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RESUMO

Vinte culturas monosporicas de Colletotrichum, isolados de folhas de feijao-
fava (Phaseolus lunatus L.), foram caracterizadas quanto a morfologia dos
conidios e apressorios, coloracéo das colbnias, presenca de setas, crescimento
das colbnias, sensibilidades ao Maxim, PCR com primers taxon-especificos a
Colletotrichum e analise de filogenética. Os vinte isolados foram identificados
como Colletotrichum truncatum com base na morfologia dos conidios e
apressorios, tendo a maioria dos isolados a forma dos conidios tipo falcado e
apressorios globoso, clavado e/ou ovalado. Presencas de setas, cor da colbnia,
sensibilidade ao Maxim e velocidade de crescimento variaram conforme 0s
isolados e sofreram influéncia do meio de cultura usado. Todos os isolados
foram patogénicos ao feijdo-fava pelo método da folha destacada. PCR com
primers especifico confirmou a identidade de 11 C. truncatum. A caracterizacao
genética com primmer ITS 1 e ITS 4 foram eficientes na identificagdo molecular
de 60% dos isolados de C. truncatum. Assim, estudos utilizando outros
marcadores moleculares fazem-se necessarios para uma analise mais
aprofundada da variabilidade genética entre isolados dessa espécie de fungo.

Palavra-chave: Phaseolus lunatus L. C. truncatum. DNA ribossomal.



ABSTRACT

Twenty monoconidial cultures of Colletotrichum isolated from leaves of lima
bean (Phaseolus lunatus L.), were characterized morphology by conidial and
appressoria , colony color, presence of setae, growth rate of colony, sensitivities
to Maxim, PCR with taxon Colleotrichum-specific primers and phylogenetic
analysis. Twenty isolates were identified as Colletotrichum truncatum based on
morphology of conidia and appressoria, and most isolated way of conidia and
appressoria globose type falcado, clavate and / or oval. Presence of setae,
color of colony, sensitivities to Maxim, growth rate were variable among isolates
and influenced by the culture medium. All isolates were pathogenic to lima bean
and applied by the leaf highlighted method. PCR with specific primers confirmed
the identity of 11 C. truncatum. Genetic characterization with Primmer ITS 1 and
ITS 4 were effective in molecular identification of 60% of the isolates of C.
truncatum. Thus, studies using other molecular markers are needed to make
further analysis of genetic variability among isolates of this species of fungus.

Keyword: Phaseolus lunatus L. C. truncatum. ribosomal DNA.
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1 INTRODUCAO

O feijao-fava, Phaseolus lunatus L., pertencente a Familia Fabaceae,
esta entre uma das quatro espécies pertencentes ao género Phaseolus
explorada comercialmente, sendo a segunda espécie mais plantada. Essa
leguminosa se destaca na alimentacdo humana pela sua utilizagdo como fonte
de proteinas para grande parte da populagcdo mundial, e em especial nos
paises onde o consumo de proteina para o animal é limitado (OLIVEIRA et al.,
2004; VIEIRA, 1992a).

No Brasil € conhecido vulgarmente como fava, feijao-fava ou feijao-lima.
E cultivada em quase todo o territério nacional com grande importancia
econdmica nos estados do nordeste por pequenos produtores, onde € cultivada
em consorcio com o milho, mandioca entre outras culturas (VIEIRA, 1992b).

O consumo do feijdo-fava é inferior ao consumo do feijdo comum,
acredita-se que as principais razfes para essa limitacdo seja a tradicdo do
consumo do feijao comum, a palatabilidade e o tempo de coccdo mais longo.
Embora sua utilizacdo tenha pouca relevancia, o feijdo-fava tem uma
capacidade de adaptacdo mais ampla que o feijao-comum (P. vulgaris). As
principais razdes para o cultivo limitado e a baixa produtividade da cultura séo
atribuidas ao fato da producéo ser oriunda apenas de pequenos produtores e a
falta de recursos de tecnolégicos (LYMMAN, 1983; SANTOS et al., 2002;
AZEVEDO et al., 2003)

A cultura do feijdo-fava pode ser afetada por varias doencas dentre
essas, destacam-se as causadas por fungos e virus. O rendimento da cultura
pode ser severamente afetado por essas doencas. Entre estas, destacam-se o
mosaico dourado do feijoeiro (RAMOS SOBRINHO, 2010) e a antracnose
(CARVALHO et al., 2010).

De acordo com Carvalho et al., (2010) a antracnose do feijdo-fava tem
sido frequentemente observada em campos de producdo na regido Nordeste
do Brasil. A doenca afeta as folhas, ramos e vagens, ocasionando perdas
significativas. Nas folhas a antracnose afeta as nervuras causando

escurecimento com manchas deprimidas e formato eliptico, seguidas de
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necrose na superficie, tanto na face adaxial quanto na abaxial (PAULA JUNIOR
et al., 1995).

Entre as medidas preventivas para o controle da doenca tem-se
recomendado o uso de praticas culturais. Outra opcdo é o uso de produtos
quimicos, que muitas vezes torna-se inviavel para o pequeno produtor devido
ao aumento expressivo dos custos de producéo, levando o produtor a procurar
alternativas como a utilizagdo de genatipos resistentes.

Nesse sentido, objetivou-se neste trabalho, determinar caracteristicas
morfométricas, culturais, genéticas e sensibilidade a fungicida do agente causal

da antracnose do feijdo-fava no estado de Alagoas.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da cultura do feijao-fava

O feijao-fava (P.lunatus) também conhecido como feijao-lima é uma
Fabaceae, pertencente ao género Phaseolus. E cultivada e comercializada na
Ameérica do Norte, América do Sul, Europa, leste e oeste da Africa e sudeste da
Asia (BAUDOIN, 1988). Contudo tem maior adaptacdo a regides de climas
guentes e umidos (LYMMAN,1983).

Nos Estados Unidos a fava é produzida no sul do pais, seu consumo se
da no estado de maturagcédo ou verde, na forma de conservas (graos enlatados
ou congelados e empacotados), muito apreciada pela populacdo, superando o
consumo de grados secos (VIEIRA, 1992a). No Brasil, os graos séo
predominantemente consumidos ainda em estado verde e apds cozimento. O
feijdo-fava possui grande importancia na alimentacdo humana e animal, devido
ao seu valor nutricional, com teor de proteina aproximado de 26,70%. A planta
pode ser utilizada também como adubo verde e como cultura de cobertura na
protecdo do solo contra a erosdo causada pelas chuvas (VIEIRA, 1992b).

No Brasil, em 2010, foram produzidas 7300 t. de gréos secos do feijao-
fava, em uma area plantada de 29.800 ha, onde s6 o nordeste representa
95,99% da area plantada. O maior produtor € o Estado da Paraiba com
producdo de 2.800 t. Alagoas ndo representa muito na composi¢cao produtiva
da regido, ocupando a ultima posicdo no ranking, com producédo de 118 t
(FUNDACAO INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA -
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IBGE, 2010). No entanto a importancia da cultura para subsisténcia das
familias rurais do Estado pode ser facilmente verificada em visitas as pequenas

propriedades.

2.2 Problemas fitossanitéarios da cultura do feijao-fava

Na cultura do feijao-fava séo relatadas inidmeras doencas, dentre elas,
as doencas causadas por fungos, bactérias, nematbides e fitovirus
(ZAUMEYER & THOMAS, 1957; CIAT, 1980; RACHIE et al., 1980).

No Brasil existem poucos relatos relacionados as doencas do feijao-
fava, devido a falta de pesquisas realizadas por de 6rgdos responsaveis, com
isso a exploracdo comercial da cultura torna-se inviavel, sendo cultivada
apenas por pequenos produtores como agricultura de subsisténcia
(CARVALHO et al., 2010).

Dentre as doencas que atacam o feijdo-fava a antracnose, € a mais
comum, sendo verificada sua ocorréncia em todas as areas de cultivo. Quando
o ataque ocorre nas folhas (nervuras, peciolos), ramos, pedinculo e vagens
sdo ocasionados reducdo da producdo e depreciacdo do valor comercial dos
graos (EMBRAPA, 2003).

2.3 Antracnose

As antracnoses, causadas por Colletotrichum spp. s&o doencas
frequentes que ocorrem em diferentes espécies de plantas cultivadas (LOPEZ,
2001) e séo considerados fitopatégenos de grande importancia pois, causam
severas perdas em muitas culturas tropicias, subtropicais e temperadas. De
modo geral, os cereais, as fruteiras e as hortalicas sdo gravemente afetadas
por essa doencga, culminando com consideraveis perdas de produgédo. Os
danos de pés-colheita em frutos é o que causa perdas econbmicas mais
significativas aos produtores (FREEMAN, KATAN, SHABI 1998; FREEMAN et
al., 2000).

De acordo com Carvalho et al., 2010, a antrachose na cultura do feijao-

fava é causada pelo fungo C. truncatum. Devido as condi¢cdes climaticas
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favoraveis da regidao Nordeste que apresenta o maior indice da doenca. Pode
ser vista com frequéncia nos plantios dos pequenos produtores e até mesmo
nos experimentos de pesquisa, 0 que provoca grandes problemas, causando
danos a cultura, com perda da producdo quando o atague acontece
principalmente no inicio do desenvolvimento da planta (CARVALHO et al.,
2010).

Os sintomas sao observados em toda parte aérea da planta, ao longo
das nervuras, na fase inferior das folhas e em brotos jovens. Nas sementes
contaminadas as lesbes sdo pequenas de coloragdo marrom-escuras e
deprimidas, de tamanhos variaveis e até mesmo de cor negra quando Sao
observadas nos cotilédones. No hipocétilo apresenta lesbes alongadas,
superficiais ou deprimidas, causando o estrangulamento e a morte das
plantulas. No caule e no peciolo as lesbes tém formato eliptico, sdo deprimidas
e escuras. Os sintomas mais caracteristicos desta doenca sdo as lesfGes
necréticas, de coloracdo marrom-escura nas nervuras da face abaxial das
folhas, com escurecimento, que causa necrose nas areas adjacentes. Nas
vagens, 0s sintomas séo as lesdes arredondadas de coloracdo avermelhada,
deprimidas e de tamanho variavel, formando acérvulos do patdégeno, uma
espécie de massa esbranquicada a résea, com varias setas (PAULA JUNIOR
et al., 1995).

Para a antracnose do feijoeiro comum, as praticas de controle
recomendadas sao: a rotacdo de cultura com gramineas, resisténcia varietal,
sementes sadias e produtos quimicos, usados principalmente para o
tratamento de sementes, bem como o uso de variedades resistentes
(BIANCHINI et al.,, 2005). Como n&o héa registro de material resistente a
antracnose do feijao-fava, recomenda-se que sejam utilizadas sementes sadias

e uso de produtos quimicos para controle da doenca (CARVALHO et al., 2010).

2.3.1 Colletotrichum spp.

O ciclo de vida de Colletotrichum passa pelos estagios de hemibiotréfico,
biotrofico e necrotréfico. No inicio do parasitismo o fungo produz um apressorio

melanizado e com a penetragdo hifas primarias ndo causam a morte das
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células. Nesse estagio de infeccdo € chamado de biotréfico. Em seguida as
hifas secundérias sdo formadas e se espalham por toda célula matando o
hospedeiro, esta € a fase necrotroéfico, o inicio desta fase acontece entre 48 a
72 horas depois do inicio da inoculacdo se as condi¢cdes ambientais forem
favoraveis (MUNCH et al., 2008).

Espécies pertencentes ao género Colletotrichum sdo fungos
mitospéricos que apresentam micélio desenvolvido, septado e ramificado
(AGRIOS, 2005). O género Glomerella Spauld. & H. Schrenk (Ascomycota)
corresponde a fase sexuada de Colletotrichum (INDEX FUNGORUM, 2004).

As condicbes favoraveis para o desenvolvimento do fungo séo
temperaturas moderadas de 13 a 27° C, sendo a ideal 21° C, com a umidade
relativa do ar acima de 91%, por periodo de seis a nove horas. Estas condi¢cdes

favorecem a disseminacao da doenca (CARVALHO et al., 2010).

A disseminacdo desse fungo pode ocorrer a longas distancias, através
de sementes contaminadas. A infeccdo e o desenvolvimento dos sintomas da
doenca podem aparecer em todos os 6rgaos aéreos da planta, desde o inicio
do seu desenvolvimento, podendo causar tombamento de pré e pos-
emergéncia (BLACK et al., 1991).

Os conidios produzidos nos acérvulos ficam envolvidos por uma matriz
gelatinosa constituida de polissacarideos e proteinas sollveis em agua. Essa
matriz provavelmente protege os conidios da dissecacdo e aumenta a
eficiéncia de germinacéo e penetracdo no tecido hospedeiro (MENEZES 2002).
Segundo Mishra & Siradhana (1979) os conidios ndo constituem estruturas de
sobrevivéncia porque sua viabilidade diminui rapidamente. Entretanto, o micélio
pode permanecer viavel por longo periodo em sementes infectadas, em restos

de cultura, ou ainda como infec¢des latentes.

A germinacdo dos conidios ocorre somente na presenca de agua livre
ou em elevada umidade relativa. No processo de infec¢do, o apressorio adere
a superficie do hospedeiro por meio de uma mucilagem hemicelulésica,
emitindo hifas de penetracdo e colonizacdo do tecido. Além das propriedades
de sobrevivéncia, adesao e infeccdo do hospedeiro, os apressoérios podem

germinar dando origem a outros apressorios em cadeia (MENEZES 2002).
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Algumas espécies sdo mais especificas a um determinado hospedeiro,
como por exemplo, C. lindemuthianum em feijoeiro. Por outro lado, C.
gloeosporioides e C. acutatum, podem ocorrer em diferentes familias de
hospedeiros, indicando que uma espécie pode causar doenca em VAarios
hospedeiros, bem como um dnico hospedeiro pode ser atacado por diferentes
espécies de Colletotrichum, as quais induzem sintomas semelhantes aos da
antracnose. Neste Ultimo caso, a identificacdo do agente etiolégico, baseado
somente em caracteres morfolégicos, pode ser de dificil conclusdo. Assim, a
aplicacdo conjunta com outros métodos de identificacdo pode possibilitar uma
diferenciacao correta (MENEZES, 2006).

2.4 Variabilidade fenotipica e genotipica de espécies de Colletotrichum

2.4.1 Caracterizacdo morfologica e cultural

Estudos de identificacdo do género Colletotrichum tém sido baseados
principalmente em critérios morfolégicos e culturais (SUTTON, 1992;
TALHINHAS et al., 2002; PERES et al., 2002; ANDRADE et al., 2007). Entre as
caracteristicas culturais mais utilizadas, estdo a taxa de crescimento micelial e
a coloracdo da colonia. Estas caracteristicas sdo consideradas Uteis para
distincdo entre espécies do género, tais como C. acutatum e C. gloeosporioides
(TOZZE JUNIOR et al., 2006)

Caracteristicas como morfologia de conidios, setas e teleomorfo, a
coloragdo da colbnia, producdo de pigmentos e taxa de crescimento tém sido
usadas para diferenciar espécies morfologicamente semelhantes, como C.
capsici, C. dematium, C. truncatum, C. acutatum e C. gloeosporioides entre
outros (SUTTON, 1992).

De acordo com Sutton (1992), C. acutatum demonstra forma dos
conidios retos, fusiformes e extremidades afiladas, o comprimento varia de 8,5
e 16,5 mm e largura de 2,5 e 4,0 mm, o que diferencia de C. gloeosporioides
que apresenta o0s conidios retos, cilindricos e apices arredondados, o

comprimento varia de 12 e 17 mm e largura 3,5 e 6 mm. A forma estrutural, dos
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conidios afilados apenas em uma das extremidades confirma o trabalho
realizado por Vinniere (2004), em isolado de C. gloeosporioides.

De acordo com, Photita et al., (2005) em pesquisa, demonstrou
diferencas importantes em caracteristicas dos grupos morfologicos de
Colletotrichum spp. no tamanho dos conidio e taxa de crescimento do micélio
em meio BDA. Em C. trucatum o comprimento dos conidios variaram entre 20 a
31um e largura de 3 a 4 um, sendo diferente de C. gloeosporioides e de C.
musae. A temperatura 25 a 28°C para C. trucatum favorece a germinacdo e a
taxa de crescimento micelial que varia de 5,7 a 7,4mm/dia.

De acordo com Carvalho (2009) os isolados de C. truncatum no feijao-
fava apresentaram as estruturas dos conidios hialinos, unicelulares, falcado e
extremidades afiladas e varios acérvulos com setas asseptadas de coloracéo
marrom-escuro. O comprimento dos conidios variou entre 18,31-26,63 um e a

largura ficou 2,01-4,06 pm.

Essas caracteristicas morfoldgicas dos isolados estdo de acordo com as
descritas, para C. truncatum que confirma o trabalho realizado por Sutton
(1980) ocorrendo variacdo na largura dos conidios que foi menor. Outros
trabalhos confirmando a morfolégia de isolados do género Colletotrichum,
Tozze Janior et al., (2006) mostrou que alguns dos isolados de C.
gloeosporioides demonstrou uma largura média dos conidios, sendo inferior ao
valor minimo citado por Sutton (1992) de Colletotrichum sp. Outros trabalhos
relacionados as caracteristicas dos conidios demonstram a limitacdo desta
caracteristica para fins taxondémicos, principalmente quando os isolados sdo
cultivados em meios artificiais (BUENO, 2005)

Os apressorios apresentaram formato ovalado em todos isolados, os
apressorios clavados e irregulares, produziram lateralmente tubos germinativos
curtos (COUTO & MENEZES, 2004; MAFACIOLI et al., 2006; ANDRADE et al.,
2007; HARADA et al., 2008; TOMIOKA et al., 2008).

Os tipos de meios usados para crescimento dos isolados C. trucatum
propiciam uma variagdo na coloracéo das colGnias, ou seja, iSso acontece de
acordo com a composicdo do meio. No meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) a cor

da colbnia varia de cinza-claro a cinza-esverdeado, com pouco micélio aéreo e
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submerso, apresentado formato estrelado, com grande producdo de conidios
em massa mucilaginosa de coloragédo branca a amarelo claro. O meio Feijdo-
Dextrose-Agar (FDA) favorece inicialmente a formacg&do de colonias com micélio
aéreo flocoso, a coloracdo apresenta-se branco-acinzentado nas bordas e
escuro na parte central. Com o amadurecimento das col6nias, o micélio cobre
os conidios apresentando massa de cor variando de amarela-claro a salméo
(CARVALHO, 2009). As cores das colbnias podem variar de acordo com o
meio utilizado em que o isolado vai ser submetido (MAYONJO & KAPOORIA,
2003; SERRA et al., 2008).

Outras caracteristicas culturais como producdo de microesclerodios e
setas também séo utilizadas na caracterizacdo de espécies desse género. C.
coccodes, espécie que produz estruturas do tipo microesclerddios, enquanto
que a producdo de setas depende da umidade relativa do ambiente. Desta
forma, a Ultima caracteristica ndo deve ser utilizada para taxonomia de
Colletotrichum (TOZZE JUNIOR, MASSOLA JUNIOR, 2007)

Observada as caracteristicas de isolados de C. truncatum nos meios
FDA e BDA, foi constatada variabilidade nas colbnias, indicando claramente
que essas caracteristicas podem ser alteradas de acordo com o meio utilizado.
De acordo com, Carvalho (2009) alguns isolados no meio FDA apresentam um
crescimento maior e maiores apressorios. No meio BDA ocorreu uma maior
producdo de conidios. A germinacdo dos conidios em BDA variou com maior
percentual de germinagéo, comparado ao meio FDA (CARVALHO, 2009).

Mesmo nao sendo seguros, os trabalhos envolvendo a identificacdo de
espécies do género Colletotrichum, os métodos morfoldgicos e culturais devem
ser utilizados. Porém outras técnicas mais recentes mais precisas devem ser
acrescentadas aos estudos, tais como as técnicas baseadas em acidos

nucléicos.
2.4.2 Caracterizacdo molecular
A taxonomia tradicional de organismos representam uma area

importante da micologia na distincdo de fungos mitospéricos. A identificacédo e

classificacdo dos fungos tém como base caracteristicas morfométricas,
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fisioloégicas e culturais de populacbes de fungos. Entretanto alguns pontos
podem dificultar a identificacdo de espécies de Colletotrichum como:
similaridade morfolégica e tipo de substrato a ser utilizado no cultivo (SUTTON,
1992; SUTTON, 1980).

Nesse contexto, o desenvolvimento da biologia molecular possibilitou a
criacdo de vérias técnicas baseadas na analise do DNA, que permitem a
deteccado de polimorfismo utilizando marcadores moleculares a fim de melhorar
a identificacdo de espécies e até mesmo a reclassificacdo de grupos
heterogéneos (THOMPSON et al., 2006). O uso de ferramentas apropriadas
tem sido bastante util na diferenciacéo das espécies de Colletotrichum (LOPEZ,
2001). Dentre essas técnicas podem ser citadas o dsRNA, RAPD, RFLP,
cariétipos moleculares e sequenciamento.

Nos Ultimos anos, a utlizacdo da sistematica molecular esta
revolucionando a visao evolutiva dos fungos mitosporicos. Os loci comumente
utilizados em sistematica molecular de fungos sao o rDNA ribossomal nuclear
e mitocondrial (18S, 28S, ITS, IGS, mtSSU, mtLSU), bem como genes
codificadores de proteinas, como RNAs polimerases (RPB1 e RPB2).
(SCHMITT et al., 2000). Estes loci tém sido utilizados em estudos filogenéticos
para diferenciar populacbes de C. acutatum, C. coccodes, C. fragariae, C.
gloeosporioides, C. kahawae, C. magna e C. orbiculare (CORRELL et al., 1993;
FREEMAN et al., 1993; HODSON et al., 1993;. SREENIVASAPRASAD et al.,
1993;. SHERRIFF et al., 1994; BROWN et al., 1996; JOHNSTON & JONES,
1997).

Estudos utilizando marcadores moleculares para a analise de espécies
de Colletotrichum tém demonstrado a existéncia de grande variabilidade deste
fungo em campos de producdo de feijdo em regides distintas (SILVA, 2004).
Dentre os marcadores empregados, o ITS (espacador transcrito interno), tem
sido mais utilizado para detectar divergéncia evolutiva recente dentro de
espécies de Colletotrichum (FREEMAN et al., 2000; FORD et al., 2004). Além
disso, primers especificos da espécie foram identificadas de acordo com
dissimilaridades na sequéncia das regides ITS de isolados representativos de
Colletotrichum a partir de espécies diferentes (MILLS et al., 1992; HODSON et
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al., 1993.; SREENIVASAPRASAD et al.,, 1993;, BROWN et al.,, 1996;.
JOHNSTON & JONES, 1997; FORD et al., 2004).

A comparacdo de sequéncias da regido ITS 1 do rDNA entre C.
gloeosporioides e outras espécies do género levaram ao desenvolvimento de
oligonucleotideos (primers) especificos, Calnt2/ITS4 e o CgInt/ITS4, para a
diferenciacdo entre C. gloeosporioides e C. acutatum por PCR (reacdo da
polimerase em cadeia). A técnica foi utilizada com sucesso em diversas
culturas como péssego, mamao, maracuja, citros, manga, morango (BROWN
et al.,, 1996; SREENIVASAPRASAD et al, 1996; PERES et al., 2002;
AFANADOR-KAFURI et al., 2003; ANDRADE et al., 2007).

Atualmente, oito genes tém sido sequenciados a fim de identificar
espécies de Colletotrichum, tais como: actina, quitina sintetase (CARBONE &
KOHN, 1999), calmodulina (O’'DONNELL, et al.,, 2000; WEIR et al., 2012) B-
tubulina-2 (O'DONNELL & CIGELNIK, 1997), gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase @ (TEMPLETON et al, 1992), glutamina sintetase
(STEPHENSON et al.,1997; WEIR et al., 2012), ITS 1 e 4 (WHITE et al., 1990)
e magnésio superoxido dismutase (MARIWAKI & TSUKIBOSHI 2009). O
sequenciamento desses genes possibilitou a identificacdo de vinte e duas
espécies e uma subespécie dentro do complexo Colletotrichum (DAMM et al.,
2012).

A caracterizacdo patogénica também tem sido utilizada por muitos
pesquisadores. Sabe-se que, tanto uma espécie pode causar doenca em varios
hospedeiros, bem como um Unico hospedeiro pode ser atacado por diferentes
espécies, sugerindo a patogenicidade cruzada como um método complementar

para a diferenciacdo de espécies (PERES et al., 2002).

2.4.3 Sensibilidade a fungicidas

O controle quimico de doencas de plantas €, em muitos casos, a Unica
medida eficiente e economicamente viavel de garantir as altas produtividade e
qualidade de producéo, visadas pela agricultura moderna (KIMATI, 2011). A
aplicacdo de fungicidas é em muitos casos, o0 método mais utilizado para
controle da antracnose em diversas culturas, entre elas, a cultura do feijoeiro
(BIANCHINI et al., 2005) e feijao-fava (CARVALHO et al.,2010).
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A utilizacdo continua de produtos quimicos para o controle de pragas e
doencas de plantas, pode promover a selecdo de populacdes resistentes aos
produtos utilizados (SALES JUNIOR et al., 2007).Em varios paises s&o
relatados casos de resisténcia de Colletotrichum a fungicidas, inclusive no
Brasil, ha relatos de Glomerella cingulata em maca ao composto benomil
(FORTES, 1985), C. fragarie do morangueiro (TANAKA et al.,, 1997) e
resisténcia de isolados de C. lindemuthianum ao benomil e outros fungicidas do
grupo dos benzimidazéis (MARINGONI & BARROS, 2002).

Certas espécies, no entanto, podem ser menos sensiveis aos fungicidas.
Podem-se citar como exemplo, diferencas na sensibilidade entre algumas
espécies de Colletotrichum, como por exemplo: C. acuntatum, que é citado
como menos sensivel a benomil, captana e propiconazol, e mais sensivel a
miclobutanil e tebuconazol do que C. gloeosporioides (TOZZE JUNIOR, 2007;
VINNIERE, 2004)

Dentre os diversos atributos genéticos, a sensibilidade a compostos
quimicos tem sido empregada para estudos de variabilidade entre isolados de
Colletotrichum de diferentes origens (SHABI et al., 1994; BERNSTEIN et al.,
1995).

Em estudos com isolados de Colletotrichum, associados a frutos de
pessegueiro (Prunus persica), foi possivel inserir os isolados em dois grupos
distintos: o primeiro, formado por representantes da espécie Colletotrichum
acutatum, apresentou colénias de coloracdo résea, crescimento rapido em
meio BDA e crescimento satisfatorio em meio complementado com benomyl; o
segundo grupo, de isolados da espécie C. gloeosporioides, caracterizou-se por
colénias de cor acinzentada, cresceu mais lentamente em BDA e ndo se
desenvolveu em meio com o0 mesmo fungicida. Confirmando a importancia do
meétodo de sensibilidade a fungicidas para a caracterizacdo de populacdes de
espécies de fungos do género Colletotrichum (BERNSTEIN et al.,1995).

Estudos com isolados pertencentes a diferentes espécies de
Colletotrichum apresentaram sensibilidade diferenciada a fungicidas
sistémicos. Isolados de C. gloeosporioides e C. boninense foram mais
sensiveis aos benzimidazoéis (Carbendazim e tiabendazol), enquanto que

isolados de C. acutatum foram mais sensiveis a azoxistrobina, por outro lado,
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isolados de C. coccodes tiveram a menor sensibilidade para os fungicidas
acima relacionados (TOZZE JUNIOR, 2007).

Além dos principios ativos serem importantes para definicdo de
estratégias de controle quimico para muitas doencas no campo, esses
compostos também sao Uteis para separacdo de espécies fungicas. Entretanto,
se faz necessario mais estudos envolvendo a caracterizacdo das novas
espécies de Colletotrichum que vém sendo recentemente relatadas (WEIR, et
al., 2012).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem, obtencéo e preservacao dos isolados

Para a conducdo do experimento, foram utilizados 20 isolados de
Colletotrichum obtidos do feijado-fava oriundos de cinco municipios do estado de
Alagoas (Figura 1). A partir de folhas e vagens com sintomas de antracnose foi
realizado o isolamento do patdégeno, através do método indireto. Pequenas
amostras da area sintomatica foram transferidas para placas de Petri contendo
meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e incubadas em B.O.D. a 251 °C, com
fotoperiodo de 12 horas de luz, durante sete dias. Apdés a incubacao,
evidenciado o crescimento micelial, partes das col6nias foram transferidas para

tubos de ensaio com meio de cultura BDA e mantido a 4 °C.
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Figura 1. Municipios do estado de Alagoas produtores de fava utilizados no
experimento para isolamento de Colletotrichum spp.
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FONTE: Autor, 2012.

A partir dos isolamentos foram obtidos culturas monospédricas dos
isolados, espalhando-se os conidios contidos em uma gota de agua (3 a 4%)
na superficie do meio Agar-Agua (AA) contido em placa de Petri. Apos 24 e 36
horas de incubacéo, a temperatura de 25 + 1 °C, as placas foram examinadas
ao microscopio éptico e os esporos individuais e germinados foram transferidos
para placas contendo BDA. Apds a obtencdo da cultura monospoérica, 0s

isolados foram preservados a 10 °C, em tubos de ensaio contendo BDA.

3.2 Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado com folhas destacadas do feijao-
fava assintomaticas. As folhas foram esterilizadas superficialmente com etanol
(70%), ferido com agulha estéril e em seguida foi inoculada uma gota de 20 L
da suspensdo de conidios de Colletotrichum (2 x 10° conidios/mL). Folha
controle foi inoculada com 20 pL de agua-destilada-estéril (ADE). As folhas
foram depositadas em gerbox, seguido da deposicdo de um chumaco de
algodao estérii e 10 mL de ADE e mantidos em B.O.D. a 251 °C em

fotoperiodo de 12 horas. Apos 7 dias de inoculacdo foram examinadas para o
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desenvolvimento de lesdes. Apos 14 dias, os esporos a partir de folhas doentes
foram assepticamente transferidos e cultivados em placas de BDA e incubadas
a 25+1 °C com fotoperiodo de 12 horas de luz durante 7 dias. As culturas
resultantes foram avaliadas a col6nia e morfologia dos esporos para confirmar

0s postulados de Koch.

3.3 Caracterizacao cultural

Para a conducdo deste ensaio foram utilizados os 20 isolados
monosporicos de Colletotrichum (Tabela 2). Foi avaliada a caracteristica
morfologica da coldnia de cada isolado. Discos de BDA contendo micélio (5
mm de diametro) foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo
o0 meio de cultura AvA (30 g de aveia, 17 g de agar e 1000 mL de agua). As
placas contendo os discos foram incubadas em B.O.D. a 25+1 °C, com

fotoperiodo de 12 horas de luz, por sete dias.

3.3.1 Avaliacéo

Foram feitas leituras diarias de dois diametros ortogonais das coldnias,
com auxilio de um paquimetro digital MK-DC - 6” (150 mm), durante sete dias.
As médias obtidas dos diametros serviram para o célculo do indice de
Crescimento Micelial — ICM (mm/dia). No oitavo dia, foi observado visualmente
0 aspecto morfologico de cada colbnia. Para isso levou-se em consideracao a
topografia, a coloracdo da colénia e posicdo do micélio em relacdo ao

substrato.

3.3.2 Anélise dos dados

De posse dos dados, foram calculados o indice de Crescimento Micelial
(ICM) segundo a formula:
C, C, Cn

ICM = + +
N1 N> Nn

em que:

ICM= indice de crescimento micelial
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C1= crescimento micelial no primeiro dia

N1= numero de dias

Os valores médios do indice de crescimento micelial foram submetidos a
analise de variancia e comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. O programa empregado foi o STATISTIX 9.0.

3.4 Caracterizacdo morfoldgica

Neste ensaio foram verificados a forma e o tamanho dos conidios dos 20
isolados monospodricos de Colletotrichum. Os isolados foram repicados para
placas de Petri contendo meio de AvA. Apds a repicagem, as placas foram
mantidas a 25+1 °C, incubadas em B.O.D. a 25+1 °C, no escuro. Apés 16 dias
foram obtidas suspensdes de conidios. Para isso os conidios foram removidos
de cada placa com uso de 20 mL de ADE e filtrados em gaze. Posteriormente,
retirou-se uma gota de 25 pL e depositada em uma lamina. Em seguida,
transferida para uma placa de Petri contendo duas camadas de papel filtro e
um suporte de plastico (canudo - VITALINA®). Em cada placa foi depositado,
10 mL de ADE e fechada com plastico PVC.

As placas foram incubadas em temperatura ambiente no escuro. No
intervalo de 6 horas, foi verificada a esporulacao e formacédo dos apressorios.
Com a suspensdo dos conidios, foram confeccionadas laminas semi-
permanentes para observagdo dos isolados quanto a forma e tamanho dos

conidios e apressorios em microscopio optico.

3.4.1 Avaliacéo

As laminas de cada isolado foram avaliadas, sendo caracterizados a
forma e o tamanho de 50 conidios. Quanto a dimenséo, efetuou-se a medicao
do comprimento e largura de 50 conidios por lamina. Sendo esses avaliados
em sistema de video-cAmara acoplado a um microscopio Optico. As
mensuracdes das dimensBes reais de cada conidio foram realizadas
indiretamente por meio da mensuracao da imagem dos mesmos. A imagem de
aumento de 400x do microscépio 6ptico (NIKON® ECLIPSE 50i) foi projetada
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em monitor televisivo através de sistema de camara de video (DIGITAL BEL-
PHOTONICS® — S/N: T504304, 5,0 MP) acoplado ao microscépio 6ptico. As
imagens foram registradas com auxilio do software: BELVIEW v 7.1.1.2 e
posteriormente realizadas as mensuracdes dos conidios, apressorios e setas

de cada isolado utilizando o software.

3.4.2 Analise dos dados

Para a analise dos dados foram obtidos os valores médios de
comprimento, largura e relacdo comprimento/largura dos conidios, apressorios

e setas de cada isolado e plotados em planilhas no EXCEL.

3.5 Caracterizagao Molecular

3.5.1 Extracdo de DNA

Os fungos foram transferidos para o laboratério de Fitopatologia
Molecular/CECA/UFAL. Dando inicio ao procedimento de extracdo de DNA foi
utilizando uma porcdo de micélio de cada fungo, e transferido para um
almofariz separadamente, em seguida, colocado em ultra freezer A -80 °C por
um periodo de 30 minutos apds este tempo € retirado e posteriormente,
macerado com o pistilo até ficar o mais liquido possivel. Em seguida, adicionou
990 pL de tampéao de extragdo (50 mM de Tris-HCI pH 7,2; 50 mM de EDTA e
3% de SDS) + 10 uL de mercapto etanol; e distribuiu em dois tubos de 1,5 cada
amostra ficou por 30 minutos em banho-maria a 65°C; e centrifugando a 15.000
rpm por 15 minutos; retirou a fase aquosa e colocou em novos tubos; com a
adicdo de 600pL de CIA (24:1) + 200 puL de CTAB 10%; foi levado para agitar
no voértex; e mais uma vez centrifugar a 15.000rpm por 15 minutos; retirou-se a
fase aquosa com cuidado para nao ir com sujeira e em seguida transferiu para
novos tubos; adicionando 400 pL de isopropanol e misturou com a inverséo dos
tubos; deixou no freezer por 2 horas; levando para centrifugar a 15.000 rpm por
10 minutos; fez o descarte do sobrenadante e adicionou 400 pL de etanol 70%;
mais uma vez retornou para a centrifuga a 15.000 rpm por 5 minutos e

descartou o sobrenadante; adicionando 400 uL de etanol absoluto; retorna a
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centrifuga 15.000 rpm por 5 minutos e descarta o sobrenadante; colocou o0s
tubos para secar em papel toalha a temperatura ambiente até que o &lcool que
evapora-se e adicionou 40 pL de TE levando para colocar em banho-maria a

37°C até que o pellet se dissolva; (Doyle & Doyle, 1997).

3.5.2 Reacéo de PCR

Baseado em trabalhos anteriores, para a amplificagcdo por PCR da
regido ITS (espacador transcrito interno) do DNA ribossomal (rDNA), foram
utilizados os primers ITS1 e ITS4.

Os produtos de PCR provenientes da regido ITS foram purificados com
utilizando illustra GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).
O sequenciamento dos isolados realizado pela Macrogen Inc (Seul, Coréia do
Sul) diretamente a partir dos produtos de PCR purificados. As sequéncias

nucleotidicas obtidas foram utilizadas nas analises filogenéticas.

3.5.3 Andlise Filogenética

As sequéncias geradas foram editadas no programa DNAMAN versao 6
e posteriormente  submetidas  ao algoritmo BLASTNn (NCBI-
www.ncbi.nlm.nih.gov) para a atribuicdo preliminar dos isolados em nivel de
espécie.

Para andlise filogenética, as sequéncias foram inicialmente alinhadas
utilizando o software MUSCLE disponivel no pacote computacional MEGA 5
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al.,, 2007). O
alinhamento das sequéncias serviu como base para reconstrucéo filogenética
por Neighbor-joining, utilizando o modelo de substituicdo Tamura-Ney (1993). A
confiabilidade da arvore gerada foi obtida a partir 1000 repeticbes bootstrap.
Sequéncias de outras espécies fungicas disponiveis no GenBank foram
incluidas nas andlises. A arvore foi utilizada com a finalidade de determinar o

estado taxondmico dos isolados obtidos nesse trabalho.

3.6 Sensibilidade a fungicidas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Foram realizados experimentos “in vitro” para determinar a sensibilidade
a fungicida. Os produtos avaliados com o ingrediente ativo, grupo quimico,
classe e modo de agdo, encontram-se na Tabela 1. O experimento foi
conduzido em duas etapas, a primeira foi realizada com cinco fungicidas,
quatro doses e um isolado de Colletotrichum e a segunda foi realiza com

apenas um fungicida e uma dose.

Tabela 1. Produto comercial, ingrediente ativo, grupo quimico, classe e modo de
acao dos fungicidas utilizados nos testes de sensibilidade “in vitro”
do fungo Colletotrichum spp. isolado do feijdo-fava.

Modo de acdo

. Ingrediente Grupo — —
Fungicida 9 ; rup Classe Sitio primario Processo
ativo (i.a.) quimico ~
de acdo afetado
Derosal 500 Carbendazim Benzimidazol Sistémico Tubulina Mitose
Divisdo celular dos Inibidores da
Benlate Benomil Benzimidazol Sistémico funaos biossintese de
9 ergosterol (IBES)
Vitavax- Carboxina e Carboxamidas e Sistémico Oxidacao de Respiracio
Thiram 200 Tiram Ditiocarbonato e contato succinato pirac
. Fludioxonil + Benzimidazol e Sistémico . Tubulina e Mitose e sintese
Maxim . polimerase de RNA .
metalaxyl-M Metalaxil e contato - de proteina
ribossomal
Inibidores de
Folicur Tebuconazole Triazéis Sistémico Membrana celular Biossintese de

dos fungos

esterdis (IBEs)

FONTE: Autor, 2012.

3.6.1 1° etapa

Neste ensaio utilizou-se o isolado ICT 07 (Tabela 2). O isolado foi
cultivado em meio BDA e mantido em B.O.D. a 25+1 °C, com fotoperiodo de 12
horas de luz, por sete dias. Apos este periodo, disco de 0,5 cm de diametro
contendo micélio fungico foi transferido para o centro de placa de Petri
contendo BDA + fungicida nas dosagens de (O pL, 1 pL, 3 pL, 5 pL e 10 pL) por

100 mL de BDA selecionados para estudo.

3.6.1.1 Avaliacéo
O delineamento foi inteiramente casualizado com trés repeticbes por

tratamento, cada placa correspondendo a uma repeticdo. Foram realizadas
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avaliacdes no sétimo dia apos a incubacdo. Comparando-se o crescimento
micelial de cada tratamento com a testemunha, calculou-se a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (PIC) (MENTEN et al., 1976):

_cresc. do diametro da testemunha - cresc. do didametro da tratamento
PIC = — X 100
cresc. do diametro da testemunha

A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi efetuada

mediante andlise de regresséo.

3.6.2 2° Etapa

Foram utilizados 20 isolados de Colletotrichum, crescidos em meio BDA
+ 5 pL de fungicida e mantidos em B.O.D. a 25+1 °C, com fotoperiodo de 12
horas de luz, por sete dias. Todos os dias foram realizados medi¢cdes do
didmetro ortogonais de cada tratamento. Apds nove dias de incubagdo os

dados foram catalogados e registrados em planilha do EXCEL.

3.6.3 Avaliacéo

Foram realizadas trés repeticbes por tratamento, cada placa
correspondendo a uma repeticdo, adotando-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado. As médias foram comparadas utilizando o teste de
Tukey a 5%de probabilidade. Nas duas etapas foi empregado o programa
STATISTIX 9.0para analise dos dados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de patogenicidade

Todos os isolados empregados neste estudo foram patogénicos as
folhas do feijdo-fava destacadas (Tabela 2). Os primeiros sintomas
apresentaram aos cinco dias apos a inoculacdo. Foram observadas manchas
avermelhadas que se iniciaram nas nervuras na fase abaxial da folha. Na fase
adaxial as lesGes apresentaram-se deprimidas, grandes e avermelhadas sobre

as quais se formam os acérvulos do patdégeno, com aspecto de massa
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esbranquicada e numerosas setas, e grande quantidade de conidios (Figura 2).

Este resultado corrobora com os realizados por Mendes & Bergamin Filho,
(1986); Rios et al., (2001); Mafacioli et al., (2006, 2008) e Serra et al., (2008)

que reforcam a importancia da técnica da folha destacada em estudos com

fungos fitopatogénicos.

Tabela 2. Isolado, local de origem, 6érgdo de isolamento, ano de coleta e teste de

patogenicidade dos 20 isolados de Colletotrichum spp. provenientes
do feijdo-fava.

Isolado Local de origem Orgéo de Localizacdo Coleta
isolamento N W
ICT 01 Messias —AL Vagem 09°25'01,2” 35°50°21,0° 2012
ICT 02 Messias —AL Vagem 09°25'01,2” 35°50°21,0° 2012
ICT 03 Sao José da Laje —AL Vagem 09° 03’ 14,8” 36°02 00,77 2012
ICT 04 Sao José da Laje —AL Vagem 09° 03’ 14,8” 36°02 00,77 2012
ICT 05 Unido dos Palmares —AL Vagem 09° 04’ 02,4” 36° 02’ 22,8” 2012
ICT06  Unido dos Palmares —AL Vagem 09° 04’ 02,4 36°02 22,8 2012
ICT 07 Murici —AL Folha 09°17'05,4” 35°57'42,9" 2012
ICT 08 Murici —AL Folha 09°17'05,4” 35°57'42,9" 2012
ICT 09 Murici —AL Folha 09°17'05,4” 35°57'42,9" 2012
ICT 10 Murici —AL Folha 09°17'05,4” 35°57'42,9" 2012
ICT 11 Murici —AL Vagem 09°19’' 55,17 35°53'49,2” 2012
ICT 12 Murici —AL Vagem 09°19°' 55,17 35°53'49,2" 2012
ICT 13 Murici —AL Folha 09°19°' 55,17 35°53'49,2” 2012
ICT 14 Murici —AL Folha 09°19’' 55,17 35°53'49,2” 2012
ICT 15 Messias —AL Vagem 09°23'31,6” 35°50' 12,6 2012
ICT 16 Messias —AL Vagem 09°23 31,6 35°50°12,6” 2012
ICT 17 Messias —AL Vagem 09°23 31,6 35°50°12,6” 2012
ICT 18 Rio Largo —AL Folha 09°28'01,9” 35°49424” 2011
ICT 19 Rio Largo —AL Folha 09°28'01,9” 35°49424” 2011
ICT 20 Rio Largo —AL Semente 09° 28 01,9" 35°49 424" 2012

Teste de patogenicidade realizado em folhas sadias do feijéo-fava

FONTE: Autor, 2012
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Figura 2. Folha do feijdo-fava com sintomas da antracnose causada por
Colletotrichum spp.

FONTE: Autor, 2012.

4.2 Caracterizacdo morfologica e cultural

As caracteristicas morfoldgicas estdo apresentadas na Tabela 3. Os
isolados de Colletotrichum apresentaram conidios hialinos, unicelulares, forma
falcado com apices afilados e dispostos em acérvulos com setas asseptadas
de coloracdo marrom escuro (Figura 3). O tamanho dos conidios variou de
17,18 - 22,64 pm para o comprimento e 2,19 - 2,47 ym para a largura,
observando-se variagcfes entre os isolados (Tabela 3). Os conidios do isolado
ICT 11 apresentaram o menor comprimento (16,77 um), enquanto o isolado
ICT 20 a maior largura (2,59um). Avaliando a morfometria dos conidios, pode-
se verificar a alta variabilidade entre os isolados. Resultados semelhantes
foram obtidos por Mayonjo & Kapooria (2003), que também encontraram
consideraveis variagdes no comprimento (15 - 31um) e largura (2 - 7,6 pym)
analisando isolados de C. truncatum patogénico da soja. Tozze Junior et al.,
(2006) verificaram que grande parte dos isolados de C. gloeosporioidese C.
acutatum apresentaram comprimento e largura média dos conidios, inferiores

ao valor minimo encontrados neste estudo.
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Os apressorios apresentaram-se de cor escura (melanizado) e forma
ovalada e clavada, podendo ter algumas variagcdes, com formato globoso
(Figura 3). Suas dimensdes variaram de 8,79 - 11,27 ym de comprimento 5,22
-7,88 um de largura. As setas foram abundantes em todos os isolados,
apresentaram comprimento de 2,75 -5,35x 50,70 -83,95 ym. De acordo com
Sutton (1992), a identificacdo de espécies de Colletotrichum é baseada em
caracteristicas morfologicas do fungo, podendo ser usados também
caracteristicas culturais das col6nias dos isolados de Colletotrichum e testes de

patogenicidade.

Tabela 3. Comprimento e largura de conidios, apressoérios e setas de isolados de
Colletotrichum spp. do feijdo-fava, quando cultivados em meio AVA a
25+1 °C e fotoperiodo de 12 horas, aos 7 dias de incubacéo.

Conidio | Apressério
Isolado Formato Tamanho Relacdo ? Formato Tamanho Relagdo Seta
(Hm) (CIL) (Hm) (CIL)
ICT 01 Falcado 2,22-16,87 7,81 Globoso® 7.61-10,80 1.42 +
ICT 02 Falcado 2,42-18,72 7,86 Clavado 7.54-10,54 1.40 +
ICT 03 Falcado 2,58-19,97 7,85 Clavado 5.78-9,55 1.63 +
ICT 04 Falcado 2,29-16,53 7,47 Clavado 5.92-9,55 1.60 +
ICT 05 Falcado 2,47-16,99 7,06 Globoso 5.91-11,55 1,95 +
ICT 06 Falcado 2,59-22,07 8,69 Globoso 6.07-10,57 1,75 +
ICT 07 Falcado 2,61-16,54 6,36 Clavado 5.58-9,18 1,68 +
ICT 08 Falcado 2,44-17,18 7,09 Clavado 6.06-10,97 1,80 +
ICT 09 Falcado 2,42-21,77 9,17 Clavado a Ovalado 7.35-10,45 1,39 +
ICT 10 Falcado 2,51-21,83 8,69 Ovalado 5.78-8,79 1,53 +
ICT 11 Falcado 2,19-16,77 7,76 Ovalado -.59-11,04 1,97 +
ICT 12 Falcado 2,28-15,54 7,08 Clavado 5.22-10,48 1,96 +
ICT 13 Falcado 2,47-21,00 8,63 Clavado 6.17-9,84 1,59 +
ICT 14 Falcado 2,32-18,82 8,11 Clavado a Globoso 7.09-11,16 1,47 +
ICT 15 Falcado 2,49-18,22 7,80 Ovalado -11,12-6.69 1,72 +
ICT 16 Falcado 2,35-18,17 7,22 Globoso 7.10-10,96 1,42 +
ICT 17 Falcado 2,54-17,86 7,13 Clavado 7.26-10,20 1,44 +
ICT 18 Falcado 1,94-19,51 10,3 Clavado 7.39-10,62 1,43 +
ICT 19 Falcado 2,08-16,41 7,97 Clavado a circular 7.39-11,27 1,40 +
ICT 20 Falcado 2,22-22,69 10,29 Globoso 7.88-12,48 1,58 +

% = Relacdo entre comprimbento e largura dos conidios, apressorios e setas observados
nos isolados estudados; = Formato dos apressoOrios predominante nos isolados
estudados

FONTE: Autor, 2012.
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Figura 3. Seta (A), conidios (B) e apressoérios (C) de Colletotrichum spp., agente
causal da antracnose do feijao-fava. Barra = 16 pum.

FONTE: Autor, 2012.

Em relacdo as caracteristicas culturais das colénias em meio AVA a
temperatura de 25+1 °C sdo apresentados na Tabela 4 e Figura 4. Os 20
isolados avaliados neste estudo, apresentaram-se heterogénico em relacéo a
coloracdo das colbnias. Diante deste resultado, observacdes e descricbes das
culturas, permitiu agrupa-las em 8 grupos distintos (Tabela 4). O cultivo no
meio (AvA) possibilitou a observagdo de caracteristicas culturais distinta na
populacdo de Colletotrichum avaliadas. Em relacdo a producdo de micélio
aéreo, observou-se variacdo de crescimento micelial reduzido a abundante. Os
isolados (ICT 01, ICT 02, ICT 04, ICT 08, ICT 10, ICT 14, ICT 17 e ICT 18)
apresentaram a formagédo de massas de conidios de cor alaranjada a marrom
escuro em meio (AVA).

No grupo | foram inseridos dos isolados (ICT 01 e ICT 02) representando
10% do total de isolados avaliados. O GCC Il representou o maior grupo (5
isolados) correspondendo a 25%. Os isolados ICT 06 e ICT 07 foram inseridos
no grupo lll e os isolados ICT 08 e ICT 14 e 0s ICT 09 e ICT 10 agrupados nos
GCC IV e V, respectivamente. Os grupos VI e VIl foram formados por trés
isolados cada. Por fim, o GCC VIII foi composto por apenas um isolados (ICT

20).
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Em relacdo a topografia da colbnia, os isolados apresentaram trés
padrdes distintos: (a) micélio aéreo reduzido (coldnias com crescimento micelial
rente a0 meio de cultura), (b) micélio aéreo moderadamente abundante
(colbnias com crescimento micelial aéreo de até 3 mm de altura), (c) micélio
aéreo abundante (colénias com crescimento micelial aéreo acima de 3 mm de
altura).

A maioria dos isolados apresentou micélio aéreo moderadamente
abundante, referente a 60% dos isolados avaliados. Micélios aéreos
abundantes e reduzidos corresponderam a 35 e 5%, respectivamente. A
diferenga na coloragdo da colénia e da topografia do micélio dos isolados do
género Colletotrichum pode ser devida a influéncia das condi¢cdes de cultivo as
quais os isolados foram submetidos (MAYONJO & KAPOORIA, 2003; SERRA
et al., 2008).

Os dados referentes ao indice de crescimento micelial (ICM), estao
apresentados na Tabela 4. Os isolados ICT 10 e ICT 16 apresentaram 0sS
menores ICM, que corresponderam a 3,83 e 3,93, respectivamente. Esses
isolados nao diferiram estatisticamente entre si, porém diferiram dos demais
isolados analisados. Dois isolados (ICT 07 e ICT 08) apresentaram indice de
crescimento micelial na faixa de 7,13 enquanto que os demais apresentaram
indice de crescimento micelial variando entre 6,66 a 4,7. De acordo com 0s
autores Peres et al.,, 2002; Tozze Janior, 2007; Vinniere, 2004; Freeman;
Katan; Shabi, 1998; Couto; Menezes; Coelho, 2002; Andrade et al., 2007 C.
gloeosporioidese e C. acutatum crescem em ritmo mais lento do que os

isolados avaliados neste estudo.
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Tabela 4. indice de crescimento micelial (ICM), grupo de colorac&o e topografia
da coldnia de isolados de Colletotrichum spp. oriundos do feijéao-

fava.
Isolado ICM Cor da colénia Topografia da Gcc?
coldnia
ICTOL 6,66 B Branco no centro e cinza claro nas Micélio aéreo
bordas com abundante moderadamente |
ICT02 5,70 FG esporulacéo abundante
ICTO3 5,93 DEF
ICTO4 5,46 GH
ICTO5 640 BC Branco no centro e nas borgas Micélio aéreo I
com abundante esporulagéo abundante
ICT15 6,23 CD
ICT16 3,93 K
ICT06 526 H Branco e creme no centroNe nas -
bordas com esporulagéo Micélio aéreo 1
ICTO7 713 A Branco e creme no centro e nas abundante
bordas
ICTO8 7,13 A Cinza escuro no centro e cinza Micélio aéreo
claro e creme nas bordas com moderadamente v
ICT14 440 J abundante esporulagéo abundante
ICT09 3,20 L Marrom no centro e nas bordas Micélio aéreo
com concentracdo de esverdeado moderadamente V
ICT10 3,83 K nas margens abundante
ICT11 4,80 1J e,
Micélio aéreo
ICT12 4,70 1J Creme no centro e nas bordas moderadamente VI
abundante
ICT13 5,80 EFG
ICT17 636 BC Branco no centro e creme nas e,
bordas com esporulacao IBELD D27EE
ICT18 6,13 CDE poruiag moderadamente VI
abundante
ICT19 510 HI Branco no centro e creme nas
bordas
ICT20 470 13 Cinza escuro no centro e cinza Micélio aereo VI
claro e creme nas bordas reduzido
c.v. 232

% GCC = Grupo de Coloragéo da Colonia

FONTE: Autor, 2012.
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Figura 4. Dados referentes a caracterizacdo cultural e os grupos de
caracteristicas culturais (GCC) dos isolados de Colletotrichum spp.

Vi

FONTE: Autor, 2012.

4.3 Identificag&o molecular

A amplificacdo usando-se os primers ITS1 e ITS2 confirmou a identidade
de 60% dos isolados, com 99% de similaridade a Glomerella truncata
(anamorfo C. truncatum), confirmando que o agente causal da antrachose do
feijdo-fava é o C. truncatum (Tabela 5). Entretanto, 40% dos isolados nao
foram identificados a G. truncata. Este resultado pode ser justificado, devido
aos primmer da regido ITS 1 e ITS 4 ndo serem especifica para a maioria das

espécies de Colletorichum.



38

Os Isolados ICT 09 e ICT 11, apresentaram 99% de similaridade com C.
dematium. Os isolados ICT 10, ICT 12, ICT 13, ICT 14 e ICT 20 mostraram
100% de similaridade com C. capsici e o isolado ICT 16 apresentou 99% de
similaridade com Glomerella cingulata (Tabela 5). Tozze Janior (2007) ao
caracterizar isolados de Colletotrichum provenientes de pimentdo, verificou a
predominéancia de conidios tipicos ao formato descrito para C. gloeosporioides.
Entretanto, ao realizar uma PCR utilizando primmer ITS 1 e ITS 4, 0s mesmos
empregados neste estudo, constatou que tais isolados apresentaram 99% de
identidade com espécie C. acutatum. Com isso, 0 autor também evidenciou
que a identificacdo molecular através do uso dos primmer ITS 1 e ITS 4néo é

um critério Gtil para identificacdo especifica espécies de Colletotrichum.

Na éarvore filogenética (Figura 6) os isolados separaram-se em trés
grupos distintos (G-I, G-Il e G -lll). Observou-se que a formacéo dos grupos por
similaridade genética ndo foi condicionada apenas pelos isolados de C.
truncatum. O G-I foi composto pelos isolados de C. truncatum. Nos grupos G-Il
e G-lll foram compostos por trés isolados. No G-Il apenas um isolado (C.
gloeosporioides) e no G-Il foi agrupado por ICT 16 e G. cingulata (anaformo C.
gloeosporioides), respectivamente.

Os resultados sugerem investigacdo no futuro também com o
sequenciamento de regides intrénicas de outros genes, como a B-tubulina,
Fator alfal de elongacdo da Traducédo (EF), Actina e GPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) (MYLLYS et al., 2002; GUERBER et al., 2003).
Independente desta diversidade observada (Figuras 6), os resultados revelam
gue nédo é possivel confirmar mais de uma espécie de uma espécie, além de C.
truncatum isolados do feijao-fava (TOZZE JUNIOR, 2007).
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Tabela 5. Tamanho dos pares de bases e Identificagcdo molecular dos isolados de Colletotrichum spp. causadores da antracnose no

feijao-fava.
ISOLADO TAMANHO IDENTIFICACAO IDENTIDADE HOSPEDEIRO ORIGEM N° DE REFERENCIAS
ACESSO

ITCO1 596 nt Glomerella truncata 99% Soja Taiwan FJ172230.1 Chen, et. al. (2006)
ITC 02 588 nt Glomerella truncata 98% Soja Taiwan FJ172230.1 Chen, et. al. (2006)
ITC 03 617 nt Colletotrichum truncatum 99% Feijao Alemanha  AJ301945.1  Niremberg, et. al. (2002)
ITC 04 587 nt Glomerella truncata 99% Soja Taiwan FJ172230.1 Chen, et. al. (2006)
ITC 05 587 nt Glomerella trucata 99% Soja Taiwan FJ172230.1 Chen, et. al. (2006)
ITC 06 606 nt Colletotrichum truncatum 93% Soja Alemanha  AJ301945.1  Niremberg, et. al. (2002)
ITC 07 587 nt Glomerella trucata 99% Soja Taiwan FJ172230.1 Chen, et. al. (2006)
ITC 09 600 nt Colletotricum dematium 99% ND Japéo AB046608.1 Moriwaki, et. al. (2002)
ITC 10 584 nt Colletotrichum capsici 100% ND México HM450130.1 N&o publicado
ITC 11 594 nt Colletotricum dematium 99% ND Japéo AB046608.1 Moriwaki, et. al. (2002)
ITC 12 610 nt Colletotrichum capsici 100% ND México HM562707.1 N&o publicado
ITC 13 593 nt Colletotrichum capsici 100% ND México HM562706.1 N&o publicado
ITC 14 592 nt Colletotrichum capsici 100% Pimentao Malasia JQ685747.1 N&o publicado
ITC 15 595 nt Glomerella truncata 99% Soja Taiwan FJ172230.1 Chen, et. al. (2006)
ITC 16 611 nt Glomerella cingulata 99% Falso café Califérnia  EF423535.1 Gilbert; Webb (2007)
ITC 17 592 nt Glomerella truncata 99% Soja Taiwan FJ172230.1 Chen, et. al. (2006)
ITC 18 591 nt Colletotrichum truncatum 99% Feijao Alemanha  AJ301945.1  Niremberg, et. al. (2002)
ITC 19 596 nt Colletotrichum truncatum 99% Feijao Alemanha AJ301945.1  Niremberg, et. al. (2002)
ITC 20 588 nt Colletotrichum capsici 100% ND México HM450130.1 N&o publicado

ND = Hospedeiro néo identificado

FONTE: Autor, 2012.
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Figura 5. Arvore filogenética mostrando a relagdo entre isolados de
Colletotrichum spp. e outras espécies de fungos. A arvore foi
construida baseada em fragmentos de sequéncias de rDNA (ITS1 e
ITS4), utilizando o método deneighbor-joining. Uma analise de

bootstrap foi feita com 1000 repeti¢Bes.
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FONTE: Autor, 2012.
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4.4 Sensibilidade a fungicida

Os resultados da analise de variancia indicaram efeitos significativos, no
uso dos fungicidas diferindo-os da testemunha (Figura 6). Os fungicidas
derosal e benlate inibiram 100% o crescimento micelial nas doses (1L, 3 pyL, 5
puL e 10 uL), as doses foram fungitdxicas, matando completamente o isolado.

O vitavax nao foi eficiente no PIC do isolados ICT 07, o maior valor foi
obtido na dose 10 pL/100 mL do meio, inibindo apenas 15% do crescimento
micelial.

O folicur apresentou valores médios, com amplitudes de 20 a 55% de
inibicdo do crescimento micelial, guando comparado com os demais fungicidas.
Na dose 10 pL de folicur/ 100 mL do BDA, apresentou o melhor PIC (55%).

Em relacdo ao maxim, os resultados foram satisfatérios, com PIC acima
de 50% em praticamente todas as doses empregadas, sendo a 5 uL/100 mL de
BDA o melhor resultado, sendo eficiente na reducédo do crescimento (PIC =
75%).

O comportamento dos isolados de Colletotrichum em fungcdo da
sensibilidade ao fungicida maxim na dose de 5 uL/100 mL do meio BDA sé&o
apresentados na Tabela 6. A dose foi fungitoxica para os isolados ICT 02, ICT
09, ICT 14 e ICT 20. Os isolados ICT 07, ICT 17 e ICT 18 apresentaram
valores de PCI médios com amplitudes variando de 100 a 42,8% de reducéo do
crescimento. Os demais isolados foram menos sensiveis ao maxim na dos de 5
pL/2100 mL do meio BDA. De acordo com Dekker (1995) mudancas graduais de
sensibilidade podem ocorrer nas populacdes de fungos dependendo do uso
dos fungicidas, sendo assim, o0 monitoramento tem o papel de verificar se as

estratégias anti-resisténcia estdo sendo efetivas.
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Figura 6. Sensibilidade a fungicida maxim, vitavax e folicur realizado com os
isolados ICT 07 Colletotrichum spp. agente causal da antracnose do

feijao-fava
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FONTE: Autor, 2012.
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Tabela 6. Efeito do fungicida maxim na dose 5 pL/100mL de AVA no
crescimento micelial de Colletotrichum spp. agente causal da
antracnose do feijao-fava.

Isolados PCI? Amplitude
ICT 02 100 A 100 - 100
ICT 09 100 A 100 - 100
ICT 14 100 A 100 - 100
ICT 20 100 A 100 - 100
ICT 07 81,2 B 100 -42,8
ICT 18 80,7 BC 100 - 60,7
ICT 17 64.5 C 70,2 - 58,3
ICT 12 64.4 D 100 - 48,6
ICT 08 63.0 D 100 - 53,2
ICT 16 63.0 D 77,5-53,3
ICT 05 61.7 D 63,5 -56,8
ICT 13 60.9 D 72,3-54,4
ICT 01 59.4 D 69,4 - 53,6
ICT 06 58.8 D 67,2—-52,9
ICT 15 58.7 D 63,7 — 53,3
ICT 04 57.4 D 60,5 -55,1
ICT 11 57.4 D 60,3 -54,8
ICT 10 57.3 D 67,1 —-46,6
ICT 03 554 D 63,5-43,9
ICT 19 54.8 D 100 - 38,5

C.V. 17.68 - -

%PIC = Percentagem de inibicdo do crescimento
micelial dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados
meio AVA + maxim na dose de 5uL/100mL

FONTE: Autor, 2012.

Os resultados aqui relatados, aléem de demonstrar variacdo de
populacbes de Colletotrichum, patogénicas a feijdo-fava, em relacdo a
sensibilidade ao maxim, sinalizam para outros aspectos praticos quanto a
diagnose e ao controle do agente da antracnose. Esse fato reforca a ideia de
que a caracterizacdo morfologica, aliada a analise do genoma e sensibilidade a
fungicidas sdo fundamentais para a identificacdo e caracterizacdo de fungos

fitopatogénicos.
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5 CONCLUSAO

Em relacdo as caracteristicas morfologicas e culturais os resultados
observados, demonstraram variagdo de populacées de Colletotrichum
patogénicas a feijao-fava.

A identificacdo genética utilizando os ITS 1 e ITS 4 néo foi suficiente
para separar as diferentes espécies dos isolados estudados e mostrou que ha
pequena variabilidade genética entre isolados de Colletotrichum.

Estudos utilizando outros marcadores moleculares fazem-se necessarios
para uma andlise mais aprofundada da variabilidade genética dos isolados de
Colletotrichum que infectam a cultura do feijdo-fava no estado de Alagoas.

Sensibilidades ao maxim sinalizam para outros aspectos praticos quanto

a identificacéo e diagnose do agente causal da antracnose.
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