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RESUMO

UCHOA, Eldenira Barbosa, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, Agosto de
2015. Caracterizagéo de isolados de Colletotrichum lindemuthianum em feijao
comum no estado do Parana. Orientadora: Juliana Parisotto Poletine.
Coorientadores: Maria Celeste Gongalves Vidigal e Pedro Soares Vidigal Filho.

Antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum é uma das mais
importantes doencas do feijdo comum. O patégeno é altamente variavel, uma vez
que as racas ocorrem em diferentes niveis de viruléncia. Portanto, para que haja
eficacia num programa de melhoramento, h& necessidade de monitoramento
constante da distribuicdo e variabilidade do patégeno. Este estudo objetivou
caracterizar isolados coletados em cultivos de feijdo comum no estado do Parana.
Trinta e quatro isolados de C. lindemuthianum foram testados no conjunto de 12
cultivares diferenciadoras para antracnose em Phaseolus vulgaris L. A avaliagéo
visual dos sintomas foi realizada utilizando a escala de severidade com notas de 1 a
9, onde plantas com notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes, enquanto
plantas com sintomas 4 a 9 foram consideradas suscetiveis. Os resultados obtidos
permitiram a identificagcéo de 25 ragas: 2, 3, 10, 11, 15, 27, 31, 63, 64, 73, 75, 79, 81,
82, 83, 90, 91, 93, 95, 259, 283, 287, 339, 346 e 351. Este foi o primeiro relato da
ocorréncia das ragas 82, 90, 259, 283, 287, 346 e 351 no estado do Parana, além do
primeiro indicio da ocorréncia das racas 3, 15 e 63 no Brasil, demonstrando a
elevada variabilidade genética do patdégeno e evidenciando a importancia do
monitoramento nas regides de cultivo. A ragca 3 apresentou a maior frequéncia de
ocorréncia (14,7%), seguida das ragas 2, 64, 91, 95 e 351 com frequéncia igual a
5,9%. As ragcas 64 e 73 apresentaram reagbes de compatibilidade apenas com
cultivares de origem Mesoamericana. Contrariamente, as ragas 3, 10, 27, 31, 75, 79,
81, 82, 91, 93, 259, 283, 287, 346 e 351 mostraram reagdes de compatibilidade com
ambas cultivares de origem Andina e Mesoamericana. Todas as cultivares Andinas
apresentaram reagdo de compatibilidade com os isolados. Todos os isolados

apresentaram-se incompativeis com as cultivares Pl 207262, TU, AB 136 e G 2333.

Palavras-chave: Variabilidade populacional, patbgeno, monitoramento de raca.
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ABSTRACT

UCHOA, Eldenira Barbosa, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, August, 2015.
Characterization of isolates of Colletotrichum lindemuthianum in common
bean from Parana State, Brazil. Adviser: Juliana Parisotto Poletine. Committe
Members: Maria Celeste Gongalves Vidigal and Pedro Soares Vidigal Filho.

Anthracnose is one of the most important diseases of common bean that is caused
by the fungus Colletotrichum lindemuthianum. This pathogen is highly variable, with
races occurring at different levels of virulence. Therefore, for an effective breeding
program, there is a need to continuously monitor the distribution and variability of the
pathogen. The study had as objective to characterize isolates collected in common
bean crops in Parana State. Thirty-four isolates C. lindemuthianum were tested on a
set of 12 international bean differential cultivars for anthracnose in Phaseolus
vulgaris L. Anthracnose disease reactions were rated visually using a severity scale
from 1 to 9. Plants with disease reaction scores between 1 and 3 were considered
resistant, whereas plants that rated 4-9 were considered susceptible. Twenty-five
races were identified: 2, 3, 10, 11, 15, 27, 31, 63, 64, 73, 75, 79, 81, 82, 83, 90, 91,
93, 95, 259, 283, 287, 339, 346 and 351. This was the first report of races 82, 90,
259, 283, 287, 346 and 351 in Parana State; it is worth mentioning that this is the first
report of race 3, 15 and 63 in Brazil, demonstrating the high genetic variability of the
pathogen and evidencing the importance of monitoring in growing regions. Race 3
presented the highest frequency of occurrence (14.7%), followed by races 2, 64, 91,
95 and 351 (5.9%). Races 64 and 73 presented compatibility reactions only with
cultivars of Mesoamerican origin. By other hand, races 3, 10, 27, 31, 75, 79, 81, 82,
91, 93, 259, 283, 287, 346 and 351 showed compatibility reactions with both Andean
and Mesoamerican cultivars. All Andean cultivars presented reaction of compatibility
with isolates. All isolates were incompatible with PI 207262, TU, AB 136 and G 2333

cultivars.

Keywords: Populational variability, pathogen, races monitor.

viii



1. INTRODUCAO

O género Phaseolus é origindrio do Continente Americano e possui
aproximadamente 75 espécies. Dentre essas espécies, sdo cultivadas P. vulgaris L.,
P. lunattus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray var. latifolius Freemam e P.
polyanthus Greenman (Freytag e Debouck, 2002), distribuidas em regifes
temperadas e tropicais do Novo Mundo, com mais de 90% das espécies ocorrendo
no México (Mercado-Ruaro et al., 2009).

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris, L.) € uma cultura de importancia
econdmica, nutricional e social, principalmente, nos paises em desenvolvimento da
América Latina, leste e sul da Africa. Por este motivo, essa leguminosa tem sido
cultivada e consumida em todo o mundo e em diferentes condi¢des edafoclimaticas,
sendo considerada fonte de carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais (Broughton
et al., 2003; Souza et al., 2014).

A cultura do feijdo apresenta ampla adaptacdo edafoclimatica, permitindo
seu cultivo em diversos sistemas e diferentes épocas de semeadura e safras.
Portanto, a espécie encontra-se sujeita as mais diversas condigcbes ambientais,
sendo cultivada praticamente em todos os estados brasileiros (Pereira et al., 2009;
Salvador, 2012).

No Brasil, entre os estados produtores de feijdo comum, o Parana é o maior
produtor nacional, contribuindo com 871,2 mil toneladas na safra 2013/2014 (Conab,
2014). Assim, a cultura destaca-se na agricultura paranaense, sendo considerada
uma das principais em area plantada, representando papel importante para a
economia do Estado, gerando emprego e renda no campo (Salvador, 2012).

O cultivo em solos de baixa fertilidade, a suscetibilidade a seca e as doencas
sdo considerados fatores limitantes, impossibilitando que o feijdo expresse todo seu
potencial produtivo (Schwartz e Galvez, 1980). Porém, devido a adaptabilidade da
espécie em diferentes condi¢cbes ambientais, é possivel seu cultivo em varias
épocas do ano e em praticamente todos os estados brasileiros, garantindo constante
oferta do produto no mercado (Vieira et al., 1998).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.)
Scrib, € uma das doencas de maior importancia para a cultura do feijdao comum nas

principais regides produtoras do mundo, podendo causar perdas de até 100% na
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producdo, quando se utilizam cultivares suscetiveis, sementes contaminadas e
quando as condi¢gbes climéticas s@o favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno
(Pastor-Corrales e TU, 1989; Carbonell et al., 1999; Bianchini et al., 2005; Mendéz-
Vigo et al., 2005).

O fungo apresenta ampla variabilidade e muitas racas ja foram identificadas
no Brasil e no mundo. A doencga, além de diminuir o rendimento da cultura, deprecia
sua qualidade por ocasionar manchas no grdo, tornando-o improprio para o
consumo (Alzate-Marin et al., 2003; Dalla Pria et al.,2003; Singh e Schwartz, 2010).

Varios autores relataram expressivo numero de distintas racas ja
identificadas. Em levantamento bibliografico com informacgdes publicadas entre 1991
e 2013, realizado por Nunes et al. (2013), sobre a incidéncia do fungo C.
lindemuthianum em P. vulgaris foram relatadas aproximadamente 247 ragas
identificadas em 28 paises.

Entre as estratégias de manejo integrado de doencas, uma das medidas de
controle C. lindemuthianum mais eficiente tem sido o emprego da resisténcia
genética, uma vez que ha redugdo dos custos de producéo, além da diminui¢do de
danos causados ao meio ambiente, diminuindo, ou até mesmo evitando, o uso de
defensivos agricolas (Mahuku e Riascos, 2004; Costa e Rava, 2009). No entanto, o
uso de cultivares resistentes torna-se dificil pela ocorréncia da elevada variabilidade
de racas apresentada por este patdégeno (Rava et al., 1994; Ishikawa et al., 2005).

No Brasil, ja foram identificadas 73 racas de C. lindemuthianum, sendo o
estado do Parand o que se destaca por apresentar a maior variabilidade, com 44
racas do patdgeno, correspondendo a 60,3% das racas brasileiras. A ampla
distribuicdo da cultura neste estado, aliada as condi¢cdes climaticas favoraveis,
permite que o patégeno tenha seu hospedeiro disponivel em larga escala e em
todas as épocas de cultivo (safra das aguas, seca e inverno), o que pode favorecer
sua disseminagédo nesta regido (Nunes et al., 2013).

Diante do exposto, o presente estudo objetivou caracterizar isolados de
Colletotrichum lindemuthianum coletados em cultivos de feijdo comum, em

municipios do estado do Parand.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais e econdmicos da cultura do feijdo comum (Phaseolus

vulgaris L.)

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma espécie diploide com 22
cromossomos, pertencente a familia Fabaceae, do género Phaseolus, subtribo
Phaseoleae, subfamilia Faboideae (Papilionoideae) (Freytag e Debouck, 2002). O
tipo de reproducéo da espécie ocorre por autogamia, facilitada pelo mecanismo de
cleistogamia, e a taxa de fecundagdo cruzada pode chegar a 5%, apresentando
hébito de crescimento tanto determinado como indeterminado (CIAT, 1990).

O P. vulgaris L. é estruturado em dois principais grupos de germoplasmas
estabelecidos pelos centros de origens geograficamente diferentes: um centro de
domesticagdo Mesoamericano e o outro centro Andino (Singh et al., 1991). A regiéo
da Mesoamérica engloba a parte Sul do Golfo do México e a metade do Norte da
América Central, enquanto a regido centro sul Andina compreende o norte do Peru
até as provincias do noroeste da Argentina e um terceiro centro de origem e menor
que seria na Coldmbia ou América Central (Gepts e Bliss, 1986).

Os centros de origens foram determinados com auxilio da analise
eletroforética, baseando-se nas caracteristicas do tipo de faseolina (principal
proteina de reserva de feijdes selvagens e cultivados) e no tamanho das sementes
(Gepts, 1998).

Os grdos pequenos (<20g 100 sementes™) e faseolina tipo ‘S’ s&o
germoplasmas predominantes no centro de origem mesoamericano. Os gréos de
sementes graidas (>40g 100" sementes) e faseolina do tipo ‘T’ (possivelmente
também as do tipo ‘A’, ‘C’, e ‘H’) encontram-se no Sul dos Andes. O Norte dos Andes
(Coldmbia) é outro centro de origem, de menor importadncia, com feijdes de
sementes pequenas e faseolina do tipo ‘B’. Os centros de origem correspondem aos
centros de domesticacéo, visto que cultivares de feijdo apresentam o mesmo tipo de
faseolina, especifica de cada centro de origem, e de seus ancestrais selvagens
(Gepts et al., 1986).

A espécie constitui-se na mais importante do género Phaseolus, contribuindo

com 95% da producdo mundial, sendo cultivada em aproximadamente 100 paises



(Acosta-Gallegos et al, 2007). Paises como india, Mianmar, Brasil, China, Estados
Unidos da América, Republica Unida da Tanzénia, Quénia, México e Uganda
destacam-se entre os maiores produtores da cultura (FAO, 2015).

Esta leguminosa apresenta ampla adaptacdo edafoclimatica, o que permite
seu cultivo durante todo o ano, em quase todas as unidades da federacéo brasileira,
nas diferentes épocas e safras (Buratto et al., 2007).

O cultivo do feijdo comum é realizado em trés safras, sendo a primeira
denominada “safra das aguas”, a segunda “safra da seca” e a terceira “safra de
outono/inverno”. Na primeira safra, de acordo com o zoneamento climéatico, a
semeadura da Regido Centro Sul ocorre de agosto a dezembro e a colheita nos
meses de novembro a fevereiro. Ja na Regido Norte e Nordeste, a semeadura
ocorre em novembro e dezembro e a colheita em janeiro a margo. A semeadura da
segunda safra abrange todos os estados brasileiros, ocorre de dezembro a margo, e
a colheita estéa distribuida entre margo a julho. O cultivo da terceira safra é realizado
de abril até julho e a colheita estende-se de julho a outubro. Embora esses periodos
possam apresentar variagdo de ano para ano, pode-se identificar que ha colheita o
ano todo e que existe sobreposicdo de épocas em algumas regides (Ferreira et al.,
2002; Salvador, 2012).

O feijdo (P. vulgaris L.) é um dos mais importantes componentes da dieta
alimentar, principalmente, nos paises em desenvolvimento, por ser reconhecido
como excelente fonte protéica, além de possuir expressivo conteudo de
carboidratos, vitaminas, minerais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn), fibras e compostos
fendlicos com agdo antioxidante que podem reduzir a incidéncia de doencas
(Embrapa, 2005; Acosta-Gallegos et al., 2007).

O valor nutritivo da proteina do feijdio comum é baixo quando utilizado
sozinho, como Unica fonte protéica, mas essa deficiéncia é suprida quando
combinado com outros cereais, como 0 arroz, por exemplo, formando uma mistura
de proteinas mais nutritiva. Isso ocorre porque o feijdo comum é pobre em
aminoacidos sulfurados e rico em lisina; o arroz é pobre em lisina e relativamente
rico em amino&cidos sulfurados, ou seja, um complementa o outro, no que se refere
aos aminoacidos essenciais (Embrapa, 2005; Mesquita et al., 2007).

O feijdo comum € a principal fonte de proteina na alimentacdo dos
brasileiros, seguido, em importancia, pela carne bovina e pelo arroz. Esses trés

alimentos basicos contribuem com 70% da ingestdo protéica, além de ser uma
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cultura de grande expresséo socioecondmica no Brasil. A importancia alimentar do
feijdo comum se deve, especialmente, ao menor custo em relacdo a proteina de
origem animal (Mesquita et al., 2007).

O mercado mundial de feijjdo comum movimenta, por ano,
aproximadamente, 20 milhdes de toneladas da leguminosa. Segundo informagdes
da FAO (2013), as Américas respondem por 38,5% do consumo mundial, seguidas
pela Asia (37,8%), Africa (17,9%), Europa (3,3%) e Oceania (0,1%). Os paises em
subdesenvolvimento sdo responséveis por 87,1% do consumo mundial e por 89,8%
da producdo. Entre os continentes, em 2009, a Asia foi 0 maior produtor mundial
(41,7%), seguido das Américas (36,0%), Africa (20,0%), Europa (2,1%) e Oceania
(0,2%) (Barbosa e Gonzaga, 2012). A produgdo nacional do feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.) é de 2,89 milhdes de toneladas por safra, destacando-se
como o terceiro maior produtor mundial dessa cultura, logo ap6s Myanmar e india
(FAO, 2015).

O Brasil € o exemplo mais extremo, onde menos de 0,1% da produgéo do
feijdo comum produzido é exportado. A importancia do feijdo para dieta no mundo
em desenvolvimento se reflete no fato de que, para os paises em desenvolvimento,
apenas 13% da producédo é exportada, contrastando com os paises desenvolvidos,
que exportam 31% da sua produgdo. Do ponto de vista econdmico, as exportacoes
de feijao pelos paises desenvolvidos geram aproximadamente o dobro de renda que
para os paises em desenvolvimento (Gepts et al., 2008).

Aproximadamente 41% da producdo do feijdo comum primeira safra é
cultivada na regido Sul, com destaque para o estado do Parana, com 34,6%. Na
regido Sudeste, destacam-se Minas Gerais e Sao Paulo (15,1%); na regido Centro-
Oeste; o destaque é para Goias (8,9%); e na regido Nordeste, os estado da Bahia e
Piaui (Conab, 2013).

O Brasil, mesmo se destacando entre os principais produtores mundiais, sua
produtividade ainda € considerada baixa, uma vez que a sua produgdo ndo é
suficiente para atender a demanda interna (Conab, 2013). Todos os paises
produtores também sdo grandes consumidores, devido a diversificacdo de hébitos
alimentares entre regifes de um mesmo pais, no que se refere a preferéncia do gréo
por tipos, variedades e classes. Sendo assim uma pequena parte é oriunda de
importacdes da Argentina, Bolivia e China (Conab, 2014). Essa baixa produtividade

€ atribuida também a varios fatores, como a incidéncia de doencas, a ocorréncia de
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pragas, as deficiéncias nutricionais e periodos de estiagens (Schwartz e Pastor-
Corrales, 1989; Miklas et al., 2006; Barbosa e Gonzaga, 2012; Conab, 2013).
Dentre esses fatores, a ocorréncia de enfermidades destaca-se entre 0s mais
importantes, sendo a antracnose, cujo agente causal é o fungo Colletotrichum

lindemuthianum (Sacc.) Scrib, uma das doengas de maior importancia desta cultura.

2.2. Antracnose do feijao comum

A taxonomia do Colletotrichum est4d em estado constante de mudanca e
permanece confusa, devido a sua ampla gama de hospedeiros suscetiveis e
heterogeneidade fenotipica e genotipica (Freemam et al., 1998). No inicio, houve
confusdo entre a semelhangca dos géneros Colletotrichum e Vermicularia, cuja
caracteristica principal era a presenca ou auséncia de seta no acérvulo. Por outro
lado, j& havia sido descrito o género Gloeosporium Desm. & Mont.,, muito
semelhante ao Colletotrichum, mas ndo produzia setas no acérvulo. Portanto, por
ndo ser uma caracteristica estavel, variando de acordo com as condicbes do
ambiente fisico e nutricional, deixou de ser um critério de valor taxonémico para
separacédo dos géneros Colletotrichum e Gloeosporium (Menezes, 2006).

Von Arx (1957), sobre a taxondémica de Colletotrichum, concluiu que muitas
espécies fungicas incluidas nos géneros Colletotrichum, Vermicularia e
Gloeosporium pertenciam a um mesmo género, conservando o nome Colletotrichum
e excluindo os outros dois. Atualmente, o Colletotrichum pertence ao Reino Fungi;
Filo Ascomycota; Classe Sardoriomycetes; Ordem Phyllachoraceae e a forma sexual
teleomorfa é denominada Glomerella (Than et al., 2008).

O primeiro relato sobre a antracnose em P. vulgaris foi registrado na Franga
no ano de 1843. O agente causal foi descrito com vérios nomes, como: Gleosporium
lindemuthianum (Saccardo e Magnus em 1878), Septoria legunimun (1882), Septoria
leguminum var phaseolorum, C. lindemuthianum (1889), C. lagenarium (1893),
Gleosporium lindemuthianum (1894) e Glomerella lindemuthiana 1993) (Martinez-
Pacheco et al.,2009). Atualmente, o agente causal da antracnose do feijdo comum
foi claramente identificado como um fungo que apresenta as formas imperfeitas e
perfeitas, denominada Colletotrichum lindemuthianum e Glomerella cyngulata f.

phaseoli sp, respectivamente.



O género Colletotrichum pertence ao filo Ascomycota, que contém muitas
espécies que causam antracnose em uma ampla gama de culturas e plantas
ornamentais (Bailey e Jeger, 1992). A maioria das culturas de interesse agrondmico
cultivadas em todo o mundo séo hospedeiros suscetiveis a antracnose, como feijao
comum, soja, manga, abacate, café, mamao, banana, citros, etc. e os danos no
rendimento s&o significativos, principalmente nos trépicos (Freemam et al., 1998;
Costa et al, 2006; Than et al., 2008; O’Connell et al., 2012). O género
Colletotrichum foi classificado recentemente como o oitavo mais importante grupo de
fungos patogénicos de plantas no mundo, de acordo com a percepcao cientifica e
importancia econdmica (Dean et al., 2012).

Embora P. vulgaris seja suscetivel ao C. lindemuthianum, este também é
patogénico a outras espécies de leguminosas, como P. lunatus, P acutifolius, P
coccineus, Vigna unguiculata e Vicia faba (Dufresne et al., 2000; Kimati et al., 2005).

O feijdo comum é hospedeiro de inimeras doencas de origem bacteriana,
fungica e virdtica e podem causar perdas de até 100%, tanto no rendimento quanto
na qualidade do grdo do Phaseolus vulgaris L. (Singh e Schwarts, 2010). Dentre as
doengas mais severas que prejudicam a cultura estd a antracnose, causada pelo
fungo Colletotrichum lindemuthianum. E uma das mais importantes devido ao fato de
ocorrer nas diversas épocas de plantio, sendo o principal meio de transmissédo as
sementes infectadas e, principalmente, porque reduz muito a produgéo (Zambolim e
Chaves, 1978; Pastor-Corrales, 1985; Singh e Schwartz, 2010).

O C. lindemuthianum é um patdégeno de carater cosmopolita, de ampla
distribuicdo geogréfica (Pastor-Corrales e Tu, 1989; Singh e Schwarts, 2010), afeta
cultivares suscetiveis de feijdio comum em locais com temperaturas baixa a
moderada e alta umidade relativa, nas regides de clima temperado e subtropical
(Pastor-Corrales et al., 1995; Kimati et al., 2005). Temperaturas acima de 25° ou
inferiores a 18°C limitam a infeccdo e o desenvolvimento do fungo (Zaumeyer e
Thomas, 1957).

O agente etioldgico da antracnose do feijao comum, Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc & Magnus) Briosi & Cav. foi descrito inicialmente por
Saccaros & Magnus como Gloesporium lindemuthianum, ao estudarem um material
coletado por Lindemuth, em Bonn, na Alemanha (Bailey e Jeger, 1992).
Posteriormente, Scribner verificou a presencga de setas e transferiu-o para o género

Colletotrichum.



O fungo Colletotrichum lindemuthianum pertence a classe dos
Deuteromycetes e & ordem Melanconiales (Rava et al., 1994) e apresenta duas
fases reprodutivas, uma assexuada ou imperfeita e outra sexuada ou perfeita. Esta
tltima somente foi encontrada sob condi¢gfes de laboratoério (Roca, 1997). Apresenta
micélio apocitico e ramificado e se reproduz de forma assexual, num corpo de
frutificacdo chamado acérvulo, onde produz os conidios que formam uma massa de
cor salmdo ou mel. Sdo hialinos, unicelulares, oblongos ou cilindricos, apresentando
as extremidades arredondadas (Sutton, 1992). Por ocasido da germinagdo, um
conidio pode emitir um ou mais tubos germinativos ou continuar crescendo,
proporcionando a formacéo de hifas e micélio (Roca, 2002).

O ciclo de vida de espécies de Colletotrichum é hemibiotréfico e apresenta
duas fases de infeccdo: uma biotréfica e outra necrotrofica. A primeira dura de trés a
cinco dias, com inicio seis dias apds a germinacdo dos esporos. O fungo diferencia
vesiculas de infeccdo e hifas primarias e provavelmente utiliza os nutrientes, fluidos
apoplésticos, para se alimentar. A transicao para a segunda fase necrotrofica ocorre
seis dias apds a inoculagdo, quando o fungo ndo encontra mais 0s nutrientes
necessarios, e, entdo, passa pelo crescimento necrotréfico, tornando os nutrientes
disponiveis para continuar seu desenvolvimento (Perfect et al.,1999; Tavenier et al.,
2007; Munch et al., 2008; Martinez-Pacheco et al., 2009).

Na fase necrotréfica, o fungo desenvolve hifas secundarias que crescem
dentro das células e tém como funcdo secretar enzimas que degradam a parede
celular, conforme vao avancando, e cerca de 120 horas apos a infec¢éo é possivel
visualizar a formacao de lesBes caracteristicas dos sintomas da doenga (Dufresne et
al., 2000; O’'Connell et al., 1985; Perfect et al., 1999).

O tempo de germinacdo dos conidios, quando em condi¢des favoraveis,
ocorre com temperaturas entre 13 e 27°C, sendo considerada 6tima a 21°C e
umidade relativa acima de 91%, é de seis a nove horas apés o contato inicial com o
hospedeiro. Eles formam o tubo germinativo, em seguida o apressoério e, entdo, de
forma mecénica, penetram pela cuticula e epiderme do mesmo. A maturacdo do
apressoério envolve a biossintese de uma camada de melanina ao seu redor,
essencial para o processo de penetracdo (Latunde-Dada, 2001). Os sintomas podem
ser observados a partir do sexto dia ap6s o inicio da infec¢éo (Kimati et al., 2005).

O ciclo comeca com a adesao de um conidio na superficie da folha, seguido

pela formacdo de apressério melanizados, que permitem a entrada na célula
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hospedeira. Depois de ter entrado na célula, o fungo forma vesiculas de infecgéo e
uma ampla hifa priméria. Durante esta fase, o fungo se comporta como patégeno
biotréfico. Dois dias ap0s a penetragdo, sdo formadas as hifas secundérias, que
levam & desintegracdo necrotica das células hospedeiras, seguido pela formacéo de
aceérvulo e da producéo de conidios, espalhados pela chuva e o vento, continuando
o ciclo (Quintana-Rodriguez et al., 2015).

Na fase sexuada, o fungo C. lindemuthianum é conhecido como Glomerella
cingulata (Stonem Spaulde & V. Schrenk) f.sp. phaseol). Este fungo é patogénico a
outras espécies de leguminosas como P. lunatos, P. acutifolius, P. coccineus, Vigna
unguiculata e Vicia faba (Kimati et al., 2005).

O fungo em sua fase necrotrofica sobrevive entre as estacfes de cultivo de
feijdo na forma de micélio dormente no interior das sementes, ou na forma de
esporos em restos culturais, pertence a classe dos Ascomicetos e a ordem
Diaportales. Os esporos sexuais ou ascOsporos sao resultantes dos processos de
plasmogamia (fusdo celular), seguido de cariogamia (fusédo nuclear) e diviséo
meidtica, os quais sdo produzidos dentro de uma estrutura em forma de saco,
conhecida como asco. Os ascos localizam-se nos corpos de frutificagéo
denominados peritécios, os quais possuem formato aproximadamente arredondado
(Kimati et al., 1997).

O patdgeno causador da antracnose do feijao comum, C. lindemuthianum, é
uma das espécies mais estudadas do género, devido a sua importancia econdmica,
com capacidade de infeccdo complexa (O'Connell et al., 1985), devido & facilidade
com que podem ser cultivados in vitro (Mathur et al., 1950) e a disponibilidade de um
sistema de transformacgdo eficiente e reprodutivel (Rodriguez e Redman, 1992).
Portanto, durante o processo inicial de colonizagao intracelular pelo fungo, seja na
fase biotrofica ou ndo, a planta hospedeira parece ndo reconhecer como um agente
patogénico e, por isso, ndo apresenta resposta especifica de resisténcia (O'Connell
et al., 1985; O'Connell, 1987).

Os sintomas da doencga causados pela antracnose podem ser visualizados
em toda parte aérea da planta, porém os sintomas tipicos sdo les6es necréticas de
coloracdo marrom escura presentes na face inferior da folha e, as vezes, podem ser
vistas na face superior (Figura 1). Uma regido clorética desenvolve-se proxima das

manchas necrdticas e as folhas tendem a curvar-se para baixo. Quando em ataques



severos, essas lesdes se alongam pelo limbo foliar ao redor das areas afetadas nas

nervuras, tornando necrotica parte do tecido foliar (Kimati et al., 2005).

Figura 1 - Sintomas da antracnose na face adaxial (A) e abaxial (B) na folha do feijao
comum (Phaseolus vulgaris L.).
Fonte Nupagri (2014).

Nas plantulas, as lesdes sdo pequenas, de coloragdo marrom ou preta e
podem ser observadas nos cotilédones (Kimati et al., 2005; Paula Janior e
Zambolim, 2006). No hipocoétilo pode apresentar lesbes alongadas, superficiais ou
deprimidas, podendo até ocorrer o estrangulamento do mesmo e morte da plantula,
conforme a agressividade do patégeno.

No caule e peciolos as lesbes sdo alongadas (Figura 2), escuras e, as
vezes, deprimidas. Nas vagens, geralmente, apresentam-se como lesdes circulares
e deprimidas, de coloragédo marrom, com as bordas escuras e salientes, circundadas
por um anel pardo-avermelhado e podem também apresentar o centro com
coloracdo mais clara ou rosada, em virtude da esporulacdo do fungo (Figura 3). As
lesdes podem evoluir e cobrir parte das vagens (Kimati et al., 2005). As sementes
infectadas, geralmente, apresentam-se descoloridas e podem também conter lesGes
levemente deprimidas e de coloragdo marrom.

Nas sementes de feijdo comum, os sintomas se apresentam por manchas
empardecidas e deprimidas e, quando as sementes possuem o0 tegumento claro, os
sintomas sdo notados com mais facilidade (Kimati et al., 2005; Rey et al., 2009).

Em cultivares resistentes ao C. lindemuthianum, pode ocorrer uma

hipersensibilidade. A planta passa a produzir lesdes de diferentes tamanhos, com
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coloracdo vermelho-acastanhado para delimitar a propagacao do fungo patogénico e

elimina-lo (Elliston et al.,1976).

Figura 2 - Sintomas da antracnose no hipocétilo das plantulas do feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.).
Fonte: Nupagri (2014).

Figura 3 - Sintomas da antracnose na vagem do feijao comum (Phaseolus vulgaris
L.).
Fonte: Nupagri (2014).

A sobrevivéncia de C. lindemuthianum entre as estacdes de cultivo do feijao
ocorre na forma de micélio dormente em sementes infectadas, nos cotilédones sob a
forma de esporos, ou em restos culturais, como micélio ou acérvulos. As sementes
contaminadas de cultivares suscetiveis sdo fontes primarias de in6culo na
disseminagdo da antracnose e chuvas moderadas, acompanhadas por ventos, sdo
fatores que contribuem para a disseminacédo do patégeno em longa distancia e nas

geracdes seguintes (Vieira, 1983). Na disseminacao, a curta distancia, destaca-se o
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salpico de chuvas sobre os residuos de colheita junto com o vento que podem levar
os esporos do fungo, insetos e animais. O homem é um eficiente meio de transporte
das sementes e restos culturais entre lavouras, principalmente quando opera
maquinas agricolas (Zaumeyer e Thomas, 1957; Kimati et al.,1997; Rey et al., 2009).

A utilizacdo de sementes em boas condi¢des sanitarias evita a disseminagao
do patdgeno para outras areas, dificulta a transmissdo de doencas para plantas,
além de contribuir para uma maior densidade populacional inicial da lavoura (Sartori
et al., 2004). Segundo Canteri et al. (1999), sdo indicadas para o controle da
antracnose a utilizacdo de sementes sadias, livres do patdégeno, aplicacdo de
fungicidas, rotagdo de culturas e o uso de variedades resistentes.

A antracnose tem ampla distribuicdo. Sua ocorréncia ja foi relatada em
diversos paises do mundo, tais como o México (Crispin-Medina e Campos-Avila,
1976), Costa Rica, Guatemala, Coldmbia, Venezuela (Echandi, 1976) Nicaragua
(Rava et al., 1993) e outros. No Brasil, ocorre na maioria dos estados produtores de
feijdo, sobretudo no Parand (Menezes et al.,, 1982), Minas Gerais (Del Peloso,
1992), Rio Grande do Sul (Balardin, 1997), Goias (Damasceno et al., 2007), Santa
Catarina, Sao Paulo, Bahia, Pernambuco, Espirito Santo, Alagoas, Sergipe e
Paraiba. Essa ampla abrangéncia deve-se ao uso de cultivares suscetiveis em
regibes com temperaturas amenas, variando de 13 a 26°C e alta umidade (Dalla Pria
e Silva, 2010)

2.3. Variabilidade patogénica e denominagdo de ragas de Colletotrichum

lindemuthianum

O fungo C. lindemuthianum possui ampla diversidade de viruléncia, o que
justifica o elevado numero de ragas fisioloégicas existentes e a complexidade no
emprego da resisténcia genética (Rava et al., 1994).

Essa variabilidade é fundamentada na teoria do gene-a-gene, que demonstra
a presenca de um gene especifico de resisténcia na planta, que € o gene R, e um
gene de aviruléncia correspondente no patégeno (Flor, 1955). Desde o inicio do
século passado, a variacdo patogénica tem sido relatada entre isolados de C.
lindemuthianum de diferentes partes do mundo (Menezes e Dianese, 1988; Pastor-
Corrales et al., 1995).
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Devido a ampla variabilidade do fungo, torna-se essencial o monitoramento
constante deste patdgeno, para que sejam descobertas novas fontes de resisténcia
ao patdgeno e, consequentemente, o desenvolvimento de novas cultivares
resistentes de feijdo comum, visando a controlar a doenca (Rava et al., 1994).
Pastor-Corrales et al. (1994) mencionam que tal diversidade € funcdo da coevolugéo
patégeno x hospedeiro.

Os primeiros relatos a respeito da variabilidade de C. lindemuthianum foram
conduzidos por Barrus (1911), ao observar que cultivares de feijdo se comportaram
de formas diferentes quando foram inoculadas com isolados de diferentes
procedéncias, com base nos resultados apresentados pelas cultivares
diferenciadoras americanas: Michelite, Perry Marrow e Dark Red Kidney, revelando a
existéncia de duas ragas distintas do patdgeno: Alfa e Beta. Posteriormente,
tornaram possivel a identificagdo de outras racas. Em 1923, Burkholder identificou
uma terceira raga, a qual foi denominada raga Gama, ao passo que Andrus e Wade
(1942) relataram a ocorréncia de uma quarta ragca descoberta na Carolina do Norte,
a raca Delta. Blondet (1963) identificou a raca épsilon, Kruger et al. (1977) a raca
kappa e Fouilloux (1975) a raga alpha-Brasil.

Relatos de Yerkes Jr. e Ortiz (1956), no México, evidenciaram a ocorréncia
de dez ragas denominadas de MA — 1 a MA — 10. Estas foram divididas em trés
grupos de reagdo, denominados grupos Mexicanos |, Il e lll, com base no caréter
patogenicidade, por meio da reacgéo das trés cultivares diferenciadoras americanas e
cinco mexicanas (Negro 150, Negro 152, Amarillo 155, Bayo 164 e Canario 101),
sendo que as seis primeiras racas (MA-1 a MA-6) foram classificadas como
pertencentes ao Grupo Mexicano |, MA-7 ao Grupo Mexicano Il e MA-8 a MA-10 ao
Grupo Mexicano lll. Posteriormente, Yerkes Jr. (1958) identificou as ragas MA — 11,
MA — 12 e MA -13, pertencentes ao grupo Alfa.

No Brasil, os primeiros estudos para identificacdo de ragas em C.
lindemuthianum foi realizado por Kimati (1966), a partir de isolados provenientes do
estado de S&o Paulo, identificando-se as ragas pertencentes aos grupos Alfa,
Mexicano Il e Delta. Oliveira et al. (1973) identificaram as ragas Brasileiro I,
Mexicano |, Alfa (70% de frequéncia) e Beta, encontradas em isolados do Rio
Grande do Sul e de Santa Catarina; a raga Gama em isolados de Santa Catarina.

Oliari et al. (1973) identificaram em Minas Gerais o Grupo Brasileiro 1.
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Paradela Filho e Pompeu (1975) registraram a ocorréncia dos grupos
Brasileiro | e Alfa em diferentes regides do estado de S&o Paulo. Em 1977, duas
ragas que ainda né&o tinham sido encontradas na natureza foram identificadas em
Ebnet na Alemanha e foram posteriormente denominadas de Capa (Kruger et al.,
1977) e lota (Hubbeling,1977). Na Franca, foi identificada por Fouilloux (1976) a
primeira raga com a capacidade de “quebrar” a resisténcia presente na cultivar
Cornell 49-242, devido ao gene ARE, sendo essa ragca denominada de Alfa-Brasil.

Menezes et al. (1982), no estado do Parana, identificaram as racas Alfa,
Delta, Epsilon, Capa e Lambda e um isolado que quebrou a resisténcia da variedade
TO, posteriormente denominado como raga Zeta (Menezes, 1985). Menezes e
Dianese (1988) fizeram mencdo a ocorréncia das ragas Alfa, Epsilon e Eta,
pertencentes ao grupo Alfa, além de Delta, Mu, Teta, Lambda e Capa, pertencentes
ao grupo Delta.

Paradela Filho et al. (1991) relataram que a identificacdo de novos grupos de
racas de C. lindemuthianum com base na reacdo de apenas trés cultivares
diferenciadoras nao era mais viavel. Era recomendado ampliar o namero de
cultivares diferenciadoras para a classificacdo de tantas ragcas que surgiam em tais
estudos (Pastor-Corrales, 1991; Kelly et al., 1994; Pastor-Corrales et al., 1995;
Gonzéalez et al., 1998; Mesquita et al., 1998; Balardin e Kelly, 1998; Thomazella et
al., 2000).

A adocgao de um sistema de identificagdo de ragas com base na definicdo de
uma série de cultivares diferenciadoras internacionais comegou com o objetivo de
padronizar a nomenclatura. Esse padrdo de cultivares diferenciadoras e
nomenclatura foi proposto por Pastor-Corrales (1991) que, trabalhando com
antracnose na cultura do feijoeiro comum, prop6s o sistema binario de Habgood
(1970) para nomenclatura das racas fisiologicas do patégeno, com base em
cultivares diferenciadoras internacionalmente aceitas em uma ordem pré-
estabelecida. O grupo de diferenciadores consta de nove cultivares de origem
Mesoamericana e trés cultivares de origem Andina, com diferentes tipos de cor de
gréo (Rodriguez-Guerra et al., 2006).

Cada cultivar da série diferenciadora recebe valores (2"%). O valor 2
representa o nimero de classes de reac¢des consideradas (resistente ou suscetivel)

e n é funcdo da ordem das diferenciadoras (com valor de 0 a 11). A identificacdo da

14



raca é denominada pela somatdria dos valores determinados de cada cultivar
suscetivel.

Cada uma das cultivares do conjunto das diferenciadoras possui pelo menos
um gene de resisténcia a antracnose. A cultivar Michelite possui o gene Co-11, a
cultivar Michigan Dark Red Kidney o gene Co-1, a cultivar Perry Marrow o gene Co-
13, Cornell 49-242 possuiu o gene Co-2, a cultivar Kaboon o gene Co-12, a cultivar
México 222 o Co-3, a cultivar Pl 207262 o gene Co-4%e o gene Co-33, a cultivar TO
possui 0 gene Co-4, a cultivar TU o gene Co-5 e a cultivar diferenciadora AB 136 os
genes Co-6 e co-8. J4 a cultivar G 2333 possui os genes Co-4%, Co-5 e Co-3°
(Quadro 1).

Quadro 1 - Conjunto das cultivares diferenciadoras utilizadas na caracterizagédo de
racas do C. lindemuthianum em feijdo comum, valores binérios, conjuntos génicos e
genes de resisténcia identificados, respectivamente (Habgood, 1970)

Valor binario

Cultivares diferenciadoras (2™ Conjunto génico Gene de resisténcia
Michelite 1 MA Co-11
Michigan Dark Red Kidney 2 A Co-1

Perry Marrow; 4 A Co-13
Cornell 49-242 8 MA Co-2
Widusa 16 A Co-1°
Kaboon 32 A Co-1°
México 64 MA Co-3

Pl 207-262 128 MA Co-4°, Co-3°
TO 256 MA Co-4

TU 512 MA Co-5

AB 136 1024 MA Co-6, Co-8
G2333 2048 MA Co-4% Co-5, Co-3°

Conjunto génico: MA — Mesoamericano; A: Andino.

O sistema de identificag&do de ragas facilitou a troca de informagdes, além da
identificacdo de fontes de resisténcia de cultivares de diferentes regides e da

dindmica populacional do patégeno e, consequentemente, o intercambio de material
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genético CIAT (1990). Porém, o conjunto de diferenciadoras ainda nédo é o ideal,
uma vez que algumas cultivares possuem os mesmos alelos de resisténcia (Davide,
2006). Portanto, dificilmente as cultivares diferenciadoras representam todos os
genes do hospedeiro, dificultando a exatiddo na classificagédo das ragas (Alzate-
Marin et al., 2001). Por exemplo, as cultivares diferenciadoras MDRK (Michigan Dark
Red Kidney), Perry Marrow, Widusa e Kaboon possuem o mesmo gene Co-1, com
alelos diferentes. J& Pl 207262, TO e G 2333 compartilham o mesmo locus Co-4,
com diferentes séries alélicas. As cultivares diferenciadoras TU e G 2333 possuem
gene para resisténcia a antracnose no mesmo locus Co-5.

Os isolados séo caracterizados numa dada raga da seguinte maneira: utiliza-
se as doze cultivares diferenciadoras e seus respectivos valores binarios, dispostas
na ordem pré-estabelecida de A a L. Num dado exemplo, foi considerado um isolado
que resultou na caracterizacdo da raga 351, valor esse que corresponde ao
somatério dos valores binérios referente as cultivares com as quais o isolado
apresentou reacao de compatibilidade (1 +2 + 4 + 8 + 16 + 64 + 256 = 351).

A partir de tal metodologia, o sistema binario permitiu a padronizagéo e
comparagao dos dados de diferentes grupos de pesquisa, bem como a troca de
informagbes sobre fontes de resisténcia de cultivares para diferentes regides e a
dindmica populacional do patégeno (Pastor-Corrales, 1991).

Estudos realizados por Pastor-Corrales et al. (1994), no periodo de 1976 a
1993, utilizando 380 isolados de C. lindemuthianum, provenientes de varias regides
geogréficas do continente americano, constataram que somente a cultivar
diferenciadora G2333 foi resistente a todos os isolados. Entre as ragas
caracterizadas, pode-se citar a raca 2047, identificada na Costa Rica, destacando a
importancia da utilizacdo desta cultivar em programas de melhoramento, além de
possuir outras qualidades, como grande adaptabilidade, elevada producdo de
sementes em muitos ambientes e tolerancia a solos com baixa fertilidade.

Mahuku e Riascos (2004), ao realizarem um estudo sobre a viruléncia e
diversidade molecular dentro de isolados de Colletotrichum lindemuthianum a partir
de variedades Andinas e Mesoamericanas, com 200 isolados do CIAT de origens
tanto Andina quanto Mesoamericana, representando diversas regides onde a
doenga predomina, identificaram 90 ragas do patdgeno e foi verificado que todas as
cultivares diferenciadoras, inclusive a G2333, j4 tiveram sua resisténcia superada

por isolados de C. lindemuthianum.

16



Varios autores ja relataram um grande ndmero de ragas distintas. Nunes et
al. (2013) realizaram um levantamento baseado na literatura, no periodo de 1991 a
2013, sobre a incidéncia do fungo C. lindemuthianum em P. vulgaris L. encontraram
aproximadamente 247 ragas distintas citadas em 28 paises (Quadro 2).

A andlise da ocorréncia de ragas nos paises (Quadro 2), isoladamente,
demonstrou que o Brasil (73 racas — 29,6%) foi o pais que apresentou maior
variabilidade de ragas, seguido do México (64 racas — 25,91%) e India (41 ragas —
16,6%). Atualmente, esses paises estdo entre os principais produtores mundiais de
feijao (FAO, 2013).

No Brasil, j& foram identificadas 73 racas distintas de C. lindemuthianum
(Quadro 2). As ragas observadas com mais frequéncia no pais séo 65, 73, e 81
(Rava et al., 1994; Balardin et al.,, 1997; Sartorato, 2002; Talamini et al., 2006;
Damasceno e Silva et al.,, 2007, Thomazella et al., 2002; Sansigolo et al., 2008;
Nunes et al., 2013).

O estado do Parana se destaca por apresentar a maior variabilidade dentre
os estados produtores de feijdo comum, com 44 racas do patégeno, correspondendo
a 60,27% das ragas brasileiras (Quadro 3) (Damasceno e Silva et al., 2005;
Sansigolo et al., 2008; Bonett et al., 2008). A ampla distribuicdo da cultura neste
estado, aliada as condicdes climaticas favoraveis, permitem que o patégeno tenha
seu hospedeiro disponivel em larga escala e em todas as épocas de cultivo (safra
das &guas, seca e inverno) o que pode favorecer sua adaptacdo nesta regido e
elevar o numero de ragas (Nunes et al., 2013).

Ferreira et al. (2008), no norte da Espanha, caracterizaram as racas 3, 6, 19,
38 e 102 a partir de 55 isolados da colecdo de germoplasma, constatando que a
raga mais frequente foi a 38, tendo sido avaliadas 246 variedades locais e outras 42
linhas derivadas de programas de melhoramento, em busca de linhagens
resistentes. Porém, nenhuma foi resistente para as cinco racas.

Estudos sobre a variabilidade patogénica revelam que a mesma pode se
manifestar por mecanismos diferentes (Menezes, 2006). Portanto, é necessario o
estudo da variabilidade para compreender a dindmica entre e dentro das populagdes
do patdégeno. Além disso, a determinagdo das ragas predominantes nas principais
regides produtoras permite ampliar a durabilidade da resisténcia das cultivares de

feijdo (Rodriguez-Guerra et al., 2003).

17



Quadro 2 - Ragas de Colletotrichum lindemuthianum e respectivos paises onde
foram identificadas

Pais Racas de C. lindemuthianum

Africa do Sul 3,6,7,49, 65, 80, 81, 83, 89, 263, 323, 390, 593
0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 36, 63, 64, 65, 81, 87, 129, 132, 133, 159, 258,

Argentina 3481, 3903

Bolivia 23, 407, 535
0,1,2,5,7,8,9, 10, 11, 17, 23, 24, 26, 27, 31, 52, 55, 64, 65, 66, 67,
69,71,72,73, 75,77, 79, 81, 83, 85, 86, 87, 89, 91, 93, 95, 96, 97, 101,

Brasil 102, 103, 105, 109, 111, 114, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 137, 193,
217, 249, 320, 321, 329, 337, 339, 343, 453, 475, 479, 513, 529, 535,
581, 585, 593, 1609, 2015

Bulgéria 1,2,3,6,22,23,54,79,81,130

Burundi 9, 69, 358, 401

Canada 23, 55, 65, 73, 89, 1096, 1161

China 81

o 1,3,5,7,9, 11, 15, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 358, 388, 513, 515,

Colombia 517,521, 525, 641, 643, 645, 647, 651, 653, 901, 1033, 1545
0,1,7,9, 38, 73, 89, 129, 133, 137, 393, 457, 521, 905, 989, 1025,

Costa Rica 1033, 1049, 1153, 1161, 1433, 1435, 1481, 1489, 1497, 1545, 1561,
1609, 1929, 1945, 1985, 1993, 2001, 2009, 2047, 3481, 3545, 3977

Equador 0,1,2 3,4,5,6,7,9, 12, 13, 15, 46, 65, 128, 129, 133, 256, 260,
261,1031, 1153, 1346

Eslovénia 23, 55,103, 131

Espanha 3,6,7,19, 38, 102, 787

Estados Unidos
Franca
Grécia

Guatemala

Honduras

india

3,7,23, 65,73, 89, 102, 130, 1153, 1161

4,6,7,87

2,6,22

0, 8,9, 520, 521, 648, 1024, 1025, 1097, 1544, 1545, 1549, 1572, 1645

0,1, 7 9 73, 129, 137, 201, 393, 521, 523, 1032, 1033, 1217, 1417,
1473, 1481, 1545, 1601, 1673, 1677, 1741, 1929, 1993

1, 3, 39, 65, 73, 83, 101, 103, 115, 119, 130, 131, 195, 391, 423, 465,
513, 515, 519, 521, 529, 537, 547, 551, 581, 585, 593, 598, 601, 613
615, 631, 639, 643, 647, 707, 721, 775, 903, 931, 935
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Quadro 2, cont.

Japéo 81
Quénia 485

0,23,57,8,9, 64, 65, 69, 72, 73, 100, 128, 129, 192, 193, 209, 256,
257, 260, 264, 265, 292, 300, 320, 321, 324, 325, 328, 356, 357, 384,
México 385, 392, 393, 448, 449, 453, 457, 465, 467, 469, 485, 833, 1024, 1025,
1088, 1089, 1093, 1097, 1165, 1344, 1409, 1431, 1472, 1473, 1600,

1869, 3785, 3993, 3995, 4027, 4077

Nicaragua 7,649, 713, 1545, 1608, 1609, 1737, 1865
Peru 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 23, 128, 129, 131,
Porto Rico 73
Republica

. 2,3,9, 19, 38, 39, 47, 55, 290, 295
Dominicana
Tanzania 0,2,12, 38,192

132, 133, 136

Fonte: Nunes et al. (2013).

A variabilidade genética, além da observada pela andlise da viruléncia, tem

sido sugerida, mesmo quando o arranjo genético ndo esteja relacionado a regido de

viruléncia de cada raca (Balardin et al., 1997; Mesquita et al., 1998). Analise de

viruléncia e uso de marcadores moleculares sdo metodologias que tém sido

sugeridas para interpretacdo com maior exatiddo da variabilidade patogénica em C.

lindemuthianum.

Quadro 3 - Ragas de Colletotrichum lindemuthianum identificadas no Brasil e sua

distribuicdo entre os estados brasileiros

Estado Racas Referéncias
Mesquita et al., (1998); Alzate-
Bahia 23, 65, 71, 73, 81, 87, 101, 119, 585 Marin e Sartorato  (2004);
Damasceno e Silva et al.,
(2005)
Alzate-Marin e  Sartorato
Distrito Federal 65, 69, 73, 81, 87, 101, 119 (2004); Damasceno e Silva et
al. (2005)
Espirito Santo 64, 65, 67, 72, 73, 75, 79, 87, 585 Mesquita et al. (1998); Alzate-

8, 23, 55, 65, 69, 71, 73, 77, 81, 83,
Goias 87, 89, 97, 109, 117, 119, 125, 127,
475, 479, 593

Marin e Sartorato (2004)

Mesquita et al., (1998); Alzate-
Marin e Sartorato  (2004);
Talamini et al., (2004);
Damasceno e Silva et al., (2005);
Wendland et al. (2011)
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Quadro 3, cont.

Mato Grosso

1,8,9, 10, 24, 64, 65, 72, 73, 81, 114

Goncalves-Vidigal et al. (2009);
Felipin-Azevedo (2013); Nunes
et al., (2013).

Mato Grosso do Sul

Minas Gerais

Paraiba

Parana

Pernambuco

Rio de Janeiro

Rio Grande do Sul

Santa Catarina

Séao Paulo

Sergipe

Brasil*

65, 73, 81, 89, 339, 343

0, 1, 8, 55, 64, 65, 66, 69, 73, 77, 81,
83, 85, 87, 89, 96, 105, 109, 111,
119, 123, 125, 127, 193, 321, 337,
593

65, 73

0,1,2 79 10, 11, 17, 26, 27, 31,
52, 55, 64, 65, 67, 69, 72, 73, 77, 81,
83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 96, 97,
101, 102, 105, 109, 123, 127, 137,
193, 249, 320, 321, 337, 342, 453,

7,23, 81, 87,119

73

5, 17, 28, 31, 55, 64, 65, 67, 69, 73,
77, 81, 83, 87, 89, 97, 321, 453

7, 55, 65, 67, 73, 75, 77, 81, 83, 86,
87, 89, 95, 101, 103, 105, 109, 111,
121, 217, 249, 581

23, 31, 65, 73, 81, 87, 89, 95, 127

89

329, 513, 529, 535

Damasceno e Silva et al. (2005)

Abreu et al. (1993); Sartorato,
(2002); Talamini et al. (2004);
Alzate-Marin e Sartorato (2004);
Damasceno e Silva et al. (2005)

Mesquita et al. (1998); Alzate-
Marin e Sartorato (2004)

Rava et al. (1994); Mesquita et al.
(1998); Carneiro (1999);
Thomazella et al, (2002);
Sartorato (2002); Alzate-Marin e
Sartorato (2004); Damasceno e
Silva et al. (2005); Sansigolo et al.
(2008); Bonett et al. (2008); Nunes
et al. (2011)

Alzate-Marin e Sartorato (2004)

Alzate-Marin e Sartorato (2004)

Balardin (1997); Mesquita et al.
(1998); Somavilla e Prestes
(1999); Talamini et al. (2004);
Damasceno e Silva et al. (2005);
Alzate-Marin e Sartorato (2004)

Balardin et al. (1990); Damasceno
e Silva (2007); Alzate-Marin e
Sartorato  (2004); Goncalves-
Vidigal et al. (2008b)

Carbonell et al. (1999); Talamini et
al. (2004); Damasceno e Silva
(2007)

Alzate-Marin e Sartorato (2004)

Ishikawa et al. (2005); Mahuku e
Riascos (2004)

*Racas citadas na literatura como presentes no Brasil, porém sem definir o Estado.

Fonte: Nunes et al. (2013).

2.4. Mecanismos de variabilidade do C. [indemuthianum

As espécies de Colletotrichum apresentam alta variabilidade, a qual se

manifesta pela morfologia da col6nia, forma de conidios, presenca e forma de setas,

apressorios, pigmentagcdo e patogenicidade. A variabilidade ocorre por diferentes

mecanismos criados por meio da mutagdo, ou pelos processos que ampliam a

variabilidade, como o ciclo sexual, parassexualidade e anastomose entre hifas

(Menezes, 2006) e também um tipo de célula especializada, encontrada em
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espécies de Colletotrichum, denominada de tubos de anastomoses entre conidios
(Conidial Anastomosis Tubes - CATS) (Roca et al., 2005).

O tipo de reproducao da espécie € um mecanismo que amplia a diversidade
genética da populacdo. Pode ser sexual (Glomerella cingulata f. sp. faseoli,) ou
assexual (Colletotrichum lindemuthianum). Provavelmente, o ciclo sexual € acionado
em algum estdgio de desenvolvimento da populacdo do agente patogénico,
resultando na expansdo da variabilidade genética. Em seguida, varios ciclos de
reproducdo assexuada ocorreriam, sendo tal fase responséavel pela epidemiologia da
infecgé@o (Souza et al., 2010).

O ciclo sexual de fungos caracteriza-se, geralmente, pela existéncia de um
mesmo citoplasma de nucleos haploides com constituicdes genéticas distintas
(dicérions), que se fundem em estruturas apropriadas, produzindo um ndcleo
dipléide que, quase imediatamente, sofre meiose, restaurando o estado hapléide dos
nucleos (Azevedo, 1998). Portanto, a reproducdo sexual permite a probabilidade de
ocorréncia de novas combinacdes alélicas a cada ciclo de recombinacao,
conduzindo a elevado nivel de diversidade do agente patogénico. Portanto, a
ocorréncia periddica de reprodugcdo sexual pode explicar grande parte da
variabilidade encontrada em populag6es de C. lindemuthianum (Souza et al., 2010).

A fase sexual tem sido observada por indugdo em condi¢gBes de laborat6rio
(Kimati e Galli, 1970), porém esta fase é raramente encontrada em campo ou ha
escassez de estudos sobre esta fase de infeccao nas plantas (Camargo Janior et al.,
2007; Damasceno Silva et al., 2007). Ainda ndo é considerada a principal fonte de
geracao de variabilidade neste fungo, mas pode explicar parte da variabilidade
existente, pois o patdgeno Glomerella cingulata f. phaseoli sp (a fase sexual do
fungo Colletotrichum lindemuthianum) tem sido identificado em isolados de campo
do Brasil (Camargo Junior et al., 2007).

As estruturas de formagédo de CATs entre conidios de C. lindemuthianum s6
foram observadas apos o final da esporulacdo. Os CATs parecem ser um fenémeno
muito comum em fungos, mas as informacdes sobre sua importancia biolégica eram
escassas até poucos anos atrds (Roca et al., 2005). Conidios unidos por CATs
foram encontrados germinando mais rapido do que conidios individuais (Roca et al.,
2003).

Roca et al. (2005) mostraram que os CATs de Colletotrichum

lindemuthianum eram responsaveis pela fusdo entre conidios em corpos de fruto
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assexuadas e que os nucleos e organelas eram movidos de um para outro atraves
de conidios CAT fundidos, ou seja, ocorre durante o ciclo assexual, dando a
oportunidade para gendétipos diferentes da espécie encontrar-se hum complexo
formado pelas anastomoses. Assim, segundo Ishikawa et al. (2012), a fuséo de
CATs é um mecanismo potencial de recombinacdo ndo meibtica nesta espécie,
gerando variabilidade por meio da transferéncia horizontal de genes e que a
formacdo de heterocarios como consequéncia da fusdo de CATs pode gerar
isolados com fenoétipos distintos, provavelmente devido a geracdo de novos
genotipos.

Estudos realizado por Ishikawa et al. (2012), a fim de monitorar o destino de
nucleos e células heterocarioticas, utilizando fluorescentes vermelhas e verdes,
evidenciaram o0 comportamento nuclear durante a fusdo de CATs. A
incompatibilidade do heterocério foi observada entre as coldnias de linhagens
vegetativamente incompativeis, resultando em morte celular. No entanto, a fusdo de
CATs entre conidios uninucleados destes isolados incompativeis ndo causou a
reacao de incompatibilidade. Os nucleos vermelhos e verdes da combinagéo destes
isolados mostraram migrar de um conidio para outro, formando o heterocério e,
posteriormente, ocorreu a mitose. A formacao de nucleos amarelos resultantes desta
combinacdo, apo6s a fusdo, foi observada em 27% dos heterocarios formados.
Portanto, os resultados obtidos demonstram que a resposta incompatibilidade
vegetativa € suprimida durante a iniciacdo de colénias em C. lindemuthianum.
Assim, a fusdo CAT pode permitir que fungos assexuados ampliem sua diversidade
genética e adquira novas caracteristicas patogénicas.

O ciclo parassexual é outro mecanismo que permite a troca de material
genético em C. lindemuthianum (Roca et al., 2003; Castro-Prado et al., 2007). Este
ciclo tem seu inicio com a formacdo de pontes de anastomose entre hifas, as quais
promovem conexdes citoplasmaticas, favorecendo as trocas genéticas entre fungos
flamentosos e permitem a formac@o de heterocérios (Saupe, 2000). Dentre as
trocas genéticas desse ciclo, pode ocorrer a fusdo de dois nuacleos haploides
diferentes em um heterocério e a permuta mitética ocorre durante a multiplicagédo do
nucleo diploide e haploidizagdo (Pontecorvo, 1956). Esse mecanismo possibilita a
ocorréncia de recombinagdo génica e diploidizagdo, sem passar pelas etapas de

reprodugdo sexual, sendo importante para fungos assexuais (Roca, 1997).
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Heterocario é a presenca de nucleos distintos no mesmo citoplasma e é conseguida
em fungos filamentosos, por meio das anastomoses entre hifas (Glass et al., 2000).

A formacédo de anastomoses entre hifas de isolados de ragas diferentes C.
lindemuthianum é um importante mecanismo para gerar variabilidade em fungos de
reproducéo assexuada (Freire et al., 2005).

Segundo Azevedo (1998), para o inicio do processo parassexual, é
necessaria a heterocariose, um importante componente do ciclo de vida dos fungos
anamorficos e que serve para a transmisséo de fatores de hipoviruléncia, tais como
RNAs de fita dupla, diferindo assim os componentes de viruléncia ou variedade de
hospedeiros (Leslie, 1993). Embora sejam 6bvios os beneficios da formacdo do
heterocério, existem mecanismos genéticos que restringem a sua formacdo entre
individuos geneticamente diferentes (Glass et al., 2000).

Em fungos filamentosos, existem dois tipos de reconhecimento, o sexual,
controlado por locos mat (“mating types”), e o reconhecimento vegetativo, controlado
pelo loco especifico het. A viabilidade desses heterocariontes € geneticamente
controlado por locos het denominado especifico (por incompatibilidade do
heterocério) ou vic (por incompatibilidade vegetativa). Quando dois individuos
diferentes se encontram, ocorre espontaneamente a fuséo celular ou anastomose.
Se os dois individuos tiverem o mesmo genotipo het, ocorre a heterocariose e se 0s
dois diferirem em gendtipo het, as células heterocaridticas s&o rapidamente
destruidas ou tém o seu crescimento severamente inibido (Figura 4). Isso significa
que devido ao fato das células heterocaridticas serem formadas pela fuséo de
isolados que ndo estdo no mesmo grupo de compatibilidade vegetativa, essas
células crescem a uma taxa muito reduzida ou sofrem apoptose (Saupe, 2000).

Ainda de acordo com Saupe (2000, a funcdo dos genes het € preservar a
individualidade genética e funciona como uma importante ferramenta para a analise
de populagdes em fungos. Glass et al. (2000) supéem que a selecdo atuaria sobre
os locos het para manutenc¢éo do polimorfismo em populagdes de fungos.

A compatibilidade vegetativa refere-se a capacidade de uma hifa vegetativa
formar anastomose ou heterocario estavel, sendo utilizada na analise da diversidade
genética e na estrutura de populacdes naturais (Varzea et al., 2002). Acredita-se que
a incompatibilidade vegetativa funcione como um sistema de reconhecimento de
gendtipos diferentes para limitar a passagem de elementos infecciosos, prevenir a

exploragdo por nucleos mal adaptados e também prevenir que recursos sejam
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retirados durante a reproducdo sexual, sendo, portanto, um mecanismo de

autodefesa em fungos filamentosos (Glass et al., 2000).

A

het-x

C | | Y
A

__het-X

het-x

Figura 4 - Representacdo esquematica do heterocario incompatibilidade. (A) Quando
dois individuos fungicos diferentes se encontram, eles passam espontaneamente um
evento de fusdo celular ou anastomose. (B) Se os dois individuos tém o mesmo
gendtipo het, um heterocério é estabelecido. (C) Se as duas estirpes diferem em
gendtipo het, as células heterocaritticas sdo destruidas ou gravemente inibidas em
seu crescimento.

Fonte: Saupe (2000).

Barcelos et al. (2011), trabalhando com 47 isolados pertencentes a
diferentes racas de C. lindemuthianum para andlise de grupos de compatibilidade
vegetativa (VCG), observaram a formacdo de 45 grupos de compatibilidade
vegetativa, nos quais 44 isolados foram incompativeis e em apenas uma

combinacgdo foi observada a formag&o do heterocario. A alta incompatibilidade entre
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os isolados utilizados neste estudo pode ser explicada pela autoincompatibilidade,
pois a formagcdo de heterocérios foi baixa, evidenciando a grande variabilidade
existente nesta espécie.

Estudos sobre a estrutura da populagéo de C. lindemuthianum demonstraram
que, embora processos reprodutivos nessa espécie sejam predominantemente
assexuados, os padrbes de acasalamento das populacdes refletem os de espécies
aleatérias. Em outras palavras, as populagdes apresentam equilibrio gamético,
porém, em algum momento durante o ciclo de recombinacdo, o agente patogénico
seja submetido a reproducgédo sexual (Rodriguez-Guerra et al., 2003).

O sucesso da adocéo de resisténcia, como uma estratégia de controle da
doenga, depende do conhecimento do nivel de variabilidade entre e dentro das
populacdes do patdégeno. Informacbes sobre os processos responsaveis pela alta
variabilidade populacional € particularmente importante (Souza et al., 2010). Assim,
os programas de melhoramento tém utilizado marcadores moleculares, pois eles
permitem andlise direta da variacdo do genoma sem que haja influéncia do ambiente

(Damasceno e Silva et al., 2007)
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos durante o periodo de julho de 2013 a
fevereiro de 2015, em casa de vegetacdo e no Laboratério de Melhoramento do
Feijdo Comum e de Biologia Molecular do Nupagri - Nucleo de Pesquisa Aplicada a
Agricultura, latitude 23° 26’8"S e longitude 51° 53'42"), pertencente a Universidade
Estadual de Maringa (UEM).

3.1. Coleta das amostras

As amostras de sementes, folhas, caules e vagens com sintomas de
antracnose foram coletadas em cultivos de feijdo comum, no periodo compreendido
entre julho de 2013 e novembro de 2014, em municipios do estado do Parana, com
repeticdes de coletas nos mesmos locais, mas em anos diferentes, com exce¢ao do
municipio de Cascavel, cuja coleta ocorreu apenas no ano de 2014. A coleta das
amostras foi realizada nos municipios de Cascavel, Guarapuava, Irati, Maringa e
Prudent6polis (Figura 5). Tais amostras foram identificadas e acondicionadas em
sacolas hermética, fechada com ziper, impedindo a deterioracao. Posteriormente,
foram levadas ao Nupagri - Nacleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura, para
realizagdo de todas as etapas posteriores para a obtencdo dos resultados e
caracterizagdo de ragas do fungo Colletotrichum lindemuthianum.

Trinta e quatro isolados foram obtidos, a partir de lesdes tipicas com
sintomas de antracnose, contaminados em condi¢des de campo.

As amostras de material com sintomas de antracnose, coletadas no
municipio de Cascavel, foram provenientes de &rea de cultivo da Coopavel, na
Coldnia Cachoeira Alta e Colbnia Esperanca, em cinco areas diferentes, trés na
colénia Cachoeira Alta e dois na Colbdnia Esperancga, sendo que cada area de cultivo
pertence a um produtor.

Em todas as areas de cultivo, foram feitas coletas de amostras da cultivar
Tangara, com exce¢do de um cultivo na Colbnia Esperanga que era a cultivar
Uirapuru. Tais coletas foram realizadas apenas uma vez, em abril de 2014. No
municipio de Prudentépolis, foram realizadas trés coletas: uma no segundo

semestre de 2013 e as outras no primeiro e no segundo semestre de 2014, todas do
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grupo carioca, sem identificacdo da cultivar. Nos municipios de Guarapuava e lIrati,
também foram feita trés coletas: a primeira, a cultivar era do grupo carioca
(Unicentro) e as outras duas do grupo preto. J& em Maringa foram feitas duas
coletas na mesma area: a primeira no final de 2013 e a segunda no segundo
semestre de 2014, com amostras dos grupos carioca e preto (cultivares Pérola,
Juriti, LEC 01-11, LP145, VCU-T19 e Crioulo).

| @  Capital de Estado
®  (Cidade
Sio Paulo i
-— Po
ws Limite do Etado
Principais rodovias

Mato Grosso /¢
do Sul

Figura 5 - Municipios de coleta do material infectado com sintomas de antracnose no
estado do Parana: Cascavel, Guarapuava, Irati, Maringa e Prudentépolis.
Fonte: http://www.parana-turismo.com/mapa-parana.htm.

Para este estudo, padronizou-se que os isolados CLO1, CL02, CLO3, CL04,
CLO5 e CLO6 foram provenientes de material coletado no municipio de Cascavel
(cultivar Tangara). Os isolados provenientes do municipio de Guarapuava (CLO7 e
CL08) eram de lavoura com sementes do grupo carioca, sem identificacdo da
cultivar. Os isolados CL09, CL10 e CL12 foram coletados de plantas da cultivar BRS
Campeiro e o isolado CL11 coletado de plantas do grupo preto. Os isolados CL13,

CL14 e CL15, coletados no municipio de Irati, vieram de lavoura com grdos do grupo
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preto, enquanto o isolado CL16 foi proveniente de lavoura com sementes do tipo
carioca. Os isolados provenientes do municipio de Maringa foram: CL17 (grupo
crioulo), CL18, CL22 e CL28 (Juriti), CL19, CL24 e CL025 (LEC - 01 10), CL20
(Crioulo), CL21 e CL23 (Pérola), CL26 e CL27 (LP 145) e CL29 (VCU - T19). Os
isolados CL30, CL31, CL32 e CL33 provenientes do municipio de Prudentépolis
originaram-se de lesGes de plantas com gendtipos do grupo carioca e CL34 da

cultivar BRS Esplendor.

3.2. Isolamento de C. lindemuthianum

Os isolamentos foram realizados em camara de fluxo laminar Telstar Bio HA a
partir de lesdes com sintomas de antracnose infectados naturalmente, presentes no
material vegetal (folhas, caules, hastes e vagens), coletados em condi¢cdes de
campo. Procedeu-se a desinfeccdo prévia dos fragmentos imergidos em solugdo de
hipoclorito de so6dio comercial (contendo 12,5% de cloro ativo), diluida na proporcéao
de uma parte do produto para quatro partes de Aagua esterilizada (1:4), e
posteriormente imersdo em &lcool 70%. Em seguida, recorreu-se a assepsia duas
vezes, por dois minutos, em agua destilada e esterilizada. Posteriormente, 0s
fragmentos foram secos em papel filtro e transferidos para placas de Petri, contendo
meio BDA (batata-dextrose-agar), metodologia adaptada de Mathur et al. (1950).

As placas contendo os fragmentos assim tratados foram vedadas com
plastico insufilm e mantidas em camara de crescimento (BOD), na auséncia de luz e
com temperatura de 22 + 2°C, induzindo o crescimento do patégeno sobre as lesdes
em meio BDA.

Apos o periodo de incubacéo, as placas foram examinadas para verificagdo
do crescimento micelial (Figura 6). Os micélios provenientes dos fragmentos foram
transferidos em pequenos discos com diametro aproximado de 0,44 cm para novas
placas de Petri, contendo meio de cultura BDA + antibittico (batata-dextrose-agar +
estreptomicina a 250 mg kg™*) por meio de agulha histolgica flambada, em camara
de fluxo continuo, previamente esterilizada com hipoclorito de sédio e alcool. As
placas repicadas foram vedadas e incubadas novamente em camara tipo BOD, a 20

+ 2°C, para desenvolvimento do fungo.
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Figura 6 - Isolados de C. lindemuthianum obtidos no estado do Parana: Cascavel,
Guarapuava, Irati, Maringé e Prudentépolis.
Fonte: Nupagri (2014).

3.3. Multiplicacdo do inéculo

O preparo do inéculo seguiu a metodologia proposta por Cardenas et al.
(1964), multiplicando-se os esporos de cada isolado de C. lindemuthianum em tubos
de ensaio contendo vagens (8 a 10 cm), parcialmente imersas (1 a 2 cm) em meio

agar-agua esterilizadas em autoclave por 40 minutos a 120°C. Apoés a repicagem do
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isolado para as vagens, as mesmas foram incubadas por 15 dias, a 20 + 2°C, em
camara de crescimento (BOD), para esporulacdo do patégeno (Figura 7).

Decorrido o periodo necessario para o0 desenvolvimento do fungo
(aproximadamente 15 dias), procedeu-se a retirada das vagens dos tubos. A seguir,
com o auxilio de uma pinca, as vagens foram colocadas em um becker, contendo
adgua destilada esterilizada, sendo, na sequencia, filtrada por meio de uma dupla

camada de gaze, obtendo-se, assim, a suspenséo de esporos.

Figura 7 - Esporos de C. lindemuthianum na vagem do feijao comum.
Fonte: Nupagri (2014).

3.4. Inoculagéo e incubacéao

Na determinacdo da concentracdo de esporos de cada isolado do patdgeno,
foram efetuadas cinco contagens em microscépio, com o auxilio de hematocitémetro
(cdmara de Neubauer-Preciss) (Figura 8). Ap6s a contagem, a suspensdo de
esporos foi ajustada & concentracdo aproximada de 1,2 x 10° esporos mL™ de 4gua
destilada esterilizada.

Posteriormente, os isolados monosporicos foram separadamente inoculados,
nas 12 cultivares diferenciadoras do C. lindemuthianum, com o objetivo de obter os
fenotipos de viruléncia dos isolados (Pastor-Corrales, 1988; Mahuku e Riascos,
2004). Esse processo foi realizado por meio de um atomizador De Vilbiss (nUmero
15), adaptado com um reservatorio para a suspenséo de esporos. A inoculacao foi

conduzida tanto na face abaxial quanto adaxial das folhas.

30



Figura 8 - Esporos de C. lindemuthianum na lamina da camara de Neubauer-Preciss
para ajuste da concentragdo da suspenséo de esporos.
Fonte: Nupagri (2014).

Apos a inoculagdo, as plantulas foram mantidas na cdmara de nebulizagédo
por 72 horas, controlando-se a luminosidade (12 h de iluminagdo de 680 lux / 12 h
de escuro), com aproximadamente 100% de umidade relativa. Posterior ao periodo
de incubacdo, as plantas foram transferidas para bancadas, em ambiente
apropriado, com temperatura de 20 + 2°C, sob luz artificial, onde permaneceram até

a realizagéo das avaliagbes (7 dias).

3.5. Semeadura das cultivares diferenciadoras

O conjunto das 12 cultivares diferenciadoras foi semeado lado a lado em
bandejas plasticas para germinacdo com dimensdes de 48 x 30 x 11 cm, (10
sementes de cada cultivar), contendo substrato a base de turfa. Essas bandejas
foram mantidas em condi¢cdes de casa de vegetacdo até o desenvolvimento da
primeira folha trifoliolada da plantula, que ocorreu aproximadamente aos 14 dias
apos a semeadura. Decorrido este periodo, as bandejas contendo as plantulas
foram transferidas para camara de nevoeiro com temperatura de 20 + 2°C para

posterior teste de patogenicidade dos isolados de C. lindemuthianum (CIAT, 1990).

3.6. Avaliacdo dos sintomas

A avaliagdo fenotipica dos sintomas em cada plantula foi realizada

aproximadamente 10 dias apés a inoculacao, utilizando-se a escala de severidade
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proposta por Pastor-Corrales (1991), com valores que variaram de 1 a 9, em plantas
individuais, conforme descrito a seguir:

1 - Auséncia de sintomas.

2 — Quando até 1% da nervura apresentou manchas necroticas, perceptiveis
somente na face inferior das folhas.

3 — Quando ocorreu maior frequéncia de sintomas foliares descrita no grau
anterior, até 3% das nervuras afetadas.

4 — Quando até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas foram
perceptiveis em ambas as faces das folhas.

5 — Quando observou-se maior frequéncia dos sintomas foliares descrita no
grau anterior, até 3% das nervuras afetadas.

6 - Manchas necroticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das
folhas, e presenca de algumas lesGes em talos, ramos e peciolos.

7 - Manchas necroticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido
mesofilico adjacente, que se romperam. Presen¢ca de abundantes lesdes no talo,
ramos e peciolos;

8 - Manchas necrdticas em quase todas as nervuras, muito abundantes em
talos, ramos, peciolos, ocasionando rupturas, desfolhacéo e reducdo do crescimento
das plantas.

9 - Maioria das plantas mortas.

As plantas que receberam notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes
(R), enquanto aquelas com notas de 4 a 9 foram consideradas suscetiveis (S). Com
0 objetivo de determinar as ragas de C. lindemuthianum, utilizou-se a escala de

valores binarios proposta por Pastor-Corrales (1991).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ragas de C. lindemuthianum identificadas nos municipios paranaenses

Os 34 isolados de C. lindemuthianum avaliados neste estudo apresentaram
diferentes padrées de viruléncia e permitiram a identificacdo de 25 ragas fisioldgicas
distintas: 2, 3, 10, 11, 15, 27, 31, 63, 64, 73, 75, 79, 81, 82, 83, 90, 91, 93, 95, 259,
283, 287, 339, 346, 351 (Quadro 4).

A raga 3 apresentou a maior frequéncia de ocorréncia (14,7%), corroborando
resultados publicados na literatura. Tal raca apresenta expressiva distribuicdo
geogréafica no mundo, tendo sido ja constatada em paises como Africa do Sul,
Argentina, Bulgaria, Colémbia, Equador, Espanha, Estados Unidos, india, México,
Peru e Republica Dominicana (Pastor-Corrales et al., 1995; Koch, 1996; Balardin et
al., 1997; Falconi et al., 2003; Mohammed, 2003; Ansari et al., 2004; Kiryakov e
Genchev, 2004; Mahuku e Riascos, 2004; Sharma et al., 2007; Ferreira et al., 2008;
Muth e Liebenberg, 2009; Mwesigwa, 2009; Padder et al., 2010). Porém, destaca-se
que este € o primeiro relato da ocorréncia dessa raca no Brasil. A raca 3 foi
caracterizada a partir de cinco isolados: trés coletados no municipio de Cascavel, e
dois coletados no municipio de Maringa, ambos os municipios do estado do Parana.

As ragas 15, 63, e 339 também foram identificadas pela primeira vez no
estado do Parana. No entanto, as ragas 75 e 339 j& haviam sido relatadas em outros
dois estados brasileiros, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul, respectivamente,
(Alzate-Marin e Sartorato, 2004). As ragas 15 e 63 apresentam baixa frequéncia,
porém, a raca 15 ja foi encontrada em paises como Colémbia e Equador (Pastor-
Corrales et al., 1995; Balardin e Kelly, 1998; Mahuku e Riascos, 2004; Genchev et
al., 2010), enquanto a raga 63 foi reportada apenas na Argentina (Sicard et al.,
1997). No Brasil, € o primeiro relato da ocorréncia dessa raga. As ragas 2, 64, 91, 95
e 351 apresentaram frequéncia de ocorréncia de 5,9% no presente trabalho.

A raca 2, compativel apenas com a cultivar diferenciadora Andina Michigan
Dark Red Kidney, foi identificada no municipio de Cascavel (um isolado).
Caracteriza-se por ser uma raga com distribuicdo geogréfica ampla (Quadro 2) e sua
ocorréncia ja foi reportada na Argentina, Brasil, Bulgaria, Equador, Grécia, México,

Peru, Quénia, Republica Dominicana, Tanzania e Uganda (Pastor-Corrales et al.,
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1995; Balardin et al., 1997; Sicard et al., 1997; Ombiri et al., 2002; Mahuku e
Riascos, 2004; Gonzales-Chavira et al., 2004; Ansari et al., 2004; Sharma et al.,
2007; Bardas et al., 2007; Kiryakov e Genchev, 2009; Mwesigwa, 2009; Padder et
al., 2010; Nunes et al.,, 2011). Porém, apesar de ser uma raca amplamente
distribuida, sua ocorréncia foi reportada no Brasil recentemente por (Nunes et al.,
2011).

A raca 64 foi caracterizada a partir de dois isolados provenientes dos
municipios de Maringa e Irati. Caracteriza-se por ser uma das ragas mais difundidas
e incidentes nas regides produtoras de feijdo comum, corroborando resultados de
Ishikawa et al. (2005); Sansigolo et al. (2008) e Felipin-Azevedo et al. (2013).

As racas 64 e 73 apresentaram reacbes de compatibilidade apenas com
cultivares de origem Mesoamericana. Por outro lado, as racas 3, 10, 11, 15, 27, 31,
63, 75, 79, 81, 82, 83, 90, 91, 93, 95, 259, 283, 287, 339, 346 e 351 apresentaram
reagOes de compatibilidade com ambas as cultivares Andinas e Mesoamericanas.
Todas as cultivares diferenciadoras Andinas apresentaram reacdo de
compatibilidade com os isolados, com excec¢éo da cultivar Kaboon, incompativel com
praticamente todos os isolados e compativel apenas com a raga 63. Por outro lado,
todos os isolados foram incompativeis com as cultivares Pl 207262, TU, AB 136 e G
2333, tornando-se importantes fontes de resisténcia para uso em programas de
melhoramento genético de feijoeiro, visando ao controle da antracnose no estado do
Parana.

A cultivar mesoamericana TO é considerada uma importante fonte de
resisténcia. Entretanto, teve sua resisténcia superada pelas ragas 259, 283, 287,
339, 346 e 351. Os isolados foram provenientes dos municipios de Cascavel (um
isolado), Irati (um isolado), Maringé (quatro isolados) e Prudentdpolis (um isolado),
respectivamente (Quadro 4).

As racas 2, 10, 27, 31, 64, 73, 75, 79, 81, 83, 91, 93 e 339 ja haviam sido
descritas no Brasil, a maioria no estado do Parand, o qual demonstrou ser o principal
estado com a maior variabilidade genética do patdégeno, conforme apontou a revisdo
de literatura realizada por Nunes et al. (2013). As racas 82, 90, 259, 283, 287, 346 e
351 de C. lindemuthianum estdo sendo descritas pela primeira vez no cenario
mundial, demonstrando a variabilidade genética do patdégeno e a importancia da

realizagéo do presente trabalho.
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Quadro 4 - Identificagdo das racas fisiologicas de 34 isolados de Colletotrichum
lindemuthianum coletados no estado do Parand de acordo com a reagdo das
cultivares diferenciadoras (Maringd/PR, 2015)

Cultivares Diferenciadoras

Isolado Municipio A B C D E F G H 1 T K L Raca
CLo1 Cascavel -+ - - - e e 2
CL02 Cascavel + o+ - - - - - - - - - - 3
CLO3 Cascavel + o+ - Lo 3
CLO4 Cascavel + 0+ - - - - - .. 3
CLO5 Cascavel + o+ -+ o+ - - - - - - - 27
CLO6 Cascavel + o+ - + o+ - - - + - - - 283
CLo7 Guarapuava -+ -+ - - - - - - - 10
CLO8 Guarapuava S S S T 15
CLO09 Guarapuava + - - + - - + - - - - - 73
CL10 Guarapuava + - - - + - + - - - .. 81
CL11 Guarapuava - + - - + - + - - - - - 82
CL12 Guarapuava + - + o+ o+ - + - - - - - 93
CL13 Irati + O+ o+ o+ o+ o+ - - - - .. 63
CL14 Irati - - - - - - + - - - - - 64
CL15 Irati + o+ - - + - + - - - - 83
CL16 Irati + 0+ + o+ o+ -+ -+ - - - 351
CL17 Maringa -+ - Lo 2
CL18 Maringa + o+ - - - ..o 3
CL19 Maringa + o+ - - - - oL 3
CL20 Maringa - - - - - - + - - - - 64
CL21 Maringa + o+ - + - - + - - - - 75
CL22 Maringa + + o+ o+ - -+ - - - 79
CL23 Maringa -+ -+ o+ -+ - - - - - 90
CL24 Maringa + o+ - + o+ - + - - - .. 91
CL25 Maringa + + o+ o+ o+ - + - - - .. 95
CL26 Maringa + o+ - oL 259
CL27 Maringa + + + o+ o+ - - - + - - - 287
CL28 Maringa + O+ - - + - - + - - - 339
CL29 Maringa + o+ o+ o+ o+ - N 351
CL30 Prudentdpolis + 0+ -+ - - - - - e e 11
CL31 Prudentépolis . 31
CL32 Prudentépolis + 4+ - + o+ - + - - - - - 91
CL33 Prudentépolis R L 95
CL34 Prudentépolis -+ -+ o+ -+ - + - - - 346

*Cultivares diferenciadoras utilizadas para a caracterizacdo de racas de C. lindemuthianum, seguidas
de seus respectivos valores binarios (Pastor-Corrales, 1991): A- Michelite (1); B- Michigan Dark Red
Kidney (2); C- Perry Marrow (4); D- Cornell 49-242 (8); E- Widusa (16); F- Kaboon (32); G- Mexico
222 (64); H- P1 207262 (128); I- TO (256); J- TU (512); K- AB 136 (1024); L- G2333 (2048).

A raca 73 foi caracterizada em material coletado no municipio de
Guarapuava (um isolado). A mesma encontra-se entre as ragas de maior ocorréncia

no mundo, sendo amplamente disseminada nos paises produtores de feijdo comum
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das Américas do Norte, Central e do Sul (Balardin et al., 1997). No Brasil, essa raca
também ocorre com frequéncia (Rava et al., 1994; Balardin et al., 1997; Carbonell et
al., 1999; Sartorato, 2002; Gongalves-Vidigal et al., 2008a) e no estado do Parana
destaca-se como uma das ragas mais incidentes (Carneiro, 1999; Rava et al., 1994;
Thomazella et al., 2002).

A raca 75 apresentou frequéncia de aproximadamente 3%, tendo sido
encontrada no municipio de Maringa (um isolado). Essa raga € pouco disseminada
no mundo, mas foi encontrada no Brasil, um dos paises com a maior variabilidade
patogénica do fungo, nos estados do Espirito Santo, Parané e Santa Catarina (Rava
et al., 1994; Thomazella et al., 2002; Gongalves-Vidigal et al., 2008b). Destaca-se
que sua primeira ocorréncia no estado do Parana, no ano de 2008, foi reportada por
Sansigolo et al. (2008).

As racas 10, 11, 15, 27, 31, 63, 79, 81, 82, 83, 90, 93, 259, 283, 287, 339 e
346 apresentaram frequéncia de ocorréncia inferior (17 isolados). As racas 10, 15,
81, 82 e 93 foram encontradas no municipio de Guarapuava (cinco isolados). As
outras racgas foram encontradas nos municipios de Prudentdpolis (racas 11, 31 e 346
- trés isolados, em Cascavel (racas 27 e 283 - dois isolados), Irati (racas 63 e 83 -
dois isolados) e Maringa (racas 79, 90, 259, 287 e 339 - cinco isolados). As ragas
10, 11, 27, 81 e 83 ja foram reportadas no Brasil e, mais especificamente, no estado
do Parana (Mahuku e Riascos 2004; Sansigolo et al., 2008). A raga 79 foi reportada
por Mesquita et al. (1998), com relatos de ocorréncia no estado do Espirito Santo. A
raca 83 foi observada nos estados do Espirito Santo (Rava et al., 1994), Santa
Catarina (Thomazella et al., 2002; Gonc¢alves-Vidigal et al., 2008a), Minas Gerais
(Talamini et al., 2004; Damasceno e Silva, 2007) e Parana (Sansigolo et al., 2008). A
raca 31 até o momento foi reportada apenas no Brasil, nas regies produtoras de
feijdo comum, estados do Rio Grande do Sul (Balardin et al., 1997), Sdo Paulo
(Carbonell et al.,1999) e Parana (Thomazella et al., 2002). A raca 81 foi encontrada
no municipio de Guarapuava (um isolado) e corresponde a aproximadamente 3% do
total de isolados analisados (Figura 9). Essa ragca também apresenta ampla
disseminagdo geografica, sendo reportada na Argentina, Africa do Sul, Brasil,
Bulgaria, China e Japdo (Rava et al., 1994; Koch, 1996; Balardin et al., 1997;
Balardin e Kelly, 1998; Thomazella et al., 2000; Thomazella et al., 2002; Mohammed,
2003; Mahuku e Riascos, 2004; Kiryakov e Genchev, 2009; Talamini et al., 2004;
Alzate-Marin e Sartorato (2004); Bonett et al., 2008; Gongalves-Vidigal et al., 2008a;
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Sansigolo et al., 2008, Wang, et al., 2008; Muth e Liebenberg, 2009; Gongalves-
Vidigal et al., 2009; Pinto et al., 2010). No Brasil, esta raca ja foi relatada nos
estados da Bahia (Rava et al., 1994), Pernambuco (Alzate-Marin et al., 1999), Sao
Paulo (Carbonell et al, 1999), Minas Gerais (Talamini et al., 2004), Parana
(Sansigolo et al.,, 2008) e no estado de Santa Catarina (Gongalves-Vidigal et al.,
2008a). E uma das ragas que apresentam maior ocorréncia no estado do Parana,
encontrando-se amplamente disseminada por varias regides de cultivo do feijdo
comum, como uma das mais frequentes. As racas 91 e 95 foram encontradas nos
municipio de Maringa (dois isolados) e Prudentépolis (dois isolados). Com um
isolado de cada ragca, as mesmas apresentaram frequéncia de aproximadamente
3%. A raca 95 foi reportada por Balardin et al. (1997), quando caracterizavam ragas
de C. lindemuthianum no estado do Rio Grande do Sul, e por Gongalves-Vidigal et

al. (2008a), num estudo de identificacdo de racas em Santa Catarina.
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Figura 9 - Vinte e cinco ragas distintas de Colletotrichum lindemuthianum obtidas a
partir de 34 isolados coletados em municipios do estado do Parand e suas
respectivas frequéncias (Maringa, PR/2015).

As cultivares diferenciadoras Mesoamericanas Pl 207262, TU, AB136 e
G2333 apresentaram reacao de resisténcia a todas as racas fisioldgicas, enquanto a
cultivar Mesoamericana Michelite e a Andina Michigan Dark Red Kidney se
mostraram suscetiveis a maioria das racgas. A cultivar diferenciadora mesoamericana

TO, caracterizada como uma das principais fontes de resisténcia apresentou padréo
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de suscetibilidade as racas 259, 283, 287, 339, 346 e 351. A cultivar andina Kaboon,
portadora do gene Co-1% teve sua resisténcia “quebrada” apenas pela raca 63,
sendo a mesma incompativel com todos os outros isolados, caracterizando-se como
uma das principais fontes de resisténcia & antracnose (Quadro 4).

Este estudo de caracterizagdo de isolados de C. lindemuthianum revelou
que as racgas 73, 75 e 81, consideradas as mais frequentes no estado do Parana,
ainda apresentam o mesmo padréo de comportamento nas regides produtoras de
feijdo comum no estado, onde as coletas foram realizadas (Rava et al., 1994;
Carneiro, 1999; Damasceno e Silva, 2005). Segundo Talamini et al. (2004), a
predominancia da raca 81 ao longo dos anos nas regibes produtoras de feijao
comum nos estados Brasileiros demonstra sua ampla adaptagdo a diferentes
regides, facilitada pelo livre comércio de gréos utilizados como sementes entre 0s
estados corroborando com os resultados anteriores.

Os resultados obtidos demonstram a importancia da realizagdo de
levantamentos periddicos para monitorar a variabilidade das racas fisiologicas dentro
de cada regido de cultivo, pois cada uma apresenta suas particularidades em termos
de manejo adotado, condicdes ambientais e preferéncia de cultivares. Segundo
Talamini et al. (2004), a disseminagcdo do C. lindemuthianum para novos locais
também é favorecida pelo potencial de in6culo do patdgeno entre safras que tende a
aumentar, pelo fato de que os produtores reutilizam seus grdos como sementes,
para cultivos na mesma éarea.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a raga 3 foi a que
apresentou maior frequéncia de ocorréncia dentre os municipios onde houve coleta
dos isolados. A diversidade do patdégeno é bastante variavel na Ameérica do Sul,
contrastando com resultados obtidos por Balardin et al. (1997), os quais
demonstraram que as ragas de C. lindemuthianum s@o mais variaveis na América
Central que na América do Sul ou do Norte. Da mesma forma, houve contraste dos
resultados obtidos com o trabalho desenvolvido por Pastor-Corrales (1996) o qual
relatou que a populacdo de C. lindemuthianum na América Central foi mais
diversificada do que em regides Andinas.

A frequéncia das ragas de C. lindemuthianum nas diversas regides, em que a
cultura do feijoeiro comum é afetada pelo patogeno no mundo varia. Ao comparar-se
as racas brasileiras mais frequentes com as de outros paises, como, Nicaragua,

México e Estados Unidos é possivel verificar expressiva diferenca entre as
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frequéncias das racas identificadas. Nos paises citados, € comum encontrar racas
mais virulentas, como, por exemplo, as ragas 264, 320, 1608 e 1545 (Gonzélez et
al., 1998). Entretanto, no Brasil, h4 predominio de ragcas menos virulentas
(Thomazella et al.,, 2002). Este comportamento reflete nas diferengas dos
germoplasmas utilizados e nas praticas agricolas de cada regido (Gonzalez et al.,
1998).

4.2. Reacgao de compatibilidade das cultivares diferenciadoras

A reacdo de compatibilidade no conjunto das cultivares diferenciadoras
revelou que a cultivar Andina Michigan Dark Red Kidney foi a mais suscetivel a
todos os isolados analisados, apresentado padrdes fenotipicos de 85%, seguida das
cultivares Michelite (76%), Cornell 49-242 (58%), Widusa (52%), México 222 (52%),
Perry Marrow (29%), TO (17,6%), Kaboon (2,9%). As cultivares diferenciadoras PI
207262, TU, AB 136 e G2333 apresentaram (100%) de resisténcia, ou seja, foram
incompativeis a todos os isolados analisados neste estudo (Figura 10).

Reac¢io de compatibilidade do conjunto de
diferenciadoras da antracnose

[
=]
=]

]
=]

=
Ln
o]
= 70
B =
g 50
L]
g 44
it
2 30
l?. 20
u T T T T
2 A R - - o 1
wé\“ Q‘Q:'- q‘b {C& .‘b..g? ol h?_-@' ‘\ﬁ._:ﬁ' ‘@' ..qﬂ %.:3 1.-_-,;':'
&F < o qwa LS o

Figura 10 — ReagBes compativeis entre as cultivares diferenciadoras e os isolados
provenientes de municipios do estado do Parana (Maringa/PR, 2015).

A resisténcia das cultivares mesoamericanas Pl 207262, TU, AB 136 e G2333

corroboram resultados revisados por Nunes et al. (2013), com excec¢ao da cultivar
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TO, portadora do gene Co-4, que teve sua resisténcia superada. As demais
cultivares confirmaram serem importantes fontes de resisténcia, podendo ser
utilizadas nos programas de melhoramento do feijdo comum visando resisténcia a
antracnose.

Os resultados apresentados apresentaram padrbes de resisténcia/
suscetibilidade discordantes daqueles obtidos por Rava et al. (1994); Carneiro
(1999); Thomazella et al. (2002); Alzate-Marin e Sartorato (2004); Talamini et al.
(2004) e Damasceno e Silva (2005). Os estudos em que as cultivares apresentaram
maior suscetibilidade foram de Michelite (84,4%), México 222 (81,2%), Cornell 49-
242 (46,9%), Perry Marrow (43,7%), Widusa (34,4%), Michigan Dark Red Kidney
(31,2%), Kaboon (31,2%), Pl 207262 (12,5%) e TO (9,4%), sendo as cultivares
diferenciadoras TU, AB 136 e G2333 resistentes a todos os isolados analisados no
Parané (Sansigolo et al., 2008).

As racas 3, 10, 11, 15, 27, 31, 63, 75, 79, 81, 82, 83, 90, 91, 93, 95, 259,
283, 287, 339, 346 e 351 apresentaram reacdes de compatibilidade com ambas as
cultivares Andinas e Mesoamericanas. Resultados similares foram encontrados por
Gongalves-Vidigal et al. (2007).

Comparando os dados obtidos com os previamente descritos na literatura,
percebe-se que houve certas mudangas nos padrbes de infeccdo observados nas
cultivares diferenciadoras. Damasceno e Silva et al. (2007) caracterizaram isolados
de C. lindemuthianum no estado de Minas Gerais e Sansigolo et al. (2008)
identificaram ragas de C. lindemuthianum na cultura do feijjdo comum no estado do
Parand. Citam-se também os trabalhos conduzidos por Felipin-Azevedo et al.
(2013), caracterizando isolados provenientes do estado do Mato Grosso, e de Nunes
et al. (2013), cujo foco foi a viruléncia e a variabilidade molecular do fungo em feijao
comum.

A analise do padréo de reagdo das cultivares diferenciadoras aos isolados de
C. lindemuthianum, neste trabalho, demonstra alta variabilidade das ragas do
patégeno e a expressiva disseminacdo em regides produtoras do estado do Parana.
Contudo, os resultados revelam a importancia do monitoramento constante da
ocorréncia de ragas do C. lindemuthianum para que haja controle eficaz da doenca,

procedendo & insercdo da resisténcia genética.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram a caracterizagdo de 25 ragas distintas de C.
lindemuthianum, identificadas em municipios produtores de feijao comum no estado
do Parané.

Este é o primeiro relato das ragas 82, 90, 259, 283, 287, 346 e 351, em nivel
mundial, e das ragas 15, 63 e 339 no estado do Parana.

A raca 3 apresentou a maior frequéncia de ocorréncia (14,7%) entre as ragas

caracterizadas.
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