e UFPI-134 (SANTOS et al., 2015). O método mostra-se mais eficiente que a
avaliacdo de campo em discriminar gendtipos com resisténcia (CARMO et al, 2015). As
avaliacbes tem mostrado variabilidade para o carater resisténcia em acessos de Phaseolus
lunatus (CAVALCANTE et al, 2012; CARVALHO, 2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microscopia, Genética e Clinica
Fitossanitaria do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL) localizado no km 85 da BR 104 Norte em Rio Largo no periodo de Setembro de 2014
a Dezembro de 2015.

3.1 Material Vegetal

As sementes de Phaseolus lunatus (Feijdo-fava) utilizadas neste estudo foram obtidas
de produtores de Arapiraca/ AL, Sdo Joao/PE, Areia/PB ¢ do banco ativo de germoplasma
das Universidades Federais de Pernambuco — UFPE e do Piaui — UFPI (tabela 1). Todos os
genétipos de  feijdo-fava  utilizados no  experimento  foram  caracterizados
morfoagronomicamente segundo descritores para espécie e pela resisténcia a antracnose em
campo (SILVA NETO, 2010).

Tabela 1- Procedéncia dos genotipos de Phaseolus lunatus

Gendtipos Resisténcia Procedéncia
G 10 AS Arapiraca, AL
G 17 AS S&o Jodo, PE.
G 22 S Areia, PB
G 32 R UFRPE!
G 62 R UFRPE!
G 65 AR UFPI?
G 69 R UFPI?

Banco de Germoplasma da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE.
2Banco de Germoplasma da Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI.

Os gendtipos foram semeados em vasos contendo 4,0 Kg de terra ndo autoclavada, com
trés sementes por vasos, sendo mantida apenas uma apds desbaste. Os vasos foram mantidos
em condicGes de casa de vegetacdo. As folhas utilizadas nos testes foram obtidas apds 50 dias
da semeadura, sendo selecionadas folhas aparentemente saudaveis e sem apresentar sintomas

de doenca ou leséo aparente de cada vaso para realizagdo dos ensaios.
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3.2 Isolados de Colletotrichum spp.

Os isolados foram obtidos da micoteca do Laboratorio de Fitopatologia Molecular e
Virologia Vegetal da Universidade Federal de Alagoas. Foram coletados de plantas de feijdo
fava (P. lunatus) apresentando sintomas tipicos de antracnose nas vagens, folhas e semente
(tabela 2). O isolamento foi realizado no ano de 2012, a partir de coletas realizadas em cinco
municipios produtores de feijdo-fava do estado de Alagoas, Rio Largo, Murici, Messias, Séo
José da Laje e Unido dos Palmares. Todos os isolados foram caracterizados morfologicamente
segundo o aspecto da coldnia, setas, conidios, apressorios e pela analise da sequéncia gendmica
daregido ITS. As culturas monosporicas foram obtidas a partir do cultivo em BDA (batata 20%,
dextrose 2% e agar 1,5%, pH 7,0) e os isolados foram mantidos pelo método castelani (LIMA,
J. 2013).

Tabela 2 - Descri¢do dos Isolados de Colletotrichum spp.

Isolado Local de origem Leséo
ICTO1 Messias Vagem
ICTO03 Sao José da Laje Vagem
ICTO04 Séo José da Laje Vagem
ICTO5 Uni&o dos Palmares Vagem
ICTO06 Unido dos Palmares Vagem
ICTO7 Murici Folha
ICT11 Murici Vagem
ICT12 Murici Vagem
ICT13 Murici Folha
ICT17 Messias Vagem
ICT18 Rio Largo Folha
ICT20 Rio Largo Semente

A recuperagdo do isolados foi realizada com a introdugdo dos discos contendo as
estruturas dos isolados mantido no método castelani (CASTELANI, 1967) em placas de Petri
contendo aproximadamente 20 mL de meio de cultura BDA (DHINGRA e SINCLAIR, 1985)
e foram mantidos em temperatura ambiente por oito dias apos o qual foram utilizados para

realizacéo dos testes.
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3.3 Caracterizagdao Morfocultural dos Isolados de Colletotrichum spp.

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada A caracterizacdo cultural foi realizada apds
o cultivo em meio BDA. Discos contendo micélio (5 mm) de cada isolado foram transferidos
para o centro de placas de Petri contendo meio BDA e foram mantidos em temperatura ambiente
sob fotoperiodo de 12 horas. O aspecto morfoldgico das coldnias foi observado no sétimo dia,
levando-se em consideracéo a topografia da col6nia, a coloracdo dos micélios na col6nia e a
posicdo do micelial em relacéo ao substrato.

A avaliacdo do indice de crescimento micelial foi realizada através das leituras diérias
durante sete dias dos dois didmetros ortogonais das col6nias, com auxilio de um paquimetro.
As médias obtidas dos didmetros serviram para o calculo no programa ASSISTAT Versao 7.7
beta criado por Silva, F. e Azevedo (2009).

3.4 Caracterizagdo Molecular dos Isolados de Colletotrichum spp.

3.4.1 Extracdo de DNA total dos isolados

A obtencéo de micélios foi feita através do cultivo de discos de cinco milimetros de
diametro contendo hifas ativas em 200 mL meio BD (20% batata, 2% dextrose) durante sete
dias, mantidos a temperatura de 25 + 2°C, e fotoperiodo de 12 horas. A coleta micelial de cada
isolado foi feita por filtracdo seguida por duas lavagens sucessivas com ADE (agua destilada
esterilizada) gelada. Os micélios foram secos em papel filtro esterilizado em seguida
armazenados em ultrafreezer a -80°C para extracdo de DNA.

A extracdo do DNA seguiu o protocolo Doyle-Doyle (1990) com modificacdes, foi
utilizada 1g da massa micelial, transferida para almofariz separadamente, sendo pulverizado
em nitrogénio liquido. 0,1g do material foi armazenado em eppendorf de 2 mL e adicionado
650 uL de tampao de extragdo (50 mM de Tris-HCI pH 7,2; 50 mM de EDTA e 3% de SDS) +
0,2% de B mercaptoetanol + 0,05% de proteinase K e colocados em tubos de eppendorf de 1,5
cada amostra. Em seguida as amostras foram agitadas vigorosamente e mantidas por 60 minutos
em banho-maria a 65°C com agitacdo em intervalos de 10 a 15 minutos. Adicionou-se 650 uL
de CIA (24:1) a mistura que foi centrifugada a 12.000 rpm por 8 minutos a 4°C. A fase aquosa
(sobrenadante) foi retirada e colocada em novos tubos de 1,5 mL; com adi¢do de 650 pL de
CIA (24:1) + 200 pL de CTAB 10% (tampao de extra¢do sem 3 mercaptoetanol e proteinase
K) agitado vigorosamente; e mais uma vez centrifugado a 12.000 rpm por 8 minutos a 4°C. A
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fase aquosa foi coletada e novamente transferida para tubos de 1,5mL; adicionado a 650 uL de
isopropanol gelado, repousando por 60 minutos a -20°C.

As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e adicionou-se ao tubo 1 mL de etanol 70%. Fez uma nova centrifugacdo a 12.000
rpm por 5 minutos a 4°C. Retirou-se todo liquido dos tubos, sendo postos para secar em
temperatura ambiente e invertidos sobre papel absorvente na capela para fluxo quimico até
evaporacdo completa do alcool. Logo em seguida, adicionou-se 30 uL. de TE com RNase,
incubou-se em banho-maria a 37°C por 30 minutos até dissolver o precipitado. O material foi
etiquetado e armazenado no ultrafreezer a— 20 °C até o momento da PCR. A qualidade do DNA
foi determinada apds eletroforese de 10% da amostra inicial em gel de agarose 0,8%. A
eletroforese correu a 3Volts.cm™ durante 120 minutos. Os fragmentos foram visualizados apos
exposicdo em luz ultravioleta e arquivados digitalmente sob forma de imagens registradas

através do sistema de foto documentacéao (Single UV M-20, UVP®).

3.4.2 Amplificacédo via PCR do gene GAPDH

O DNA obtido a partir de cada isolado foi utilizado em reagdes de amplificagcdo por
PCR da sequéncia que codifica para o gene GAPDH. As reacOes de PCR foram realizadas com
tampdo 2,5uL de 10X, MgCI2 50 mM, DNTP’s 10 mM, 10 uM de cada oligonucleotideo, 1U
de Taq DNA Polimerase e 1uL de DNA (25 ng. uL™). O volume final das reagGes foi ajustado
para 30uL com agua Milli-Q autoclavada. As reacGes de PCR foram realizadas em
termociclador Applied Biosystems (2720 Thermal Cycler) nas seguintes condi¢des: um ciclo a
94°C por 4 min (desnaturacdo inicial); 35 ciclos a 94°C por 45s (desnaturacdo), 60°C por 45s
(anelamento), e 72°C por 1 min (extensdo); e um ciclo final a 72°C por 7 min, para o0 gene
GAPDH. Para o gene TUB2, a desnaturacao inicial consistiu em de 95°C por 4 min e 35 ciclos
de 95°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 45 s e um ciclo final de 7 min por 72°C. E para a
regido ITS, a desnaturacao inicial foi de 95°C por 2 min e 38 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C
por 30 s, 72°C por 45 s e um ciclo final de 10 min por 72°C. Em seguida, o produto de PCR foi

enviado para purificacdo e sequenciamento com os mesmos primers utilizados na amplificagéo.
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3.4.3 Analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos obtidas ap6s sequenciamento de cada isolado foram
montadas com o software Staden Package, e composicdo de nucleotideos analisadas
visualmente. O arranjo dos nucleotideos em posicdes ambiguas foram corrigidos por
comparagédo das sequéncias senso e anti-senso. Sequéncias parciais obtidas para o gene GAPDH
foram inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990) e o banco
de dados de nucleotideos ndo-redundante GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), e
também comparadas com sequéncias no banco de dados Q-Bank Fungi para determinar quais
as espécies fangicas compartilharam maior identidade de sequéncia. A identificacéo preliminar
dos isolados aconteceu através da construcdo da arvore filogenética bayesiana com as
sequéncias parciais do gene GAPDH (tabela 3) e sequéncias adicionais disponiveis no GenBank
(tabela 4).

Tabela 3 - Descri¢do do primer GAPDH usado para identificacdo do género Colletotrichum.

Gene Primer Sequencia (5’- 3%) Referéncias
GAPDH GDR GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA Guerber et al., 2003
GDF GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT

O alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas foram preparados para o conjunto
de dados GAPDH utilizando-se o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) e ajustados
manualmente no pacote MEGAG6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et
al., 2011). A andlise de Inferéncia Bayesiana (BI) para o conjunto de dados GAPDH do
complexo C. truncatum foi realizada empregando o método da cadeia de Markov Monte Carlo
(MCMC), no web portal CIPRES (MILLER et al., 2010) usando MrBayes v. 3.2.3
(RONQUIST etal., 2012).

Tabela 4 - Isolados incluidos nas anélises de sequéncias multi-gene, com detalhes de espécies,
namero de acesso das culturas e nimeros de acessos do GenBank.

N° de acesso do GenBank

Espécies N° acesso da cultura

GAPDH

C. aenigma C1256 JX009913
C. aeschynomenes* 3-1-3 JX009930
C. alatae™ C1275 JX009990
C1276 JX010011

Continua
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C. alienum*
C. asianum*

C. xanthorrhoeae*
C.ti*

Glomerella cingulata f.sp.

camelliae*

C. dianesei*

C. endophytica
C. grevilleae

C. gossypii

C. gossypii

C. guajavae

C. hymenocallidis
C. orbiculare
C.

jasmini-sambac
C. kahawae*
C. communis
C. murrayae*
C. musae*

C. nupharicola*

C. lindemuthianum

@)

. proteae*

. queenslandicum™*
. salsolae*
. aotearoa*

. clidemiae*

. fructicola*

. gloeosporioides
. siamense*

OO0 O O 0O

@)

. theobromicola*

C824
C1189
C1315

C1187
CBS 127831

ICMP 4832
ICMP 10643

CMM4083

DNCLO075
CBS 132879

CML 2379
CML 2374
IM1 350839
CSSN 3
CBS 107.17
CLTA-01
LLTA-01
C1266
C1275

GZAAS5.09506
GZAAS5.09538
CBS116870
C1266.11
C1275.24
C1275.25
CBS 131.57
CBS 132882
CBS 134301
ICMP 1778
C956
C1314
C1282.4

C1317.1
C1315.3
CBS 95397
C1315
C1316
C1275
C1270

JX010028
JX010018
JX010053

JX009915
JX009927

JX009952
JX010119

KC517194

KF242181
KC297102

JX847010
IX8470091
AFO60560
GQ856759
KF178489
HM131501
HM131497
JX010012
JX010042
KF452016
KF452017
Q247609
JQ247608
JX010050
JX010015
JX009972
JX009936
IX546708
KC297009
KC842379
JX009934
JX010036
JX009916
JX010005
C296992
JX009989
JX010033
F1972582
JX009924
JX010006
JX010024
JX009962

Continua
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Continuagdo da Tabela 4

C. tropicale* C5101 JX010007
Cl272 JX010020
C. viniferum* YG4 JN412798
GG4 JN412800
C. truncatum* CBS 151.35 GU228254

* Espécie tipo. GAPDH: glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase.

O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi determinado para os dados de
cada regido gendémica usando MrModeltest 2.3 (POSADA; BUCKLEY, 2004) de acordo com
0 Akaike Information Criterion (AIC). As quatro cadeias MCMC foram conduzidas
simultaneamente, iniciando as arvores aleatoriamente até 10.000.000 de geracGes, para cada
conjunto de dados. As arvores foram amostradas a cada 1.000 geragdes, resultando em 10.000
arvores. As primeiras 2.500 arvores foram descartadas da analise, como uma fase de burn-in.
Os valores de probabilidade posterior (RANNALA; YANG, 1996) foram determinados a partir
de uma arvore consenso majority-rule gerada com as 7.500 arvores remanescentes. A
convergéncia dos logs de verossimilhanga foi analisada com o software TRACER v. 1.4.1
(beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). As arvores foram visualizadas e editadas nos programas FigTree v.

1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e Inkscape (https://inkscape.org/pt/).

3.5 Teste de Patogenicidade

Nos testes de patogenicidade dos doze isolados de C. truncatum foram utilizados
gendtipos de fava com resisténcia conhecia a antracnose em campo. O genotipo G10 é
altamente suscetivel (AS) e gen6tipo G65 é altamente resistente (AR). As folhas trifolioladas
destacadas e assintomaticas dos gendétipos foram inoculados com a criacdo de lesdes.
Inicialmente foi feita uma selecdo de isolados que apresentasse maior agressividade nos
gendtipos G10 (AS) e G65 (AR) em folhas destacadas a temperatura ambiente. Os ensaios
foram conduzidos seguindo a metodologia utilizada para folhas destacadas em camara Umida
(CARMO etal, 2015; CAVALCANTE et al, 2012; SERRA et al, 2011; CARVALHO; McKAY
et al, 2009; SILVA et al, 2006; ROCHA; OLIVEIRA; MENEZES, 1998).

As folhas selecionadas se caracterizaram por estarem completamente expandidas, sadias
e com aproximadamente a mesma idade, retiradas de uma mesma altura de cada planta, algumas
horas antes da inoculacéo, lavadas com sabdo e agua corrente, seguidas de duas lavagens em

agua destilada e secas a temperatura ambiente, acondicionadas sobre placas de Petri (90 x 90
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milimetros) esterilizadas com chumaco de algod&o no peciolo umedecido com 50 mL &gua
destilada e autoclavada (ADE) para evitar a murcha dos foliolos. Todos os foliolos foram
dispostas em caixas plasticas medindo 40 x 28 cm fechada com tampa pléstica transparente,
ambas de polipropileno (PP), forrada com espuma umedecida com 200 mL de ADE para manter
a umidade do local, constituindo um bloco formado pelos gendtipos de fava G10 e G65 como
0s respectivos grupos de isolados avaliados e suas testemunhas. O delineamento utilizado foi o

inteiramente casualizado com cinco repeticGes (figura 3).

Figura 3 — Disposi¢do dos blocos para avaliacdo da patogenicidade em camara Umida. A —
montagem dos blocos, B — camara Umida, AR- gendtipo altamente resistente G65, AS —

gendtipo altamente suscetivel G10, ICT — isolados de Colletotrichum spp., T — testemunhas.

ICTO3

ICTO4

Fonte: o autor.

No ensaio foram utilizados doze isolados do género Colletotrichum patogénicos a P.
lunatus mantidos em meio BDA por oito dias e transferidos para meio AA (20 g de 4gar e dgua
destilada, 1000 mL) para producdo do indculo. Os discos de micélio-agar, colonizados pelo
fungo medindo cinco milimetros e retirados da extremidade do crescimento micelial com dez
dias de cultivo, foram depositados na superficie dos foliolos no teste de patogenicidade
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(CORREA et al, 2011; NASCIMENTO; NERY: RODRIGUES, 2008; LIMA FILHO:;
OLIVEIRA; MENEZES, 2003; ROCHA; OLIVEIRA; MENEZES, 1998).

O indculo foi colocado sobre a nervura central das folhas totalmente expandidas e sobre
os ferimentos mecanicamente causados por agulha estéril. A folha controle foi mantida sob as
mesmas condicOes, constando de areas com ferimento somente como o disco de AA estéril
visando & seguridade de ja haver ou ndo a doenga pré-instalada, em estado latente ou
contaminacdo de algum dos meios utilizados (LOPES, 2013; JELEV et al, 2008; THAN et al,
2008; LIMA FILHO; OLIVEIRA; MENEZES, 2003; NECHET; ABREU, 2002).

O isolados coletados nos municipios de Messias (ICTO1, ICT17), Sao José da Laje
(ICT03e ICT04), Uni&o dos Palmares (ICT05 e ICT06), Murici (ICT07, ICT11, ICT12, ICT13)
e Rio Largo (ICT18 e ICT20) foram confrontados com os genotipos de fava G10 (AS) e G65
(AR) para obtencdo de dois isolados mais agressivos. A severidade foi avaliada no sétimo dia
pelas médias das medidas das lesdes com paquimetro em dois eixos ortogonais da lesdo e média
ponderada dos trés foliolos (LOPES, 2013; SERRA; COELHO; MENEZES, 2008; ALMEIDA;
COELHO, 2007; MORAES, 2006; LIMA FILHO; OLIVEIRA; MENEZES, 2003). O
experimento foi inteiramente casualizado e realizado em blocos de cinco repeticdes, analisado
estatisticamente pelo programa de analise de variancia ANAVA - SISVAR, versdo 5,6
(FERREIRA, 2014) e teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.6 Teste de Resisténcia nos Genotipos de Feijdo-fava

O teste de resisténcia foi conduzido com cinco gendtipos de fava resistentes (G32, G62
e G69), suscetivel (G22) e altamente suscetivel (G17) e com dois isolados mais agressivos
selecionado entre 12 isolados apds avaliacdo em gendtipos de fava altamente suscetivel (G10)
e altamente resistente (G65). O preparo do material vegetal, do indculo e a montagem do
experimento se deu como citado anteriormente para o teste de patogenicidade e sob as mesmas

condigBes experimentais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao Morfocultural dos Isolados de Colletotrichum spp.

O indice de crescimento micelial dos isolados variou de 3,7 cm a 7,9 cm e foi observado
nas culturas micélio com coloragdo marrom, cinza, verde escuro e creme no centro. As bordas
apresentaram coloracao branca, creme, verde e verde-escuro e algumas culturas com peritécios
em aglomerado nas bordas. O tipo crescimento observado foi o setorial com areas intercaladas
de micélios claro e escuro. O crescimento tipo estrelar foi observado em uma das culturas. Na
topografia as col6nias variaram no tipo de micélio como reduzido, moderado, abundante e

aéreo. (Tabela 5).

Tabela 5 - indice de crescimento micelial, cor da colbnia, topografia de Colletotrichum spp.

Isolado | ICM | Cor da colbnia | Topografia
01 5.37 Marrom no centro, branco creme nas bordas, Micélio reduzido
com esporulacdo nas bordas

17 7.28 Marrom esverdeado no centro, creme nas bordas, Micélio moderado
esporulacdo nas bordas, crescimento setorial

03 5.70 Marrom creme no centro, creme nas bordas, Micélio abundante
esporulacdo nas bordas, crescimento setorial

04 4.20 Marrom no centro, branco creme nas bordas Micélio aéreo

05 7.90 Creme no centro, branco nas bordas Micélio aéreo

06 6.00 Cinza no centro, marrom e verde nas bordas, Micélio moderado

esporulacéo nas bordas
07 3.70 Creme no centro, branco nas bordas Micélio moderado
aéreo

11 6.53 Cinza no centro, verde nas bordas Micélio moderado

12 5.53 Verde escuro no centro, branco nas bordas, Micélio reduzido
esporulacdo nas bordas e crescimento setorial

13 7.57 Creme no centro, verde nas bordas, crescimento Micélio reduzido

estrelado
18 6.30 Cinza no centro, branco nas bordas Micélio moderado
20 6.91 Creme no centro, verde escuro nas bordas, Micélio reduzido

crescimento setorial

%CV =2.71

As colbnias dos isolados ICT03, ICT12, ICT17 e ICT20 de Colletotrichum spp.
apresentam a formacao de crescimento setorial e o isolado ICT 13 forma estrelar nas bordas da

col6nia (figura 4).
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Figura 4 - Aspecto morfoculturais das colénias de Colletotrichum spp. cultivadas em meio
BDA. A — ICTO01 e ICT17 (Messias), B — ICT03 e ICT04 (S&o José da Laje), C — ICT05 e
ICTO06 (Unido dos Palmares), D — ICT7 e ICT11 (Murici), E — ICT12 e ICT13 (Murici), F —
ICT18 e ICT20 (Rio Largo).

Fonte: o autor.
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A heterogeneidade cultural foi observada quando os isolados foram cultivados em meio

de cultivo BDA neste trabalho, 0 mesmo foi observado no crescimento em meio AVA (aveia,
agar) para estes isolados de C. truncatum e nas caracteristicas morfolégicas os conidios
apresentaram tamanhos variando entre 17,18— 22,64 um de comprimento por 2,19 - 2,47 um
de largura, hialinos, falcado, unicelular, com &pices afilados dispostos em acérvulos com setas.
Os apressarios globosos, clavados e/ou ovalado, medindo 8,79 - 11,27 um de comprimento €
5,22 -7,88 um de largura. Setas abundantes, de comprimento 2,75 - 5,35 por 50,70 - 83,95 um,
septadas de coloracdo marrom-escuro (Figura 5) (LIMA, J. 2013).

Figura — 5: Estruturas de Colletotrichum spp. Setas (A), conidios (B) Barra = 16 pm.

Fonte: LIMA, J. 2013

Na avaliacdo da diversidade fenotipica e patogénica de Colletotrichum em mangueira,
observou-se em suas caracteristicas culturais que os isolados apresentaram diversidade em
relacdo a cor de suas coldnias (SERRA et al, 2011). A diversidade morfoldgica e cultural € uma
caracteristica observada em isolados do agente causal da antracnose no feijdo-fava. As
caracteristicas morfologicas e culturais dos isolados apresentam variagdo de acordo com o
isolado e as condi¢Ges de cultivo, sendo compativeis com as descritas para a espécie
(CARVALHO 2009).

A caracterizacdo cultural em isolados de Colletotrichum lindemuthianum indica a
formacao de crescimento setorial mais claro e de superficie aveludada em sua colénia crescendo
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em meio BDA e a forma perfeita G. cingulata f.sp. phaseoli mostra colénias apresentando
peritécios em aglomerado (SOUZA; SOUZA; COSTA, 2007).

A diversidade nas cores das colonias, crescimento setorial e peritécios em aglomerado
nas bordas também foram observados em culturas de Colletotrichum sp isoladps de fava e
mangueira (SERRA el al, 2011; CARVALHO 2009; SOUZA; SOUZA; COSTA, 2007). A
ocorréncia de variabilidade entre isolados de uma mesma espécie quando cultivados no mesmo
substrato pode estar relacionada com a presenca de ragas fisioldgicas (COUTO E MENEZES,
2004). A identificacdo da(s) raca (s) predominante na regido é importante para direcionar
programa de selecdo de gendtipos resistentes (NECHET et al.,2004).

A coloragdo e morfologia das colonias dos isolados de C. truncatum variaram entre 0s
meios de cultura (MAYONJO E KAPOORIA, 2003). Em BDA, apresentaram-se cinza-claro a
cinza-esverdeado com reverso preto, micélio aéreo escasso e submerso com formato estrelar,
com abundante producéo de conidios em massa mucilaginosa de coloracgao variando de branca
leitosa a amarelo pélido. O cultivo em meio FDA (feijdo, dextrose, &gar), as colbnias
inicialmente apresentaram micélio aéreo cotonoso e branco acinzentado nas bordas e cinza
escuro no centro; no reverso da colénia com pontuacdes escuras. Progressivamente com a idade

da cultura, o miceélio cobriu levemente os conidios em massa amarelo pélido a salméo.

4.2 Caracterizacdo Molecular dos Isolados de Colletotrichum spp.

Os isolados utilizados foram inicialmente identificados a partir da analise da regido ITS
(LIMA, J. 2013) e foi verificado a presenca de trés espécies distintas de Colletotrichum spp.
(Colletotrichum truncatum, Colletotrichum dematium e Colletotrichum capsici). A regido ITS
ndo tem resolucdo suficiente para distincdo de espécies do género Colletotrichum, sendo
importante utilizar filogenia multigene para identificacdo precisa dos isolados deste género
(WHITE et al., 1990; CAI et al., 2009). A analise com outros marcadores possibilitou a
identificacdo com maior exatiddo das espécies de Colletotrichum spp (Figura 6).
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Figura 6 - Arvore filogenética dos isolados de Colletotrichum spp.
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Através da andlise filogenética da regido ITS, do gene que codifica gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e B-tubulina (TUB2) foi possivel identificar a espéecie C.
truncatum nos doze isolados obtidos no Estado de Alagoas. Todos os isolados pertencem ao
complexo C. truncatum.

A anélise filogenética com sequenciamento parcial do gene GAPDH de isolados obtidos
Alagoas, Ceard, Paraiba, Pernanbuco e Piaui revelou a presenca de multiplas espécies de
Colletotrichum associadas a antracnose da fava (CAVALCANTE et al, 2015). Os isolados
estudados agruparam-se dentro dos complexos C. dianesei, C. cliviae, C. fructicola, C.
brevisporum e C. truncatum sendo este Gltimo prevalente nas areas estudadas. Observou-se que
alguns isolados nédo agruparam-se em nenhum dos complexos existentes, evidenciando a grande
diversidade que ocorre nesse patossistema. Na identificacdo de Colletotrichum spp. associados
a leguminosas, a analise filogenética molecular multilocus de 50 isolados obtidos nessas
culturas por comparagdes de sequéncias de DNA de seis genes (ITS, ACT, Tub2, CHS-1,
GAPDH e HIS3) separou os isolados em trés complexos distintas; C. truncatum, C. dematium
e C. gloeosporioides (MAHMODI et al, 2014b).

Isolados causadores de antracnose foliar em mangueira foram identificados pelo
sequenciamento de diferentes regides gendmicas (SALCEDO, 2013). A amplificaccdo da
regido que codfifca 0 GAPDH e permitiu associar os isolados em trés complexos, séo eles:
complexo C. Acutatum, complexo C. Gloeosporioides e complexo C. Boninense. Na avaliagdo
das espécies do complexo C. Acutatum foram utilizadas sequéncias ITS, sequéncias parciais
dos genes da actina (ACT), beta-tubulina (TUB2), quitina sintase (CHS-1) e gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH). As espécies do complexo C. gloeosporioides e C. boninese
utilizaram-se as regides ITS, ACT, TUB2, CHS-1, GAPDH, e sequéncias parciais do gene da
calmodulina (CAL).

O sequenciamento parcial do gene da actina, B-tubulina, calmodulina, GAPDH e regido
ITS-rDNA, identificou quatro espécies ja descritas (Colletotrichum fructicola, Colletotrichum
tropicale, Colletotrichum karstii) e classificou uma nova espécie (Colletotrichum dianesei)

(DAM et al., 2009). Todas porém, descritas pela primeira vez em manga no mundo.
4.3 Teste de Patogenicidade
No teste de patogenicidade, as folhas utilizadas apresentaram lesdes tipicas de

antracnose. As lesbes apresentaram tamanhos varidveis dependendo da agressividade

apresentada pelo isolado. As manchas foliares se apresentam com manchas de coloragédo
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marrom-escura e deprimidas, ou manchas marrom-avermelhada e deprimidas no centro com

aspecto encharcado (figura 7). Em soja os sintomas de antracnose nas folhas apresentaram

lesbes marrom-escuras e escurecimento ao longo das nervuras, na parte inferior e necrose
(HENNIN et al (2005).

Figura 7 — Foliolos de fava apresentando sintoma causado pelo fungo C. truncatum
apresentando lesbes foliares de coloragdo marrom, deprimida crescendo ao longo das
nervuras apos inoculacao dos discos de micélio com ferimento.

Fonte: o autor.

Observou-se a formacao de frutificacGes negras do patdgeno, crescendo a partir do local
onde se localizou o disco contendo as estruturas do patdégeno e ao longo das nervuras da folha
(figura 8). LesBes semelhantes com formacdo de massa conidial foram observadas sobre folhas
destacadas de cajueiro e mangueira (SERRA; COELHO; MENEZES, 2008). Também em
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feijdo caupi foi observado as lesdes causadas por Colletotrichum truncatum além das manchas
de coloragdo marrom-escura nas folhas com a ocorréncia de corpos de frutificagdes e presenca
de setas escuras (SPONHOLZ et al, 2006).

Figura 8 — Foliolos de fava apresentando sintoma causado pelo fungo C. truncatum

apresentando formacdo conidial a partir do disco e nas nervuras.

Fonte: o autor.

Nos ensaios de patogenicidade do hospedeiro, todos os isolados apresentaram lesbes de
antracnose cerca de trés e quatro dias ap6s a inoculagéo do patégeno nas folhas com ferimento,
nos gendtipos G10 e G65, respectivamente, independente do isolado testado. Progredindo na
severidade da doenca nos demais dias de observagdes. O aparecimento dos primeiros sintomas
é comum aos trés dias ap6s inoculacdo do fungo, seguido pelo progresso da doenga com queda
de folhas nos dias consecutivos (CARVALHO, 2009; JELEV et al, 2008; THAN et al, 2008).
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Fatores como tempo de aparecimento dos sintomas e progresso da doenga observados,
ocorrem devido ao ciclo do patégeno que se caracteriza por ser hemibiotréfico onde o patégeno
tem estagio de infeccdo biotrofico e necrotréfico. E as lesdes marrons nas folhas, comuns da
antracnose, apareceram no periodo de 48 a 72 horas, apés a inoculacdo quando da-se o inicio
da fase necrotroéfica, ocorrendo o aumento na severidade da doenga, aos cinco ou sete dias apos
infeccdo (MUNCH et al, 2008; CHONGO; GOSSEN; BERNIER, 2002).

Na avaliacdo da patogenicidade dos diferentes isolados no mesmo genotipo € possivel
observar que o isolado ICTO1 e ICT18 foram o0s que provocaram menores tamanhos de lesdo
no gendtipo G10 (Tabela 6). Enquanto que os isolados ICTO3, ICTO7, ICT11 e ICT12
provocaram maiores tamanhos de lesdo no genétipo G10, ndo diferindo estatisticamente entre

Si.

Tabela 6 — Tamanho médio de lesdo causado por 12 isolados de C. truncatum em dois

gendtipos contrastantes de P. lunatus, um altamente suscetivel e outro altamente resistente.

Isolados Regido Genotipos de Fava

G10 (AS) G65 (AR)
ICT12 Murici 54fB 428¢e A
ICT11 Murici 4,94 ef B 3,96 de A
ICTO7 Murici 4,92 ef B 432e A
ICTO03 Sao José da Laje 4,74 ef B 4,06 de A
ICT13 Murici 4,36 de B 3,50 de A
ICT04 Sao José da Laje 3,72d A 3,26 cd A
ICT06 Unido dos Palmares 274c A 2,46 ¢Cc A
ICTO5 Uni&o dos Palmares 2,62 bcB 1,44ab A
ICT17 Messias 2,02 abc A 154b A
ICT20 Rio Largo 1,88ab B 0,66 a A
ICTO1 Messias 1,66aB 1,02ab A
ICT18 Rio Largo l,46aA 1,26 ab A

CV =13,20 DMS =0,8426 Erro padrdao = 0,1776

Valores seguidos da mesma letra minGscula em cada coluna e mesma letra mailscula em uma linha, ndo diferem
estatisticamente, segundo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O isolado ICT20 foi o que proporcionou menor tamanho de lesédo no genotipo G65, e 0s
isolados ICTO3, ICTO07, ICT11, ICT12 e ICT13 foram os que causaram maiores lesdes. Quando

comparamos 0s mesmos isolados inoculados em genétipos diferentes, observamos que o
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genotipo G65, considerado resistente, apresentou menor tamanho de lesGes na comparagdo com
todos os isolados, e os tamanhos das lesdes diferiram estatisticamente para os isolados ICTO1,
ICTO3, ICTO5, ICTO07, ICT11, ICT12, ICT13 e ICT20.

Nos cultivos destes mesmos genotipos de fava no campo, verificou-se a resisténcia do
genotipo G65 e a suscetibilidade a antracnose do gendtipo G10. Assim, foi possivel selecionar
os isolados ICT 07 e ICT 12 (ambos de Murici) (figura 7) para avaliagéo da resisténcia em cinco
gendtipos de fava por apresentarem os maiores tamanhos médios de lesdes em teste de
patogenicidade nos dois gendtipos, onde o0 comportamento mais agressivo foi determinado pelo
maior tamanho de les&o avaliado no teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A variabilidade na patogenicidade é observada em isolados de C. trucatum que infectam
pimenteiras (MAHMODI; KADIR; PUTEH, 2014a). A variabilidade também é observavel em
isolados Colletotrichum sp. que possuem diferentes niveis de agressividade em goiabeira
(LOPES, 2013) e mangueira (SERRA et al, 2011). A variabilidade genética esta associada a
patogénica em C. lindemuthianum causador da antracnose em feijoeiro (BARCELOS; SOUZA;
DAMASCENO E SILVA, 2011). Isolados monosporicos de Colletotrichum gloeosporioides
em Gaultheria procumbens L., que diferiam nas taxas de crescimento apresentam variabilidade
de patogenicidade. O teste de patogenicidade permitiu realizar uma selecdo dos altamente
patogénicos para selecdo de genotipos resisténtes. (NEHRLICH et al, 2010). Isolados de
Colletotrichum falcatum diferem também quanto a patogenicidade (KUMAR et al, 2010) e esta
associada com origem geogréafica dos isolados. A variabilidade da patogenicidade também é
observavel entres espécies que apresentam um hospedeiro em comum. As espécies C. kahawae,
C. acutatum e C. gloeosporioides que causam a antracnose do cafeeiro (Coffea arabica L.)
apresentaram variabilidade patogénica e diferencas na sintomatologia (MARQUES, 2009).
Isolados de C. musae, C. acutatum que infectam bananas ‘Prata and’ diferenciam na
patogenicidade enquanto um causa podrid@es no fruto com 100% de incidéncia, o outro limita-
se a necrose em torno do ponto de inoculacdo. C. musae apresentou maior variabilidade
patogénica em seu hospedeiro que foi avaliada pelas médias da area lesionada (MORAES,
2006).

A variabilidade pode estar relacionada com a origem geogréfica. Isolados de
Colletotrichum de maracuja amarelo, coletados de trés diferentes regides produtoras do estado
de Pernambuco apresentaram variabilidade no teste de patogenicidade associado a regides onde
foram coletados. O teste separou os isolados em dois grupos, um de alta agressividade e outro
de baixa agressividade (ALMEIDA; COELHO, 2007). A patogenicidade varia de acordo com
0 Orgdo acometido. Isolados de Coletotrichum gloeosporioides, em frutos verdes de cafeeiro
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produziram sintomas tipicos de antracnose nas bagas, porém, ndo apresentaram variabilidade
estatistica na infeccdo (NGUYEN et al, 2009).

4.4 Teste de Resisténcia nos Genotipos de Feijao-fava

Na avaliacdo da resisténcia utilizou-se cinco gendtipos de fava (G17, G22, G32, G62,
G69) (tabela 7) que foram desafiados no teste de patogenicidade com os dois isolados mais
agressivos (ICT 07 e ICT 12; Murici) na avaliacdo contra os gendtipos de fava G10 e G65
(figura 9). Todos os gendtipos de fava desenvolveram os sintomas da doenca ap6s o terceiro
dia de inoculagéo e a medida do didmetro das lesdes em dois eixos ortogonais foi realizado
somente ao sétimo dia. As reacGes de feijdo-fava a antracnose em genoétipos de feijao-fava
variaram de altamente resistente (AR) a altamente suscetivel (AS), quando foram comparadas
as medidas de suas lesdes aos cinco e sete dias ap0s a inoculacdo porque houve progresso da
severidade da doenca ap6s o quinto dia (CAVALCANTE et al, 2012).

Apesar de terem suas resisténcias conhecidas a antracnose em campo, 0s genotipos de
fava utilizadas neste estudo foram considerados como resistentes por apresentarem menor
tamanho médio de lesGes avaliadas no teste de Tukey a 5% de probabilidade. O inverso para 0s
genotipos aqui considerados como suscetiveis, obtendo as maiores lesdes diante dos dois
isolados utilizados no teste.
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Figura 9 - Lesdes provocadas pelos isolados ICTO7 e ICT12 nos gendtipos de feijdo-fava
G10 (AS) e G65 (AR) ao setimo dia apds inoculacdo por discos de micélio em folhas

destacadas com ferimento. A - isolado ICTO7. B - isolado ICT12 e respectivas testemunhas.

Fonte: o autor.

Na anélise de patogenicidade com isolados de C. trucatum mais agressivos, verifica-se
que o gendtipo G17, G22, G32 desenvolveram lesdes menores quando inoculados o isolados
ICTO7, e os genGtipos G62, G69 obtiveram as maiores lesdes. O isolado ICT12 foi menos
agressivo aos genétipos G32 e G69. Os genoétipos G22 e G62 obtiveram comportamento
intermediério quanto a resisténcia em relacdo ao isolado ICT12. O gendtipo G17 foi o mais
suscetivel para o isolado ICT12 apresentando as maiores lesGes. Na comparacdo com 0s
mesmos gendtipos inoculados com os dois isolados, observamos que o tamanho da lesdo s6
diferiu estatisticamente para o genotipo G17. O Unico gendtipo que se comportou resistente nos
dois isolados foi G32. As diferencas observadas atestam a resisténcia a antracnose do genétipo
G32 (NETO, 2010). O gendtipo de fava G32 de comportamento resistente em campo também
apresenta resisténcia em teste de patogenicidade em folhas destacadas nas condi¢es de

laboratdrio, podendo ser indicada para posteriores estudos de resisténcia a antracnose. Nos
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demais gendtipos a avaliacdo de campo ndo foi confirmada. As avaliagdes de campo foram

realizadas em Rio Largo e os isolados coletados nesta regido sdo 0s menos patogénicos.

Tabela 7 - Tamanho médio de lesdo causado por 2 isolados mais patogénico de C. truncatum
em 5 genotipos P. lunatus classificados em avaliacdo de campo como Resistente (R),
Altamente suscetivel (AS) e Suscetivel (S).

Genotipos Resisténcia Isolados
ICTO7 ICT12
G62 R 3,30ab A 2,76 ab A
G69 R 244ab A 258aA
G117 AS 2,14a A 3,04 bc B
G22 S 1,70a A 2,22ab A
G32 R 164aA 1,80a A

Valores seguidos da mesma letra mindscula em cada coluna e mesma letra mailscula em uma linha, ndo diferem
estatisticamente, segundo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Avaliagdes de resisténcia utilizando 30 sub amostras de feijao-fava provenientes do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG de Feijao-fava) da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
observaram que a maioria das favas apresentou baixo nivel de resisténcia a antracnose e duas
se apresentaram como resistente. Os gendtipos foram agrupados em cinco classes de acordo
com a resisténcia estimada por escala de notas (CAVALCANTE et al, 2012). A resisténcia a
antracnose pode ser variavel de acordo com as condi¢des de cultivo e nota que em folhas
destacadas as plantas foram mais suscetiveis do que no campo (CARMO et al., 2015). A
resisténcia de lentilhas (Lens culinaris Medik.) ao Colletotrichum truncatum esta associada ao
desenvolvimento mais lento do patdgeno no genoétipo resistente e ao maior acumulo depoésitos
de compostos fenodlicos resultando em lesdes menores (CHONGO GOSSEN; BERNIER,
2002). A resisténcia ndo altera a fase de infeccdo assintomatica que durou trés dias e uma fase
destrutiva observada entre trés e seis dias apds a inoculacao.

As plantas exibem resisténcia natural ao ataque dos patdgenos e a ocorréncia de doencas.
A resisténcia ou a suscetibilidade de uma planta diante de um fungo e a viruléncia ou a
aviruléncia do patogeno em relagdo ao hospedeiro ocorre pela expressdo da interagdo do
complexo génico e citoplasmatico de ambos no patossistema. Esta interacéo caracteriza-se pela
luta a propria sobrevivéncia, em que as células vegetais reagem a penetracdo do fungo atraves

de varios mecanismos estruturais e/ou bioquimicos, procurando se defender do ataque.



43
A complexa variabilidade patogénica, morfologica e cultural das espécies do género

Colletotrichum denota a importancia do estudo da variagéo desta interacdo englobando variados

métodos de avaliacdo (CAl et al, 2009; MENEZES, 2006; PASCHOLATTI, 1995; BEDENDO,
1995; FLOR, 1956).
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