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“O papel dos infinitamente pequenos na
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Louis Pasteur



RESUMO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata) é uma cultura de grande relevincia econdmica para a
regido Nordeste e seu cultivo vem se expandindo para a regido Centro-Oeste como cultura de
safrinha. No entanto, sua producio tem sido afetada por doencas causadas por patégenos de
solo, como Fusarium solani sensu lato, que tem potencial para se tornar importante, como j4 é
observado na cultura da soja com a podridao-vermelha-da-raiz (PVR). Desse modo,
objetivou-se caracterizar isolados do complexo de espécies Fusarium. solani (FSSC)
associados a podriddo-radicular em feijao-caupi no municipio de Sao Jodo, um importante
produtor no estado de Pernambuco. Para tal, foram utilizadas caracteristicas morfolégicas e
dois testes de patogenicidade distintos para avaliar viruléncia e agressividade dos isolados. Os
isolados apresentaram variacdo quanto a coloracdo das colOnias, crescimento micelial, e
micromorfologia, e foram divididos em dois morfogrupos em funcdo do padrio de
ramificacdo dos conidi6foros. Os testes de patogenicidade confirmaram a capacidade de
colonizagdo dos tecidos vegetais e maior agressividade em isolados pertencentes ao

morfogrupo que apresenta conidiéforo ramificado.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Patdgenos radiculares. Fabacea.



ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata) is an economically important crop to northeast region of Brazil
and its cultivation is expanding to the mid-west region as an off-season crop. However, its
production has been affected by soil-borne pathogens, such as Fusarium solani sensu lato,
which has the potential to become important, as observed in soybean crop affected by the
sudden death syndrome. In this context, the objective of this study was to characters isolates
of F. solani associated to root rot in the Sdo Jodo municipality, an important cowpea producer
in Pernambuco State. Thus, morphological characteres and two distinct pathogenicity trials
were conducted to evaluate the virulence of the isolates. The isolates showed variation
regarding colony color, mycelial growth and micromorphology, and were split into two
morphogroups by the conidiophore branching pattern. The pathogenicity experiments
confirmed the ability to colonize plant tissue and the higher virulence to isolates belonging to

the morphogroup showing branched conidiophore.

Keywords: Vigna unguiculata. Root pathogens. Fabacea.
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1INTRODUCAO

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp, popularmente conhecido no
Nordeste brasileiro como feijao de corda ¢ um dos principais alimentos da populacdo dessa
regido, fornecendo carboidrato, proteinas e ferro. Cultivado principalmente por agricultores
em pequenas propriedades, € fonte de emprego e renda. Atualmente estd sendo cultivada por
médios e grandes produtores de regides de cerrado na forma de safrinha onde sdo empregadas
as tecnologias de produ¢do de commodities como a soja [Glycine max (L.) Merril], o que
permite um aumento da produgio e oferta desse grio (VALE; BERTINI; BOREM, 2017).

A producdo brasileira de feijao é obtida em trés safras ao longo do ano, e o feijao-
caupi € o terceiro tipo mais cultivado no pais na segunda safra, a regido Nordeste, por
exemplo, produziu 191,9 mil t de feijao-caupi na 2* safra de 2016/2017 em uma area plantada
de 635,8 ha (CONAB, 2018). Entretanto, a produ¢do do feijao-caupi sofre com interferéncia
de muitos fatores que influenciam negativamente sua produtividade, tais como, a falta de
adocdo de tecnologias e aparecimento de doencas (RODRIGUES; MENEZES, 2002).

Dentre os patégenos de plantas os organismos que compdem o género Fusarium
sdo fungos endofiticos e patogénicos de plantas. Estes ocasionam vdrios tipos de doenga como
podridao radicular ou caulinar, cancro, murcha, a podridao da fruta ou da semente e doengas
foliares (SUMMERELL; SALE; LESLIE, 2003). O fungo Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum (E.F. Smith) Snyder & Hansen, é o agente causal da murcha-de-fusario no
feijao-caupi, uma das principais doengas do caupi no Nordeste do Brasil (ASSUNCAO et al.,
2003).

Os fungos do complexo de espécies F. solani sdo agentes causais de doengas em
plantas leguminosas como soja, na qual ocasiona a doenga conhecida por podridao-vermelha-
da-raiz (PVR) por acdo do F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. glycines, que tem causado danos
crescentes (GASPERI er al., 2003). No feijado-comum (Phaseolus vulgaris L.) é causadora da
doenca conhecida como podridao radicular seca do feijoeiro, que reduz a produtividade da
cultura e tem sido motivo de preocupagdo principalmente em dreas onde se realiza plantio
direto (REIS; CASA, 1996) isso se deve a pratica do plantio direto favorecer o aumento da
populacdo de Fusarium (TOLEDO-SOUSA et al., 2008).

Segundo Reis & Casa (1996), a podridao radicular causada por F. solani tem sido
motivo de grande preocupacio no plantio direto. Toledo-Souza et al. (2008) mostraram que o
plantio de leguminosas previamente ao feijoeiro favorece o aumento da populacdo de

Rhizoctonia spp. e de Fusarium spp., tanto no plantio direto, quanto no convencional.
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Contudo, em revisao de literatura ndo foram encontrados estudos sobre a podridao
radicular do feido-caupi, causada pela interacdo com F. solani, desse modo o presente estudo
objetivou caracterizar a populacdo de F. solani oriunda do Agreste Pernambucano, municipio
de Sdo Jodo, PE, por meio de testes de patogenicidade e métodos morfolégicos. A
caracterizacdo morfolégica para identificar espécies de Fusarium presentes em amostra de
plantas doentes € a base para obtencdo de evidéncias para estudos de filogenia visando a

correta identificacdo e classificagdo taxonomica (LESLIE; SUMMERELL, 2006).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Feijao-caupi: importancia e doencas fiingicas

O feijao-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., é uma leguminosa de ampla
distribuicao mundial, ocorrendo em regides tropicais e subtropicais. O continente africano € o
centro de origem dessa espécie, que foi introduzida no Brasil pelos colonizadores portugueses
em torno do século XVI (FREIRE FILHO, 1988), sendo classificada como Dicotyledonea
pertencente a ordem Fabales, familia Fabacea, subfamilia Falvidae, tribo Phaseleie, sub-tribo
Phaseolinae e género Vigna (VERDCOURT, 1970; FREIRE FILHO, 1988).

O feijao-caupi possui varios nomes vulgares, sendo conhecido como feijao-de-
praia, feijdo-da-colonia e feijdo-de-estrada, na regido Norte; feijdo-miudo, na regido Sul
feijao-macassar e feijao-de-corda, na regido Nordeste (FREIRE FILHO, 2011). Essa cultura é
estratégica para muitas regides tropicais e subtropicais do planeta (TORRES et al., 2015),
constituindo uma importante fonte alimentar (fornece ferro, carboidratos, potdssio e fésforo)
principalmente para as populagdes da América Latina, Asia e Africa (BERGER et al., 2016;
CHEN et al., 2017).

No Brasil, essa espécie ¢ amplamente explorada nas regides Norte e Nordeste,
predominantemente por agricultores familiares (RAMOS et al., 2012). Atualmente estd em
expansdo para areas de cerrado do Centro-Oeste onde € cultivado como safrinha por
produtores em médias e grandes propriedades, de base empresarial, com o uso das mesmas
técnicas aplicadas na soja, o que possibilita uma produgcdo de larga escala com elevada
qualidade e regularidade fundamental para alimentar a cadeia comercial (FREIRE FILHO,
2011; VALE; BERTINI; BOREM, 2017).

Em virtude da capacidade de se desenvolver satisfatoriamente em solos de baixa
fertilidade e da sua rusticidade, o feijao-caupi vem sendo considerado como uma opg¢ao de
fonte de matéria organica, sendo utilizado como adubo verde na recuperacdo de solos
naturalmente pobres em fertilidade, ou esgotados pelo uso intensivo (OLIVEIRA;
CARVALHO, 1988 apud OLIVEIRA et al., 2002). Essas caracteristicas e a associacdo com
bactérias fixadoras de nitrogénio tem feito o feijdo-caupi se tornar recentemente alvo de
pesquisas como enfoque no enfrentamento das possiveis mudancas climdticas, como o
aumento da temperatura e a reducao da disponibilidade de 4gua (CARVALHO et al., 2017).

Dentre os paises que compdem o Mercosul, o Brasil € o maior produtor e

consumidor de feijdo, participando com mais de 90% da produgdo e no consumo, produzindo
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cerca de 3,0 milhdes de toneladas anuais, seguido da Argentina (350,0 mil toneladas), do
Paraguai (56,0 mil toneladas) e do Uruguai (3,5 mil toneladas), sendo que a produ¢do média
de feijao foi de 3,06 milhdes de toneladas nos tultimos anos. Na safra de 2016/2017, a
producdo de feijdo-caupi, representou aproximadamente 21,6% da producdo brasileira de
feijao e sua producdo é concentrada na 2° safra, cultivada na Regido Norte/Nordeste e no
Mato Grosso, com excecdo da producdo do estado da Bahia (CONAB, 2017). A pouca
circulagdo de feijdo-caupi no comércio internacional se deve a pequena importancia do
mesmo em ambito mundial, devido aos grandes produtores serem também os grandes
consumidores do produto, o que torna pequeno o excedente exportdvel; a falta de um real
conhecimento do seu mercado e ao baixo consumo nos paises desenvolvidos (CONAB,
2017).

Segundo o Levantamento Sistematico da Producdo Agricola - IBGE (1985-2016),
a producdo de feijao-caupi em 2016 foi de 344.752 t em uma drea de 1.066.175 ha, sendo que
a regido Nordeste produziu 177.527 t em uma area plantada de 873.283 ha, considerando 1* e
2* safras do ano de 2016 com um rendimento de 203 kg por ha (EMBRAPA, 2018). O estado
do Ceara produziu na segunda safra de 2016/2017 117, 2 mil toneladas em uma area plantada
de 404,2 mil ha, sendo o maior produtor de feijao-caupi na regido Nordeste (CONAB, 2018).

Dentre os entraves na produc¢do da cultura do caupi, a falta de adocdo de
tecnologia se destaca, principalmente em relacdo aos insumos, pois o agricultor muitas vezes
faz uso de sementes sem tratamento adequado o que colabora para o surgimento de doengas
(RODRIGUES; MENEZES, 2002).

Segundo Barros, Menezes (1981 apud RODRIGUES; MENEZES, 2002) a
diversidade flingica encontrada em sementes de caupi € bastante elevada, sendo Penicillium
Link., Aspergillus Link. e Curvularia Boedjn os principais géneros. Esses pesquisadores
obtiveram uma frequéncia de 65,6% dos dois primeiros géneros em 32 espécies de fungos
detectados em caupi. Os patdgenos radiculares do feijoeiro sdo organismos saprofitas, isto €,
podem passar parte de seu ciclo de vida no solo, por um longo periodo na auséncia de seus
hospedeiros infectando 6rgdos subterraneos ou caules das plantas e podem produzir esporos
disseminados pelo ar ou dgua (CASA et al., 2010).

Os sintomas das doencas causadas pelos patégenos radiculares sdo notados na
fase final da doenca, sendo as op¢des de controle limitadas e dificeis como, por exemplo, a
esterilizacdo do solo que tem uso restrito a pequenas dreas e praticas como a rotacdo de
culturas, considerada a melhor medida de controle ecologicamente sustentavel e utilizadas em

areas extensas, que nao € economicamente viavel para fungos com habilidade de competicao
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saprofitica, pois estes organismos formam estruturas de resisténcia (MICHEREFF et al.,
2005). Essas doengas causadas por fungos de solo constituem um complexo, que vem sendo
apontado como responsdveis pelas maiores perdas de produtividade nas dreas irrigadas do
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (CARDOSO, 1991 apud POR TOLEDO-SOUZA et al.,
2009), os fitopatégenos (Rhizoctonia solani Kuhn [sin. Thanatephorus cucumeris (A.B.
Frank) Donk] e Fusarium solani (Mart. Appel & Wollenv.) Sacc. f. sp. phaseoli (Burkholder)
(sin. Nectria hematococca Berk. & Br.) ocorrem tanto isoladamente, como em associacao
sinérgica (CARDOSO; COSTA, 1988 apud TOLEDO-SOUZA et al., 2009).

Em praticamente todas as regides de cultivo do Brasil sdo relatadas doencas do
sistema radicular do feijoeiro variando quanto a intensidade, isso em funcado das condi¢des do
cultivo como, por exemplo, a suscetibilidade da cultivar, as condi¢des climaticas e praticas de
manejo do solo, principalmente as doengas ocasionadas pelos fungos Fusarium solani f.sp.
phaseoli, Fusarium oxysporum (Schlecht) f.sp. phaseoli (Kendrick & Snyder) e
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid (BIANCHINI et al., 1997). Estudos mostraram que o
plantio de leguminosas previamente ao feijoeiro favorece o aumento da populacio de
Rhizoctonia spp. e de Fusarium spp., tanto no plantio direto, quanto no convencional
(TOLEDO-SOUZA et al., 2008), e os principais efeitos causados pela acdo desses
fitopatégenos incluem a reducdo do estande e do vigor das plantulas e com isso perda na
produtividade da cultura Para exemplificar as perdas ocasionadas por espécies do género
Fusarium, Toledo-Souza et al. (2009), identificaram que, quanto maior a densidade de F.
solani f. sp. phaseoli no solo em conjunto com Rhizoctonia solani em elevada densidade,

menor € a massa da matéria seca da parte aérea do feijoeiro comum.

2.2 Fusarium solani associado a cultura da familia Fabaceae

De acordo com Leslie & Summerell (2006), o género Fusarium contem véarias
espécies de fungos patog€nicas e/ou saprofitas. Sao amplamente distribuidos em todo o
mundo, por conter espécies cosmopolitas e outras com ocorréncia restrita a determinados
ambientes, ocorrendo, hegemonicamente em regides tropicais e subtropicais ou em condi¢des
de clima frio das regides temperadas, além disso, algumas espécies apresentam intima
associacdo com os hospedeiros. Esse género foi descrito pela primeira vez em 1809 por Link,
sendo atualmente classificado na familia Nectriaceae, ordem Hypocreales, subclasse
Sordariomycetes, subfilo Pezizomycotina, filo Ascomycota e reino Fungi (INDEX

FUNGORUM, 2018) e sua taxonomia tem sido alterada em func@o dos conceitos de espécie,
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morfolégico, bioldgico e filogenético (LESLIE; ZELLER; SUMMERELL, 2001;
SUMMERELL; SALLEH; LESLIE, 2003).

No passado, o conceito de espécie morfoldgica era predominante para
classificagdo taxondmica e se baseavam na similaridade das caracteristicas morfoldgicas e
considerando essas caracteristicas como um padrdo dentro da mesma espécie e diferindo entre
espécies diferentes (LESLIE; ZELLER; SUMMERELL, 2001). O género Fusarium tem um
sistema taxonOmico complexo dividido em secdes, formae speciales e ragas (BENYON;
BURGESS, 2000; LESLIE; SUMMERELL, 2006). As formae speciales, conceito aplicado
por Snyder & Hansen (1953), classifica de acordo com a gama de hospedeiros que atacam
(OLIVEIRA; COSTA, 2014), em contrapartida a subdivisdo em racas é baseada na viruléncia
ou diferenciagdo de cultivares hospedeiras da planta (CORRELL, 1991).

Estudos mostram que dentre os patdgenos de solo presentes em areas de cultivo
de feijao, F solani f. sp. phaseoli é predominante em relacdo aos demais, expressando maior
densidade de inoculo, 7,10 x 10* propéagulos/g de solo (VALARINI ,1994 apud COSTA;
COSTA 2004), causando a murcha seca do feijoeiro que reduz a produtividade da cultura do
feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) reduzindo o estande das plantas principalmente em
areas submetidas a irrigacio (CARDOSO 1991 apud COSTA:COSTA, 2004 ). Os sintomas
sdo a presenca de estrias longitudinais avermelhadas, no hipocétilo e na raiz de plantulas ou
plantas jovens que gradativamente se tornam marrons € sem margens definidas, de acordo
com a evolucdo da doenga (EMBRAPA, 2018). Rhizoctonia solani estimula os sintomas de
podridao radicular de Fusarium quando estid presente no mesmo substrato e infectando
conjuntamente 0 mesmo hospedeiro que F. solani f. sp. phaseoli, porém F. solani f. sp.
phaseoli inibe os sintomas de podridao radicular de Rhizoctonia, em infestacdes conjuntas
(CASAet al., 2010).

O Fusarium solani (App. & Wollenw.) Snyder & Hans f. sp. glycines causa a
sindrome da morte subita da soja, essa doenca também é conhecida como podridao vermelha
das raizes da soja (PVR) (KLINGELFUS; YORINORI ; DESTRO, 2007), podendo levar a
diminui¢do do tamanho (72% a 98% do peso) e do nimero de graos (55% a 96%) dependendo
do estddio no qual a planta foi afetada e do nimero de plantas afetadas (GASPERI et al.,
2003) a PVR induz o aparecimento de manchas cloréticas e necréticas internevais e a regido
das nervuras permanece com colora¢do verde normal (ALMEIDA et al., 1997). Préximo ao
florescimento esses sintomas ficam evidenciados podendo causar desfolha das plantas. O
sistema radicular inicialmente apresenta o sintoma de uma mancha avermelhada (infec¢do

inicial) na raiz principal, sendo frequentemente localizada a aproximadamente dois
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centimetros abaixo do nivel do solo, essa lesdo aumenta circundando a raiz e assumindo
coloragdo castanho avermelhado escuro, isso de acordo com a evolu¢do da infec¢do (RUPE;
GBUR 1995 apud DE QUEIROZ FREITAS, MENEGHETTI E BALARDIN, 2004).

Segundo Leslie & Summerell (2006), as caracteristicas de culturas F. solani em
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) apresentam coloracio geralmente variando
entre branca e bege. Os conidios do micélio aéreo (microconideos) podem apresentar formato
oval, elipsoidal ou reniforme com 0-1 septos em falsas cabecas em monofidlides longas. Os
macroconidios sdo relativamente grandes, frequentemente encontrados em esporoddquios,
cuja coloracdao predominante é bege e menos frequentemente na coloracdo verde e azul e o
formato variando de reto a ligeiramente curvados. Os clamiddsporos sao formados em 2-4
semanas, podendo ser intercalado entre as hifas ou na ponta de ramos laterais individuais ou

em pares em formato oval ou globoso, com ornamentacio na parede presente ou nao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao de isolados

No presente estudo foram utilizados 24 isolados de F. solani, os quais foram
preservados em dgua destilada e esterilizada (ADE). Os isolados foram obtidos de plantas de
feijao-caupi com sintomas de podridao radicular entre os meses de Outubro e Dezembro de
2011, em diferentes propriedades no municipio de Sao Joao, PE (08°52°15”°S, 36°21°28°W).

Fragmentos da regidao de transicao entre os tecidos sadios e doentes das plantas
com tecido vascular escurecido foram submetidos a desinfestagdo superficial de organismos
saprofitas e contaminantes, com imersdo em dalcool 70% por 30 segundos e posteriormente
imersdo em soluc¢do de hipoclorito a 1% de cloro ativo por 2 min, em seguida submetendo-se
a triplice lavagem em 4gua destilada esterilizada (ADE).

Em seguida, os fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo o
meio de cultura Agar-Agar, 20 g de Agar para 1L, e incubadas em BOD sob temperatura de
26 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz branca fluorescente. Quando notado crescimento
micelial caracteristico do género Fusarium procedeu-se a transferéncia de fragmentos de
micélio para placas contendo meio BDA e submetidos a incubag@o em temperatura de 26 °C e
fotoperiodo de 12 horas de luz branca fluorescente e 12 horas de escuro, para crescimento das
colonias. Posteriormente, fragmentos de micélio dessas colonias foram transferidos para
placas contendo meio de cultura “syntethic nutriente-poor agar” (SNA), para identificacao dos
isolados ao nivel de complexo de espécie de F solani com base em caracteristicas

morfolégicas como tipo de monofiélide.

3.2 Cultivo monospérico

Para obten¢ao de culturas monospdricas de F. solani foram retirados fragmentos
do micélio em meio de cultura SNA com uma agulha esterilizada, em seguida estes foram
transferidos para tubos contendo 10 mL de ADE, e agitados por 30 segundos, e
posteriormente, transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura SNA e espalhadas
na placa, com o uso de al¢a de Drigalski. Apds incubacdo de 16 h foi realizada a visualizagc@o
das placas em microscépio de luz, para monitorar a germinacdo dos esporos. Apds a
localizagdo de um esporo germinado completamente isolado na placa, com uma agulha

esterilizada, realizou-se a transferéncia do mesmo para placas de Petri contendo SNA,
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obtendo-se assim culturas monospodricas. Em seguida, apds constatacdo da pureza do isolado
com a observacdo de fragmento da colonia em microscopio, fragmentos foram transferidos
para placas com meio de cultura BDA, que foram incubados para crescimento das colonias, a

partir das quais foram realizados os demais ensaios.

3.3 Caracterizacao morfolégica

A caracterizacdo morfolégica foi realizada quanto a taxa de crescimento,
pigmentacdo da coldnia e micromorfologia seguindo os protocolos de Leslie & Summerell,
(2006).

Para avaliacdo da taxa de crescimento foram feitas trés repeticoes para cada
isolado. Um disco de micélio de ~5 mm de didmetro foi transferido da margem das colonias
para placas de Petri, com tamanho de 9 cm de didmetro, contendo meio de cultura BDA, estas
foram incubadas a 26 — 27 °C no escuro durante trés dias, a medi¢do do diametro ortogonal
das colonias ocorreu no terceiro dia. A avaliagdo da pigmentacdo das colonias foi obtida
utilizando as mesmas placas da taxa de crescimento, sendo estas submetidas a mais sete dias
de incubacdo em temperatura de 26 — 28 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz, apds esse
periodo foram fotografadas as duas faces das placas mais representativas de cada isolado. J4 a
caracterizacdo micromorfoldgica, consistiu na incubacao de isolados em placas de Petri com
meio SNA contendo fragmentos secos e esterilizados de folhas de cravo (Dianthus
caryophyllus L.), em ~ 26 °C de temperatura e 12 horas de luz por 10 — 14 dias. As
caracteristicas observadas foram a presenga ou ndo e cor de esporodéquios; tamanho, formato
e septacdo de microconideos e macroconideos (com base na medi¢do de 50 estruturas); tipos
de fidlides; presenca ou ndo de clamidésporos; presengca ou ndo de microconideos em falsas
cabecas. As dimensdes dos conidi6éforos, macro e microconidios foram obtidas por meio do
programa Motic Images Plus 2.0, instalado em computador acoplado a um microscépio de

luz.

3.4 Caracterizacio patogénica

Sementes da cultivar BR 17 Gurguéia, proveniente do Banco de Germoplasma do

da Universidade Federal do Ceard, foram utilizadas no ensaio de patogenicidade. Essa cultivar

de feijao-caupi foi desenvolvida pela Embrapa Meio-Norte, difundida no estado do Piaui e
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apresenta graos de cor tipo “sempre verde”, coloragdo bastante aceita no mercado piauiense, €
apresenta alta resisténcia a CpAMYV e imunidade a CpSMYV, CMV e CpGMV .

Duas metodologias de inocula¢do e avaliagdo da patogenicidade dos isolados
foram testadas, sendo elas,a metodologia de disco de micélio (NORONHA et al., 1995) e a
inoculacdo com palitos-de-dente (KLINGELFUSS et al., 2007) utilizando, respectivamente,
3 e 4 repeticdes de cada isolado e testemunhas. Foi utilizado substrato de areia e himus (1:3)
esterilizados (120°C, 10 ATM em 60 min por dois dias seguidos), e a distribui¢do espacial dos
tratamentos em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente casualizado, as sementes
foram plantadas a 2 cm de profundidade no substrato.

Durante a realiza¢do dos ensaios, as plantas foram irrigadas diariamente, contudo
nao foi realizado nenhum tipo de adubagdo nos tratamentos € nem nas plantas controle em
nenhum dos ensaios.

A patogenicidade pelo método do disco de micélio consistiu em adicionar um
disco de micélio de 5 mm de diametro, retirados da margem da colonia em placa com meio de
cultura BDA, cujo o isolado foi cultivado por 3 dias, ao solo sobre a semente no momento da
semeadura, a avaliacdo foi realizada 15 dias depois, considerando a severidade da doenca a
partir de uma escala de notas adaptada da escala de Noronha et al. (1995 ), onde 0 = auséncia
de sintomas, 1 = hipocétilo com estrias avermelhadas, 2 = hipoc6tilo com grandes lesdes, 3 =
tecidos radiculares escurecidos apresentando inicio de apodrecimento. Além disso, foram
realizados reisolamentos dos tecidos radiculares, como descrito anteriormente, para confirmar
o agente etiolgico das lesdes radiculares (TENORIO, 2011).

Ja o método do palito (KLINGELFUSS et al., 2007), resumiu-se em cultivar os
isolado em placas com meio de cultura BDA por 5 dias, em seguida palitos de dente,
previamente autoclavados, foram adicionados as coldnias e estes foram incubados a uma
temperatura de 27-28 °C por 15 dias sendo espetados no centro do hipocétilo das planta com
12-15 dias ap6s a germinacdo, a cerca de 1,5 cm abaixo do né cotiledonar, deixando-se sob
condi¢des de umidade de saturagc@o por 48 horas. Foram realizadas avaliacdes dos sintomas da
parte aérea aos 15, 18, 21, 24 e 28 dias apds a emergéncia das plantulas, considerando a
severidade da doenca a partir de uma escala de notas adaptada da escala de Klingelfuss et al.,
(2007), onde 0 = auséncia de sintomas, 1 = leve desenvolvimento de sintomas com clorose
(1%-10% de area foliar afetada - afa), 2 = desenvolvimento moderado de sintomas com
clorose internerval e necrose nas bordas foliares (11%-30% de afa e necrose < 10%), 3 = forte
desenvolvimento de sintomas com clorose e necrose internerval (31%-70% afa e 11%-30% de

necrose) ¢ 5 = desenvolvimento de sintomas severos com clorose e necrose internerval e/ou
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plantas mortas (>70% afa e necrose >30%), mas apenas a dltima avaliacdo foi considerada na
avaliacdo estatistica. As lesdes internas do caule também foram analisadas por intermédio da

medi¢do do comprimento das lesdes nos tecidos internos com régua.

3.5 Analise estatistica

Primeiramente, os dados qualitativos (notas) obtidos das avaliacdes dos testes de
patogenicidade foram convertidos em dados quantitativos, utilizando o Indice de Mckinney,
em seguida realizou-se a andlise de varidncia (ANOVA) em delineamento inteiramente
casualizado, e teste de Scott Knott (p<0,05) para agrupamento dos isolados, usando o

programa Sisvar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacio morfologica

Neste estudo foram obtidos 24 isolados do complexo de espécies F. solani, estes
apresentaram variagdo quanto a coloracdo das coldnias, e crescimento micelial e tamanho de

microconidios (Tabela 1).

Tabela 1 - Coloracdo das colonias e médias das caracteristicas morfoldgicas de Fusarium

solani associados a podriddo radicular do feijdo-caupi.

Microconidios (um) Macroconidios (um)
Isolado gg}g;?gi‘:ndgn A% g;fzc(li?:il)t: ;n icelial Comprimento Largura Comprimento Largura
JMS23 61. Bege claro 3,47 a 28,20 7,61 - -
JMS10 10. Salmao 3,68 a 38,31 9,75 - -
JMSO08 Branco 3,70 a 25,67 6,98 - -
JMS24 9. Marrom 3,72 a 38,79 8,65 69,99 9,31
JMSO01 11. Castanho claro 3,75 a 42.05 7,99 78,79 10,04
JMS16 10. Salmao 3,80 a 50,31 10,41 - -
JMS11 10. Salmao 3,80 a 28,45 7,75 - -
JMS12 10. Salmao 3,85 a 27,58 7,77 87,67 10,04
JMS18 10. Salmao 3,88 b 50,10 8,79 - -
JMS20 45. Bege 3,90 b 27,90 7,68 - -
JMS07 45. Bege 3,93 b 33,91 7,39 - -
JMS15 45. Bege 3,97 b 29,51 7,68 91,74 10,86
JMS04 Branco 3,97 b 28,65 7,85 71,46 8,70
JMS25 45. Bege 3,98 b 30,08 8,47 - -
JMS26 9. Marrom 4,00 b 57,92 11,69 - -
JMS06 10. Salmao 4,02 b 46,35 9,88 77,76 11,89
JMSO05 9. Marrom 4,02 b 35,95 8,21 - -
JMS17 45. Bege 4,03 b 54,15 9,73 - -
JMS14 Branco 4,05 b 51,21 9,62 - -
JMSO03 10. Salmao 4,07 b 46,00 8,30 72,82 10,47
JMS21 Branco 4,08 b 38,92 11,44 - -
JMS09 10. Salmao 4,15 b 28,77 9,07 - -
JMS19 Branco 4,37 b 48,75 9,27 - -
JMS27 12. Castanho 5,97 c 59,87 7,84 - -
Pvalor: 0,000

*coloracdo das colonias tanto na superficie inferior quanto superior de acordo com Rayner (1970)

*+Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Scott-knott (P > 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Quanto ao crescimento micelial, os isolados podem ser divididos em trés grupos:
crescimento rdpido, médio e lento. Os aspectos morfoldgicos observados foram micélios
abundantes e coloracdo com varia¢des entre branco, bege, salmao e marrom (Rayner, 1970)

(Figura 1).

Figura 1 — Diversidade de cores entre os isolados de Fusarium solani em BDA.

Fonte: Autor.

As caracteristicas micromorfolégicas observadas estavam de acordo com a
descricdo de Fusarium solani (LESLIE; SUMMMEREL, 2006), isto é, os isolados
apresentaram monofidlides longas, falsas cabe¢as, microconideos abundantes em formato oval
a elipsodide, ligeiramente curvado em sua maioria com 0-3 septos e as dimensdes apresentaram
variacdes entre 25,67 — 59, 87 um de comprimento e 6,98 — 11,69 um de largura, os
macroconidios, quando presentes, produziram esporodéquios, apresentaram formato falcado,
moderadamente curvado com dois a cinco septos dimensdes variando entre 69,99 — 91, 74 um
de comprimento e 8,70 — 11,89 um de largura; observou-se abundante producdo de
clamidésporos rugosos em sua maioria nas extremidades das hifas ocorrendo solitarios, em
pares ou em cadeias. Os esporoddquios, quando produzidos, foram de colora¢do branca e

bege a partir de aproximadamente 20 dias de incubagdo (Figura 2).
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Figura 2 — Caracteristicas morfoldgicas gerais dos isolados de Fusarium solani obtidos de

feijao-caupi no municipio de SdoJodo - PE.

Fonte: Andrade.

A — Falsas cabecas, B — Conidiéforo simples, C — Conidiéforo ramificado, D — macroconideos, E —
microconideos com 3 septos, F — Clamidésporos ornamentados solitdrios, aos pares e em cadeia,
G — H: variagdo morfolégica dos esporodéquios apresentando colorag@o branca e bege.

* Todas as imagens de estruturas micromorfolégicas (A-F) foram obtidas com microscépio e as
imagens de esporodéquios (G-H) foram obtidas com lupa.

Na caracterizacdo micromorfoldgica foi notada a diferenca dos isolados quanto a
ramificagcdo dos conidiéforos, a maioria dos isolados apresentou ramificacdo e com base nessa

caracteristica, os mesmo foram divididos em dois morfogrupos (Tabela 2). As diferencas
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morfoldgicas observadas entre organismos dos complexos do género Fusarium como a
ramificacdo de conidi6foros tem sido usada como evidéncia da diversidade de organismos
dentro das espécies e a partir de andlises filogenéticos estudos tem confirmado essa distingdo

genética e classificado esses organismos (AOKI et al., 2003) .

Tabela 2. Morfogrupos baseados nas caracteristicas morfoldgicas dos isolados.

Morfogrupo 1 Morfogrupo 2

(Conidioforo ramificado) (Conidioforo nao ramificado)
JMSO01 JMSO08
JMSO03 JMS23
IMS04 IMS27
IMSO05

IMS06

IMSO07

JMS09

JIMS10

JIMS11

IMS 14

IMS15

IMS16

JIMS17

JMS18

JIMS19

IMS20

IMS21

IMS22

IMS24

IMS25

IMS26

Fonte: Elaborada pelo autor

4.2 Caracterizacio patogénica

A maioria dos isolados produziram lesdes nos pontos de inocula¢ido, quando
foram inoculados em feijdo-caupi, produzindo estrias avermelhadas nas regidoes do hipocétilo
observadas no teste do disco de micélio e lesdes avermelhadas com diferentes tamanhos no

3

ponto de inoculacdo, surgindo a partir do segundo dia apds inoculagdo com o “palito-de-
dente” (Figura 3), o aparecimento de estrias e lesdes de coloragdo avermelhada é também

observado nos sintomas de PVR da soja e podriddao seca do feijoeiro comum (EMBRAPA,
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2018; RUPE; GBUR 1995 apud DE QUEIROZ FREITAS, MENEGHETTI E BALARDIN,
2004). As testemunhas, ndo apresentaram estrias avermelhadas nas regides do hipocétilo nem
lesdes avermelhadas em nenhum dos testes de patogenicidade.

Ap6s o reisolamento a partir de tecidos da regido radicular e do caule das plantas
submetidas aos ensaios de patogenicidade, apenas as testemunhas ndo apresentaram
crescimento de F. solani em meio de cultura, enquanto todos os tratamentos que foram
inoculados, em ambos os testes de patogenicidade, apresentaram crescimento de coldnias de
F. solani ap6s o reisolamento, inclusive as plantas que nao apresentaram estrias avermelhadas,
confirmando a colonizacdo vascular do fungo.

Entretanto, analisando a parte aérea das plantas sujeitadas aos isolados pelo
método do disco de micélio, ndo foi observado nenhum sintoma de deficiéncia nutricional,
como clorose, isso pode ter ocorrido em func¢do do tempo no qual a avaliacdo foi realizada, 15
dias apds germinacdo, caso a infeccdo ocorra de forma lenta ou tardia os sintomas poderdo
aparecer apenas no periodo de enchimento de graos, causando danos no rendimento de plantas
de soja devido a infec¢@o do patégeno no sistema radicular das plantas (QUEIROZ FREITAS;
MENEGHETTI; BALARDIN, 2004). Outra razdo para o ndo aparecimento desses aspectos
pode ter sido a baixa concentracdo do indculo, reduzindo a severidade da doencga (Costa;

Costa, 2004).

Figura 3 — Comparagdo dos resultados obtidos no teste de patogenicidade pelo método do

disco de micélio.

Fonte: Autor

A — Parte aérea da planta controle, B — Parte aérea do tratamento submetido ao isolado
JMS10, C — Sistema radicular de planta controle, D — Sistema radicular de tratamento
inoculada com isolado JMS 10.
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Diferente dos resultados anteriores, a parte aérea das plantas submetidas ao teste
de patogenicidade por “palito-de-dente” apresentaram deficiéncia nutricional com sintomas de
amarelecimento e queima das bordas foliares, além disso, o ponto de infeccdo, isto é, onde o
palito foi inserido, apresentou variacdo em cor e crescimento externo ao longo do tempo e os
tecidos internos também, demonstrando a colonizacdo dos tecidos internos pelo patégeno

(Figura 4).

Figura 4 — Comparacgdo dos resultados obtidos no teste de patogenicidade pelo método do

Fonte: Autor.

-A — Parte aérea de planta controle, B — Parte aérea de tratamento, C - Area externa do caule, ponto
de inser¢io do palito em planta controle, D - Area interna do caule, ponto de inser¢io do palito
em planta controle, E — Area externa do caule, ponto de inser¢do do palito em tratamento, F -
Area interna do caule, ponto de insercdo do palito em tratamento.

Na andlise estatistica observou-se diferenca significativa (P<0,05) entre os
isolados quanto a agressividade, em ambos os ensaios, realizada por comparacdo das médias
pela ANOVA o que indica um contraste quanto ao nivel de agressividade dos isolados. Ao
avaliar a agressividade dos isolados pela metodologia “disco de micélio” em funcdo das
estrias avermelhadas apresentadas no sistema radicular, o teste de comparacdao de médias
formou dois grupos estatisticamente diferentes sendo que os controles e o isolado JMS 15
apresentaram valores iguais a zero, os demais isolados pertencentes a esse grupo sao: JMS 05,
11, 20, 23, 09, 08 e 03. No grupo que apresentou médias mais elevadas, sugerindo maior
agressividade, destacam-se os isolados JMS 25, 26, 27, 12, 07, 17, e 14 devido apresentarem

maior percentagem de lesdes no sistema radicular (Tabela 3).
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Ao examinar a agressividade dos isolados por meio do método do “‘palito-de-
dente”, analisou-se o comprimento da lesdo interna a partir do ponto de inoculacdo e
observou-se que ocorreu diferenga estatistica (P<0,05) e o teste de comparacdo de médias
dividiu os isolados em dois grupos. O grupo no qual os isolados ndo divergiram
estatisticamente do controle que apresentou apenas o comprimento da lesdo causada pela
insercdo do palito, estdo os isolados JMS 04, 27, 24, 26, 18, 19, 08, 20, 03, 21, 05, 23, 06, e
15. Enquanto, que no segundo grupo composto pelos isolados JMS 09, 07, 25, 10, 16, 17, 14,
01, 12 e 11 (Tabela 3), foram notadas dimensdes maiores do que o comprimento da lesao
causada pelo palito como no controle, indicando a coloniza¢do dos tecidos internos, desse
modo pode-se inferir que estes isolados apresentam maior agressividade quanto a colonizagdo
dos tecidos vegetais.
Os resultados de severidade da doenca para parte aérea no “palito-de-dente” nao
divergiram muito das andlises estatisticas anteriores, havendo diferenca estatistica (P<0,05) e
os isolados novamente foram divididos em dois grupos pelo teste de comparacdo de médias.
No grupo com menores médias, estdo os isolados JMS 17, 03, 15, 26, 18, 24, 20, 27, ¢ 06 € os
isolados que apresentaram maiores médias foram JMS 23, 16, 19, 21, 05, 07, 10, 04, 01, 14,
11, 25, 08, 12 e 09 (Tabela 3).

Tabela 3 - Indice de severidade da doenca entre isolados de Fusarium solani associados a
podridao radicular em feijao-caupi utilizados

Teste do disco de micélio * Teste do “palito-de-dente” *
Lesoes no sistema radicular (%) Infeccao interna (cm) Parte aérea (%)

Controle 0,00 a Controle 0,30 a Controle 0,00 a
JMS15 0,00 a JMS04 0,38 a JMS17 6,25 a
JMSO05 8,33 a JMS27 0,73 a JMSO03 12,50 a
JMS11 8,33 a JMS24 0,88 a JMS15 12,50 a
JMS20 8,33 a JMS26 0,88 a JMS26 18,38 a
JMS23 8,33 a JMS18 0,88 a JMS18 18,75 a
JMS09 16,67 a JMS19 095 a JMS24 18,75 a
JMSO08 16,67 a JMSO08 1,18 a JMS20 18,75 a
JMSO03 16,67 a JMS20 1,23 a JMS27 18,75 a
JMS24 25,00 b JMSO03 1,33 a JMS06 18,75 a
JMS16 25,00 b JMS21 1,40 a JMS23 25,00 b
JMS21 25,00 b JMSO05 1,50 a JMS16 25,00 b
JMS19 25,00 b JMS23 1,53 a JMS19 25,00 b
JMS18 25,00 b JMS06 1,60 a JMS21 25,00 b
JMS10 25,00 b JMSI15 1,65 a JMSO05 25,00 b
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JMS06 25,00 b JMS09 1,85 b JMS07 25,00 b
JMS01 25,00 b JMS07 1,93 b JMS10 25,00 b
JMS04 25,00 b JMS25 1,95 b JMS04 25,00 b
JMS25 33,33 b JMS10 200 b JMS01 31,25 b
JMS26 33,33 b JMS16 200 b JMS14 31,25 b
JMS27 33,33 b JMS17 2,13 b JMS11 31,25 b
JMS12 33,33 b JMS14 233 b JMS25 31,25 b
JMS07 33,33 b JMSO01 253 b JMS08 37,50 b
JMS17 41,67 b JMS12 2,78 b JMS12 37,50 b
JMS14 41,67 b JMS11 308 b JMS09 43,75 b
Pvalor: 0,02 Pvalor: 0,00 Pvalor: 0,00

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott (P > 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor

Tanto o método “palito-de-dente” quanto o método “disco de micélio” foram
eficazes para reproduzir a doenga nas plantas inoculadas, com a maioria dos isolados do
complexo F. solani associado ao feijdo-caupi, porém sintomas foliares, tais como clorose,
foram observados apenas pelo método “palito-de-dente”, além disso, o método disco de
micélio ndo elucidou a agressividade dos isolados 15 e 11 em comparacdo aos resultados
observados no teste de palito. Pode-se inferir que o teste do micélio pode ter sofrido a
influéncia da densidade de in6culo (COSTA; COSTA, 2004; RIBEIRO, 2004), por exemplo, o
estudo de Toledo er al., (2009) mostrou que o aumento progressivo da severidade de
podridao radicular de Fusarium aumentou proporcional ao da densidade do in6culo de F.
solani f.sp. phaseoli, tanto em infestacdes isoladas, como em infestagdes conjuntas com R.
solani. Alids, Burke (1965) demonstrou que F. solani f.sp. phaseoli nao ataca facilmente
raizes sadias de feijao sendo as infec¢des mais severas quando as raizes sofreram algum dano
como ferimentos, ou apresentam crescimento reduzido em funcdo de outros fatores, o que
também justificaria os isolados JMS 11 e 15 terem apresentado resultados baixos neste teste e
agressividade considerdvel no teste do palito (Tabela 4).

O teste do palito, € conhecido pela sua utilizacdo para avaliar a reagdo de
genGtipos da soja através da severidade dos sintomas foliares ou do comprimento de lesdao no
caule causado por Fusarium solani f. sp. phaseoli (GASPERI, er al 2003). Esse teste
proporcionou duas andlises para a investigacdo da patogenicidade de F. solani no caupi,
dentre elas a avaliacdo da infeccdo interna é a andlise mais importante, pois permite
observacgdo da colonizacao dos tecidos pelo patégeno, enquanto que a avaliagdo da parte aérea
permite o acompanhamento dos sintomas da doenca na planta, mas esta pode sofrer uma

elevada influéncia de outros fatores, alguns pesquisadores que utilizam o método do “palito-
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de-dente” relatam que apesar das andlises foliares serem rédpidas e relativamente eficientes,

ocorre uma falta de correlacdo entre sintomas nas raizes e na parte aérea (GRAY;

ACHENBACH, 1996; HARTMAN et al., 1997).

Tabela 4 — Relacdo entre caracterizacdo patogénica e morfoldgica.

Teste do disco de
dicélio

Teste do “palito-de-dente”

Lesoes no sistema

Infeccao interna

Isolado radicular (%) (cm) Parte aérea (%) Morfogrupo
JMS04 25,00 0,38 25,00 1
JMS27 33,33 0,73 18,75 2
JMS18 25,00 0,88 18,75 1
JMS24 25,00 0,88 18,75 1
JMS26 33,33 0,88 18,38 1
JMS19 25,00 0,95 25,00 1
JMSO08 16,67 1,18 37,50 2
JMS20 8,33 1,23 18,75 1
JMSO03 16,67 1,33 12,50 1
JMS21 25,00 1,40 25,00 1
JMSO05 8,33 1,50 25,00 1
JMS23 8,33 1,53 25,00 2
JMS06 25,00 1,60 18,75 1
JMS15 0,00 1,65 12,50 1
JMS09 16,67 1,85 43,75 1
JMS07 33,33 1,93 25,00 1
JMS25 33,33 1,95 31,25 1
JMS10 25,00 2,00 25,00 1
JMS16 25,00 2,00 25,00 1
JMS17 41,67 2,13 6,25 1
JMS14 41,67 2,33 31,25 1
JMSO01 25,00 2,53 31,25 1
JMS12 33,33 2,78 37,50 1
JMS11 8,33 3,08 31,25 1

1.—- Morfogrupo 1: Conidiéforos ramificados, 2- Morfogrupo 2:Coniodi6éforos nao ramificados.

Fonte: Elaborada pelo autor

Relacionando os dados observados nas andlises morfolégicas e patogénicas, é

notado que todos os isolados colonizam os tecidos do feijdo-caupi, entretanto os que

apresentam maior agressividade, analisando a infec¢@o interna, foram os isolados 09, 12, 11,

14, 01, 10, 07 e 16 (Tabela 4) que pertencem ao morfogrupo dos conidi6foros ramificados, o

que indica uma diferenciacio morfoldgica e patogé€nica entre as espécies do complexo F.
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solani associado ao feijdo-caupi, essa observacdo € importante, pois devido a plasticidade e
variagdes de caracteristicas fenotipicas no género Fusarium as caracteristicas morfoldgicas
tem sido utilizadas para distinguir espécies de Fusarium. (LESLIE; ZELLER;
SUMMERELL, 2001), atualmente associadas a diferentes técnicas moleculares como, por
exemplo, marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e DNA ribossomal
rDNA, a fim de estudar a variabilidade genética em Fusarium spp. e identificar marcadores

em nivel de formae speciales e racas (OLIVEIRA; COSTA, 2002).
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5 CONCLUSOES

1. Existe variacdo na morfologia do conidiéforo entre os isolados, sendo estes divididos em

dois morfogrupos: ramificados e ndo ramificados;

2. Existe variabilidade na agressividade dos isolados do complexo de espécies de F. solani do

Agreste Pernambucano.

3. A caracteristica de ramificacdo do conidiéforo estd associada a agressividade, uma vez que
os isolados que apresentam maior severidade compdem o morfogrupo dos conidiéforos

ramificados.
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ANEXOS - ANALISE DE VARIANCIA TESTES DE PATOGENICIDADE

ANEXO A — LESOES NO SISTEMA RADICULAR

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 25 54.936538 2.197462  3.438 0.0000
erro 78 49.860000 0.639231

CV (%) = 49.79
Média geral: 1.6057692  Ntimero de observacdes: 104

Média harmonica do numero de repeti¢cdes (1): 4
Erro padrao: 0.399759543110221

ANEXO B — AVALIACAO INFECCAO INTERNA

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

o oL s M Fe ProFe
TRATAMENTO 25 10727163462  429.086538 2.7110.0004
erro 78 12343.750000 158.253205

Toul comigido 103 23070913462 )
oV = stst )

Média geral: 24.2788462  Numero de observagoes: 104
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Média harmonica do nimero de repeti¢cdes (1): 4
Erro padrao: 6.28993650858666

ANEXO C — AVALIACAO PARTE AEREA

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 25 10448.717949 417.948718  1.9320.0228
erro 52 11250.000000 216.346154

Total corrigido 77 21698.717949

CV (%)= 67.49

Média geral: 21.7948718  Numero de observagdes: 78

Média harmonica do nimero de repeti¢des (1): 3
Erro padrdo: 8.49207775608447




