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RESUMO GERAL

O Feijdo-caupi é uma leguminosa cultivada predominantemente nas regides Norte e Nordeste
do brazil , apresentando baixo rendimento devido a uma diversidade de fatores, dentre eles a
murcha-de-fusario, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. O presente
estudo teve como objetivo caracterizar isolados de F. oxysporum associados a murcha em
feijdo-caupi por meio de observagdes de caracteres morfoldgicos, teste de patogenicidade e
anélise de sequencias do gene fator de elongagdo 1-o (tefl). Os isolados apresentaram
coloracgdo variando do branco ao violeta com micélio aéreo bastante denso. Os microconidios
apresentaram formato oval a elipsoide, ligeiramente curvado e sem septo, dispostos em falsas
cabecas produzidos em monofialides curtas. Os macroconidios formados em esporoddquios
apresentaram formato falcado, ligeiramente curvado com trés a cinco septos. Dos 27 isolados
de F. oxysporum analisados 20 se mostraram patogénicos ao feijdo-caupi, causando doenca
com severidade variando de 1 a 99%. A analise de neighbor-joining baseada na regido tefl
agrupou os isolados em seis haplotipos independentemente de serem ou ndo patogénicos.

Pode-se sugerir a partir dos resultados obtidos no presente estudo que a f. sp. tracheiphilum
representa pelo menos trés linhagens filogenéticas comportando-se como polifilética e

parafilética, indicando assim terem origens evolucionarias independentes.

Palavras-chave: caracterizacdo molecular, filogenia, Vigna unguiculata, murcha-de-fuséario,

Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum.



GENERAL ABSTRACT

The cowpea (Vigna unguiculata) is grown predominantly in the North and Northeast of brazil,
with low yields due to a variety of factors, including the fusarium wilt, caused by Fusarium
oxysporum f. sp. tracheiphilum. The present study aimed to characterize isolates of F.
oxysporum associated with wilt in cowpea through observations of morphological characters,
pathogenicity test and analysis of sequences of the translation elongation factor 1-o (tefl)
gene. The colony color of the isolates varied from white to violet with dense aerial mycelium.
The microconidia were oval to ellipsoid, slightly curved and unicelular, arranged in false
heads formed on short monophyalides. The macroconidiaformed on sporodochia were falcate,
slightly curved with three to five septa. Of the 27 isolates of F. oxysporum analyzed 20 were
pathogenic to cowpea, causing disease with severity ranging from 1 to 99%. The neighbor-
joining analysis based on tefl grouped the isolates into six haplotypes that were not correlated
with pathogenicity.. It is suggested from the results of the present study that f. sp.
tracheiphilum represents at least three phylogenetic lineages behaving as polyphyletic and
paraphyletic, indicating they have independent evolutionary origins.

Keywords: molecular characterization, phylogeny, Vigna unguiculata, fusarium wilt,

Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum.
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DIVERSIDADE GENETICA, MORFOLOGICA E PATOGENICA DE ISOLADOS DE
FUSARIUM OXYSPORUM ASSOCIADOS A MURCHA EM FEIJAO-CAUPI

INTRODUCAO GERAL

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp, é uma espécie de origem africana que foi
introduzida no Brasil na segunda metade do século X VI pelos portugueses no Estado da Bahia
(FREIRE FILHO, 1988), a partir do qual foi dispersada por todo o pais. Embora esteja em
expansdo em outras areas como o Centro-Oeste, onde passou a ser cultivado em larga escala a
partir de 2006 por médios e grandes produtores altamente tecnificados (FREIRE FILHO et al.,
2011), no Brasil, o feijdo-caupi é explorado predominantemente nas regides Norte e Nordeste
principalmente por agricultores familiares que o tem como importante fonte de emprego e
renda e um dos principais componentes da sua dieta alimentar (RAMOS et al., 2012).

Dados disponiveis na FAO (2013), sobre a producdo mundial de feijdo-caupi em 2011,
indicam que a cultura atingiu 4,9 milhdes de toneladas nos 10,4 milhGes de hectares
cultivados em 34 paises, sendo a Nigéria o principal produtor participando com 1,8 milhdo de
toneladas, seguido do Niger, com 1,5 milhdo de toneladas e Filipinas com 903 mil toneladas.
Os dados da FAO ndo contemplam a producédo brasileira possivelmente porque, embora o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2008), reconhega tecnicamente
Phaseolus vulgaris (L.) juntamente com V. unguiculata como feijdes, o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatisticas (IBGE, 2013) ndo distingue o feijdo-comum do feijdo-caupi em suas
estimativas de producgédo. De acordo com Ruas (2012), nos ultimos cinco anos, o feijdo-caupi
representou 10,4% de todo o feijdo produzido no pais e na safra 2011/12 alcangcando uma
producéo de 302,5 mil toneladas.

Segundo estudos realizados por Freire Filho et al. (2011), a area cultivada com feijdo-
caupi no periodo de 2005 a 2009 correspondeu a aproximadamente 33,0% da area total de
feijdo na regido Norte, 61,0% na regido Nordeste e 18,0% na regido Centro-Oeste. Pelos
mesmos estudos, a producdo de feijdo-caupi correspondeu a 37,6% na regido Norte, 45,7% na
regido Nordeste e 9,1% na regido Centro-Oeste. Em termos nacionais, na média do periodo de
2005 a 2009, o feijdo-caupi contribuiu com 37,5% da area colhida e 15,5% da producao
(FREIRE FILHO et al., 2011).

Apesar da sua rusticidade e capacidade de se desenvolver satisfatoriamente bem em
solos de baixa fertilidade (OLIVEIRA et al., 2002), particularmente na regido Nordeste do

Brasil a producdo dessa cultura ndo sdo satisfatorios (FREIRE FILHO et al., 2011). Isso se



deve a diversos fatores como o baixo nivel tecnoldgico empregado durante todo o ciclo da
cultura, a escassez e instabilidade pluviométrica, utilizacdo de cultivares com potencial
genetico reduzido e também a ocorréncia de pragas e doencas (AQUINO; NUNES, 1983;
CASTRO, 2000; OLIVEIRA et al., 2002; ROCHA et al., 2007; XAVIER et al., 2008).

As doencas estdo entre 0os mais importantes fatores limitantes a producdo do feijéo-
caupi, sendo responsaveis por perdas qualitativas e quantitativas (RIOS, 1988). As principais
doencas relatadas nesta cultura sdo o crestamento bacteriano [Xanthomonas campestris pv.
vignicola (Burkholder) Dye], ferrugem [Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger.],
cercosporioses [Mycosphaerella cruenta Latham. (Pseudocercospora cruenta (Sacc.)
Deigtom e Cercospora canescens Ellis & Martin)], Sarna [Elsinoe phaseoli Jenk.
(Sphaceloma sp.)], oidio (Erysiphe polygoni DC.), rizoctoniose (Rhizoctonia solani Kiihn),
podriddo radicular [Fusarium solani (Mart.) Sacc.] e a murcha-de-fusario [Fusarium
oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F. Smith) W.C. Snyder & H.N. Hansen] (PIO-RIBEIRO;
ASSIS FILHO, 1997). A rizoctoniose e a murcha-de-fusario sdo as doencas mais frequentes e
de maior relevancia no Nordeste brasileiro (COELHO, 2001; PIO-RIBEIRO; ASSIS FILHO,
1997; RODRIGUES; MENEZES, 2006).

O agente etiologico da murcha-de-fusario é um fungo de solo que pode ser introduzido
em novas areas por meio de sementes infestadas, residuos de culturas infectados ou ainda por
implementos agricolas contaminados. Este patdgeno pode sobreviver no solo por varios anos
mesmo na auséncia de plantas hospedeiras mediante a producdo de clamiddsporos, o0 que
dificulta sobremaneira sua erradicacio (ASSUNCAO et al., 2003a; NELSON, 1981).

De acordo com Holliday (1970), os sintomas da murcha da murcha-de-fusario em
feijdo-caupi em plantas jovens se caracterizam pela rapida murcha, clorose e queda prematura
das folhas, o que reflete na reducdo do seu crescimento. Em plantas mais desenvolvidas, a
infeccdo por F. oxysporum f. sp. tracheiphilum causa nanismo e a clorose precede a queda das
folhas e uma murcha gradual de toda a planta. Como se trata de um patégeno de solo, as
raizes podem se apresentar mais severamente danificadas do que os sintomas apresentados na
parte aérea da planta. Observa-se inicialmente um escurecimento dos vasos condutores que
passam a castanho-escuros (ASSUNCAO et al., 2003b) e, em casos de infecges mais severas
tornam-se necrosados culminando com a morte da planta (HOLLIDAY, 1970).

Dependendo da suscetibilidade da cultivar explorada, a murcha-de-fusario pode causar
danos significativos na producdo, como a epidemia relatada por Oyekan (1977), na qual 50%

das plantas de um campo naturalmente infestado na Nigéria morreram. Na india, em regides



secas e com altas temperaturas, onde as plantas estdo mais sujeitas a estresse, foram
registrados danos de até 75% da producdo de feijdo-caupi devido a murcha-de-fusario
(ALLEN, 1983). Nos Estados Unidos, Pio-Ribeiro e Assis Filho (1997) relataram perdas de
mais de 50%, enquanto que no Brasil, em parcelas experimentais artificialmente infestadas
por F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, foram registradas perdas no rendimento de vagens
superiores a 89% (ASSUNCAO et al., 2003b) e acima de 98% no rendimento de sementes de
feijdo-caupi (ELOY; MICHEREFF, 2003).

O género Fusarium compreende diversas espécies de fungos patogénicos ou saprofitas,
habitantes de solo ou substratos organicos e que se encontram amplamente distribuidos em
todo o mundo (BURGESS, 1981; LESLIE; SUMMERELL, 2006). Esse género foi descrito
pela primeira vez em 1809 pelo micologista alemao Link, sendo classificado atualmente na
familia Nectriaceae, ordem Hypocreales, classe Sordariomycetes, filo Ascomycota e reino
Fungi (INDEX FUNGORUM, 2013). A taxonomia de Fusarium tem sofrido profundas
mudancas nos Gltimos anos e, consequentemente, o conceito de espécie também tem
apresentado variagdes, envolvendo os conceitos morfoldgico, bioldgico e filogenético
(LESLIE; ZELLER; SUMMERELL, 2001; SUMMERELL; SALLEH; LESLIE, 2003).

A espécie morfologica € baseada na similaridade dos caracteres morfoldgicos
observaveis e considera que esses caracteres seguem certo padrdao dentro da mesma espécie e
que diferem entre espécies distintas (LESLIE; ZELLER; SUMMERELL, 2001). Tanto as
caracteristicas fisicas quanto as fisiologicas tém sido empregadas para distinguir
morfologicamente espécies de Fusarium (GUPTA; MISRA; GAUR, 2010; LESLIE;
ZELLER; SUMMERELL, 2001). Os fungos desse género se caracterizam geralmente pelo
rpido crescimento da coldnia apresentando micélio denso de coloragdo que varia desde o
branco ao violeta (SUMMERELL; SALLEH; LESLIE, 2003; LESLIE; SUMMERELL,
2006). Os microconidios, quando presentes, sdao produzidos em fialides curtas, longas ou
ramificadas, podendo ser solitarios ou em cadeias, ao passo que 0s macroconidios originam-se
de fialides isoladas ou agrupadas em massas, crescendo diretamente do micélio vegetativo ou
em esporoddquios, sao hialinos, geralmente septados e possuem diferenciacao entre as células
basal e apical. Os clamidosporos, por sua vez, podem ser produzidos nos macroconidios ou
formados intercalarmente ou no apice das hifas (GERLACH; NIRENBERG, 1982; NELSON;
TOUSSOUN; MARASAS, 1983; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Tradicionalmente o conceito de espécie morfoldgica foi predominante sobre os demais.

Entretanto, como a identificacdo precisa dos fungos através de exame visual de critérios



morfoldgicos € muito dificil (VOIGT; GHERBAWY, 2010), nos Gltimos anos, 0s conceitos
biolégico (LESLIE, 1999; LESLIE; ZELLER; SUMMERELL, 2001), baseado na
compatibilidade sexual entre membros da mesma espécie, e filogenético (GURJAR et al.,
2009; O’DONNELL, 2000, O’DONNELL et al, 2000; LEONG; LATIFFAH;
BAHARUDDIN, 2009; VEGA-BARTOL et al., 2011), baseado na analise de sequéncias
génicas, tém recebido maior atencdo. Esses conceitos sdo mais fidedignos, uma vez que 0s
parametros por eles utilizados sdo mais estaveis que aqueles empregados na caracterizacdo
morfoldgica. Todavia, as diferentes caracteristicas morfoldgicas e patogénicas, somadas as
variagOes fisiologicas, fenotipicas e mutagénicas em Fusarium (SUMMERELL; SALLEN;
LESLIE, 2003), tém levado a criacdo de um sistema taxondmico complexo dividido em
secOes, formae speciales e racas (BENYON; BURGESS; SHARP, 2000; LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

As formae speciales séo assim divididas de acordo com a gama de hospedeiros que
atacam (SNYDER; HANSEN, 1940), enquanto que a subdivisdo em racas é baseada na
viruléncia ou diferenciacdo de cultivares hospedeiras (CORRELL, 1991; RODRIGUES;
MENEZES, 2006). Mais de 150 formae speciales ja foram descritas no complexo Fusarium
oxysporum Schlecht. ex Fries, sendo cada uma delas representada por grupos de isolados com
habilidade de causar murcha em um hospedeiro especifico (BAAYEN et al., 2000). Esse
parece ser outro conceito controverso, tendo em vista que F. oxysporum f. sp. tracheiphilum
além do feijao-caupi, também tem sido relatado causando murcha em soja, Glycine max (L.)
Merr., crisantemo, Chrysanthemum morifolium Ramat (ARMSTRONG; ARMSTRONG,
1950, 1965; HOLLIDAY, 1970) e mais recentemente em gérbera, Gerbera jamesonii L.
(TROISI, GULLINO; GARIBALDI, 2010).

Na tentativa de esclarecer as controvérsias relacionadas a classificacdo de Fusarium, 0s
estudos filogenéticos tém sido utilizados como importantes ferramentas na diferenciacdo de
espécies, formae speciales e ragas, sendo baseados na analise de sequéncias de regibes
especificas do DNA, pela utilizacdo de genes com alto sinal filogenético como o fator de
elongacdo 1-a (tefl) ou pela combinacédo de duas ou mais regides génicas (AOKI et al., 2003;
2005; LI; TAM; HARTMAN, 2000; O’'DONNELL et al., 2009). Dessa forma, além dos testes
de patogenicidade e de grupo de compatibilidade vegetativa (VCG), diferentes formae
speciales de F. oxysporum tém sido comparadas por marcadores moleculares e mediante
analise do DNA nuclear ribossdmico e mitocondrico, rDNA e mtDNA, respectivamente
(ALVES-SANTOS et al., 1999; LIEVENS; REP; THOMMA, 2008; MBOFUNG; HONG,;



PRYOR, 2007; SKOVGAARD et al., 2001; O’'DONNELL et al., 2009; WUNSCH et al.,
2009). Ainda assim, a correta classificacéo das f. spp. de F. oxysporum é complicada, uma vez
que diferentes isolados classificados em uma Unica forma specialis podem ter origens
evolucionédrias independentes, enquanto que isolados de diferentes formae speciales podem
compartilhar o0 mesmo ancestral comum (KISTLER, 1997; O’DONNELL et al., 1998;
BAAYEN et al., 2000; O’ DONNELL et al., 2009).

Algumas sequéncias génicas que codificam a beta-tubulina, calmodulina e o fator de
elongacdo sio comumente utilizadas em analise filogéticas (MULE et al., 2004). O fator de
elongacdo 1-a (tefl) € um membro altamente conservado da familia das GTPases, que
incluem fatores protéicos envolvidos no inicio do alongamento e término da traducédo
(KEELING; INAGAKI, 2004). Devido a sua funcao essencial, tefl apresenta-se um gene
“housekeeping” com regido promotora forte (ELSALAM et al., 2005).

O tefl tem sido utilizado nas analises filogenéticas de diversos organismos, como por
exemplo Fusarium, por ser altamente informativo (GEISER, 2004). A analise filogenética
através do tefl demonstrou que isolados de F. oxysporum f. sp. ciceris formaram um grupo
distinto de outras formae speciales e de isolados ndo patogénicos, indicando que os isolados
patogénicos compartilham um mesmo ancestral comum (JIMENEZ-GASCO; MILGROOM,;
JIMENEZ-DIAZ, 2002). Adicionalmente, foi mostrado pela primeira vez, utilizando tefl, que
a raca 3 do patdgeno associado & murcha-do-gréo-de-bico na india, na verdade se tratava de
F. proliferatum e ndo de F. oxysporum (GURJAR et al., 2009). Baseando-se na genealogia de
genes de F. oxysporum usando o tefl e o mtDNA, O'Donnell et al. (1998) sugeriram que o F.
oxysporum f. sp cubense possui pelo menos cinco linhagens filogenéticas, enquanto que
Skovgaard et al. (2001), usando mdaltiplas geneologias, verificaram que oito racas de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum foram monofiléticas e duas apresentaram origens evolucionarias
independentes.

Em virtude da importancia do feijdo-caupi para a regido Nordeste do Brasil e demais
paises que o exploram, bem como dos danos causados pela murcha-de-fusario a essa cultura,
somada a complexidade envolvida na classificacdo de F. oxysporum, o presente trabalho teve
como finalidade caracterizar morfoldgica, patogénica e molecularmente, isolados de F.
oxysporum coletados de plantas de feijao-caupi apresentando sintomas de murcha, cultivadas
no Agreste Meridional de Pernambuco.
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RESUMO

Veloso, J. S., Bezerra, T. M. E., Gomes, A. A. M., Tenorio, A. D., Michereff, S. J., Lima,
C.S. 2013. Caracterizacdo patogénica e molecular de isolados de Fusarium oxysporum
associados a murcha em feijao-caupi. Phytopathology.

A murcha-de-fusario causada por Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum é uma doenca
economicamente importante para as regides produtoras de feijdo-caupi em todo o mundo,
provocando consideraveis perdas no rendimento dessa cultura. O presente estudo teve como
objetivo caracterizar isolados de F. oxysporum associados a murcha em feijao-caupi no
Agreste de Pernambuco. N&o foi possivel distinguir os isolados com base nas caracteristicas
culturais e micromorfologicas nem correlaciond-las a patogenicidade. Dos 27 isolados
analisados, sete ndo causaram doenga e 20 se mostraram patogénicos ao feijdo-caupi sendo,
portanto, confirmados como f. sp. tracheiphilum. A andlise de neighbor-joining baseada na
regido tefl agrupou os isolados em seis hapl6tipos independentemente de serem ou ndo

patogénicos, demonstrando que estes estdo intimamente relacionados geneticamente. A f. sp.
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tracheiphilum parece ter origens evolucionarias independentes representadas por pelo menos

trés linhagens filogenéticas que se comportam como polifiléticas e parafiléticas.

Palavras chave: filogenia, diversidade genética, caracterizacdo molecular, Fusarium

oxysporum f. sp. tracheiphilum, Vigna unguiculata.

INTRODUCAO

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp, é cultivado predominantemente por
pequenos e médios produtores nas regides Norte e Nordeste do Brasil, onde se constitui como
um dos principais componentes da alimentacdo basica da populacdo. Apesar de sua
adaptabilidade as condicbes edafocliméaticas dessas regiGes, essa cultura apresenta baixa
produtividade em funcdo do baixo nivel tecnologico empregado, pela utilizagdo de cultivares
com potencial genético reduzido e a alta incidéncia de doengas (5).

A murcha-de-fusario causada por Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F.
Smith) W.C. Snyder & H.N. Hansen é uma das principais doencas da cultura e se caracteriza
pelos sintomas de rapida murcha, clorose e queda prematura das folhas em plantas jovens, o
que reflete na reducéo do seu crescimento. Em plantas mais desenvolvidas, ocorre 0 nanismo
e a clorose precede a queda das folhas e uma murcha gradual de toda a planta. Como se trata
de um patdgeno de solo, as raizes podem se apresentar mais severamente danificadas do que
0s sintomas apresentados na parte aérea da planta. Observa-se inicialmente um escurecimento
dos vasos condutores que passam a castanho-escuros e, em casos de infecgOes mais severas,
tornam-se necrosados culminando com a morte da planta (5, 14). Esta doenca tem sido

relatada como uma das principais ameacas dessa cultura na Australia (14, 36), Nigéria (1),
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Estados Unidos (34) e no Brasil (5, 10, 30), devido a elevada agressividade e a capacidade do
patdgeno sobreviver no solo mesmo na auséncia de plantas hospedeiras.

O género Fusarium compreende importantes espécies fitopatogénicas as leguminosas,
causando principalmente podridfes radiculares, Fusarium solani (Mart.) Sacc., e murchas
vasculares, Fusarium oxysporum Schlecht. ex Fries (25, 37, 41). As variacGes morfoldgicas e
patogénicas de Fusarium tém resultado em uma classificagdo complexa dividida em secdes,
formae speciales e racas, de forma que a correta identificacdo das espécies desse género
requer observacdo de muitas variaveis (18). As formae speciales sdo assim classificadas de
acordo com a sua gama de hospedeiros (2, 35), enquanto que a subdivisdo das formae
speciales em racas € baseada na viruléncia ou diferenciacdo de cultivares hospedeiras (8). A
dindmica taxonomia de Fusarium também sofre modificagdes de acordo com o conceito de
espécie adotado: espécie morfologica, quando considera a similaridade de caracteres
morfoldgicos como tamanho e forma dos esporos produzidos; bioldgica, que requer que
membros da mesma espécie sejam sexualmente compativeis e gerem descendentes férteis; ou
filogenética, quando seus representantes compartilham a mesma tendéncia evolucionéria (17).

Fusarium oxysporum é considerado um complexo de espécies (FOSC) que abriga varias
linhagens filogenéticas, que na maior parte dos casos nao correlacionam com a aplicacdo do
conceito de forma specialis (6, 27, 28). Mais de 150 formae speciales ja foram descritas no
FOSC, cada uma consistindo de um ou mais grupos de compatibilidade vegetativa e distintas
racas patogénicas (6).

Os estudos filogenéticos tém sido utilizados como importantes ferramentas para
elucidacdo das relacdes filogenéticas dentro do FOSC , especialmente em relacdo as formae
speciales e racas, sendo baseados na analise de sequencias de DNA de genes como B-tubulina,
fator de elongacdo 1-a (tefl), subunidades mitocondriais (mtSSU) e espaco intergénico do

DNA ribossémico (IGS) (6, 20, 27, 28, 32, 42). O gene tefl é o mais indicado para estudos
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filogenéticos de f. spp. de F. oxysporum, visto que outras regides génicas podem apresentar
sequencias nao-ortélogas como é o caso da regido 1GS do rDNA (28).

Considerando que o adequado manejo de qualquer doenca passa necessariamente pela
correta identificacdo do seu agente etioldgico e tendo em vista a heterogeneidade do
complexo F. oxysporum, objetivou-se com este trabalho caracterizar patogénica, morfoldgica
e molecularmente, isolados de F. oxysporum obtidos a partir de plantas de feijdo-caupi

apresentando sintomas de murcha.

MATERIAL E METODOS

Obtencéao de isolados de Fusarium oxysporum. Entre outubro e dezembro de 2011, plantas
de feijdo-caupi com sintomas de murcha-de-fusario foram coletadas em diferentes
propriedades rurais do municipio de Sao Jodo, PE (08°52°15” S, 36°21°28” W), sendo
acondicionadas em sacos de papel e encaminhadas ao laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco - Unidade Académica de Garanhuns, onde se
procedeu o isolamento dos patdgenos associados.

Para tanto, foram coletados fragmentos da regido de transicdo entre os tecidos doente e
sadio de plantas com tecido vascular escurecido. Esses fragmentos foram submetidos a
desinfestacdo superficial para elimina¢do dos microrganismos sapréfitas e contaminantes, a
partir da imersdo em alcool a 70% por 30 s, seqguido da imersao em solucéo de hipoclorito de
sodio a 1% de cloro ativo por 2 min e triplice lavagem em agua destilada e esterilizada para
remocdo do excesso das solucBes empregadas anteriormente. Para remocdo do excesso de
agua, os fragmentos vegetais foram dispostos sobre papel de filtro esterilizado e em seguida
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura Agar-Agua (20 g de Agar em 1 L

de agua destilada). Tais placas foram entdo acondicionadas em incubadora do tipo B.O.D.
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regulada a temperatura de 25 + 2 °C, e fotoperiodo de 12:12h (Luz: Escuro) até se observar o
crescimento micelial sobre os tecidos vegetais infectados.

Uma vez detectado o crescimento micelial caracteristico de Fusarium, este foi

transferido para uma nova placa de Petri contendo meio de cultura BDA (200g de batata; 20 g
de dextrose; e 20 g de Agar em 1 L de agua destilada) para crescimento das colonias. Em
sequida, fragmentos de micélio dessas colénias foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura SNA (Agar Pobre em Nutriente), para posterior identificacio dos
isolados ao nivel de espécie com base em caracteres morfolégicos como presenca de falsas
cabecas, formato de micro e macroconidios e célula conidiogénica do tipo monofialide curta e
também pela associacao hospedeira.
Obtencédo de cultura monosporica de Fusarim oxysporum. Para obtencdo das culturas
monosporicas, cada isolado de F. oxysporum obtido anteriormente foi plagueado em meio de
cultura Agar-Agua, onde se observou, em microscopio Otico, a presenca de conidios
individualizados. Em seguida, utilizando-se um estilete de ponta fina, um Unico conidio de
cada isolado foi retirado e transferido para placas de Petri contendo meio de cultura BDA para
crescimento das colonias, a partir das quais foram realizados os demais bioensaios.

Os isolados obtidos no presente estudo encontram-se preservados em agua destilada e
esterilizada e depositados na Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos de Garanhuns —
CCG, do Laboratério de Sisteméatica e Biologia de Fungos Fitopatogénicos, Unidade
Académica de Garanhuns, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Garanhuns-PE.
Caracterizacdo morfologica. Neste experimento cada isolado foi caracterizado quanto a
pigmentacdo da colbnia, ao crescimento micelial e as caracteristicas micromorfol6gicas (18).

Para averiguacdo da taxa de crescimento micelial, um disco de micélio de 5,0 mm de
didmetro de cada isolado foi transferido para uma placa de Petri de 6,0 cm de diametro

contendo BDA. Em seguida, as placas foram incubadas a 25 °C no escuro por trés dias,



20

quando entdo foi tomada a medida do didmetro ortogonal das colnias formadas. O mesmo
procedimento descrito acima foi adotado para avaliar a pigmentacéo das col6nias, diferindo
nas condi¢des de incubacdo cuja temperatura foi de 20 °C e fotoperiodo de 12 h por 10 al4
dias. Foram empregados 27 tratamentos (=isolados) tanto para o crescimento micelial (n= 6
repetices) quanto para a coloragdo das coldnias (n=3 repeti¢bes)., mas apenas 0s dados do
crescimento micelial foram submetidos ao teste de Scott-knott ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando o programa ASSISTAT Versao 7.6 beta (4).

Para a caracterizagdo micromorfologica, um disco de micélio de cada isolado foi
transferido para placa de Petri com meio de cultura SNA contendo fragmentos secos e
esterilizados de folhas de cravo (Dianthus caryophyllus L.). Essas placas foram incubadas a
25 °C e fotoperiodo de 12 h por 14 dias, quando entdo foram observadas as caracteristicas
como a presenca ou nao e cor de esporoddéquios; frequéncia, tamanho, formato e origem de
micro e macroconidios; tipos de fialides; presenca ou ndo de clamiddsporos e presenca ou ndo
de microconidios em falsas cabecas. O comprimento e largura dos micro e macroconidios
foram medidos através do programa Axion vision LE versdo 4.8.2.0.

Teste de patogenicidade. Neste experimento foi determinado o nivel de viruléncia das
populacdes de Fusarium associadas a murcha-de-fusario do feijdo-caupi (isolados listados na
Tabela 1). Para tanto, col6nias de cada um dos 26 isolados provenientes do municipio de S&o
Jodo, mais o isolado CMM 732, obtido junto a Colecdo de Culturas de Fungos
Fitopatogénicos “Prof Maria Menezes” — CMM, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, foram cultivadas por sete dias em placas de Petri contendo meio de cultura BDA
incubadas sob as mesmas condi¢Ges anteriormente especificadas. Apds esse periodo, foi
preparada uma suspensdo de esporos de cada isolado por meio da adi¢do de agua destilada e
esterilizada sobre a superficie da col6nia e raspagem com lamina de vidro. As suspensdes de

esporos e micélio foram filtradas em gaze e as concentragdes ajustadas a 1x10° conidios.mL™
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em camara de Neubauer. Como hospedeiro foram utilizadas plantas de feijdo-caupi da
variedade BR17-Gurguéia com sete dias de idade cultivados em casa de vegetacdo em
bandejas contendo areia lavada e autoclavada (120 °C, 1 atm, 60 min por dois dias
consecutivos).

A inoculagdo dos diferentes isolados foi efetuada pelo método de corte de raizes
(“deeping™) (29). O sistema radicular das plantas foi lavado em agua corrente e cortado em
1/3 do seu comprimento, sendo posteriormente imerso durante 10 min na suspensdo
padronizada de conidios. Como testemunhas foram utilizadas plantas que tiveram seu sistema
radicular mergulhado apenas em agua destilada e esterilizada ou em suspensdo de conidios de
F. oxyporum f. sp. cubense (CMM 807), constituindo-se assim nas testemunhas absoluta e
relativa, respectivamente.

ApoOs a inoculagdo, as plantas foram transplantadas para vasos de plastico com
capacidade aproximada de 3L contendo areia lavada e distribuidos aleatoriamente sobre
bancadas em casa de vegetacdo. Cada tratamento (n=29) foi representado por 25 plantas,
entretanto, para fins de analises, foram utilizadas apenas cinco repeticdes, considerando cada
repeticdo a média de cinco plantas. Durante a conducdo do bioensaio as plantas foram
irrigadas com agua e solucdo nutritiva completa de Hogland em dias alternados, ou seja, em
um dia as plantas foram em irrigadas com agua e no outro com a solucdo acima (19).

Os sintomas da doenca foram avaliados aos 21 dias apos a inoculacdo das plantas
utilizando uma escala de 0 a 4 de acordo com os niveis de severidade, onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = auséncia de sintomas externos de murcha e presenca de escurecimento vascular
confinada a raiz principal; 2 = sintomas iniciais da doenca (amarelecimento e murcha) e
escurecimento vascular atingindo o terco inferior do caule; 3 = sintomas bem definidos da
doenca (amarelecimento, murcha, lesdes foliares e seca de folhas) e escurecimento vascular

atingindo o terco médio da planta; e 4 = sintomas bem definidos da doenca e escurecimento
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vascular atingindo o terco superior da planta ou plantas mortas (24). Apos a avaliacdo da
severidade, fragmentos das plantas com sintomas foram coletados e reisolados como descrito
anteriormente para confirmacao do agente etiolégico.

A partir dos dados obtidos com a escala de notas acima, foi calculado o indice de

severidade da doenca (SVD) (24) pela expressdo: SVD=[(N1) + (N2x 2) + (N3x 3) + (Nsx 4) /
(No+ Ni+ N+ N3+ N4)]x100, onde Ng= nimero de plantas com doenca na categoria 0; N;=
nimero de plantas com doenca na categoria 1; N,= nimero de plantas com doenca na
categoria 2; N3= nimero de plantas com doenca na categoria 3 e N4= nimero de plantas com
doenga na categoria 4. Posteriormente, apenas os dados dos isolados que se mostraram
patogénicos ao feijdo-caupi foram submetidos ao teste de Scott-knott ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando o programa ASSISTAT Verséao 7.6 beta (4).
Caracterizacdo molecular. Inicialmente foi preparada uma suspensdo de esporos de cada
isolado de F. oxysporum crescidos por sete dias em tubos de ensaio contendo meio BDA. Em
seguida, essa suspensdo foi transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL
do meio liquido BD (Batata-Dextrose) para crescimento do fungo. Apos dois dias em
temperatura ambiente (25 °C + 2°C), a massa micelial formada foi coletada, filtrada em papel
de filtro, lavada trés vezes em &gua destilada e esterilizada, e armazenada a -20 °C.

O micélio coletado foi congelado em nitrogénio liquido e entdo macerado em cadinho.
Em seguida, o micélio triturado foi submetido a extracdo de DNA, que foi realizada seguindo
um protocolo baseado em CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamonia) (23).

Quantidade de DNA nas amostras foi verificada utilizando 5 plL de DNA, adicionando-
se 2 uLL de tampao de amostra (Blue Juice, Invitrogen) e 4 puL. de 4gua destilada e autoclavada
e analisadas em gel de agarose a 1%, corado com Syber Safe, Invitrogen a 13uL/100mL.
Apos a corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta, utilizando-se transiluminador UV.

As amostras de DNA foram quantificadas por comparacdo da intensidade das bandas com
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marcador 1Kb ladder (Invitrogen) e as concentracdes ajustadas para ~1-20 ng.uL™. Em
seguida, foram mantidas a -20 °C até a realizacdo das reagdes de PCR.

Sequenciamento do fragmento de tefl e anélise filogenética. Fragmentos do gene tefl dos
isolados de F. oxysporum obtidos de feijdo-caupi foram amplificados utilizando os primers
especificos Ef-1 (forward; 5’-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) ¢ Ef-2 (reverse; 5°-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’) (27, 28).

As reacdes para amplificagdo foram submetidas a desnaturacdo inicial por 1 min a 94
°C, seguidas de 35 ciclos. Cada ciclo consistiu de uma etapa de desnaturacdo (1 min a 94 °C),
uma etapa de anelamento (30 s a 62 °C), e uma etapa de extensdo (1 min a 72 °C) e, por fim,
uma extenséo final (5 min a 72 °C). O produto da amplificacdo foi analisado em gel e agarose
de gel a 1%, corado com Syber Safe, Invitrogen a 13ul/100 ml. Os produtos amplificados por
PCR foram enviados para purificacdo e sequenciamento nas direcOes senso e anti-senso
utilizando os primers descritos anteriormente, pela empresa Macrogen sediada na Coréia do
Sul.

Os eletroferogramas foram analisados visualmente utilizando o programa BioEdit e as
sequéncias obtidas foram comparadas na base de dados do National Center for Biotechnology
Information-NCBI (<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/>), utilizando o programa BLAST. Os
alinhamentos maltiplos das sequéncias dos isolados de F. oxysporum associados a murcha do
feijoeiro e sequéncias de referéncia de f. spp. de F. oxysporum (28) foram corrigidos
manualmente utilizando o programa BioEdit. As andlises filogenéticas neighbor-joining
foram realizadas no programa PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) versao
4.0b10. As andlises de bootstrap foram baseadas em 1000 repeti¢cbes e como outgroup foi
utilizado Fusarium foetens (autoridades). O Programa PAUP agrupou os isolados mostrando

o nivel se similaridade genética entre eles (haplétipos).
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RESULTADOS

Caracterizacdo morfoldgica. Os 27 isolados de F. oxysporum avaliados neste estudo
apresentaram variabilidade quanto a coloracdo das col6nias, crescimento micelial, formato e
tamanho dos micro e macroconidios produzidos (Tabela 2). De modo geral, esses isolados
apresentaram micélio aéreo bastante denso com coloracgao tanto na superficie superior quanto
inferior da col6nia variando de branco (3,7%), salméo (51,9%), vermelho (3,7%) a violeta
(40,7%). Eles foram separados em quatro grupos de acordo com o diametro da col6nia
formada apos trés dias de incubacdo (Tabela 2). O primeiro grupo incluiu apenas CCG3 e
CCG7 com diametro maior que 3,0 cm, enquanto que o segundo reuniu CCG1, CCGS6,
CCG10, CCG11, CCG14, CCG18, CCG25 e CCG26, cujos diametros variaram de 2,7 a 3,0
cm. Aproximadamente 40,7% dos isolados apresentaram crescimento entre 2,5 e 2,7 cm,
enquanto que os outros 29,6% restantes tiveram crescimento < 2,4 cm (Tabela 2).

A morfologia dos micro e macroconidios também apresentou consideravel grau de
variacdo entre os isolados estudados. Os microconidios, sempre mais abundantes que 0s
macroconidios, apresentaram comprimento entre 5,5 e 10,0 um e largura de 2,3 a 4,0 um,
formato oval a elipsoide, ligeiramente curvado e sem septo, dispostos em falsas cabecas
produzidos em monofialides curtas. Os macroconidios, por sua vez, produzidos em
conidioforos ou na superficie de esporoddquios, apresentaram formato falcado,
moderadamente curvado com trés a cinco septos e medindo de 22, 2 a 45,0 um de
comprimento por 5,4 a 3,2 um de largura. Apés 10 dias de crescimento em meio SNA, foi
observada abundante producdo de clamidosporos de forma globosa a oval, formados nas
extremidades ou intercalados as hifas ocorrendo em pares, solitarios ou em cadeias. Os
esporoddquios, quando produzidos, foram de coloracdo alaranjada a partir de 20 dias de

incubacéo.
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Teste de Patogenicidade. Foram coletados e identificados 26 isolados de F. oxysporum, dos
quais 19, somados ao isolado obtido da CMM, se mostraram patogénicos ao feijao-caupi
causando doenca com diferentes niveis de severidade (Fig, so= 68,96; P < 0,01) e por isso
foram considerados como f. sp. tracheiphilum. As plantas inoculadas com os isolados CMM
732, CCG 4, CCG 13 e CCG 24 apresentaram doenca com severidade >80%, ao passo que
CCG 5, CCG 16 e CCG 2 causaram doenga com severidade entre 58% e 69% (Tabela 3). Ja
os isolados CCG 15, CCG 22 e CCG 25 incitaram doenca com severidade entre 10 e 19%,
enquanto que para CCG 6, CCG 7, CCG 9, CCG 10, CCG 11, CCG 14, CCG 17, CCG 19,
CCG 21 e CCG 23 a severidade variou de 1% a 7% (Tabela 3). Semelhantemente as
testemunhas absoluta e relativa, os isolados CCG 1, CCG 3, CCG 8, CCG 12, CCG 18, CCG
20 e CCG 28, embora obtidos de plantas sintomaticas coletadas em campo, nao incitaram
doenga quando inoculados em plantas de feijao-caupi cultivadas em casa de vegetacdo sendo,
portanto, considerados ndo patogénicos.

Assim como a severidade, os sintomas apresentados pelas plantas infectadas também
foram muito variaveis, observando-se inicialmente perda da turgescéncia, amarelecimento e
queda das folhas, caracteristicas estas denominadas sintomas reflexo. A desfolha teve inicio
com as folhas mais velhas das plantas e, em alguns casos, progrediu até a regido apical
levando-as a morte. A partir do corte longitudinal da raiz principal e da haste das plantas
infectadas, também foi possivel observar sintomas internos como 0 escurecimento e/ou
necrose do sistema vascular, principalmente naquelas com severidade >80%.

Caracterizacdo molecular. A partir do sequenciamento do gene tefl dos 26 isolados de F.
oxysporum obtidos no presente estudo mais 0 CMM 732, somado a sequéncias de referéncia
de 31 formae speciales (28), obtidas junto ao GenBank, foi gerada uma arvore de neighbor-
joining com 1.000 repeticGes de bootstrap. A arvore filogenética gerada teve a topologia

muito semelhante aquela publicada por O’Donnell et al. (28), onde podem ser observados
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quatro clados bem definidos com bom suporte de bootstrap (Figura 1). A maioria dos isolados
se agruparam no Clado 4 juntamente com dois isolados de referéncia de F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum (NRRL 22554 e NRRL 38277) e as f. spp. vasinfectum, cucumerinum, gladioli,
lupini, raphani, fabae, cubense, dianthi, arctii, pisi, niveum, melongenae, conglutinans,
cassiae, lini e melonis, formando o Sub-Clado 4A com 86% de suporte. O outro isolado de
referéncia de f. sp. tracheiphilum, NRRL 36284, por sua vez, agrupou-se no Clado 3 com
98% de suporte de bootstrap juntamente com as f. spp. perniciosun, vasinfectum, canariensis,
cubense e hebes. O isolado CCG19 foi altamente divergente dos demais, agrupado-se no
Clado 1 suportado com 91% de bootstrap junto as f. spp. betae, lupini e conglutinans.
Considerando o nivel de resolugdo da arvore gerada, verifica-se que os 27 isolados de F.
oxysporum analisados, independentemente de serem ou ndo patogénicos ao feijado-caupi,
representaram seis haplétipos [H1 (CCG 22, CCG 25), H2 (CCG 20, CCG 1), H3 (CCG 4),
H4 (CCG 9), H5 (CCG 3, CCG 6, CCG 12, CCG 2, CCG 18, CCG 5, CCG 16, CCG 15, CCG
17, CMM 732, CCG 26, CCG 7, CCG 23, CCG 14, CCG 24, CCG 11, CCG 10, CCG 8, CCG
13 e CCG 21) e H6 (CCG 19)] considerando o gene tefl (> 50% de bootstrap) e se

relacionaram filogeneticamente com isolados especificos de outros hospedeiros.

DISCUSSAO

No presente estudo foram empregadas tanto as caracteristicas morfologicas quanto teste
de patogenicidade e sequenciamento do gene tefl para examinar a relacéo entre isolados de F.
oxysporum coletados de plantas de feijdo-caupi apresentando sintomas de murcha. Os
aspectos culturais apresentados pelos isolados testados como micélio aéreo abundante e denso
com cores variando do branco ao violeta e diferentes taxas de crescimento micelial foram

semelhantes aos relatados para F. oxysporum (18, 26). As caracteristicas micromorfologicas
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observadas nos isolados coletados em feijdo-caupi também sdo semelhantes a outras
descri¢bes envolvendo F. oxysporum (3, 12, 26). Essas, ainda que somadas as caracteristicas
culturais, ndo fornecem subsidio suficiente para diferenciar as diversas formae speciales e
racas dentro do complexo Fusarium (26, 37), mas sdéo comumente utilizadas para diferenciar
as espécies desse género por serem relativamente mais faceis de se aplicar (31). N&o foi
possivel correlacionar os caracteres morfoldgicos e a patogenicidade, mas, de modo geral, 0s
isolados patogénicos ao feijdo-caupi produziram menos macroconidios que aqueles ndo
patogénicos, semelhantemente ao relatado para isolados de F. oxysporum f. sp. betae (13).

Mesmo sendo inoculados numa cultivar altamente suscetivel a f. sp. tracheiphilum, nem
todos os isolados de F. oxysporum avaliados causaram murcha no feijao-caupi, assim como
ndo se constatou desenvolvimento de murcha em plantas da cultivar BR17-Gurguéia
inoculadas com isolados de F. oxysporum coletados em sementes de feijdo-caupi (31). Esses
nédo sao casos isolados, tendo em vista que, dentre 166 isolados de F. oxysporum coletados de
plantas sintomaticas de feijdo-comum numa mesma regido, apenas quatro se confirmaram
como f. sp. phaseoli (9) e de 36 isolados dessa espécie coletados de plantas sintomaticas de
beterraba, apenas nove se confirmaram como f. sp. betae quando submetidos a testes de
patogenicidade (13). Além da variagdo quanto a patogenicidade, os isolados confirmados
como f. sp. tracheiphilum, por sua vez, diferiram quanto a viruléncia causando doenca com
diferentes niveis de severidade, semelhantemente ao relatado para isolados de F. oxysporum f.
sp. phaseoli em feijao-comum (40) e para isolados de Fusarium udum em feijdo-guanda,
Cajanus cajan L (22).

Os isolados ndo patogénicos podem se tratar de outras f. spp., como por exemplo a f. sp.
phaseoli, uma vez que nas propriedades onde foram realizadas as coletas o cultivo do feijao-
caupi se alterna com o do feijdo-comum. Podem ainda estar associados endofiticamente ou ser

simplesmente saproéfitas que, incapazes de penetrar até o sistema vascular (11), permanecem
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aderidos a camada mais superficial das raizes e durante o processo de isolamento contaminam
as coldnias patogénicas em desenvolvimento.

As relagdes filogenéticas baseadas no gene tefl entre isolados de F. oxysporum obtidos
de feijdo-caupi, também ndo se correlacionaram com a patogenicidade, uma vez que 0s
haplétipos reuniram indistintamente tanto isolados patogénicos com diferentes niveis de
viruléncia quanto aqueles ndo patogénicos. A falta de correlacdo entre gendtipo e pat6tipo
pode ocorrer pela inativagdo total ou parcial dos genes virulentos que resulta na perda de
patogenicidade sem, contudo, alterar a estrutura filogenética geral (33). Essa falta de
correlagdo sugere que os isolados de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum podem ter se
originado de uma populacdo ndo patogénica pré-existente ou entdo que isolados patogénicos
perderam essa capacidade ao longo da evolugdo, como ja observado para F. oxysporum (11).
O genoma dessa espécie é constituido por varias familias de elementos transponiveis que séo
frequentemente reiteradas, 0 que pode contribuir para a quebra e rearranjo de cromossomaos
(15) e, com isso, influenciar na sua patogenicidade.

Estudo realizado com 54 isolados de F. oxysporum coletados de Pisum sativum L. e do
solo de diferentes origens geogréaficas também nao demonstrou correlacdo entre a filogenia e a
patogenicidade (33). Por outro lado, em outros estudos os marcadores moleculares RFLP e
RAPD permitiram distinguir isolados patogénicos de F. oxysporum f. sp. phaseoli de isolados
supostamente ndo-patogénicos coletados em diferentes regides (9,41), enquanto que 0s
padrdes de RAPD ndo foram capazes de correlacionar a patogenicidade as racas fisioldgicas 1
e 3 de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum coletadas de Gerbera jamesonii L. (38). Atraves de
comparagOes das sequéncias de DNA nuclear e genes mitocondrial, as relacdes filogenéticas
de quatro f. spp. de F. oxysporum foram analisadas, chegando-se a conclusao de que a f. sp.
cubense abriga pelo menos cinco linhagens com origens evolucionarias independentes (27).

Em contrapartida, a relacdo filogenética da f. sp. ciceris baseada na filogenia das sequéncias
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de tefl, B- tubulina, histonas, actinas e calmodulina, originou um agrupamento distinto de
outras f. spp. e isolados ndo patogénicos, indicando que a f. sp. ciceris trata-se de um grupo
monofilético (18).

Diferentemente dos resultados obtidos neste trabalho, a diversidade filogenética de
Fusarium redolens — F. hostae mostrou-se pequena, uma vez que os 37 isolados avaliados
foram representados por apenas trés haplétipos com base em tefl e dois haplotipos baseados
na analise do mtDNA (7). Ainda de acordo com esses autores, os isolados de F. redolens f.
sp. asparagi e os de F. redolens f. sp. dianthi foram praticamente homogéneos quando 0s
caracteres moleculares foram combinados. Dos seis hapl6tipos formados a partir da filogenia
baseada no gene tefl dos 27 isolados de F. oxysporum avaliados, um apresentou tanto
isolados patogénicos como ndo patogénicos ao feijao-caupi, ao passo que trés haplotipos
reuniram apenas os isolados patogénicos, indistintamente do seu nivel de viruléncia.
Enquanto que, apenas um haplotipo apresentou somente isolados ndo patogénicos (Figura 1).

Essa elevada diversidade de haplotipos observada no presente estudo pode ser indicio da
ocorréncia de recombinacdo génica, onde a troca de material genético se da através do
mecanismo parassexual (18, 33), uma vez que espécies de F. oxysporum ndo possuem estadio
sexual conhecido (18). Outra explicagdo para uma alta diversidade genética em uma
populacéo restrita geograficamente seria varias introducdes do patdgeno na area de coleta das
amostras, possivelmente associados as sementes de caupi que foram levadas a essa regido,
pois essa planta ndo é originaria do Brasil. A alta variabilidade genética dentro da f. sp.
tracheiphilum pode ocorrer ainda pela co-evolugédo do fitopatdgeno com o hospedeiro, tendo
em vista que as praticas culturais e condi¢cdes ambientais, bem como a estrutura e umidade do
solo, influenciam no ciclo biolégico do patdgeno, incluindo a sua capacidade de causar

doenca (39).
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A f. sp. tracheiphilum parece ter origens evolucionarias independentes, uma vez que
ndo forma grupos exclusivos dentro da filogenia molecular, comportando-se como polifilética
e parafilética. Pode-se sugerir a partir dos resultados obtidos no presente estudo que a f. sp.
tracheiphilum apresenta pelo menos trés linhagens filogenéticas representadas pelos clados 1,
3 e 4 (Figura 1). A alta diversidade genética intraespecifica de F. oxysporum associado ao
feijdo-caupi pode representar serios riscos a esta cultura, tornando-se necessario a adocao de
medidas de manejo que impecam a sua disseminagdo. Para esclarecer melhor a estrutura
genética de F. oxysporum associado & murcha em feijdo-caupi recomenda-se a utilizacdo de
outros marcadores génicos, estudos sobre grupos de compatibilidade vegetativa e avaliacdo de

uma populacdo maior e com ampla distribuicdo geogréfica.
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TABELA 1. Relacdo de isolados de Fusarium oxysporum associados & murcha em feijao-

caupi coletados no municipio de Sdo Jodo, Pernambuco.

Areas* Céodigo CCG** Coordenadas Altitude (m)
n WIS,
A2 CCG 4 30682521503’% 719,0
oo
oo worms
s s
A7 CCG 15 30225213214 35&, 717,0
A8 CCG 16 32%12?0"},, fzv 719,0
o e EEy
w o osmr g
ALL cca 21 3120 W 7290
o e e
Al4 CCG 26 (;86531231362\5 702,0

“Areas no municipio de S3o Jodo-PE, onde foram coletadas plantas de feijdo-caupi com

sintomas de murcha.

**CCG = Colecéo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos , UAG/UFRPE, Garanhuns-PE.

*#*CMM = Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogé€nicos “Profa. Maria Menezes”- Setor

de Fitossanidade, Departamento de Agronomia, UFRPE, Recife-PE.
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TABELA 2. Colorag&o das colonias e médias + EP das demais caracteristicas morfologicas de

isolados de Fusarium oxysporum associados & murcha em feijdo-caupi.

Microconidios

Macroconidios

Isolados Coloragdo da Crescimento Comprimento Largura Comprimento Largura
colonia™ micelial **
CCG 3 Violeta 33+0,11a 550,32 2,3+0,22 335+1,23 5,0+0,19
CCG7 Salméo 33+011a 8,8+0,18 3,2+0,09 31,4 0,72 4,1+0,10
CCG1 Violeta 3,0+£005hb 7,4+0,35 2,3+0.09 42,5+0,70 3,5+£0,12
CCG 6 Salméo 30+006b  7,8+0,18 2,7+0,09 26,0 +£1,09 4,2+0,13
CCG 26 Salméo 3,0+0,14b 7,4+0,20 3,56+£0,08 32,2+ 1,06 4,1+0,19
CCG 25 Salmédo 29+0,11b 9,3+0,39 3,7+£0,14 41,2 +0,47 53+0,12
CCG 18 Salméo 28+006b 6,0£0,16 3,2+0,11 35,0+0,74 53+0,18
CCG 10 Salméo 28+0,12Db 8,7+0,19 3,6 £0,08 39,0 +£0,76 50+0,11
CCG 11 Violeta 27+0,07c 10,0%0,23 4,0£0,10 41,1 £ 0,60 4,8 £ 0,09
CCG 14 Salméo 2,7+0,08¢ 7,5+ 034 3,3+0,15 36,0 £0,79 49+0,13
CCG 4 Salméo 2,6+0.02c 7,4+0,38 2,4+0,12 31,0+ 0,90 3,3+£0,13
CCG8 Branco 2,6+0,13c 9,4+0,43 4,0+0,14 38,0 £ 0,67 4,2+0,10
CCG 12 Violeta 26+0,12¢c 8,5+0,30 4,0£0,10 45,0 £ 0,88 4,5+0,10
CCG 16 Salméo 2,6 +0,08c 6,8 + 0,23 3,5+£0,10 26,4 +1,92 3,6 £0,20
CCG 23 Violeta 2,6+0,26¢ 7,3+0,18 3,7+0,11 30,4 £ 1,67 5,4 +0,23
CCG 13 Salméo 25+0,19c 6,4+0,24 3,0+£0,34 26,4+ 147 4,0+0,15
CCG 19 Violeta 25+0,04c 8,8 + 0,26 3,6 £0,10 37,1+0,54 4,0+ 0,45
CCG 20 Salméo 25+0,06c 6,8+0,73 3,0+£0,81 38,0+0,16 3,9+0,07
CCG 21 Violeta 25+0,08c 5,7+0,17 3,0+£0,10 34,3 £ 0,66 4,1+0,16
CCG 2 Salméo 24+017d 6,3+ 0,37 2,2+0,10 22,2+0,92 3,2+0,19
CCG 9 Vermelho  2,3+0,06 d 6,0+ 0,16 3,0£0,10 39,0+ 0,68 4,5 +0,09
CCG 15 Salméo 2,3+0,03d 6,3+0,18 3,56+£0,13 29,0 £ 0,57 3,4+£0,15
CCG 17 Violeta 2,3+0,07d 8,7+0,19 4,0+0,11 32,2+0,88 43+0,11
CCG 24 Violeta 2,3+0,06d 7,2+0,17 3,2+£0,82 40,7 + 1,35 5,2+0,23
CMM 732 Violeta 2,3+0,09d 6,2+0,21 2,0+1,04 37,3+1,03 3,2+ 0,06
CCG 22 Violeta 21+008d 6,7+0,17 3,0+ 0,81 309+ 124 46+0,10
CCG5 Salméo 2,1+006d 7,3+0,38 2,9+0,16 25,5+1,50 3,9+0,21
Estatistica F26,135= 8,99; p

<0,01

“coloragéo das coldnias tanto na superficie inferior quanto supreior

“Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott (P> 0,05).
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TABELA 3. Indice de severidade da doenca entre isolados de Fusarium oxysporum

associados a murcha-de-fusario em feijao-caupi utilizados.

Isolados indice de severidade
CMM 732 99a

CCG 4 89b
CCG 13 83b
CCG 24 80b

CCG2 69 c
CCG 16 66 C

CCG5 58 ¢
CCG 25 19d
CCG 15 13d
CCG 22 12d
CCG 17 7d

CCG 19 6d

CCG 6 5d

CCG 10 4d

CCG 14 4d

CCG 11 3d

CCG 21 3d

CCG9 2d

CCG7 1d

CCG 23 1d

CCG1 N&o patogénico

CCG 3 Né&o patogénico

CCGs8 N&o patogénico
CCG 12 N&o patogénico
CCG 18 Né&o patogénico
CCG 20 N&o patogénico
CCG 26 N&o patogénico
Estatistica F 10 80=68,96; p < 0,01

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott (P > 0,05).
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FIGURA 1. Arvore filogenética de neighbor-joining baseada no gene tefl de isolados de F.

oxysporum associados & murcha-de-fusario em feijao-caup. Os nimeros acima dos internodios
representam o suporte de bootstrap do agrupamento para 1.000 repeti¢des. C 1 = Clado 1; C 2
= Clado 2; C 3=Clado 3; C 4 = Clado 4".
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Conclustes Gerais
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CONCLUSOES GERAIS

O agente causal da murcha-de-fusario do caupi no Agreste Meridional de Pernambuco
é F. oxysporum f. sp. tracheiphilum e é representado por pelo menos duas linhagens
filogenéticas.

Uma nova linhagem de f. sp. tracheiphilum foi encontrada e é representada pelo
isolado CCG 109.

A diversidade genética de f. sp. tracheiphilum no Agreste Meridional de Pernambuco
é representada por seis haplétipos considerando-se o gene tefl.

Isolados patogénicos e ndo patogénicos de Fusarium oxysporum geneticamente muito
proximos e com origem evolutiva comum co-existem nas areas de cultivo de feijdo-caupi do

Agreste Meridional de Pernambuco.



