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RESUMO

FELIPIN-AZEVEDO, Rafhael, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, marco de
2013. Caracterizacdo de isolados de Colletotrichum lindemuthianum em
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) coletados no estado do Mato
Grosso. Professora orientadora: Maria Celeste Gongalves Vidigal. Professores
conselheiros: Pedro Soares Vidigal Filho e Giselly Figueiredo Lacanallo.

O monitoramento de racas fisiologicas do patégeno Colletotrichum
lindemuthianum, agente causal da antracnose em feijdo comum, € uma
importante ferramenta para os programas de melhoramento, uma vez que facilita
a identificacdo de fontes de resisténcia genética para o efetivo controle desta
doenca. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar isolados
de C. lindemuthianum coletados em lavouras de feijdo comum no estado do Mato
Grosso. Trinta isolados de Colletotrichum lindemuthianum testados nas 12
cultivares diferenciadoras do Phaseolus vulgaris L., permitiram a identificacéo de
10 ragas de C. lindemuthianum, 1, 8, 9, 10, 24, 64, 65, 72, 73 e 81. Ressalta-se
gue este é o primeiro relato das racas 1, 8, 9, 10, 24, 64, 72 e 73 de C.
lindemuthianum no Mato Grosso e o primeiro registro da raca 24 no mundo.
Houve maior frequéncia das ragas 64, 65 e 81. Todos os isolados foram
incompativeis com as cultivares Perry Marrow, Kaboon, Pl 207262, TO, TU, AB
136 e G 2333. Alguns isolados ndo sé infectaram a cultivares de origem
Mesoamericana, mas também aquelas de origem Andina. As cultivares Perry
Marrow, Kaboon, Pl 207262, TO, TU, AB 136 e G 2333 constituem-se em
importantes fontes de resisténcia a serem utilizadas em programas de
melhoramento do feijdio comum, visando o controle da antracnose no estado do

Mato Grosso.

Palavras-chave: Dinamica populacional, fitopatégeno, monitoramento de raca.
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ABSTRACT

FELIPIN-AZEVEDO, Rafhael, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, March
2013. Characterization of Colletotrichum lindemuthianum isolates in
common bean (Phaseolus vulgaris L.) collected in Mato Grosso state.
Adviser: Maria Celeste Gongalves Vidigal. Committe Members: Pedro Soares
Vidigal Filho and Giselly Figueiredo Lacanallo.

The monitoring of physiological races of Colletotrichum lindemuthianum, which
causes anthracnose in common beans, is an important tool for breeding programs,
since it facilitates identification of genetic sources of resistance to the effective
control of this disease. Therefore, this study aimed to characterize isolates of C.
lindemuthianum collected in common bean crops in the state of Mato Grosso.
Thirty isolates of Colletotrichum lindemuthianum tested on 12 differential cultivars
of Phaseolus vulgaris L., allowed the identification of 10 races of C.
lindemuthianum, 1, 8, 9, 10, 24, 64, 65, 72, 73 and 81. It is noteworthy this is the
first report of the races 1, 8, 9, 10, 24, 64, 72 and 73 C. lindemuthianum in Mato
Grosso and the first record of 24 race in the world. There was a higher frequency
of the races 64, 65 and 81. All isolates were incompatible with the cultivars Perry
Marrow, Kaboon, PI 207262, TO, TU, AB 136 and G 2333. Some isolated not only
infected the Mesoamerican origin of cultivars, but also those of Andean origin.
Cultivars Perry Marrow, Kaboon, Pl 207262, TO, TU, AB 136 and G 2333
constitute important sources of resistance to be used in common bean breeding

programs for the control of anthracnose in the state of Mato Grosso.

Keywords: Population dynamics, plant pathogen, race monitoring.
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1. INTRODUCAO

Os graos de feijdo comum representam uma importante fonte proteica na
dieta humana dos paises em desenvolvimento das regifes tropicais e subtropicais,
particularmente nas Américas e no leste e sul da Africa (Yokoyama, 2003).

No Brasil, o feijdo comum é cultivado durante todo o ano, em pequenas,
médias e grandes propriedades com a utilizacdo de diferentes niveis tecnoldgicos
(Pinheiro e Faria, 2005).

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores e consumidores de
feijdo, onde a producdo brasileira no ano agricola de 2011/12 foi de
aproximadamente 3,43 milhGes de toneladas, em uma é&rea cultivada de 3,25
milhdes de hectares (FAO, 2013). O estado do Mato Grosso, produziu cerca de
224,4 mil toneladas, sendo o quinto maior produtor nacional de feijao comum
(Conab, 2013).

O feijao comum é uma cultura que se adapta a diferentes condi¢cdes
edafocliméticas, permitindo seu cultivo em varias épocas do ano, em quase todos 0s
estados brasileiros, fato este que possibilita a constante oferta do produto no
mercado (Yokoyama et al., 1996; Vieira et al., 1999). Entretanto, esta ampla
adaptabilidade tem favorecido o surgimento de pragas e de doencas que afetam a
produtividade da cultura (Vieira et al., 1998).

Dentre as doencas do feijdo comum, a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magnus) Briosi e Cavara, € uma das mais
importante, uma vez que sob condicfes favoraveis pode ocasionar perdas totais nas
lavouras, principalmente se o estabelecimento da doenga ocorrer ainda na fase
vegetativa (Chaves, 1980; Kelly et al., 1994).

O controle da antracnose pode ser obtido por meio de um conjunto de
medidas culturais, quimicas e genéticas, executadas de forma integrada e com
caréater preventivo (Rey et al., 2005).

No entanto, a obtencdo e a utilizacdo de cultivares que apresentam
resisténcia genética as diversas racas do patégeno € o método mais efetivo e
econdmico para o controle da antracnose (Mahuku et al., 2002), tanto pela reducéo
nos custos de producdo como também pela diminuicdo dos danos causados ao

ambiente.



O Colletotrichum lindemuthianum é um fungo que apresenta ampla
variabilidade patogénica, a qual proporciona continuas quebras de resisténcia em
cultivares comercial de feijao comum, dificultando assim, a elaboracdo de
estratégias efetivas para o controle da antracnose (Menezes e Dianese, 1988;
Pastor-Corrales et al., 1993; Balardin et al., 1999; Melotto e Kelly, 2000; Nunes et al.,
2011).

A determinacdo da variabilidade do C. lindemuthianum € necessaria para
gue se possa explorar a resisténcia dos genotipos disponiveis na adocdo de um
sistema de rotacdo de cultivares resistentes as racas (Somavilla e Prestes, 1999).
Neste sentido, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos (Barrus, 1918; Rava et al.,
1994; Pastor-Corrales, 1995; Balardin e Kelly, 1997; Balardin et al., 1997; Young e
Kelly, 1996a; Kelly e Miklas, 1998; Thomazella et al., 2002a; Ishikawa et al., 2005;
Rey et al., 2005, Damasceno e Silva et al., 2007; Sansigolo et al., 2008; Nunes et al.,
2011).

Para tanto, a metodologia de identificacdo de racas do C. lindemuthianum
por meio da inoculagdo de um conjunto universal de cultivares diferenciadoras
(CIAT, 1990), associado a um sistema binario de nomenclatura proposto por
Habgood (1970) tem sido um método frequentemente utilizado pelos pesquisadores.

Até o momento mais de 200 ragas de C. lindemuthianum foram identificadas
em todo mundo (Balardin e Kelly, 1997; Mahuku e Riascos, 2004; Abud et al., 2011,
Nunes et al., 2011).

No Brasil, aproximadamente 57 racas ja foram identificadas (Rava et al.,
1994; Andrade et al., 1999; Thomazella et al., 2002a; Alzate-Marin e Sartorato, 2004;
Talamini et al., 2004; Damasceno e Silva et al., 2007; Sansigolo et al., 2008;
Goncalves-Vidigal et al., 2008; Abud et al., 2011; Nunes et al., 2011).

O estado do Mato Grosso apesar da expressiva producdo no ambito
nacional ainda possui baixa produtividade (1.392 kg ha™), quando comparada a
produtividade dos principais paises produtores, principalmente devido ocorréncia de
estiagem, uso de sementes de baixa qualidade e aparecimento de doencas, dentre
as quais a antracnose (Conab, 2013). No estado, o monitoramento das racas do C.
lindemuthianum, ainda é pouco estudado.

Desta forma, o estudo da variabilidade do fungo pode direcionar os
programas de melhoramento no Mato Grosso a fim de se obter cultivares resistentes
proporcionando o aumento da produtividade da cultura no estado.
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Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar
isolados de C. lindemuthianum coletados em regides produtoras de feijao comum do
estado do Mato Grosso.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cultura do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta que pertence a familia
Leguminoseae, sub familia Papilionoideae, ordem Rosales e género Phaseolus
(Cronquist, 1988). E uma espécie predominantemente autbgama, domesticada ha
mais de sete mil anos em dois principais centros de origem: a Mesoamérica (México
e América Central) e a regido Andina (Ansari et al., 2004).

Os centros de origem do feijdo comum foram determinados de acordo com
os diferentes tipos eletroforéticos de faseolina, caracteristicas morfoldgicas,
isoenzimas e estudos evolutivos com base em varios marcadores moleculares.
Desse modo, no centro de origem Mesoamericano, predominam germoplasmas de
grdos pequenos (<20g 100" sementes) e faseolina do tipo S. No sul dos Andes
(Andinos) tém-se os feijdes de sementes gratdas (>40g 100" sementes) e faseolina
do tipo T (e possivelmente as dos tipos A, C e H) (Gepts, 1988; Singh et al., 1991;
Haley et al., 1994; Gepts et al., 2008; Burle et al., 2010). Estudos realizados por
Singh et al. (1991) e Beebe et al. (2000) demonstraram maior variabilidade genética
no conjunto génico Mesoamericano quando comparado ao conjunto génico Andino.

O feijdo comum destaca-se nos habitos alimentares, sendo a leguminosa
mais consumida mundialmente e uma das principais fontes de proteinas,
carboidratos, vitaminas e fibras (Del Peloso et al., 2003). Além da sua relevancia na
dieta do brasileiro, o feijdo € um dos produtos agricolas de maior importancia
socioeconbmica, por ser cultivado em grandes areas e por empregar elevada mao
de obra durante seu ciclo (Vieira et al., 1999).

Essa cultura apresenta uma ampla adaptacdo edafoclimatica, a qual permite
seu cultivo durante todo o ano, em varios estados brasileiros, com 0s mais variaveis
niveis tecnoldgicos, o que possibilita constante oferta do produto no mercado. Além
disso, a producdo desta leguminosa pode ocorrer em diversos ecossistemas
tropicais e temperados, em monocultivo e/ou consorciado de plantas inter e
intraespecificos (Yokoyama, 1996; Vieira et al., 1999; Borém e Carneiro, 2006).

A producdo nacional do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) na safra
2012/2013 foi de 2,83 milhdes de toneladas, destacando-se como o terceiro maior



produtor mundial dessa cultura, logo apés Myanmar e india (FAO, 2013). Dentre as
regides produtoras de feijdo, a Centro Oeste constituida pelos estados do Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goids e pelo Distrito Federal, contribui com 20,8%
(Conab, 2013) da producéo nacional. O estado do Mato Grosso destaca-se como 0
quinto maior produtor nacional e o primeiro da regido Centro Oeste, com uma
producdo de 285,9 mil toneladas em uma area plantada de 205,4 mil hectares,
resultando numa produtividade de 1.392 kg ha™* (Conab, 2013).

Mesmo se destacando entre o0s principais produtores mundiais, a
produtividade brasileira ainda é considerada baixa, uma vez que a sua producao nao
€ suficiente para atender a demanda interna (Conab, 2013). Essa baixa
produtividade é atribuida a varios fatores, como a incidéncia de doengas, a
ocorréncia de pragas, as deficiéncias nutricionais e periodos de estiagens (Schwartz
e Pastor-Corrales, 1989; Conab, 2013). Dentre esses fatores a ocorréncia de
enfermidades destaca-se entre os mais importantes, sendo a antracnose cujo
agente causal é o fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.) Scrib, uma das

doencas de maior importancia desta cultura.

2.2. Antracnose do feijao comum

A transmissibilidade do patégeno por meio das sementes, as perdas
econbmicas proporcionadas pela doenca e a ocorréncia nas trés épocas de cultivo
qualificam a antracnose como uma das doencas fungicas foliar mais importante do
feijado comum (Carbonell et al., 1999; Rey et al., 2005). A antracnose é uma doenca
de carater cosmopolita com ocorréncia mais severa em locais onde ha
predominancia de temperaturas amenas e alta umidade (Walker, 1952; Vieira,
1967). As temperaturas superiores a 25°C e inferior a 14°C limitam tanto a infecgéao
qguanto o desenvolvimento do fungo. Além disso, a esporulacdo é abundante em
temperaturas de 14 a 18°C nas vagens (Zaumeyer e Thomas, 1957; Pastor-Corrales
e Tu, 1989; Abreu et al., 2008).

A disseminacdo deste patdgeno ocorre tanto a curtas distancias (por meio
de respingos de chuvas, ventos, implementos agricolas, insetos e varios outros
agentes) quanto a longa distancia (por sementes infectadas). Do ponto de vista
epidemioldgico, a utilizacdo de sementes infectadas representa a maior fonte de
in6culo (Damasceno e Silva et al.,, 2007). Além disso, a ampla distribuicdo da
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antracnose no Brasil é facilitada pelo livre comércio de graos entre os estados e
também pela sua reutilizacdo em plantios futuros em uma mesma area (Thomazella
et al., 2002a e Alzate-Marin et al., 2003).

O Colletotrichum lindemuthianum, agente causal da antracnose, foi
primeiramente descrito por Saccardo e Magnus em 1878 como Gloeosporium
lindemuthianum, de acordo com as coletas realizadas por Lindemuth em Bonn,
Alemanha (Zaumeyer e Thomas, 1957). Posteriormente, em 1888, Scribner ao
verificar a presenca de setas, estruturas filamentosas produzidas entre os
conidiéforos e as margens dos acérvulos, transferiu-o para o género Colletotrichum
(Barrus, 1921).

O C. lindemuthianum pertence a classe dos Deuteromicetos (fungos
imperfeitos), ordem Melanconiales, familia Melanconiaceae (Kimati, 1980; Vale e
Zambolin, 1997), apresentando duas fases reprodutivas, sendo uma delas
assexuada ou imperfeita e outra sexuada ou perfeita.

Durante a fase assexuada, o C. lindemuthianum produz conidios num corpo
de frutificacdo denominado acérvulo (Sutton, 1992). As hifas no micélio apresentam-
se septadas e ramificadas, com coloracdo variando de hialina a quase negra
(Walker, 1959). Os conidios s&o hialinos, unicelulares, podendo ser oblongos,
circulares e a esporulacdo é abundante quando em condicbes favoraveis a
ocorréncia da doenca, formando uma massa de conidios de coloracdo rosada
(Chaves, 1980). Por ocasido da germinacdao, um conidio pode emitir um ou mais
tubos germinativos ou continuar crescendo, proporcionando a formacgéo de hifas e
micélio (Roca, 2002). Além disso, quando em condi¢cdes favoraveis, germinam de
seis a nove horas ap0s o contato inicial com o hospedeiro. O tubo germinativo é
formado, em seguida o opressoério e, subsequentemente, penetram mecanicamente
pela cuticula e epiderme do mesmo. O aparecimento de sintomas pode ser
observado a partir do sexto dia ap0s o inicio da infec¢éo (Kimati et al., 1997).

A fase sexuada Glomerella cingulata f. (Stonem Spaulde & V. Schrenk) sp.
phaseoli, € muito dificil de ser encontrada na natureza. Entretanto, Damasceno e
Silva et al. (2007) identificaram pela primeira vez a forma sexual na natureza no
estado de Minas Gerais.

Por sua vez, a forma sexual ja foi obtida tanto por inducdo (Kimati e Galli,
1990), quanto por desenvolvimento espontaneo (Mendes-Costa e Souza, 2005). Os
esporos sexuais ou ascésporos sao resultantes dos processos de plasmogamia
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(fuséo celular), seguido de cariogamia (fusdo nuclear) e divisdo meibtica, os quais
sao produzidos dentro de uma estrutura em forma de saco conhecida como asco.
Os ascos localizam-se nos corpos de frutificacdo denominados peritécios, 0s quais
possuem formato ovalado (Kimati et al., 1997).

McDonald e Linde (2002) evidenciaram que os patégenos que apresentam
os dois ciclos sexuais possuem uma vantagem sobre os patégenos com somente
um ciclo sexual ou assexual. Isso ocorre devido a muitas combinacbes novas de
alelos produzidas, e as mutacdes que podem ser recombinadas em muitos arranjos
genéticos diversificados durante o ciclo sexual, resultando, portanto em uma maior
variabilidade genética.

O C. lindemuthianum é um patégeno necrotréfico, sobrevivendo de uma
safra para outra como micélio dormente no interior das sementes ou em restos
culturais na forma de esporos, por isso as sementes contaminadas externamente
por conidios, ou internamente pelo micélio dormente, constituem a mais importante
via de disseminacdo a longa distancia (Kimati, 1980; O Connell et al., 2000).

Os sintomas podem ser observados em todas as partes aéreas da planta e
em todos os estadios fenolégicos (Sartorato et al., 2003), sendo visualizados no
hipocétilo, peciolo, caule, folhas, vagens e sementes (Kimati, 1980). Além de
diminuir o rendimento da cultura, a antracnose deprecia a qualidade do produto por
ocasionar manchas nos graos (Figura 1), tornando-os improprios para 0 consumo
(Alzate-Marin et al., 2003).

Fonte: Nupagri, 2012.
Figura 1 - Graos de feijjdo comum (Phaseolus vulgaris L.) com incidéncia de
antracnose.



Nas folhas, os sintomas (Figura 2) séo visualizados na face abaxial, surgindo
em seguida, nas nervuras primarias e secundarias caracterizadas por lesdes
necréticas de coloracdo marrom-escuras. Posteriormente, estas manchas déao
origem a regides cloréticas que culminam no ressecamento da folha, reduzindo a
area foliar da planta, afetando a fotossintese (Embrapa, 2012).

Fonte: Nupagri, 2012.
Figura 2 - Sintomas da antracnose presente nas folhas do feijao comum (Phaseolus
vulgaris L.).

Nas vagens (Figura 3) as lesGes sdo mais facilmente visualizadas, onde os
sintomas se apresentam de forma arredondada, deprimida, de tamanho variavel e
com o centro claro sendo delimitadas por um anel negro, um pouco saliente,
rodeado por um bordo de cor café avermelhado. Algumas vagens podem chegar a
murchar e seca (Chaves, 1980; Kimati, 1980; Pastor-Corrales e Tu, 1989; Embrapa,
2012).

As lesdes produzidas no caule e nos peciolos sdo alongadas (Figura 4),
escuras, elipticas e as vezes deprimidas, podendo apresentar cancros e
estrangulamento da planta no decorrer do desenvolvimento da lesdo (Chaves, 1980;
Abreu, 2005; Embrapa, 2012). O patégeno pode afetar as sementes e, ao atravessar
o tegumento, produzir desde uma leve descoloracdo até lesbes nos tecidos dos
cotilédones. As lesdes sdo cancros ligeiramente deprimidos e de tamanho variado.

As sementes infectadas sdo geralmente descoloridas, podendo apresentar cancros



cuja coloracao varia de amarela a café-escura a negra (Zaumeyer e Thomas, 1957;
Chaves, 1980; Embrapa, 2012).

Fonte: Nupagri, 2012.
Figura 3 - Vagens com lesdes que caracterizam os sintomas de antracnose.

Por outro lado, nas sementes que possuem tegumento negro, estes

sintomas sdo mais dificeis de serem observados.

Fonte: Nupagri, 2012.
Figura 4 - Peciolos com lesGes que caracterizam os sintomas da antracnose.
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Diversas estratégias podem ser utilizadas com a finalidade de controlar a
antracnose, tais como o uso de sementes sadias, uso de produtos quimicos
(fungicidas), rotacdo de culturas, porém o emprego de cultivares resistentes é
considerado a medida mais eficiente e econdmica, uma vez que dispensa o uso de
defensivos agricolas. As reducdes de aplicacées de defensivos podem significar um
menor nivel de dano ambiental, além de diminuir consideravelmente o custo final de
producéo da lavoura (Mahuku e Riascos, 2004).

O principal fator limitante no controle da antracnose do feijdo comum é a
ampla variabilidade genética do C. lindemuthianum, uma vez que apresenta um
grande numero de racas nas regibes produtoras dessa cultura (Carbonell et al.,
1999; Rava et al., 1994; Talamini et al., 2004). A determinacdo da variabilidade
deste patdbgeno em uma populacdo € necessdria para que se possa explorar a
resisténcia dos gendtipos disponiveis na adocdo de um sistema de rotacdo de
cultivares resistentes as racas (Somavilla e Prestes, 1998; Rodriguez-Guerra et al.,
2003).

2.3. Variabilidade patogénica do Colletotrichum lindemuthianum

O fator limitante para o controle da antracnose no feijao esta relacionado a
ampla variabilidade do fungo causador, ou seja, a existéncia de um elevado nimero
de racas fisiologicas do C. lindemuthianum. Em adicéo, hd o surgimento de novas
racas, o que justifica a importancia de se identificar essas racas para se direcionar
os programas de melhoramento (Somavilla e Prestes, 1998; Bigirimana e Hofte,
2001).

A frequéncia de racas do C. lindemuthianum no mundo varia, havendo
predominancia em paises como Nicardgua, México e Estados Unidos das racas
mais complexas, tais como a 264, 320, 1608, 1545, 2047, enquanto que no Brasil ha
um predominio das racas mais simples, como, por exemplo, a 65 (Thomazella et al.,
2002a). Esta variagdo pode ser devido ao material utilizado e as diferentes praticas
agricolas de cada regidao (Gonzélez et al., 1998).

Em todo o mundo, foram identificados mais de 200 racas do C.
lindemuthianum (Balardin e Kelly, 1997; Mahuku e Riascos, 2004; Abud et al., 2011,
Nunes et al., 2011). No Brasil, de 1994 a 2011, ja foram identificadas mais de 57
racas fisiolégicas do C. lindemuthianum (1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 17, 23, 26, 27, 31,
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55, 64, 65, 67, 69, 71, 72, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 86, 87, 89, 93, 95, 96, 97, 101,
102, 105, 109, 111, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 137, 193, 217, 249, 320, 321, 337,
339, 342, 343, 453, 585, 593) nas diversas regides produtoras de feijao comum,
sendo as racgas 64, 65, 73, 81, 87 e 89 as de maior frequéncia no pais (Rava et al.,
1994; Balardin e Kelly, 1997; Andrade et al., 1999; Carbonell et al., 1999; Somavilla
e Preste, 1999; Sartorato, 2002; Thomazella et al., 2002a; Alzate-Marin e Sartorato,
2004; Ishikawa et al., 2005; Damasceno e Silva et al., 2007; Silva et al., 2007,
Gongalves-Vidigal et al., 2008a; Sansigolo et al., 2008; Abud et al., 2011; Nunes et
al., 2011).

Tal variabilidade tem sido atribuida a diferentes mecanismos, tais como a
recombinacdo sexual, a heterocariose, a mutacdo, a parassexualidade, os fatores
citoplasmaticos, os tranposons e o polimorfismo cromossdémico (Rava et al., 1994;
Sartorato, 2002; Damasceno e Silva et al., 2007). Diversos estudos tém mostrado
gue o ciclo parassexual apresenta importancia na ampliacdo da variabilidade
patogénica do C. lindemuthianum. (He et al., 1998; Roca et al., 2003; Rodriguez-
Guerra et al., 2003; Damasceno e Silva et al., 2007; Gongalves-Vidigal et al., 2008b).
Na forma assexual, a ampliacdo da variabilidade é muitas vezes realizada por meio
de anastomoses entre hifas. Anastomoses sao fusfes entre as células, onde ocorre
a transferéncia de citoplasma e, consequentemente, do material genético. Logo,
essas fusbes sao encontradas em muitos estagios do ciclo de vida do C.
lindemuthianum (Glass et al., 2004).

Desta forma, a grande variabilidade do C. lindemuthianum ocasiona
continuas quebras de resisténcia nas cultivares comerciais de feijdo comum
(Mahuku e Riascos, 2004). Isso porque muitas cultivares apresentam um Unico gene
de resisténcia, o qual confere resisténcia apenas a algumas racas do patdgeno,
sendo facilmente superada através do aparecimento de novas racas.

O sucesso do desenvolvimento das cultivares resistentes a antracnose
depende da compreensédo dos niveis de variabilidade entre e dentro das populacdes
do patégeno (Rodriguez-Guerra et al., 2003). Assim, o0 estudo da variabilidade é de
fundamental importancia para a realizagdo de trabalhos que visem o controle da
doencga.

O estudo da variabilidade genética de C. lindemuthianum, iniciou-se em
1911, por Barrus, o qual identificou duas racas distintas do patégeno, que foram
denominadas Alfa e Beta, iniciando assim, a utilizacdo das letras gregas para
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identificar as racas fisiolégicas do patdégeno. Tal diferenciacdo foi realizada com
base na resposta das cultivares diferenciadoras americanas Michelite, Perry Marrow
e Dark Red Kidney, as quais se comportavam de maneira diferente quando
inoculadas com isolados de diferentes procedéncias.

Burkholder (1923) utilizando as mesmas diferenciadoras descreveu a
terceira raga determinada como Gama. Em 1931, na Alemanha, Pesuer citado por
Pastor-Corrales (1988), caracterizou 14 racas fisioldgicas as quais foram designadas
de AaE, de G aN e X, sendo posteriormente diferenciadas por Schreiber (1932) em
trés grupos principais, quais sejam, Alfa, Beta e Gama.

A gquarta raca fisiologica do patégeno foi identificada na Carolina do Norte
alguns anos apos por Andrus e Wade (1942), sendo denominada como raca Delta.

A reacdo de patogenicidade das cultivares diferenciadoras, a estas quatro
racas, pode ser vista no Quadro 1 (Goth e Zaumeyer, 1965).

Quadro 1 - Reacéo das cultivares diferenciadoras do feijao comum a quatro ragas do
C. lindemuthianum (Goth e Zaumeyer, 1965)

Cultivares Reacdo a Raca*

Alfa Beta Gama Delta
Michelite S R R S
Dark Red
Kidney R S S S
Perry R R S S
Marrow
Sanilac R R R S
Cornell 49-
542 R R R R
Emerson
51-2 R S R S

* R=Resistente; S=Suscetivel.

Os trabalhos conduzidos por Yerkes Jr. e Ortiz (1956) no México utilizando
as cultivares diferenciadoras americanas Michelite, Perry Marrow e Dark Red
Kidney, constataram a presenca de trés grupos de racas desconhecidas, os quais
foram denominados de Mexicano |, Il e III.

Algum tempo depois, 0s mesmos autores, utilizando cinco cultivares

diferenciadoras mexicanas (Negro 150, Negro 152, Amarillo 155, Bayo 164 e
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Canario 101) identificaram dez ragas locais, denominadas de MA-1 a MA-10, sendo
qgue as seis primeiras racas (MA-1 a MA-6) foram classificadas como pertencentes
ao Grupo Mexicano I, MA-7 ao Grupo Mexicano Il e, MA-8 a MA-10 ao Grupo
Mexicano lll.

Yerkes Jr. (1958), utilizando diferentes isolados do C. lindemuthianum,
relatou a existéncia de trés novas racas que se comportavam como Alfa em
diferenciadoras americanas, no entanto apresentavam um comportamento distinto
frente as cultivares mexicanas. O autor identificou as racas e as denominou de MA-
11, MA-12 e MA-13, pertencentes ao grupo alfa.

Blondet em 1963, na Franca, caracterizou a raca Epsilon enquanto que na
Austrdlia, Cruickshank (1966) identificou as racas 1, 2 e 3. Outros estudos realizados
por Schnock et al. (1975), relataram a raca Ebnet (devido ao seu local de origem),
gue posteriormente foi nomeada de Capa (Kriger et al., 1977). Fouilloux (1975)
identificou a raca Alfa-Brasil. A raca Lambda foi descrita pela primeira vez por
Hubbeling (1976), que se originou da mutagéo da raga Alfa, originalmente conhecida
como Alfa 5N. Posteriormente, Fouilloux (1979) relatou a raca Lambda mutante. Tu
(1984) identificou a raca Epsilon no Canada.

No Brasil, Kimati (1966), foi o primeiro a relatar a ocorréncia do C.
lindemuthianum no estado de S&o Paulo, tendo sido identificada na ocasidao a
existéncia das racas Alfa, Delta, o grupo Mexicano Il, e uma quarta raca que poderia
ser a Delta, ou uma nova raca, dlvida que teve origem nas diferenciadoras
americanas oriundas de locais diferentes (Cornell, Beltsville). Neste mesmo periodo,
a partir de isolados coletados no Rio Grande do Sul, foram identificadas as ragas
Alfa e Beta (Augustin e Costa, 1971).

Araujo (1973), relatou a ocorréncia do grupo alfa no estado do Parana, no
mesmo ano, foi identificado um novo grupo de racas que foi nomeado como Grupo
Brasileiro I, por Oliveira et al. (1973) no Estado do Rio Grande do Sul, por Oliari et al.
(1973) no estado de Minas Gerais, e por Paradela Filho e Pompeu (1975) no estado
de Séo Paulo.

Sendo assim, com a descoberta do Grupo Brasileiro |, a possibilidade de
identificacdo de novos grupos de racas tendo como base apenas as trés cultivares
diferenciadoras (Michelite, Dark Red Kidney e Perry Marrow) e avaliando em dois

niveis de reacdes (resistente e suscetivel), foi considerada restrita. Assim, tornou-se
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necessaria a utilizacdo de um maior nimero de cultivares para a caracterizacdo de
racas de C. lindemuthianum (Paradela Filho et al., 1991).

Devido a essa limitacdo, Oliari et al. (1973), e Pio Ribeiro e Chaves (1975),
passaram a utilizar as cultivares Emerson 847, Phaseolus aborigineus 283 e Costa
Rica 1031, além das quatros diferenciadoras americanas, surgindo assim a
identificagéo de ragas que foram denominadas de BA-1 a BA-10, provenientes da
subdiviséo dos grupos alfa, mexicanos e brasileiros (Quadro 2).

Quadro 2 - Racas de C. lindemuthianum identificadas por Oliari et al., (1973) e Pio
Ribeiro e Chaves (1975)

Grupos e racas*

Cultivares Alfa Brasil | Brasil Il Mex| Mex. Il Delta
BA-1 BA-2 BA-4 BA-5 BA-3 BA-9 BA-6 BA-7 BA-8 BA-10
Michelite S S S S S R S S S S
MDRK R R R R R R S S S S
Perry Marrow R R S S R R R R R S
Emerson 847 R R S S S R S S R S
P. aborigineus 283 S R R S S R S S S R
Costa Rical031 S S S S S S S R R S
Cornell 49-242 R R R R R R R R R R

* R=Resistente; S=Suscetivel.

No estado do Parani, Menezes et al. (1982) utilizando as cultivares
diferenciadoras Michelite, Arguille Vert, Dark Red Kidney, Sanilac, Imuna B022,
Widusa, Kaboon, Cornell 49-242 e TO, relataram a presenca das racas Alfa, Delta,
Epsilon, Capa e Lambda, e também observaram que a cultivar TO apresentou
reacdo de compatibilidade as referidas racas.

O estudo de 201 isolados provenientes de 16 estados brasileiros propiciou a
Menezes (1985), a identificacdo de nove ragas: Alfa, Delta, Epsilon, Eta, Mu, Teta,
Lambda, Capa e Zeta (Quadro 3).

Outro estudo, utilizando os mesmos isolados juntamente com as cultivares
Michelite, Aguille Vert, Dark Red Kidney, Widusa, Imuna, BO 22, Sanilac, Cornell 49-
242, Kaboon, TO, Pl 207262 e México 222, realizado por Menezes e Dianese (1988)
relataram a presenca das racas Alfa, Delta, Epsilon, Capa e Lambda no Brasil. Além
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disso, as quatro racas, ainda desconhecidas e consideradas novas, foram

identificadas como sendo, Zeta, Eta, Teta e Mu.

Quadro 3 - Distribuicdo quantitativa das racas fisiol6gicas de C. lindemuthianum por
estado (Menezes, 1985)

Estado N° de Racas
Isolados Alfa Delta Epsilon Zeta Eta Teta Capa Lambda Mu
RS 20 14 3 3
SC 25 16 3 3 1 2
PR 43 18 7 9 5 3 1
SP 20 12 2 4 1 1
RJ 3 2 1
ES 15 9 1 2 3
MG 27 15 5 2 3 1 1
MS 5 4 1
MT
GO 10 7 2 1
DF 21 14 1 6
BA 5 3 1 1
SE 1 1
AL 1 1
PA 1 1
RO 1 1

Paradela Filho et al. (1991), utilizando 112 isolados do C. lindemuthianum,
identificaram 17 racas fisiolégicas do fungo, dentre as quais, quatro ja eram
conhecidas, sendo elas: BA-1 e BA-2 (Grupo Alfa), BA-4 (Grupo Brasileiro) e BA-9
(Grupo Mexicano ), sendo que as demais foram descritas pela primeira vez. Cinco
racas do Grupo Alfa foram identificadas e denominadas como Alfa-4, Alfa-5, Alfa-6,
Alfa-7 e Alfa-8 (Quadro 4); cinco do Grupo Brasileiro, designadas de BA-11 a BA-15
(Quadro 5); uma do Grupo Delta e duas do Grupo Mexicano | (Quadro 6).

O primeiro registro da raca Alfa no Canada foi efetuado por Tu (1994),

guando utilizou culturas puras do C. lindemuthianum, verificando as diferentes
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reagc0es das cultivares diferenciadoras, sendo que elas foram similares as
observadas para a raca Alfa-Brasil. Em sequéncia, Rava et al. (1994), avaliando 118
isolados do patégeno, obtiveram 25 patétipos pertencentes aos grupos Alfa, Delta,

Gama, Mexicano |, Mexicano Il e Brasileiro I.

Quadro 4 - Reacdes das cultivares diferenciadoras as racas BA-1 e BA-2 e a cinco
novas racas do Grupo Alfa do C. lindemuthianum e nimero de isolados encontrados
para cada raca (Paradela Filho et al., 1991)

Cultivares Grupo Alfa
BA-1 BA-2 Alfad4 Alfa5 Alfa6 Alfa7 Alfa8

Michelite S S S S S S S
Dark Red Kidney R R

Perry Marrow R R R R R R R
Emerson 847 R R S R R S R
P. aborigineus 283 S R R R R R R
Costa Rica 1031 S S S R S R R
Rico 23 - - S S R S R
Cornell 49-242 - - R R R R R
N° isolados 1 34 1 34 3 1 1

R=resistente; notas de 0 a 2; S=suscetivel; notas de 3 a 4.

Kelly et al. (1994), utlizaram quatro isolados do C. lindemuthianum
coletados em Michigan e Dakota do Norte, a partir de sementes produzidas em
Michigan no ano de 1993. Apds o estudo, demonstraram que trés destes isolados
eram similares, sendo classificados como raca 73 (semelhante a raca alfa-Brasil
encontrada em Ontéario). E o outro isolado foi classificado como a ragca 7, sendo
semelhante a raca Delta, também encontrada em Ontario no ano de 1976.

De acordo Bigirimana e Hoéfte (2001), o maior fator limitante para o controle
da antracnose no feijoeiro € a existéncia de uma enorme variabilidade de ragas de
C. lindemuthianum. E, desta forma, a teoria do gene a gene, segundo a qual para
cada gene de resisténcia, existe um gene que confere aviruléncia ao patégeno e
vice-versa, pode ser um fator que dificulta o melhoramento da cultura, pois pode ser
necessaria a reunido de diversos genes para a obtencao da resisténcia completa ao

patdgeno.
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Quadro 5 - Reacdes de cultivares diferenciadoras a raca BA-4 e a cinco novas racas
do Grupo Brasileiro do C. lindemuthianum e o nimero de isolados encontrados para
cada raca (Paradela Filho et al., 1991)

Grupo Brasileiro

Cultivares
BA-4 BA-11 BA-12 BA-13 BA-14 BA-15

Michelite S S S S S S
Dark Red Kidney R R R R R R
Perry Marrow S S S S S S
Emerson 847 S S R R R R
P. aborigineus 283 R R R R R R
Costa Rica 1031 S R S R R S
Rico 23 - R R R S S
Cornell 49-242 - R R R R R
N° isolados 15 5 1 2 2 1

R=resistente; notas de 0 a 2; S=suscetivel; notas de 3 a 4.

Desta forma, a grande variabilidade do C. lindemuthianum resultou em
continua queda na resisténcia de cultivares comerciais (Mahuku e Riascos, 2004).
Isso porque cultivares portadoras de um Unico gene de resisténcia controlam a
doenca por poucos anos, até o aparecimento de novas racas do patégeno. Por isso,
um dos caminhos para tornar a resisténcia mais duradoura é a incorporacao de
diferentes tipos de genes de resisténcia em uma Unica cultivar (Castanheira et al.
1999), por meio de continuas combinacdes genéticas (Kelly e Miklas, 1998).

Sicard et al. (1997) estudando a variabilidade genética de C. lindemuthianum
em populacdes silvestres de feijao comum, coletados no centro de origem Sul
Andino, observaram que a maioria dos isolados silvestres testados, provenientes da
Argentina, foram virulentos apenas em cultivares Andinas dentre as 12
diferenciadoras utilizadas. Poucos isolados superaram o0s genes de resisténcia
especificos e, sendo estes genes isolados de acessos de feijdo comum coletados no
centro Mesoamericana, sugeriram que o patdgeno estd adaptado especificamente a
estes hospedeiros Andinos.

Balardin et al. (1997) identificou oito ragas de Colletotrichum lindemuthianum
provenientes de regibes produtoras de feijdo do Rio Grande do Sul. As racas
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identificadas, de acordo com a inoculagéo no conjunto diferenciador, foram 5, 17, 23,
31, 55, 65, 73 e 453.

Quadro 6 - Reacdes apresentadas pelas cultivares diferenciadoras a raca BA-9
(Grupo Mexicano 1) e a trés novas racgas (duas do Grupo Mexicano | e uma do Grupo
Delta) do C. lindemuthianum e o nimero de isolados para cada raca (Paradela Filho
et al., 1991)

Grupo Mexicano | Grupo Delta
Cultivares
BA-9 Mex. I-2 Mex. I-3 Delta-2

Michelite R R R S
Dark Red Kidney R R R S
Perry Marrow R R R S
Emerson 847 R R R S

P. aborigineus 283 R R R R
Costa Rica 1031 S R R R
Rico 23 - S R S
Cornell 49-242 - R R R
N° isolados 1 8 1 1
R= resistente, notas de 0 a 2; S= suscetivel, notas de 3a 4

Assim, pode-se observar que a resisténcia dos genes A, Are e Mexique |,
presentes no conjunto diferenciador foi quebrada pelas racas identificadas. Os
resultados evidenciaram ainda que as racas foram patogénicas a ambos os
conjuntos génicos representados pelas cultivares diferenciadoras. Esta caracteristica
€ de isolados com reacdo tipica mesoamericana, apresentando ampla
patogenicidade sobre genes de resisténcia presentes no conjunto diferenciador
(Pastor-Corrales, 1996).

A interacao entre racas de C. lindemuthianum e gendétipos pertencentes ao
conjunto génico Andino e ao Mesoamericano também foi estudada por Balardin e
Kelly (1998). Esses autores estudaram 34 racas do patdégeno, coletadas na
Argentina, Brasil, Colémbia, Republica Dominicana, Honduras, México, Peru e
Estados Unidos, as quais foram testadas em germoplasmas pertencentes aos
conjuntos génicos Mesoamericano e Andino. As racas isoladas de gendtipos

Mesoamericanos mostraram-se virulentas em germoplasmas de ambos 0s conjuntos
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génicos, enquanto que as racas de origem Andina foram virulentas apenas em

germoplasma Andino.

A viruléncia reduzida de racas Andinas em cultivares Mesoamericanas indica
a existéncia de fatores de viruléncia congruentes com a diversidade de Phaseolus
vulgaris. A maioria das ragas com reagdo Mesoamericana foram virulentas em
germoplasma de ambos 0s conjuntos génicos, enquanto que as racas Andinas
mostraram-se altamente virulentas apenas em germoplasma de origem Andina.
Dessa forma, as ragcas foram agrupadas de acordo com 0s conjuntos génicos

especificos, isto €, grupos de reacdo mesoamericana e andina.

Conforme Pastor-Corrales (1996) a preferéncia dos isolados de C.
lindemuthianum de um grupo pelas cultivares do mesmo grupo, sugere um processo
evolutivo separadamente para as regidbes Mesoamericanas e Andinas e, este fato
explica a presenca de maior diversidade de fendtipos de viruléncia na América
Central e no México em comparacdo aos Andinos, uma vez que evidéncias
morfolégicas e moleculares demonstram que a diversidade existente nos genétipos

Mesoamericanos € maior do que os Andinos.

Com o decorrer do tempo inimeros trabalhos de caracterizacao de racas de
C. lindemuthianum foram sendo realizados pelo mundo e, passou haver a
necessidade de uma padronizacdo para essa classificacdo, pois 0 uso de cultivares
distintas por diferentes pesquisadores em diferentes localidades dificultava a
comparacao dos resultados obtidos, tornando dificil uma avaliagdo da verdadeira
dinamica populacional do fungo.

2.4. Denominacdao das ragas de Colletotrichum lindemuthianum

A classificacdo da variabilidade patogénica do C. lindemuthianum
representada pelos grupos Alfa, Beta, Gama, Delta, Mexicano |, Mexicano I,
Brasileiro | e Brasileiro Il, assim como aquela baseada somente nas diferenciadoras
Michelite, Perry Marrow e Michigan Dark Red Kidney dificultava a comparacao dos
resultados obtidos por diferentes pesquisadores em diferentes localidades,
impossibilitando a verificacdo da real dindmica populacional do patégeno, fazendo-
se necessaria a utilizacado de uma metodologia padrdo para a identificacdo e a
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denominagdo de ragas do C. lindemuthianum (Chaves, 1980; Pastor-Corrales,
1991).

Diante disso, Pastor-Corrales (1991) prop0s a utilizacdo de um grupo de
cultivares em uma ordem preestabelecida, e de um sistema binario proposto por
Habgood (1970) que facilitasse o trabalho para a determinacdo das ragcas, como
forma de padronizar a nomenclatura das mesmas. Para Colletotrichum
lindemuthianum foi proposto o uso de 12 cultivares diferenciadoras pelo Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), em 1990. Para tanto, cada cultivar
diferenciadora recebeu um valor binario, qual seja, 2. O valor 2 representa o
namero de classes de reacfes consideradas (resistente ou suscetivel) e n é funcao
da ordem das diferenciadoras. As reacdes de resisténcia ou suscetibilidade
apresentadas pelas cultivares recebem respectivamente os valores zero e um
(Quadro 7).

Quadro 7 — Cultivares diferenciadoras utilizadas na classificagdo de
racas de C. lindemuthianum em feijdo comum utilizando o sistema binario proposto
por Habgood (1970)

Cultivares diferenciadoras Valor binario Valor numérico (2™)
1. Michelite 20 1
2. Michigan Dark Red Kidney ol 2
3. Perry Marrow 22 4
4. Cornell 49-242 23 3
5. Widusa o4 16
6. Kaboon 25 32
7. México 222 26 64
8. Pl1207262 o7 128
9. TO 28 256
10.TU 29 512
11.AB 136 210 1024
12.G 2333 oll 2048
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A denominacdo de uma nova raca se faz pela soma dos valores numéricos
(2°"1) de cada diferenciadora suscetivel ao isolado do patégeno (Quadro 8). Tal
sistema tem sido utilizado até os dias atuais.

Quadro 8 - Exemplos da nomenclatura das racas fisiologicas do C. lindemuthianum
pelo sistema binario proposto por Pastor-Corrales (1991)

Cultivares Diferenciadoras Valor Binério* Isolados

A B D
Michelite 1 R S S
Michigan Dark Red Kidney 2 R R R R
Perry Marrow 4 R R R R
Cornell 49-242 8 S R S S
Widusa 16 S S R R
Kaboon 32 R R R R
México 222 64 R S R S
P1 207262 128 R R R R
TO 256 R R R R
TU 512 R R R R
AB 136 1024 R R R R
G 2333 2048 R R R R
Raca - 24 81 9 73

Yvalor binério utilizado para classificar as racas do C. lindemuthianum. A designacao
das racas é obtida pela soma dos valores binarios das cultivares diferenciadoras
suscetiveis.

Estudos desenvolvidos por Rava et al. (1994) demonstraram a equivaléncia
do sistema de denominacdao classica das racas e do sistema de classificacdo binario
(Quadro 9). A adocao deste processo de padronizacdo permitiu a comparagdo dos
dados de diferentes grupos de pesquisa (Mahuku e Riascos, 2004) e até 0 momento
cerca de 200 ragcas do Colletotrichum lindemuthianum foram identificadas nas
diversas regides produtoras do mundo (Rava et al., 1993; Rava et al., 1994; Kelly et
al., 1994; Balardin et al., 1997; Gonzélez et al.,, 1998; Thomazella et al.; 2002b;
Mahuku e Riascos, 2004; Thomazella et al., 2005; Gongalves-Vidigal et al., 2008a;
Abud et al., 2011; Nunes et al., 2011).
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Quadro 9 - Correspondéncia das denominacdes das diferentes racas do C.
lindemuthianum segundo o sistema de classificacdo binaria das racas fisioldgicas e
grupos do sistema classico de nomenclatura (Rava et al., 1994)

Racas Fisiologicas

Grupo ) .
Diferentes Autores Sistema Binario
Alfa Alfa-Brasil 89
Alf-Brasil — Widusa (R) 73
Alfa-Brasil — Widusa (R); TU (S) 585
Epsilon — México 222 (S) 65
Epsilon — Kaboon (S); México 222 (S) 97
Eta 81
Gama Gama 102
Delta Delta 23
Delta — Widusa (R) 7
Lambda 55
Lambda — México 222 (S) 119
Capa — Widusa (R); México 222 (S) 79
Capa — México 222 (S) 95
Um 87
Mu —TO (S) 343
:\/Iexmano Mexicana 1 — Cornell 49-242 (S) 8
Mexicana 1 — México 222 (S) 64
Mexicana 1 — Cornell 49-242 (S); México 222 (S) 72
:\I/IeX|cano Mexicana 2 67
Mexicana 2 — Cornell 49-242 (S) 75
Mexicana 2 — Widusa (S) 83
Mexicana 2 — TO (S) 339
Brasileiro  Brasileira 1 101
Brasileira 1 117
Zeta — Widusa (R); México 222 (S) 453

R=Resistente; S=Suscetivel.

Talamini et al. (2004) coletaram 43 isolados em regides do Sul de Minas,
Alto Paranaiba, Zona da Mata, Triangulo Mineiro, Goias, Parana e Sao Paulo.
Destes isolados foram identificadas racas fisiologicas do C. lindemuthianum. Com
base nas analises de inoculacdo com os materiais coletados, verificaram que no Sul
de Minas Gerais predominavam as racas 65 e 89. Na Zona da Mata, predominavam
as ragas 337, 65, 87 e 81. No Tridngulo Mineiro foram encontradas principalmente
as racas 81 e 87. No Alto do Paranaiba, o Unico isolado encontrado foi o da raga 65.

Em Sao Paulo, o Unico isolado coletado foi da raca 73 e, em Goias, o isolado
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avaliado pertencia a raca 593. Os pesquisadores observaram que as racas 65, 69,
73 e 81 apresentavam maior distribuicdo geogréfica no Brasil.

Carbonell et al. (1999) demonstraram que as principais racas do patégeno
encontradas no estado de Sdo Paulo séo a 31, 65 e 89, sendo a raca 89 a mais
agressiva.

ApGs varios anos de estudos sobre o C. lindemuthianum, pdde-se verificar
sua ampla variabilidade patogénica e a dificuldade que esta representa para o
controle da antracnose quando se utiliza a resisténcia genética. Portanto, dentro das
estratégias do manejo integrado de doencas, a resisténcia genética é considerada
uma importante alternativa, por ser ecologicamente segura, além de contribuir para a
manutencéo da qualidade de vida (Costa e Rava, 2004).

Araya (2003) afirmou que as implicacdes genéticas da co-evolucdo em cada
ambiente estéo relacionadas aos diferentes mecanismos de patogenicidade (genes)
apresentados pelas populac¢des nativas ou emergentes do patdégeno, uma vez que
seus respectivos hospedeiros oferecem uma diversidade similar quanto aos genes
de resisténcia.

Neste sistema € primordial conhecer as racas presentes para selecionar 0s
materiais com resisténcia a essas ragas e eventualmente iniciar a introgressao
desses genes em cultivares comerciais. Desta forma, tornar-se-4 possivel a
identificacdo de gendtipos com resisténcia duradoura mediante a combinacao de
diversas fontes de resisténcia presentes no germoplasma de diferentes centros de
domesticacdo do feijoeiro. Portanto, torna-se relativamente complexo o combate a
esta doenca.

Normalmente, o controle da antracnose do feijao pode ser alcancado pelo
uso combinado de praticas culturais, produtos quimicos, da resisténcia genética de
cultivares as varias racas do patdgeno através da piramidacdo de genes de

interesse.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos durante o periodo de dezembro de 2011
a novembro de 2012, em casa de vegetacdo e no Laboratério de Melhoramento do
Feijao Comum e de Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura
(Nupagri, 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, vagens, com sintomas de
antracnose foram coletadas em lavouras comerciais e familiares nas regides
produtoras de feijao comum no estado do Mato Grosso (Figura 5), no periodo de
dezembro de 2011 a junho de 2012.

Figura 5 - Pontos de coleta do material vegetal infectado com antracnose no estado
do Mato Grosso. 1, Bardo de Melgaco; 2, Campo Verde; 3, Nobres; 4, Nossa
Senhora do Livramento; 5, Nova Mutum; 6, Paranatinga; 7, Pontes e Lacerda; 8,
Primavera do Leste; 9, Santo Antdnio do Leverger; 10, Sinop; 11, Sorriso e 12,
Tangara da Serra.
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O material

coletado foi devidamente

identificado (Quadro 10) e

acondicionado de forma a n&do haver deterioracdo. Os trabalhos de isolamento,

inoculacdo e avaliagdo dos

isolados foram

realizados no Laboratério de

Melhoramento do Feijdo Comum e de Biologia Molecular do Nupagri.

Quadro 10 - Isolados de Colletotrichum lindemuthianum coletados em lavouras das
regides produtoras de feijao comum do estado do Mato Grosso

Isolado Cultivar Municipio Propriedade
1 Pitoco com rama  Nossa Senhora do Livramento ~ Fazenda Cavalo Branco
2 Pérola Nova Mutum Fazenda S&o Roque
3 Pérola Santo Antdnio do Leverger Fazenda Miranda
4 BRS Esplendor Sinop Estacdo EMPAER
5 Pérola Sinop Fazenda JFJ
6 BRS Esplendor Pontes e Lacerda Fazenda Luar
7 Pérola Pontes e Lacerda Fazenda Rio Azul
8 Pérola Pontes e Lacerda Fazenda Séo José
9 BRS Esplendor Primavera do Leste Fazenda Filadélfia
10 Pérola Sorriso Fazenda Brilhante
11 Pitoco sem rama  Nossa Senhora do Livramento  Fazenda Cavalo Branco
12 Pitoco sem rama  Nossa Senhora do Livramento  Fazenda Saborosa
13 Pérola Pontes e Lacerda Fazenda Luar
14 Branquinho Primavera do Leste Fazenda Filadélfia
15 Pérola Primavera do Leste Fazenda Filadélfia
16 BRS Valente Sinop Estacdo EMPAER
17 Pérola Nova Mutum Fazenda S&o Roque
18 Pérola Campo Verde Fazenda Vale do Rio Manso
19 Pérola Paranatinga Fazenda Conceicéo
20 Pérola Nobres Fazenda Nossa Senhora Aparecida
21 Pérola Bar&o de Melgaco Fazenda Porto Brandao
22 Branquinho Campo Verde Fazenda Vale do Rio Manso
23 Branquinho Campo Verde Fazenda Santo Ant6nio
24 Pérola Tangara da Serra Fazenda Vale Formoso
25 Pérola Bar&o de Melgaco Fazenda Porto Brandao
26 BRS Esplendor Campo Verde Fazenda Santo Ant6nio
27 Pérola Pontes e Lacerda Fazenda Luar
28 Pérola Nobres Fazenda Nossa Senhora Aparecida
29 Pérola Primavera do Leste Fazenda S&o Miguel
30 Pérola Primavera do Leste Fazenda Séao Miguel
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3.2. Semeadura

As sementes das cultivares diferenciadoras foram semeadas em bandejas
plasticas com dimensdes de 48 x 30 x 11 cm, contendo uma mistura de solo a base
de turfa. A semeadura foi conduzida respeitando o valor binério das diferenciadoras
para antracnose (Quadro 11). Essas bandejas foram mantidas em casa de
vegetacdo até que a primeira folha trifoliolada estivesse completamente
desenvolvida, aproximadamente 14 dias. ApOs este periodo, as bandejas contendo
as plantas desenvolvidas foram transferidas para camara de nevoeiro com
temperatura de 20 + 2°C para posterior inoculacéo e identificacdo dos isolados de C.
lindemuthianum (CIAT, 1990).

Quadro 11 — Caracteristicas das doze cultivares diferenciadoras que foram utilizadas
na identificagéo dos isolados do C. lindemuthianum

Cultivar CoAnjL_Jnt? Tamanho da Cor da Ge_ne§ de_z
Génico Semente Semente Resisténcia
Michelite MA Pequena Branca Co-11
Michigan Dark Red Kidney A Grauda Vermelha Co-1
Perry Marrow A Grauda Branca Co-1°
Cornell 49-242 MA Pequena Preta Co-2
Widusa A Intermediaria  Branca Co-1°
Kaboon A Grauda Branca Co-1°
México 222 MA Intermediaria Branca Co-3
Pl 207262 MA Pequena Bege Co-3%Co-4°
TO MA Intermediaria  Pintado Co-4
TU MA Pequena Preta Co-5
AB 136 MA Pequena Vermelha Co-6; co-8
G 2333 MA Pequena Vermelha  Co-3°Co-4% Co-5°

IMA- conjunto génico Mesoamericano; A- conjunto génico Andino.

3.3. Isolamento do C. lindemuthianum

De acordo com a metodologia proposta por Mathur et al. (1950) os
isolamentos do patdgeno foram realizados a partir de lesbes com sintomas de
antracnose, presentes no material vegetal (folhas, caules, hastes e vagens),
coletado a campo (Figura 6). Os materiais foram previamente desinfetados por meio
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de imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio comercial (contendo 5% de cloro
ativo), diluida na proporcdo de uma parte do produto para trés partes de agua
esterilizada (1:3) por um minuto, e posterior imersao em alcool 70% por um minuto.
Em seguida foi feita a lavagem em agua esterilizada, sendo as vagens secas com
papel toalha e transferidas para tubos de ensaios, previamente umedecidos com
agua esterilizada.

Os tubos de ensaios contendo as vagens assim tratadas, foram vedados
com papel isofime e mantidos por 48 h em camara de crescimento (BOD), na
auséncia de luz e com temperatura de 22 + 2°C, formando uma camara Umida para

induzir a esporulacdo do patdégeno sobre as lesoes.

%
\ andl
¥
™

Fonte: Nupagri, 2012.
Figura 6 - Processo de isolamentos de material vegetal do feijao comum (Phaseolus
vulgaris L.) oriundo do estado do Mato Grosso.

27



Os conidios, provenientes das esporulagfes, foram transferidos para placas
de Petri com meio de cultura BDA + antibidtico (batata-dextrose-agar +
estreptomicina a 250 mg kg) por meio de agulha histolégica flambada, em camara
de fluxo continuo, previamente esterilizada com hipoclorito de sodio e alcool. As
placas repicadas foram vedadas e incubadas em BOD para desenvolvimento do
fungo.

Apbs o periodo de incubacédo, as placas foram examinadas para verificacdo
do crescimento micelial. A seguir, pequenos discos com crescimento micelial, e
diametro aproximado de 0,44 cm, foram transferidos para novas placas que
continham meio BDA, sendo novamente incubados em camara tipo BOD, a 22 *
2°C.

3.4. Multiplicagéo do indculo

O preparo do in6culo seguiu a metodologia proposta por Cardenas et al.
(1964) que consiste na multiplicacdo dos esporos de cada isolado do 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. Apos a repicagem do isolado para as vagens, as mesmas foram incubadas
por 15 dias a 22 + 2°C, em camara de crescimento (BOD), para esporulacdo do

patdégeno.

3.5. Inoculagéo e incubacéao

Decorrido o periodo necessario para o desenvolvimento do fungo (14 dias),
foi realizada a retirada das vagens dos tubos. A seguir, com o auxilio de uma pinca,
as vagens foram colocadas em um becker contendo &gua destilada esterilizada,
dando origem a uma suspensao de esporos, que logo foi filtrada através de uma
dupla camada de gaze, obtendo-se assim uma suspensao de esporos.

Na determinacdo da concentracéo de esporos de cada isolado do patégeno
foram efetuadas cinco contagens em microscopio, com o auxilio do hematocitdmetro

(cdmara de Neubauer-Preciss). Ap6s a contagem, a suspensao de esporos foi
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ajustada & concentracdo aproximada de 1,2 x 10° esporos mL™ de agua destilada
esterilizada.

A seguir, os isolados monosporicos foram separadamente inoculados nas 12
cultivares diferenciadoras do C. lindemuthianum, a fim de se obter os fenétipos de
viruléncia dos isolados (Pastor-Corrales, 1988; Mahuku e Riascos, 2004). Esse
processo foi realizado por meio de um atomizador De Vilbiss (nimero 15), adaptado
com um reservatério para a suspensdo de esporos, tanto na face abaxial quanto
adaxial das folhas.

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

realizacao das avaliagdes (7 dias).

3.6. Avaliacdo dos sintomas

A avaliagdo visual dos sintomas em cada plantula foi realizada
aproximadamente 10 dias apls a inoculacdo, utilizando-se a escala de severidade
proposta por Pastor-Corrales (1991), cujos valores variam de 1 a 9, em plantas
individuais, conforme descrito abaixo:

1 - Auséncia de sintomas;

2 - Até 1% da nervura apresentando manchas necroéticas, perceptiveis
somente na face inferior das folhas;

3 - Maior frequéncia de sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3%
das nervuras afetadas;

4 - Até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas, perceptiveis em
ambas as faces das folhas;

5 - Maior frequéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3%
das nervuras afetadas;

6 - Manchas necroéticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das

folhas, e presenca de algumas lesdes em talos, ramos e peciolos;
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7 - Manchas necroéticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido
mesofilico adjacente, que se rompe. Presenca de abundantes lesdes no talo, ramos
e peciolos;

8 - Manchas necroéticas em quase todas as nervuras, muito abundante em
talos, ramos, peciolos, ocasionando rupturas, desfolhacéo e reducéo do crescimento
das plantas;

9 - Maioria das plantas mortas.

As plantas que receberam notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes,
enquanto que as plantas com notas de 4 a 9 foram consideradas suscetiveis. A fim
de determinar as racas do C. lindemuthianum, foi utilizada a escala de valores

binarios de acordo com Pastor-Corrales (1991).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ragas de C. lindemuthianum identificadas em Mato Grosso

Os 30 isolados de Colletotrichum lindemuthianum coletados nas 12 regides
produtoras do feijao comum do estado do Mato Grosso apresentaram diferentes
padroes de viruléncia. Estes resultados permitiram a identificacdo de 10 racas
fisiologicas diferentes, sendo elas: 1, 8, 9, 10, 24, 64, 65, 72, 73 e 81 (Quadro 12).

Quadro 12 - Reacdo das cultivares diferenciadoras aos 30 isolados de C.
lindemuthianum provenientes de 12 regifes produtoras de feijao comum no estado
do Mato Grosso e identificacdo das racas fisiologicas

Cultivares diferenciadoras

Isolados Municipios Racas
A B C D E F G H I J K L
1 N. Sra. do Livramento S R R R S R S R R R R R 81
2 Nova Mutum S R R R S R S R R RRR 81
3 Sto. A. do Leverger R R RRRIRISIRIRIRTRE R 64
4 Sinop R R R R R R SRR RIRRR 64
5 Sinop R R RRRRSIRRRTR RTER R 64
6 Pontes e Lacerda R R R S S R R R R R R R 24
7 Pontes e Lacerda R R R S SRR R RIRIRR RR 24
8 Pontes e Lacerda R R R S S R R R R R R R 24
9 Primavera do Leste S R R R R R S R R R R R 65
10 Sorriso R R R S R R SRR RIRRR 72
11 N. Sra. do Livramento R R R S R R S R R R R R 72
12 N. Sra. do Livramento R R R S R R S R R R R R 72
13 Pontes e Lacerda R R R R RR SRR RIRRHR 64
14 Primavera do Leste S R R S R R S R R R R R 73
15 Primavera do Leste S R R R R R R R R R R R 1
16 Sinop S R R S R R SRR RIRRR 73
17 Nova Mutum R R R R R R SR RIRRR 64
18 Campo Verde S R R R R R R R R R R R 1
19 Paranatinga R R R S R R R R R R R R 8
20 Nobres R R R S R R RRIRIRRR 8
21 Bar&o de Melgaco S R R S R R SR RIRRR 73
22 Campo Verde S R R R R R SR R RRR 65
23 Campo Verde S R R R R R SR R RRR 65
24 Tangara da Serra S R R R R R SR R RRR 65
25 Bar&o de Melgaco R S R S R R R R R R R R 10
26 Campo Verde S R R R S R S R R RRR 81
27 Pontes e Lacerda S R R S R R R R R R RR 9
28 Nobres R R RRRRSIRIRRR RTR R 64
29 Primavera do Leste S R R R R R SR R RIRIR 65
30 Primavera do Leste S R R R SR S RRRRR 81

1/ Cultivares diferenciadoras e respectivo valor binario: 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, México 222:
64; H, P1 207262: 128; |, TO: 256; J, TU: 512; K, AB 136: 1024 e L, G2333: 2048.

2/ S: Suscetivel; R: Resistente.
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As racas 64 e 65 foram as mais frequentes, correspondendo
respectivamente, a 20 e 17% do total dos isolados analisados (Figura 7). A raca 64
foi caracterizada nos municipios de Santo Anténio do Leverger (um isolado), Sinop
(dois isolados), Pontes e Lacerda (um isolado), Nova Mutum (um isolado) e Nobres
(um isolado) (Quadro 13). Por sua vez, a raca 65 foi identificada nos municipios de
Primavera do Leste (dois isolados), Campo Verde (dois isolados) e Tangara da
Serra (um isolado) (Quadro 13).

Raca 1
7% Raca 8

Raca 10

3%

Raca 24
10%

Figura 7 - Racas de Colletotrichum lindemuthianum e suas respectivas frequéncias
obtidas a partir dos 30 isolados analisados.

A raca 64 € uma das mais incidentes no mundo, sendo amplamente
distribuida nos paises produtores de feijao comum (Rava et al., 1994; Alzate-Marin e
Sartorato, 2004). Em 1994, Rava e colaboradores identificaram a raca 64 como
pertencente ao Grupo Mexicano |, sendo compativel com a cultivar México 222. No
Brasil, a raca 64 tem se destacado dentre as racas de maior frequéncia de
ocorréncia, com destaque para regides produtoras do estado do Parana (Menezes,
1985; Rava et al., 1994, Balardin et al., 1997; Carbonell et al., 1999; Thomazella et
al., 2002a; Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Talamini et al., 2004; Ishikawa et al.,
2005; Damasceno e Silva et al., 2007; Sansigolo et al., 2008).
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Do mesmo modo, a ra¢a 65 apresenta também uma das maiores incidéncia
no Brasil, principalmente nos estados de Goias, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo
e Distrito Federal (Menezes, 1985; Carbonell et al., 1999; Thomazella et al. 20023;
Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Damasceno e Silva et al., 2007; Goncalves-Vidigal et
al., 2008a). Conforme descrito na literatura, a raca 65 € pertencente ao grupo Alfa,
gue € o grupo das racas mais disseminadas no Brasil (Menezes e Dianese, 1988).

A raca 65 foi primeiramente reportada no estado do Mato Grosso, em 2009,
em estudo conduzido por Gongalves-Vidigal e colaboradores, com isolados
provenientes do municipio de Primavera do Leste, importante regido produtora de
feijdo comum do estado.

Balardin et al. (1997) identificaram a racga 65 de C. lindemuthianum e devido
sua elevada incidéncia em varios paises a denominaram como uma raca de
ocorréncia generalizada (que ocorre em varios locais do mundo), identificado-a de
forma repetitiva principalmente em isolados provenientes do Brasil e dos Estados
Unidos.

A raca 65 é considerada uma das mais disseminada no Brasil, e por muito
tempo, os programas de melhoramento buscaram cultivares resistentes a essa raga
fisioldgica por meio da introgressao do gene antigamente designado como ARE (Co-
2) e originalmente identificado na cultivar Cornell 49-242 (Chiorato et al., 2006).

A raca 81 foi a terceira mais frequente dentre os isolados analisados,
correspondendo a 13% (Figura 7), sendo encontrada nos municipios de Primavera
do Leste, Campo Verde, Nova Mutum e Nossa Senhora do Livramento, com um
isolado em cada (Quadro 13). Segundo Alzate-Marin e Sartorato (2004) a raca 81 é
uma das mais frequentes no Brasil, sendo identificada em varios estados, com
destaque para o Parana (Rava et al., 1994; Thomazella et al., 2002a; Alzate-Marin e
Sartorato, 2004; Abud et al., 2011).

Além do Parana, esta raca também se encontra distribuida em varios outros
estados brasileiros, dos quais se destacam Minas Gerais (Talamini et al., 2004,
Damasceno e Silva, 2007); Bahia e Pernambuco (Rava et al., 1994), e Sdo Paulo
(Carbonell et al., 1999).

No Mato Grosso a raca 81 foi identificada pela primeira vez por Goncgalves-
Vidigal et al., (2009), em estudos com isolados proveniente do municipio de
Primavera do Leste. Abud et al. (2011) dentre os isolados avaliados no estado do
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Mato Grosso do Sul, regido central do Brasil, identificaram a raca 81, como sendo

uma das mais frequentes cuja magnitude é de aproximadamente 45%.

Quadro 13 - Distribuicdo dos isolados do Colletotrichum lindemuthianum nas
diferentes regides produtoras do feijao comum do estado do Mato Grosso

Municipios* Total de

Raca .

BM CV NB NL NM PR PL PV SL SN SR Ts I'solados
1 1 1 >
8 1 1 2
9 1 .
10 1 .
24 3 2
64 1 1 1 1 2 6
65 2 2 1 5
72 2 1 3
73 1 1 1 3
81 1 1 1 1 4
Total de 2 4 2 3 2 1 5 5 1 3 1 1 30
isolados

*Municipios: BM, Bardo de Melgago; CV, Campo Verde; NB, Nobres; NL, Nossa Senhora do
Livramento; NM, Nova Mutum; PR, Paranatinga; PL, Pontes e Lacerda; PV, Primavera do
Leste; SL, Santo Anténio do Leverger; SN, Sinop; SR, Sorriso e TS, Tangara da Serra.

As racas fisioldgicas 24, 72 e 73 foram a quarta mais frequente, sendo cada
qual, identificada em trés dos isolados analisados (10%). A raca 24 foi identificada
em trés isolados do municipio de Pontes e Lacerda (Quadro 13), sendo o primeiro
registro desta raca no mundo, e por consequéncia, 0 primeiro registro no Brasil e no
estado do Mato Grosso, confirmando assim a alta variabilidade do patégeno, bem
como, a necessidade da verificacdo peridédica dessa ampla variabilidade patogénica
do fungo Colletotrichum lindemuthianum (Bonnet et al., 2008).

A raca 72 foi identificada em isolados provenientes dos municipios de Nossa
Senhora do Livramento (dois isolados) e Sorriso (um isolado) (Quadro 13).

Pesquisas sobre a caracterizacao de isolados de C. lindemuthianum relataram que a
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raca 72 foi encontrada nas diversas regides produtoras de feijao do Brasil (Rava et
al.,, 1994; Thomazella et al., 2002a; Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Mahuku e
Riascos, 2004; Sansigolo et al., 2008; Nunes et al., 2011).

A racga 73 foi encontrada em amostras oriundas dos municipios de Bar&o de
Melgaco, Primavera do Leste e Sinop, cada qual com um isolado (Quadro 13). Esta
raca apresenta uma das maiores ocorréncias no mundo, sendo amplamente
disseminada nos paises produtores do feijdo comum como na América do Norte,
Central e do Sul (Balardin et al., 1997). No Brasil, essa raca esta entre as de maior
ocorréncia (Rava et al., 1994; Balardin et al., 1997; Carbonell et al., 1999; Somavilla
e Prestes, 1999; Sartorato, 2002; Sansigolo et al., 2008), sendo o estado do Parana
0 que apresenta a maior incidéncia (Rava et al., 1994; Thomazella et al., 2002a;
Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Sansigolo et al., 2008). No estado do Mato Grosso é
a primeira vez que se registram as ragas 72 e 73. Em 2004, estudos realizados por
Alzate-Marin e Sartorato permitiram a identificacdo da raca 73 nos estados de Goias
e no Distrito Federal.

Abud et al. (2011) estudando 259 isolados provenientes do estado de Goias,
relatou que a raga 73 foi a mais frequente no estado, com uma frequéncia de 35%.
Neste mesmo estudo, o Estado do Parana também se destacou como tendo uma
alta frequéncia da raga 73 (26,05 %).

Damasceno e Silva et al. (2005) em estudos com isolados de diferentes
regides produtoras do feijado comum no Brasil, dentre os quais, estados da regido
Centro Oeste, tais como Goias, Mato Grosso do sul e o Distrito Federal,
identificaram como as mais frequentes as racas 65 (27,27%), 81 (20,45%) e 73
(15,91%) que, juntas corresponderam a 63,63% do total dos isolados estudados,
evidenciando a ampla frequéncia dessas racas tanto no Brasil quanto na Regiéo
Centro Oeste.

As racas 1, 8, 9 e 10, apresentaram menor frequéncia (as racas 1 e 8 com
dois isolados cada e as ragas 9 e 10 com um isolado cada) (Figura 7). A baixa
ocorréncia de tais racas ndo dispensa os cuidados em relagdo as mesmas, ao
contrario, deve-se ter atencao visando reduzir o surgimento de novos alelos para
viruléncia ou mesmo de novos genes de patogenicidade capazes de quebrar a
resisténcia de genes amplamente utilizados nos programas de melhoramento. Por
isso, torna-se necesséaria a adocdo de um planejamento adequado, observando-se
as regides de ocorréncia dessas racas e cultivares hospedeiras, a fim de retardar a
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disseminacdo e/ou surgimento de novas racas, e, portanto, prolongar a vida util de
cultivares indicadas aos produtores.

A raca 1 foi identificada em isolados provenientes dos municipios de Campo
Verde e Primavera do Leste (um isolados em cada), a raca 8, em isolados
provenientes dos municipios de Nobres e Paranatinga (um isolado em cada), as
racas 9 e 10 foram identificadas em isolados provenientes dos municipios de Pontes
e Lacerda e Bardo de Melgaco, respectivamente (Quadro 13). Tais racas foram
registradas pela primeira vez no estado do Mato Grosso.

A raga 1 j4 havia sido identificada no Brasil em estudos conduzidos por
Balardin et al. (1997), no qual reportou a ragca 1 em trés isolados provenientes do
Brasil. Mahuku e Riascos (2004), em estudos com 200 isolados de Colletotrichum
lindemuthianum provenientes de varias partes do mundo (Américas, Asia, Europa e
Africa) identificou a raga 1 em isolados provenientes do Brasil, Argentina, Colémbia,
Costa Rica, Equador, Honduras e Peru, indicando a ampla distribuicdo dessa raca
pelos paises da América Latina.

Gonzélez et al. (1998) em estudos com isolados oriundos do México,
identificou a raca 8 em um isolado. Da mesma forma, Damasceno e Silva et al.
(2005) analisando 88 isolados provenientes de diferentes regifes produtoras do
feijdo comum no Brasil, inclusive regides produtoras da regido central, tais como os
estados de Goias, Mato Grosso do Sul e o Distrito Federal, identificaram a raga 8.

A raca 9 tem sido reportada em diferentes paises das América do Sul e
Central, tais como: Argentina, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Equador, Guatemala,
Honduras, México, Peru e Republica Dominicana (Balardin et al., 1997; Mahuku e
Riascos, 2004; Ansari et al., 2004; Nunes et al., 2011).

A raca 10 foi registrada pela primeira vez no Brasil através de estudos
realizados por Sansigolo et al. (2008), onde foram analisados isolados provenientes
do estado do Parana.

O primeiro registro das ragas 1, 8, 9, 10, 24, 64, 72 e 73 no estado do Mato
Grosso evidenciam a disseminacdo do Colletotrichum lindemuthianum para novas
areas, fato que é favorecido pelo livre comércio de sementes e de grédos entre as
diversas regides produtoras do feijdo comum no Brasil. Somando-se a isso, 0
potencial do inéculo do patégeno tende a um aumento, visto que muitos produtores
reutilizam seus grdos como sementes entre as safras, para plantios em uma mesma

area (Talamini et al., 2004). Da mesma forma, essas racas identificadas no estado
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do Mato Grosso evidenciam a necessidade de um monitoramento maior sobre as
regides produtoras do mesmo, visto que o estado vem tendo um crescimento em
sua producdo nos ultimos tempos havendo a necessidade de mais trabalhos neste
sentido, a fim de se identificar as racas que afetam as regides produtoras buscando
assim alternativas para seu controle.

Dentre os locais amostrados, 0 municipio de Primavera do Leste apresentou
isolados de maior variabilidade patogénica, uma vez que se constituiu de quatro
racas distintas (Quadro 13). Em seguida, os municipios de Campo Verde e Pontes e
Lacerda, com trés racas diferentes cada.

Os resultados sugerem uma alta variabilidade do patdogeno no estado do
Mato Grosso, bem como em alguns municipios 0s quais apresentaram elevado
namero de racas identificadas. Segundo Rodriguez-Guerra et al. (2003), existem
dois fatores principais envolvidos na producdo da variagdo em um Unico local, a
variacao criada por mutacdo e recombinacdo sexual e parassexual ou a variagao
devido a introdu¢do de uma nova linhagem na populagao local.

Quando comparado as racas identificadas no estado do Mato Grosso, por
Gongalves-Vidigal et al. (2009), verifica-se que no municipio de Primavera do Leste
a incidéncia das racas 65 e 81 ainda € elevada. Uma vez que, essas racas sado de
grande ocorréncia e ampla disseminacao pelas regides produtoras de feijao comum
no Brasil (Alzate-Marin e Sartorato, 2004). Adicionalmente, no presente trabalho,
houve a identificacdo de outras duas novas racas para tal municipio, racas 1 e 73.

Outros estudos realizados pela regido central do Brasil, evidenciam a
semelhanca com as racas identificadas no presente estudo, Abud et al. (2011),
analisou isolados de C. lindemuthianum de vérias regides produtoras de feijao
comum do Brasil, dentre os quais Estados da regido central como Goias, Mato
Grosso do Sul e o Distrito Federal e identificou as racas 65, 73 e 81 como as mais
frequentes, o que demonstra semelhanca com o presente estudo, no qual registrou
tais racas também.

Damasceno e Silva et al. (2005), analisando oitenta e oito isolados do C.
lindemuthianum de diversas regides do Brasil, inclusive, isolados obtidos da regiéo
Centro Oeste (Goias, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal) identificou 19 racas
diferentes, dentre as quais, racas 8, 64, 65, 73 e 81 foram semelhantes as
registradas no presente estudo, evidenciando que em regides proximas ao estado
do Mato Grosso, as ragas ja registradas sdo semelhantes.

37



Ishikawa et al. (2005) estudando trinta e cinco isolados dentre os quais
alguns da regido de Minas Gerais e Goids, registrou também racas semelhantes,
sendo as ragas 65 e 81 as com maior freqiéncia.

Damasceno e Silva et al. (2007) registrou 19 racas provenientes de isolados
de varias regides do Brasil, dentre elas, isolados da regido Centro Oeste
representada pelos Estados de Goias, Mato Grosso do Sul e o Distrito Federal,
constatando que a raca 65 seguida das racas 81 e 73 foram as mais frequentes,
corroborando com o presente estudo. Santos et al. (2008) identificou as racas 65, 73
e 81, provenientes de cinco isolados do estado de Goias.

Estes dados evidenciam a importancia de se realizar levantamentos
periddicos para monitorar a variabilidade dentro de cada regido de cultivo, uma vez
gue cada uma delas apresenta particularidades de manejo, de condi¢cdes ambientais
especificas, bem como do tipo de cultivares plantadas.

4.2. Reagao de compatibilidade das cultivares diferenciadoras

Quanto ao indice de resisténcia das cultivares diferenciadoras inoculadas
com os isolados coletados no estado do Mato Grosso foram incompativeis com as
cultivares Perry Marrow, Kaboon, Pl 207262, TO, TU, AB 136 e G 2333, todas com
100% de resisténcia aos isolados testados. As cultivares suscetiveis foram México
222 (30%), Michelite (50%), Cornell 49-242 (56,7%), Widusa (76,7%) e Michigan
Dark Red Kidney (96,7%).

As cultivares diferenciadoras andinas, Perry Marrow (Co-1%), Kaboon (Co-1?)
e as mesoamericanas, Pl 207262 (Co-3® e Co-4%), TO (Co-4), TU (Co-5), AB 136
(Co-6) e G2333 (Co-3% Co-4% Co-5°) apresentam-se como incompativeis a todos os
isolados testados (Figura 8), indicando que o0s genes dessas cultivares sé&o
importantes fontes de resisténcia a serem utilizadas em programas de
melhoramento genético, podendo as mesmas serem incluidas em programas de
melhoramento no estado do Mato Grosso.

Em contrapartida, as cultivares diferenciadoras México 222 (Co-3), Michelite
(Co-11) e Cornell 49-242 (Co-2) apresentaram alta compatibilidade com os isolados
e, portanto ndo seriam recomendadas para utilizagdo dessas como fontes de
resisténcia em programas de melhoramento genético do feijdo comum para o estado

do Mato Grosso. O mesmo pode ser observado nos estados do Parana e Santa
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Catarina, no qual as racas identificadas tem quebrado a resisténcia dos genes Co-2,
Co-3 e Co-11 presentes nas cultivares diferenciadoras Cornell 49-242, México 222 e

Michelite, respectivamente.
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Figura 8 - Percentagens de rea¢gfes compativeis entre as cultivares diferenciadoras
e os isolados provenientes do estado do Mato Grosso.

Com excecéao dos isolados 1, 2, 6, 7, 8, 25, 26 e 30, todos os demais foram
virulentos somente as cultivares diferenciadoras de origem Mesoamericana (Quadro
12). Estes resultados corroboram com o0s encontrados na literatura sobre a co-
evolucao patégeno-hospedeiro, no qual sugerem que o C. lindemuthianum pode ser
dividido em dois grupos baseados na viruléncia: um especializado em hospedeiros
Mesoamericanos e outro especializado em hospedeiros Andinos (Pastor-Corrales,
1996; Chiorato et al., 2006).

Balardin e Kelly (1997) evidenciaram que a capacidade de patotipos
incidirem sobre cultivares de ambos 0s grupos génicos deve-se ao acumulo de
fatores de viruléncia acumulados no curso da evolugcédo do patégeno. Desta forma, o
C. lindemuthianum pode n&o ser altamente estruturado aos grupos génicos de
Phaseolus vulgaris L. e assim, estratégias de controle que visem a transferéncia de
genes de resisténcia de um grupo génico para o outro, pode ndo conferir resisténcia
duradoura ao patégeno. Gongalves-Vidigal et al. (2007), também encontraram
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resultados similares, indicando que racas de origem Mesoamericana apresentam
reacdo de compatibilidade com cultivares de ambos os grupos génicos.

Deste modo, estes resultados demonstram que para oS programas de
melhoramento do feijdo comum que desejam monitorar e controlar a disseminacao
dessa doenca um fator importante é a combinacdo de genes de origem
Mesoamericana e Andina em uma mesma cultivar. Young e Kelly (1997) sugeriram
gue a piramidacado de genes provenientes dos dois conjuntos génicos, prolonga a
resisténcia a antracnose em uma cultivar.

Diante disso, os resultados obtidos mostram uma ampla variabilidade
patogénica, pois a caracterizacdo dos isolados propiciou a caracterizacdo de novas
ragas. Este fato evidencia a importancia do monitoramento constante do patégeno. A
caracterizacdo e o local onde elas ocorrem é essencial para a compreensao da
dindmica populacional do patégeno, indicacdo e desenvolvimento de variedades

resistentes nos programas de melhoramento de plantas do estado do Mato Grosso.
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5. CONCLUSOES
Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusodes:

1. As racas 64, 65 e 81 foram as que apresentaram maior frequéncia nos
isolados coletados no estado do Mato Grosso.

2. Asracas 1, 8,9, 10, 24, 64, 72 e 73 foram identificadas pela primeira vez
no estado do Mato Grosso.

3. Este é o primeiro relato da ocorréncia da raga 24 no mundo.

4. As cultivares diferenciadoras Perry Marrow (Co-1%), Kaboon (Co-1?), Pl
207262 (Co-3° e Co-4%), TO (Co-4), TU (Co-5), AB 136 (Co-6) e G2333
(Co-3% Co-4% e Co-5%) sdo importantes fontes de resisténcia que podem
ser utilizadas em programas de melhoramento que visam o controle da

antracnose no estado do Mato Grosso.

5. A ampla variabilidade observada do C. lindemuthianum torna essencial o
monitoramento constante deste patdgeno para 0 sucesso nos programas
de melhoramento do feijdo comum que visam o desenvolvimento de

cultivares resistentes para o estado do Mato Grosso.
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