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RESUMO GERAL

A estrutura populacional d&lerotiumrolfsii de feijdo-caupi e feijjdo-comum na
regido Agreste do Estado de Pernambuco (Brasil)ddterminada pelas anélises de
grupos de compatibilidade micelial (GCMs) e virdidna seis espécies de plantas
economicamente importantes. Dezessete GCMs (I-X¥dgtBm identificados entre 169
isolados de& rolfsii. O GCM Il foi 0 mais prevalente e abundante, repnéando 33,1%
dos isolados e sendo detectado em 13 das 24 dneatradas. Nove GCMs (VI , VII,
X, XI, XII, Xl , XIV, XV e XVII) foram identificados em apenas uma area.
Nenhuma diferenca foi constatada entre as hospsdeie origem em relacdo a
diversidade de GCMs. A maior riqueza de GCMs faiomtrada no municipio de Sao
Jodo, enquanto Lajedo apresentou reduzida rigleea equidade e alta dominancia
de GCMs. Quatro das seis espécies de plantasoffsjdpi, feijdo-comum, girassol e
soja) testadAs foram infectadas por todos os isslatbs 17 GCMs. Em algodéo, a
viruléncia dos GCMs foi bem inferior a observada oatras espécies vegetais. Houve
diferenca significativaR<0,05) entre os GCMs quanto aos niveis de viruléadadas
as espécies de plantas. Com base na virulénciealseade agrupamento permitiu a
selecdo de seis agrupamentos de GCMs e cinco ageapas de espécies de plantas.
Visando determinar a diversidade molecular, seqaéngarciais dos genes fator de
elongacdo 4@ (E1n) e asegunda maior subunidade da RNA polimerasé€RPB2)
foram obtidas de 65 isolados, representando todds@Ms detectados. Com base no
polimorfismo dos nucleotideos, o gene EFapresentou maior variabilidade entre os
GCMs quando comparado com o gene RPB2. Com aagiiw do gene EFRd-foi
possivel a caracterizacdo de 15 dos 17 GCMs, etmuamgene RPB2 propiciou a
separacao de 10 GCMs. Contudo, a andlise combdwslaequéncias dos genes kF1-
e RPB2 possibilitou a separacao de todos os 17 G&Magrupamentos distintos. Os
resultados dos estudos indicaram uma ampla dieetsigenética nas populacdesde
rolfsii em areas cultivadas com feijao-caupi e feijdo-aomo Agreste de Pernambuco,
bem como demonstraram que a variacdo nas sequéosiagenes EFd-e RPB2 pode

ser explorada como ferramenta para a determinagiGGMs.

Palavras-chavePhaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, GCM, Viruléncia, RPB2, EF1-

a.



GENERAL ABSTRACT

The population structure d@lerotium rolfsii from cowpea and common bean
crops in region Agreste of Pernambuco State (Brazls determined by analyses of
mycelial compatibility groups (MCGs) and virulenta six economically important
plant species. Seventeen MCGs (I-XVII) were idéadifamong 16%. rolfsii isolates.
MCG Il was the most prevalent and abundant, reptegg 33.1% of the isolates and
being detected in 13 of 24 sampled areas. Nine MGV, IX, XI, XII, X1, XIV,

XV e XVII) were identified in only one area. No flifences between hosts of origin
were found in relation to the diversity of MCGs.€Thighest richness of MCGs was
found in the municipality of Sdo Jodo, while Lajesloowed reduced richness, low
equity and high dominance of MCGs. Four of the species tested plants (cowpea,
common bean, sunflower and soybean) were infectell lisolates of the 17 MCGs. In
cotton, the virulence of MCGs was well below théserved in other plant species.
There was a significant differencB<0.05) among MCGs for levels of virulence to all
plant species. Based on virulence, cluster analgiesved selection into six MCG
groupings and five plant species groupings. To rdetee the molecular diversity,
partial sequences of elongation facter (EF1«a ) and the second largest subunit of
RNA polymerase 1l (RPB2) gene were obtained from i€&lates representing all
detected MCGs. Based on nucleotide polymorphism,BRle. gene showed greater
variability among MCGs compared with the RPB2 gedsing the EFlx gene has
been possible to characterize 15 of 17 MCGs, WRP82 gene allowed the separation
of 10 MCGs. However, the combined sequences of &lhd RPB2 gene analysis
allowed the separation of all 17 MCGs in distintisters. The results of the studies
showed a wide genetic diversity in populationsSofolfsii in cultivated areas with
cowpea and common bean in the Agreste region afadPdruco, and showed that the
variation in the sequences of Ekland RPB2 genes can be exploited as a tool for

determining the MCGs.

Key-words:Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, MCG, Virulence, RPB2, EFi-
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DIVERSIDADE GENETICA E PATOGENICA EM POPULAC}(N)ES~ DE
SCLEROTIUM ROLFSII INFECTANDO FEIJAO-CAUPI E FEIJAO-
COMUM NO AGRESTE DE PERNAMBUCO

INTRODUCAO GERAL

1. Botanica do feijdo-caupi e do feijao-comum

A familia Fabaceae é uma das mais importantes emdredicotiledéneas. E
mundialmente distribuida, sendo mais abundanteregies tropicais e subtropicais. Esta
familia se divide em trés subfamilias, Cesalpirda®E Mimosoideae e Papilonoideae, sendo
gue a ultima abriga 0os géneiisaseolus e Vigna (BROUGHTON et al., 2003).

O feijao-caupi Yigna unguiculata (L.) Walp.) € uma leguminosa cultivada
principalmente nas regifes tropicais. A espécie texebido diferentes denominacdes
populares nas regides produtoras brasileiras, seoloecida como feijdo-macassar, feijao-
de-corda, caupi, feijdo de praia, feijdao miudojateifrade, entre outras (FREIRE FILHO,
2011; FREIRE FILHO; CARDOSO; ARAUJO, 1983).

A planta de feijao-caupi apresenta flores complesaado os 6rgdos masculinos e
femininos bem protegidos pelas pétalas, em numercireco, de coloracdo branca, amarela
ou violeta. Apresenta 10 estames, sendo nove camdos, formando um tubo estaminal, e
um livre. O estilete termina com um estigma recdovaimido e coberto de pelos com a
finalidade de aderir melhor os gréos de polen. @iove estreito e alongado, com Ovulos
distribuidos em linha. A antese ocorre normalmen&s primeiras horas da manh3,
condicionada a ocorréncia da fecundacdo, que séadicamente por autopolinizagéo,
podendo ocorrer, em menores taxas, a polinizagdpada, por intermédio de insetos. O
sistema radicular é pivotante, alcancando ate f,8@ profundidade, tendo, como as demais
leguminosas, a capacidade de fixacdo do nitrogéoiar em associacdo com bactérias do
géneroRhizobium (ARAUJO, 1988; SOARES et al., 2007).

O géneroPhaseolus € composto por 55 espécies botanicas, todas denorig
americanas, das qud?s vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e
P. polyanthus Greeman sdo cultivaveis (DEBOUCK, 1991). O feijdoaom @Phaseolus
vulgaris L.) € uma planta anual herbacea e autdgama, cwgad polinizacdo cruzada pode
variar de 1% até mais de 50%, de acordo com o amebik cultivo e as épocas de semeadura
(BURLE et al., 2010).
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A planta de feijdo-comum pode apresentar forma résconento determinado ou
indeterminado. Suas folhas sdo simples e opostasfalhas primarias e compostas,
constituidas de trés foliolos, com disposicao rmédteéa, nas folhas definitivas. Suas flores estéo
agrupadas em racemo axilar (quando em habito deigrento indeterminado) e racemo
terminal (quando em habito determinado), apresdntae na forma de um eixo composto de
pedunculo e raquis, bracteas e botdes florais.lérapfo das flores pode ser branca, ré6sea ou
violeta uniformemente para toda a corola ou bicofrfruto € um legume, deiscente,
constituido de duas valvas unidas por duas suturas, dorsal e outra ventral, e abriga
sementes com alto teor de carboidratos e proteguesstituidas, de um tegumento, hilo,
micrépila e rafe (VIEIRA; PAULA JUNIOR; BOREM, 2006

O feijdo-comum é uma espécie de grande interessm@yico mundial e elevada
importancia socioeconémica no Brasil, pois alénseleum dos alimentos mais consumidos
na dieta humana e uma fonte barata de proteinas, ¢dlcio, zinco, vitaminas do complexo
B, carboidratos e fibras, cumpre a funcao sociaetar renda para classes menos favorecidas
(MESQUITA et al., 2007; ANGIOI et al., 2010).

2. Importancia do feijao-caupi e do feijao-comum

O feijdo-caupi é uma cultura de grande importare@ndémica devido a sua
versatilidade e valor nutricional (SINGH et al.,02). A temperatura mais adequada para o
desenvolvimento do feijao-caupi encontra-se na afaientre 21-30°C (OLIVEIRA,;
CARVALHO, 1988). No que se refere aos solos, paecsltivado em quase todos os tipos,
incluindo aqueles com baixa fertilidade, desdespjam feitas as devidas corre¢cdes de acidez
e/ou fertilidade (MELO; CARDOSO; SALVIANO, 2005).skE& leguminosa pode ser
consumida na forma de vagem verde e grdo verdeany além de outras formas de preparo.
Para o consumo como vagem verde, a colheita € fpitndo as vagens estdo bem
desenvolvidas, mas ainda com baixo teor de filftasa 0 consumo na forma de graos verdes,
as vagens sao colhidas no ponto de maturacdo dsoc@AEIRA; RAVA, 2000). Aléem da
utilizagdo na alimentacdo humana, o feijdo-caupiepambém, ser utilizado na alimentacéo
animal, como forragem verde, feno, ensilagem enliari e ainda para adubacao verde, na
recuperacao de solos degradados e cobertura dOT&IMEIRA; MAY; SANTANA, 1988).

O feijdo-caupi € uma cultura manejada em praticéenmnlos os continentes, sendo a
Nigéria o principal produtor mundial, com 2,9 miflsdde toneladas, seguida de Niger, com
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1,5 milhdes de toneladas e Brasil, com 1,3 milh@estoneladas de grados produzidos
(PERRINO et al.,, 1993; SINGH et al.,, 2002). A regidordeste brasileira apresenta as
maiores areas plantadas de feijdo-caupi, com 1|R6es de hectares cultivados, onde a
cultura desempenha importante papel socioeconémacoo principal fonte de proteina
vegetal e na geracdo de emprego, renda e fixacdood®mm no campo. Além disso, a
concepcao de cultivares com caracteristicas agneas8rfavoraveis a mecanizacdo da cultura
tém permitido o avanco desta na regido Centro-ONsidrasil, o feijao-caupi contribui com
35,6% da area plantada e 15% da producao de fijab (feijdo-caupi + feijdo-comum).
Entretanto, os 6rgéos oficiais que coletam e damlglados de producdo agricola brasileira
nao fazem separacdo entre a producédo do feijdo-@udpijdo-comum, o que reduz a
visibilidade da cultura no cenario mundial e difiaua exportacdo (FREIRE FILHO, 2011;
SILVA, 2011).

O Brasil destaca-se como grande produtor mund@nsumidor de feijdo-comum,
produzindo em média 1.049 kg/ha em uma éarea tet&8|16 milh6es de hectares nos ultimos
dois anos, resultando em 3,3 milhdes de tonelatag@ONAB, 2014). A produtividade
média € considerada baixa, principlamente pelo dsosementes néo-certificadas, por
problemas climaticos e pelo manejo inadequado ttarauem relacdo as doencas e pragas
(SANTOS et al., 2009). O feijdo-comum é cultivadoragidao Nordeste, em maior escala nos
estados da Bahia e Pernambuco (CONAB, 2014).

O Agreste Meridional do estado de Pernambuco, ueée com o Sertdo do Araripe,
respondem por 98,7% das 68.742 toneladas da prodiecteijdo do estado, sendo o Agreste
0 maior produtor, com 59,7% do total. Dentre os icipios do Agreste, Angelim, Calcado,
Canhotinho, Ibirajuba, Jucati, Jupi, Jurema, GarashLajedo, Sdo Bento do Una e S&o Joao
se destacam com a producao de 24,1% do total, equesenta 16.565 toneladas de graos.
Nessa regido, sao cultivados cerca de 12.000 Feijde-caupi e 15.000 ha de feijdao-comum,
sendo a maioria da producao oriunda de unidadagritultura familiar. O municipio de Sao
Jodo apresenta a maior area plantada (12.000 é@)ids de Lajedo (5.000 ha). O feijao-
caupi é cultivado predominantemente na estacéo(setambro-dezembro), em sucessao ao
cultivo de feijao-comum, cultivado na estacdo unfalaril-julho) (PLANO TERRITORIAL
DE REDE PRODUTIVA, 2012). No Agreste Meridional &&rnambuco, a produtividade
média do feijdo-caupi é de 320 kg/ha, enquantoegac-comum de 460 kg/ha. Apesar do
potencial produtivo da regido, as produtividadessds leguminosas sao muito baixas quando
comparadas as obtidas em outras regibes brasil@omso na Centro-Oeste, em que a
produtividade média do feijdo-caupi é de 1.233 &gBILVA, 2011).
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3. Doencas do feijao-caupi e do feijao-comum

Além dos fatores abidticos, existe uma variedadestiesses biodticos que influenciam
negativamente sobre o rendimento do feijdo-caugo deijdo-comum na regido Nordeste
brasileira, tais como a ocorréncia de doencas (CARNO et al., 2005). Dentre as doencas
mais associadas a reducdo da produtividade dofedépi no Nordeste brasileiro destacam-
se a murcha-de-esclerocigclerotium rolfsii Sacc.), rizoctonioseRbizoctonia solani Kihn),
murcha-de-fusarioHusarium oxysporum f. sp.tracheiphilum (E.F. Smith) Snyder & Hansen],
podriddo-cinzenta do cauleMacrophomina phaseolina (Tass.) Goid.], cercosporioses
[(Pseudocercospora cruenta (Sacc.) Deighton eCercospora canescens Ellis & Martin],
ferrugem [Promyces appendiculatus (Pers.) Unger], antracnose Cdlletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Biosi & Cavara], mancha-ca®él[etotrichum truncatum
(Schewin.) Andrus & Moore], crestamento bacteriafanthomonas axonopodis pv.
vignicola (Burkholder) Vauterim et al.], mosaico seve@o\pea severe mosaic comovirus),

0 mosaico comumQowpea mosaic comovirus), mosaico douradoCpwpea golden mosaic
bigeminivirus), mosaicos de potyvirus<Cowpea aphid-borne mosaic potyvirus e Blackeye
cowpea mosaic potyvirus) e meloidoginosesMeloidogyne incognita (Kofoid & White)
Chitwood, M. javanica (Treub) ChitwoodM. arenaria (Neal) ChitwoodM. arenaria (Neal)
Chitwood e M. hapla Chitwood] (ATHAYDE SOBRINHO; VIANA; SANTOS, 2005;
COELHO, 2001; PIO-RIBEIRO; ASSIS FILHO; ANDRADE, @b).

O feijdo-comum é susceptivel a muitas doencas,releaad quais se destacam no
Nordeste brasileiro a murcha-de-esclerdcio, riauose, murcha-de-fusarioFsarium
oxysporum f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder), podriddo-cinzenta do caule,fanbranco
(Slerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary), antracnose, mancha angulBhapoisariopsis
griseola (Sacc.) Ferraris)], ferrugem, crestamento bacterixXanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (Smith) Vauterim et al.], mosaico comurBefn common mosaic potyvirus,),

mosaico douraddan golden mosaic begomovirus) e meloidoginoses (BARROS, 2012).
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4. Murcha-de-esclerécio

A murcha-de-esclerdcio é uma das doencas maiseinéegl em nivel mundial nos
cultivos de feijdo-caupi (ATHAYDE SOBRINHO; VIANASANTOS, 2005; EMECHEBE;
LAGOKE, 2002; RIOS, 1990; SINGH; ALLEN, 1979) e j@-comum (CARDOSO, 1990;
CARDOSO, 1994; SCHWARTZ et al., 2005). Essa doehgxtremamente importante nos
cultivos de feijao-caupi e feijao-comum do AgreBteridional de Pernambuco, tendo em
vista o plantio sucessivo dessas culturas, senthasaitamente suscetiveiS.aolfsii. Aléem
disso, como outras doencas radiculares, a murclesealerocio € responsavel pela decadéncia
de culturas tradicionais em certos locais, provdoao abandono de terras e gerando um
grande impacto sécio-econdmico (MICHEREFF; PERUBNDRADE, 2005).

A murcha-de-esclerdcio pode ocasionar perdas nitisasupela reducdo do namero
de plantas durante o ciclo da cultura, diminuic@o nimero de vagens e subsequente
decréscimo no rendimento dos gréos (FERY; DUKE®2P0As perdas econbmicas nos
cultivos afetados pd®. rolfsii ndo foram quantificadas com precisédo, contudomesse que
sejam elevadas. Esse patdégeno pode ocasionar dlsoe pouco severos até a perda total da
colheita, dependendo da hospedeira e das condmdééentais. No entanto, tem sido
atribuido aS rolfsii a responsabilidade por 5% das perdas totais dhsitag no sul dos
Estados Unidos (AYCOCK, 1966), de 5 a 10% das eetta amendoimAfachis hipogea
L.) no Alabama, Estados Unidos (STURGEON, 1986y@B% das perdas em feijdo-caupi no
Benim (ADANDONON et al., 2005) e até 80% das perdas beterraba-acucareirBefa
vulgarisL.) no sul da Espanha (AIMCRA, 2005).

5. Sclerotium rolfsii

5.1. Nomenclatura e gama de hospedeiros

Slerotium rolfsii € classificado como pertencente ao Reino Fungip Fi
Basidiomycota, Classe Agaricomycetes, Subclassaidaaycetidae, Ordem Atheliales e
Familia Atheliaceae (MYCOBANK, 2014). A primeirdeeéncia sobr&. rolfsii é atribuida a
Peter Henry Rolfs, em 1892, e refere-se a podrigéimizes em cultivos de tomasl@num
lycopersicum L.) na Florida (Estados Unidos da América), provata elevada perda
econdmica. Entretanto, apenas em 1911 o fungoléssiticado comaS. rolfsii por Per

Andrea Saccardo, para agrupar todos os fungos raeizzam micélio estéril e esclerdcios.
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Durante alguns anos, houve sucessivas descricOgmtdgenos similares que receberam
diferentes denominagdes taxondmicas, ainda quesiugzes aparentemente se tratassem do
mesmo organismo (AYCOCK, 1966).

A forma sexual ou teleomorfica @&rolfsii ndo € de ocorréncia comum na natureza,
embora tenha sido induzida em condi¢cdes de labaatBUNJA; GROGAN, 1983b). A
primeira descricdo da forma basidial Seolfsi em meio de cultivo é atribuida a Goto, em
1930, sendo conferida a denominacdo @erticium rolfsi Curzi (CURZI, 1932).
Posteriormente, o teleomorfo foi descrito coReblicularia rolfsii (Sacc.) (WEST, 1947) e
depois como Botryobasidium rolfsii (Sacc.) Vankatar. (VENKATARAYAN, 1950).
Atualmente, a nomenclatura aceita para a formaperdeS. rolfsii € Athelia rolfsii (Curzi)
C.C. Tu & Kimbrough (MYCOBANK, 2014).

Slerotium rolfsii € um fungo habitante do solo, parasita facultaiggente causal de
doencas em cultivos de grande importancia econédeeao a magnitude das perdas e a
dificuldade no controle (AYCOCK, 1966; PUNJA, 1988)gama de hospedeiros 8eolfsii
inclui mais de 750 espécies de plantas, a maioati@kdoéneas e também algumas
monocotileddneas (FARR; ROSSMAN, 2014). Dentreiestidledéneas, mais de 75 familias
sao hospedeiras do fungo, com destaque para asitezpas (PUNJA, 1985, 1988). A
incidéncia de infeccbes d& rolfsi em leguminosas tem grande importancia econdmica,
devido estas serem cultivadas extensamente enaesoaldial. Entre os cultivos suscetiveis a
S rolfsi de maior interesse agricola destacam-se o alga@éssypium hirsutum L.), o
amendoim Arachis hypogaea L.), 0 arroz Qryza sativa L.), a batataSolanum tuberosumL.),

a beterraba acucareirBefa vulgaris L.), café Coffea spp.), a cana-de-agucaa¢charum
officinarum L.), a cenoural@aucus carota L.), a fava Vicia faba L.), o feijdo-caupi, o feijao-
comum, o meloeiroGucumis melo L.), o pepino Cucumis sativus L.), a pimenta Capsicum
annuun L.), o pimentdo Capsicum annuun L.), a soja Glycine max (L.) Merr.) e o tomate
(FARR; ROSSMAN, 2014; PUNJA, 1988).

5.2. Infeccéo da hospedeira, patogenicidade e simatologia

A infeccdo pode ocorrer em qualquer O6rgdo da plaetapre que as condicdes
ambientais forem favoraveis, ja que ndo existe aalmacao do fungo pelos diferentes
orgaos vegetais (AYCOCK, 1966; PUNJA, 1988). O atintdas hifas d&. rolfsii com a

planta, estimula o fungo a produzir compostos egttdares como &cido oxalico e
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poligalacturonases que ocasionam a morte dos geoiggetais antes da penetragcdo micelial
(BATEMAN; BEER, 1965). Nesse processo, 0 papel cida@oxalico é sequestrar o calcio
das paredes celulares para formar oxalato de cacidificando os tecidos, gerando um pH
acido 6timo para a atividade das endopoligalacases. Além disso, a producao de celulases
e a pressdo mecanica exercida pelos agregadosaisiael superficie dos tecidos vegetais,
possuem um papel importante no processo de infdBg@DEMAN; BEER, 1965; PUNJA et
al., 1985; SELLAM; AMEIN; E-SHABRAWY, 1982; SMITHPUNJA; JENKINS, 1986;
VAN ETTEN; BATEMAN, 1969).

O crescimento rapido das hifas, assim como a pémdognjunta de uma ampla gama
de enzimas, pode explicar a diversidade de planta$. rolfsii € capaz de infectar (PUNJA,
1985). Em geral, transcorridos 2-4 dias ap0s ac@édie aparecem 0s primeiros sintomas,
consistidos de lesdes no colo da planta ao nivedaim e/ou murcha foliar. Ao longo do
desenvolvimento da doenca, os érgaos das plargéexda apresentam o aspecto tipico de
necrose, maceracao e podriddo. Posteriormenterim@a¢do dos esclerdcios na superficie do
tecido infectado, podendo passar em seguida pasal® e permanecer na auséncia de
hospedeira durante longo periodo de tempo até sjueralicbes sejam novamente favoraveis
para germinar e dar origem a um novo ciclo infesmi&clerotium rolfsii também pode
persistir no solo na forma de micélio sobre matérganica morta. Em algumas culturas
hospedeiras ocorrem ciclos secundarios de infeegliqplantas suscetiveis sob condi¢cdes
favoraveis (AYCOCK, 1966; JORDAN-RAMIREZ; JIMENEZIBZ; NAVAS-CORTES,
2009; SMITH et al., 1988).

O sucesso ou fracasso dos processos de infecgaariaridepende da distancia a que
se encontram os escleréciosSleolfsii da superficie da hospedeira. Gilligan (1985) prapbs
termo “patozona” para definir a area circundantedegio vegetal suscetivel de onde um
propagulo do patdgeno pode causar infeccdo. Esteeito € similar ao de rizosfera com a
ressalva de que frequentemente se extende aléwndade influéncia da raiz, em particular,
para aqueles patégenos que ndo requerem estimulmgpedeira para germinar e para
aqueles cuja extensdo da patozona depende de paeideale da habilidade saprofitica
(GILLIGAN; BAILEY, 1997).

O processo de patogénese esta diretamente reldoi@mamodo de germinacdo dos
esclerdcios que, pode ser de dois tipos, hifalroptva (PUNJA; GROGAN, 1981a), e que é
determinada pelo tipo de substrato, umidade, temtyrey, presenca de compostos volateis,
aeracdo e atividade dos microrganismos do solo (JAJNGROGAN, 1981b; PUNJA,;
JENKINS, 1984; PUNJA; JENKINS; GROGAN, 1984). A genacdo hifalcaracteriza-se
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pelo crescimento individual das hifas das célulasreédula do esclerdcio, dependendo do
desenvolvimento e crescimento das mesmas, assira dancapacidade de infectar tecidos
suscetiveis e da disponibilidade de uma fonte eatele nutrientes. Por outro lado, na
germinagcao eruptiva ocorre a saida violenta degadas hifais através do cortex do
escler6cio que, consomem as reservas armazenadssl noterior para o desenvolvimento.
Este micélio, diferente do originado pela germiwmah#al, tem a capacidade de infectar os
orgaos das plantas suscetiveis sem requerimentdsvos externos (PUNJA; GROGAN,
1981b).

Devido a ampla gama de hospedeirasSdelfsii, existe uma grande diversidade de
sintomas. Em plantas afetadas, os sintomas inogitimam ser o amarelecimento e murcha
das folhas como resultado das lesGes que sao pdadunicialmente nas raizes e/ou colo da
planta. Aléem disso, este fungo € capaz de infepialquer 6rgéo da planta incluindo folhas,
flores e frutos, sempre que estes entrem em cootaoo solo infestado e que as condigbes
ambientais sejam favoraveis (AYCOCK, 1966). Sintensamilares, ainda que de forma
pontual, foram descritos nas folhas como conseduéda infeccdo causada pelos
basididsporos dispersos no ar de maneira ativa BAIDM et al., 2001; PUNJA; GROGAN,
1983a). Nos ultimos estéagios do processo infectifdserva-se o micélio branco abundante na
superficie do solo adjacente a planta infectadaf@maacao de esclerdcios cuja coloracdo
evolui do branco ao marrom escuro a medida que @aeeein (AYCOCK, 1966; PUNJA,
1985).

Em plantas de feijdo-comum, os sintomas da doencam-se com lesdes marrons e
aquosas sobre o colo. A medida que a doenca ewaloife o escurecimento e podriddo do
caule, resultando em destruicdo do cortex e damairipal. Podendo haver, em plantas
severamente infectadas o estrangulamento do aoeegando a murcha da parte aérea, seca,
queda de folhas e morte da planta. Em condicOedtdaumidade nota-se um crescimento
micelial branco sobre o colo da planta com o ajaestto de esclerdcios. Quando as plantas
sao infectadas ainda no periodo de emergénciaeocotombamento das mesmas, 0 que
reflete negativamente no estande da cultura (CARDQ®94). Semelhante aos sintomas
observados em feijdo-comum, no feijdo-caupi a naidresclerécio caracteriza-se pelo
surgimento de uma densa massa micelial de aspetciooso e coloragéo branca, com ou sem
a presenca dos esclerécios que, inicialmente siwds e posteriormente escurecem. Esses
sintomas manifestam-se nas regiées do colo e daupganta. Uma vez colonizado, o tecido

vegetal apresenta intensa maceracao que, comucawala doenca, causam danos ao sistema
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vascular e levam ao amarelecimento, murcha e anld@s plantas (ATHAYDE SOBRINHO;
VIANA; SANTOS, 2005; FERY; DUKES, 2011).

5.3. Epidemiologia

Os esclerocios constituem o indculo primario naomaidas epidemias causadas por
S rolfsii. Por isso, a densidade dos esclerécios no solm dator determinante para as
epidemias de murcha-de-esclerécio. Areas com ededadsidade de indculo viavel tendem a
apresentar maior percentual de plantas doentes KBMIN et al.,1981). A dispersdo dessas
estruturas se da de forma passiva através degwaiidturais inadequadas (AYCOCK, 1966).
Embora tenha sido relatado que os basididéspords miéfsii possam dispersar de forma ativa
o patégeno, sua importancia € minima nesse prod@ddEIDA et al., 2001; PUNJA,
GROGAN, 1983a). Sendo assim, a longevidade doserésobs incorporados ao solo
determina a severidade das epidemias em ciclosrosts de cultivo, uma vez que, somente
aqueles que permanecem viaveis, sdo capazes dengerm causar doenca (LAL;
SRIVASTAVA; AGNIHOTRI, 1997).

A umidade do solo exerce um papel importante sabvebilidade dos esclerdcios
que, em condicbes secas podem sobreviver até 5 Algs disso, a alternancia continua
entre periodos Umidos e secos diminui o percedii@erminacdo dos esclerécios, devido a
lixiviacdo de nutrientes no solo e colonizagcdo pwocrorganismos (SMITH, 1972). Vale
ressaltar que a 90-100% da capacidade de campscieséeios ndo sobrevivem apés 45-60
dias, estando o 6timo de sobrevivéncia entre 30% 8KHATI; BHARGAVA; SHUKLA,
1983). Igualmente, o crescimento micelial € reduzidm o incremento de umidade no solo
(PUNJA, 1985).

Os esclerécios podem causar infecgcdo em uma hdaspsdscetivel num intervalo de
temperaturas entre 25 e 30°C. Contudo, temperaitfesores a 20°C e superiores a 36°C
limitam o crescimento do fungo e a severidade darchaude-esclerdcio (LAL;
SRIVASTAVA; AGNIHOTRI, 1997; PUNJA; JENKINS, 1984Além disso, os esclerdcios
nao sobrevivem a temperaturas inferiores a 0°C (FAYNRAHE, 1992), o que limita a
distribuicdo do patégeno a zonas com invernos pougorosos. A germinacdo dos
esclerdcios é otima entre 21 e 30°C e minima erpdgaturas inferiores a 15°C e superiores a
36°C (PUNJA, 1985).
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A distribuicdo dos esclerdcios ocorre nas camadas superficiais do solo, com 80%
deles a 15 cm de profundidade e menos de 2% aded@8 cm abaixo da superficie do solo
(RODRIGUEZ-KABANA; BACKMAN; WIGGINS, 1974; TRUSCOTT GILLIGAN,
2001). Consequentemente, as infeccdes iniciaiSpoifsii sdo mais comuns nessa regido do
solo, onde os esclerécios estdo mais expostosem@®mtram em maior densidade. Sendo
assim, tratos culturais que danificam o colo datpla facilitam o contato do in6culo com a
superficie da hospedeira elevam a incidéncia deg@o@YCOCK, 1966).

A presenca de matéria organica pode favorecerszionento micelial d&. rolfsii e,
por tanto, o desenvolvimento da doenca (BEUTE; RMAEZ-KABANA, 1979). Isso se
deve a liberacdo de compostos volateis que, estimw germinagdo dos esclerdcios e
aceleram a taxa de crescimento micelial do fuiRidNJA; JENKINS; GROGAN, 1984). Por
outro lado, a exposicdo prolongada ou a altas coragges desses compostos pode ser toxica
para o fungo (FRIES, 1973; LINDERMAN; GILBERT, 1969

A formagdo dos esclerocios ocormo campo quando ocorre a reducdo na
disponibilidade de substrato ou tecido da hospadeibre a qual vive o fungo, em associacao
as condicdes ambientais que permitem ao patogebieweer e dispersar-se. Devido a
distribuicio de forma agregada dos esclerdciosotm (§ORDAN-RAMIREZ; JIMENEZ-
DIAZ; NAVAS-CORTES, 2009; SHEW; BEUTE; CAMPBELL, 83), a doenga ocorre no
campo em pequenas reboleiras ou em plantas ispkfeéando tanto plantulas quanto plantas
adultas. No entanto, as plantulas sdo mais sustet®o patdbgeno e morrem logo apods a
infeccdo (AYCOCK, 1966; PUNJA, 1985).

5.4. Medidas de manejo

As estratégias de manejo da murcha-de-escleréasistem na aplicacdo simultanea
de medidas baseadas no conhecimento sobre a ecelagiliversidade genética 8eolfsii,
bem como sobre a epidemiologia da doenca que e cRara feijdo-caupi e feijjdo-comum,
tais estratégias consistem em prevenir o surgimetaesenvolvimento da doenca mediante
a eliminacdo do patdgeno, escape da infeccao, ddggnento de resisténcia ao patdégeno e
protecdo da planta. Para isso, as medidas de maeegnendadas incluem desde a
adequacdo de praticas culturais, controle quintontrole biolégico até o uso de cultivares
resistentes (ATHAYDE SOBRINHO; VIANA; SANTOS, 200RBIANCHINI et al., 2005;
CARDOSO, 1990, 1994; EMECHEBE; LAGOKE, 2002; RIA®90; SCHWARTZ et al.,
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2005; SINGH; ALLEN, 1979). Contudo, tais estratégi@m apresentado pouco éxito devido
a ampla gama de plantas cultivadas e néo cultivadasetiveis ao patdégeno, extensa
distribuicdo geografica do fungo, a elevada agvatsmie, grande habilidade de competicao
saprofitica no solo e capacidade de sobrevivénoravarios anos no solo na forma de
esclerécios (PUNJA, 1985, 1988).

A utilizacdo de solos livres d# rolfsii ou com conteaddo minimo deste, pode evitar o
aumento progressivo do inéculo no solo. Por ess@oraima das primeiras medidas a serem
tomadas, em um sistema agricola € a escolha da@medase em seu perfil sanitario e ndo
somente por suas caracteristicas agrondmicas #&lbutaes de fertilidade, por exemplo. A
escolha de solos livres do patdégeno pode estaathagse conhecimento prévio do histdrico
da area (sequéncia de cultivos suscetiveis, dagosairéncia da doenca em anos anteriores,
etc.) ou mediante a informacdo gerada pela andédspresenca e densidade do indculo do
patdgeno no solo (BLUM et al., 2003; PUNJA et H85).

A infestacdo de solos férteis por agentes fitogatmgps ndo exclui necessariamente
sua utilizacdo para a producdo agricola, mas, regueducdo ou eliminagcdo do indculo
existente no solo. Para tanto, faz-se necessé@ogido de medidas como eliminacdo dos
restos vegetais de cultivos anteriores que tenhdmisfectados pelo patégeno, ja g8e
rolfsii possui uma grande capacidade saprofitica parawsedres continuar seu ciclo sobre
eles, atuando como fonte de inéculo para epidengasiltivo seguinte (AYCOCK, 1966).

Os esclerécios podem ser eliminados se os resgedare forem incorporados ao solo
ou coletados e queimados ao final do ciclo da rlow por solarizacdo (BASSETO et al.,
2011; FLORES-MOCTEZUMA et al., 2006; PUNJA, 198B).solarizagaodo solo tem se
mostrado um meétodo eficaz na redugdo da velocidadaescimento micelial do fungo, na
inviabilizacdo dos esclerocios, bem como na dinmiglo desenvolvimento da doenca
(BASSETO et al., 2011; ELAD; KATAN; CHET, 1980; JAIN, 2009; MIHAIL; ALCORN,
1984; SINGH; SHUKLA; DWIVEDI, 1990), ainda que sonte seja viavel do ponto de vista
técnico e econdbmico em pequenas propriedades.

Outra medida bem experimentada € o0 emprego de & ogoorganicos e inorganicos
sobre o solo, principalmente de natureza nitroggneaimo nitrato calcico, cianamida, ureia
ou sulfato de amodnia (CANULLO; RODRIGUEZ-KABANA, 99; LAL; SRIVASTAVA;
AGNIHOTRI, 1997). A incorporacdo de residuos orgési reduziu o tombamento,
incidéncia, severidade e numero de esclerddios dmlfsii, pelo aumento da atividade
microbiana do solo e pela possivel liberacdo degyasxicos que, foram responsaveis pela
reducdo da doenca (TOMAZELI; SANTOS; MORALES, 2Q1Entretanto, a aplicacao
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isolada desta medida é viavel somente em pequenpsiquades agricolas devido ao seu
elevado custo. Além disso, € importante adequarsa @plicada nos tratamentos, uma vez
que elevadas quantidades desses compostos aunweptamio solo e interferem no equilibrio
solo-planta (PUNJA, 1985).

A inundacdo do solo é um método de controle efieiepois priva o patdégeno do
oxigénio necessario e aumenta a atividade micrabi@@ARREN, 1961; KHATI;
BHARGAVA,; SHUKLA, 1983). Entretanto, trata-se de ammedida de dificil execucdo, uma
vez que deve prolongar-se 0 tempo necessario pavagar a perda completa de viabilidade
dos esclerécios para que nao ocorra um efeito&imto desejado (GARREN, 1961).

A rotagdo de culturas é uma medida muito empregéindo evitar a utilizacdo
continuada do solo com cultivos suscetiveis e oesionprogressivo do indéculo no campo. A
eficiéncia desta medida sobg& rolfsii, entretanto, é reduzida devido a ampla gama de
hospedeiras do fungo, a variabilidade de genéticauhs populacdes e a durabilidade dos
esclerocios no solo. Sendo assim, a escolha désosula serem rotacionados deve ser
baseada em sua reduzida suscetibilidade para gpuarha significativa reducdo nos niveis de
in6culo, que permita uma menor incidéncia da doamacultivos subsequentes (PUNJA,
1985).

A aplicagdo de certos fungiciddem mostrado eficiéncia na inibicdo tanto da
germinacdo dos esclerécios como do crescimentoliadi¢PUNJA, 1985, 1988; PEREZ-
MORENO et al., 2009). No entanto, a toxicidade gpieesenta grande parte desses fungicidas
para a saude humana e ao meio ambiente, faz cora maoria das férmulas ja estudadas
nao esteja autorizada atualmente. Principios ato@m®o brometo de metila, captafol,
cicloheximida, succinato de cadmio, carboxin, aaptacloroneb, protiocarb ou
pentacloronitrobenzeno (PCNB) proporcionam um abetadequado da doenca (AGRIOS,
2005; PUNJA, 1988), mas a maioria encontra-se caronaercializacdo proibida em nivel
mundial. Atualmente, existem seis produtos fitosaans registrados para o controle da
murcha-de-esclerécio em feijao-comum no Brasildeetinco a base de tiofanato metilico
(grupo dos benzimidazois) e um a base de pentadiabenzeno (quintozene, grupo dos
cloroaromaticos) (AGROFIT, 2014).

A selecdo de gendtipos de feijdo-caupi e feijdowgoncom resisténcia a murcha-de-
esclerdcio é pouco explorada (BLUM et al., 2003RFEDUKES, 2011) e, usualmente, ndo
sdo encontrados genes condicionando resisténciatGegmos que tém ampla gama de
hospedeiros, como é o casoSleolfsii (DANTAS et al., 2002).
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5.5. Diversidade genética e patogénica de populagde

O sucesso evolutivo dos fitopatdégenos pode sdyuddid a varios fatores entre eles a
alta capacidade em gerar diversidade permitindo veméagem seletiva imediata dentro da
populacdo de patégenos (HAMMMOND-KOSACK; JONES, @00A estrutura genética
pode ser usada para inferir o impacto relativoitbeehtes forcas que influenciam a evolugao
da populacdo de patdgenos. O conhecimento da dadate distribuicdo da variagdo genética
dentro e entre populacbes € um componente impertaat compreensdo da biologia
populacional de fungos patogénicos. Uma grande tmizale de diversidade genética
distribuida sobre uma pequena escala espacialesagarssibilidade de rapida adaptagéo por
um patdégeno a mudancas ambientais (novos genesesisténcia na hospedeira ou
fungicidas). Um alto grau de similaridade genéteaire populacdes coletadas de regides
geograficas amplamente separadas, sugere a odardendispersao a longa distancia e fluxo
génico (MCDONALD; ZHAN; BURDON, 1999).

A diversidade genotipica é um dos varios composesgimados durante a andlise da
estrutura genética das populacbes de microrganig@B&NWALD et al., 2003). Varios
indices tém sido usados na estimativa da diversidgadética de populacdes de fitopatdbgenos
(GOODWIN et al., 1993; ZAKK; WILIG, 1994). Esseddines buscam a estimativa de trés
aspectos da populacao: riqueza, equidade e dondndaciqueza é o niumero de genotipos
contidos na populacéo, intuitivamente a diversidagi@menta com o aumento da riqueza. A
equidade mede como os gendtipos séo distribuidosodda populacdo. Se um pequeno
namero de gendtipos domina a populacao, a equiglddéxa e leva a uma baixa diversidade.
Mas se cada gendétipo ocorre na mesma frequéndém arequidade e a diversidade chega ao
maximo. A dominancia é o oposto da rigueza e quardior a dominancia de um ou poucos
genotipos na populacdo, maior a dominancia e manoqueza (KREBS, 1999; ZAKK;
WILIG, 1994).

A estrutura genética de um agente patogénico pardevaliada utilizando marcadores
morfolégicos, moleculares, seletivos ou neutrosRBION, 1993). Compatibilidade micelial
pode ser considerada como um marcador neutro,ajuece informacdes para a analise da
diversidade genética das populacdes de fungos (IEES1993). Em muitas espécies de
fungos filamentosos, individuos fisiologicamentstidios podem se fundir assexuadamente
para formar um heterocarion estavel (LESLIE, 19®8ses individuos, capazes de sofrer
fusdo e formar um heterocarion estavel, sdo ditwspativeis vegetativamente e por isso

pertencem ao mesmo grupo de compatibilidade micaliavegetativa (GCM). O controle
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genético da compatibilidade vegetativa mostrou @mrdicionado por diversokoci nas
espécies em que foi estudado (BEGUERET; TURCQ; CEA1994). A incompatibilidade
pode ser desencadeada por uma interacao alélicémalélica entre oloci het (GLASS;
KANEKO, 2003). A fuséo de hifas entre individuosngativeis (especificidade idéntica para
todos odoci het) leva a formacdo de um heterocarion estavel drgerde esta associada com
mudancas no fluxo citoplasmatico (HICKEY et al.02) A fusdo de hifas entre individuos
het incompativeis resulta em uma rapida compartimeatgdio e morte da célula que se
fundiu e das células adjacentes. Granulos cito@tsas sdo formados poucos minutos apos
a fusdo e os poros dos septos sdo fechados. Alizandom do citoplasma é uma caracteristica
importante da incompatibilidade do heterocarion.v@diolos nos fungos filamentos contém
varias proteases e enzimas degenerativas, quabsdiadas no citoplasma apoés a lise dos
vacuolos. A destruicdo da célula heterocarioticdepser concluida dentro de 30 minutos apos
a fusdo de hifa. A semelhanca microscoépica nostifesgsugere que os diferentes fungos
podem compartilhar mecanismos comuns de mortearetidvido a incompatibilidade do
heterocarion mediada por diferentes het (GLASS; KANEKO, 2003).

A compatibilidade micelial foi descrita como um dedrios eventos associados a
compatibilidade vegetativa, a capacidade de dakdes de se fundirem e formarem um
heterocarion estavel (KOHN et al., 1991). A coniphitiade vegetativa pode ser avaliada
indiretamente usando interacdes miceliais ou foémade zona de barreira na auséncia de
marcadores auxotroficos em muitas espécies de $urigmo cultura, falha de anastomose é
observada como uma linha grossa entre os doisds®laiferentes, enquanto que na
ocorréncia de anastomose bem sucedida, ndo formamona de barreira e crescem
normalmente entre si sem qualquer alteracdo m@iftdoAlgumas caracteristicas comuns
das zonas de barreira sdo: 1) uma regido centre¢ldas mortas ou morrendo; 2) uma area
pigmentada mais escura que as demais, e 3) umalaameelial mais alta ou mais espessa
(LESLIE, 1993).

Em fungos filamentosos, a compatibilidade micefialm fenbmeno comum e tem
sido uma ferramenta Gtil para avaliar indiretamentiversidade genética intra-especifica em
populacdes de fungos fitopatogénicos (ARMENGOL let2010; BASKARATHEVAN et
al., 2012; BEZERRA et al., 2013; ; IKEDA et al.,120 KAUSERUD, 2004; KOHN et al.,
1991; KULL et al.,, 2004; LESLIE, 1993; MEIJER; ME&SNEAU; LINDEN, 1994;
MILGROOM; CORTESI, 1999; WU; SUBBARAO, 2006).

Devido a sua importancia como patdégeno cosmopelitebitante do solo, torna-se

indispensavel para o manejo da doenca o conhe@méat diversidade genética e da
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distribuicdo das populacfes 8erolfsii em areas infestadas. O estudo de popula¢d& de
rolfsii toma um novo direcionamento quando se considerangof como de reproducgao
estritamente assexual ao constatar-se que o estpdmdutivo sexual, ainda induzido em
condicOes de laboratério, € observado muito espamante em condi¢cdes naturais (PUNJA,
GROGAN, 1983b). Este fato sugeriria a predominardga uma estrutura clonal nas
populacdes naturais do patdgeno e assumiria quexo fle informacdo genética entre os
componentes das mesmas sO ocorreria por compddidi vegetativa. Este fendbmeno foi
descrito por Epps, Patterson e Freeman (1951), soaente Punja e Grogan (1983a)
demostraram que podem ser estabelecidos pontosidle au pontes de anastomose entre as
hifas dos isolados d& rolfsii. Portanto, ao serem pareados isolados incompatdezia
produzida uma reacéo de aversao entre eles nas denmido, enquanto ao serem pareados
isolados compativeis ocorreria a fusdo (anastomisdjifas e seriam considerados como
pertencentes ao mesmo grupo de compatibilidaddiati(@CM).

Estudos de GCMs tém demonstrado haver compatitdiaaicelial entre isolados de
S rolfsii (PUNJA; GROGAN, 1983a), e com frequéncia sdo uspadoa avaliar a diversidade
genética entre populacdes desse fungo (ADANDONO&A. e2005; ALMEIDA et al., 2001;
CILLIERS; HERSELMAN; PRETORIUS, 2000; CILLIERS; PRPRIUS; VAN WYK,
20002; FLORES-MOCTEZUMA et al., 2008; HARLTON; LEWRUE; PUNJA, 1995; LE
et al.,, 2012; NALIM et al.,, 1995; OKABE; MATSUMOTQ2000; PUNJA; GROGAN,
1983a; PUNJA; SUN, 2001; REMESAL et al., 2012; SARNSINGH; SINGH, 2002).

A deteccéo de diferentes GCMs de um fitopatogedana existéncia de populacbes
geneticamente isoladas e um numero elevado de G€fM#&e a ampla diversidade genética
nas populagdes (BEGUERET; TURCQ; CLAVE, 1994; LHSL1993). A deteccao de um
elevado niamero de GCMs pode indicar que a intranlde&. rolfsii nas areas cultivadas foi
antiga, enquanto um numero reduzido de GCMs ¢ atid@ de introducbes recentes
(HARLTON; LEVESQUE; PUNJA, 1995). Outra possivepégacio para o elevado nimero
de GCMs, além da reproducéo clonal tipic&d®lfsii, € a ocorréncia de reprodugdo sexuada
com trocas de informacdo genética entre os iSOIGADANDONON et al., 2005). Em se
tratando de um fungo com forma sexual conhechlard@lfsii) essa hipotese parece ser
coerente, mas a literatura especializada relataagpe fase assexuada do fungo em condi¢des
de campo (AYCOCK, 1966; PUNJA, 1985, 1988). A etlvgrevaléncia e abundancia de
determinados GCMs pode indicar que os mesmos ferdemsivamente disseminados dentro
e entre as areas cultivadas por praticas cult@FRLTON; LEVESQUE; PUNJA, 1995;

REMESAL et al.,, 2012). Por outro lado, a ocorrénd&a um unico GCM em uma area
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também pode ser um indicativo de que o0s clonesosearam adaptados as condicbes
microclimaticas ou hospedeiras especificas, e s@imomsuscetiveis a serem resultantes de
trocas genéticas e recombinacdo (BEN-YEPHET; BITTONS85; HAMBLETON;
WALKER; KOHN, 2002).

O fato de isolados d&. rolfsii originarios da mesma area serem alocados em
diferentes GCMs sugere a ocorréncia de diferengasétigas dentro das subpopulagdes, o que
indicaria que as distintas subpopulacfes sédo aegelt de multiplas introducdes de isolados
procedentes de diferentes zonas infestadas qustagekecem em forma de novos GCMs
(CILLIERS; HERSELMAN; PRETORIUS, 2000; NALIM et al1995; PUNJA, 1985). Este
fato tem sido atribuido em menor grau ao papelbdasdidosporos na dispersdo do patégeno
(HARLTON; LEVESQUE; PUNJA, 1995; PUNJA, 1988; PUNJBROGAN 1983a).

A literatura sugere que um GCM @& rolfsii pode estar associado tanto a planta
hospedeira quanto a area geografica da qual falambtisolado, mas também um Unico GCM
pode compreender isolados de diversas hospedeodagens geograficas. A diversidade na
compatibilidade micelial entre populacdesSleolfsii que ocorrem em determinadas regides
geograficas ou culturas especificas, também foiotetrada. Estudos realizados na Africa do
Sul (CILLIERS; PRETORIUS; VAN WYK, 20002), no BragALMEIDA et al., 2001), na
Espanha (REMESAL et al., 2012), na India (SARMANGH; SINGH, 2002) e no México
(FLORES-MOCTEZUMA et al., 2008) indicaram existima consideravel diversidade
genética entre isolados &erolfsii de varias hospedeiras ou localidades, sem umelacéio
clara entre 0 GCM a que pertenciam, a hospedeimaigem geografica (ALMEIDA et al.,
2001; FLORES-MOCTEZUMA et al.,, 2008; REMESAL et,a2012; SARMA; SINGH;
SINGH, 2002), apesar de haver uma certa relacde esatGCMs e as hospedeiras de origem
dos isolados de populagdes na Africa do Sul (CIR$EPRETORIUS; VAN WYK, 20002).
Além disso, em amendoim foi relatada uma grandersidgade de GCMs dentro de um Unico
campo no Texas (EUA) (NALIM et al., 1995), no Jag@iKABE; MATSUMOTO, 2000) e
no Vietnam (LE et al., 2012).

O conhecimento da gama de hospedeiras de populde&esolfsii presentes numa
determinada area € essencial para a recomendagégdtui@as adequadas como alternativas
aos cultivos principais (REMESAL et al., 2012). #ekis sobre a diversidade patogérdea
isoldos deS. rolfsii em hospedeiras suscetiveis mostraram um elevadp dgravariacao
(ADANDONON et al., 2005; FLORES-MOCTEZUMA et al.0@6; REMESAL et al., 2012).
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5.6. Marcadores moleculares e grupos de compatildide micelial

Em S rolfsi, a andlise de GCMs tem sido empregada na detggdunaa
variabilidade intra-especifica do mesmo, assim c@uama entender a estrutura de suas
populacdes. Varios autores apontam que os isoldel&s rolfsii pertencentes a um mesmo
GCM sao geneticamente mais similares entre si @isplados enquadrados em diferentes
GCMs (ALMEIDA et al., 2001; CILLIERS; HERSELMAN; PRTORIUS, 2000;
HARLTON; LEVESQUE; PUNJA, 1995; NALIM et al., 19950KABE et al., 1998;
OKABE; MATSUMOTO, 2000; PUNJA; SUN, 2001), entretana variabilidade encontrada
entre isolados de certos GCMs e a falta de mareadpe identifiquem e caracterizem estes
de forma inequivoca, tem impedido que se possatesizr adequadamente a estrutura de
suas populacdes (REMESAL et al., 2013).

No estudo dos GCMs erfs rolfsi, as principais técnicas de analise molecular
empregadas estdo baseadas em marcadores molequdaitess destinados a analizar o
genoma completo ou sequéncias conhecidas destécrica de RFLP (polimorfismo de
fragmentos de DNA obtidos por enzimas de restriggim)sido empregada cogrolfsii para
a analise do polimorfismo da regido espacadoranatdTS) do DNA ribossémico nuclear
(DNAr) 1TS1-5.8s-ITS2 (HARLTON; LEVESQUE; PUNJA, 29; NALIM et al., 1995;
OKABE et al., 1998), que € a sequéncia mais utlhzem estudos relacionados a sistematica,
filogenia e identificacdo de fungos a nivel de eEpéBEGEROW et al., 2010). Os padrbes
RFLPs da regido ITS do DNAr evidenciam certa valigdde entre os GCMs dg rolfsii,
entretanto, tanto em cole¢des de isolados dos dsstanidos (NALIM et al., 1995), do Japéo
(OKABE et al., 1998) ou do Vietnam (LE et al., 2D1@&mo em nivel mundial (HARLTON;
LEVESQUE; PUNJA, 1995), os padrdes de bandas aparezom frequéncia em varios
GCMs. Esta técnica permite diferenciar com clarezasolados dé&. rolfsii e S delphinii
Welch (HARLTON; LEVESQUE; PUNJA, 1995; NALIM et al1995), espécies muito
proximas taxonomicamente e de caracteres morfaégiwito similares que com freqiéncia
apresentam erros na sua identificacdo (REMESAL lgt 2013). Véarios autores tém
empregado a técnica de RAPD (polimorfismo de DNApl#oado por iniciadores simples
aleatdrios) para a analise das populacte$ delfsi (ALMEIDA et al.,, 2001; OKABE;
MATSUMOTO, 2000; PUNJA; SUN, 2001) e identificadadpbes de bandas que em sua
maioria eram caracteristicos de GCMs, enquantog®@ram comuns a varios grupos, e sem
relacdo com a hospedeira ou origem geografica stdados. Esta técnica permite detectar

variabilidade intraespecifica em GCMs como consegaéde mutacfes somaticas que
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possam ter sido produzidas nas distintas subpdmsago fungo (PUNJA; SUN, 2001) e,
também, sugere a origem clonal naqueles outros @@k isolados compartem idénticos
perfis RAPD como consequéncia da dispersao do fengm recente estabelecimento em um
lugar geogréfico determinado (OKABE; MATSUMOTO, 200PUNJA; SUN, 2001). A
técnica de AFLP (polimorfismo no comprimento doagfnentos amplificados) tem sido
menos utilizada em estudos 8erolfsii. Cilliers, Herselman e Pretorius (2000) estudando
uma colecéo de isolados 8erolfsii obtidos de amendoim na Africa do Sul, mostraram aju
analise por AFLPs propicou a diferenciacdo de G@MVdeteccao da variabilidade entre
isolados dentro dos GCMs. No entanto, a analisAklé® falhou na diferenciacdo entre 12
GCMs deS rolfsii obtidos de beterraba-agucareira de diferentedidacies (REMESAL et
al., 2013).

introns presentes em genes codificadores de pastéémdem a evoluir a um ritmo
superior ao nivel de género e espécie do que owgides, mais comumente utilizados, tais
como a regido ITS do rDNA nuclear. Assim, analisies seqiiéncias desses genes tém
emergido como uma ferramenta confiavel e com a$alucédo para a caracterizacao intra-
especifica de fungos (BAIN et al.,, 2007; FOURNIBRIDMER; ENKERLI, 2010). Dois
genes de cOpia Unica, o fator de alongagad¢EF1a) e a segunda maior subunidade da RNA
polimerase Il (RPB2), tém sido utilizados com saoemm fungos para determinar as relacdes
filogenéticas entre taxons intimamente relacionadaspara inferéncia filogenética
intraespecifica (LIU; WHELEN; HALL, 1999; MATHENYteal., 2007; O'DONNELL et al.,
1998; RODRIGUEZ-ESTRADA; JIMENEZ-GASCO; ROYSE, 2010A EFl1a é uma
proteina de ligacdo necessaria para a sinteseotlinas ribossomais em eucariotas e é a
segunda proteina mais abundante, €@% do total de proteinas presentes nas célulassativ
(ROGER et al., 1999). O gene RPB2 codifica a segunmmdhior subunidade da RNA
polimerase Il, a enzima que transcreve a pré-mRMNAJ;( WHELEN; HALL, 1999;
MATHENY et al., 2007), que possui 12 dominios akate conservadas em todos 0s reinos
(LIU; WHELEN; HALL, 1999). Com base no polimorfisnde nucleotidos, 12 GCMs &
rolfsii de beterraba-acucareira previamente caracterizaatosareamentos foram analisados,
sendo constatado que o gene RPB2 foi mais varéweé GCMs comparado com o gene
EFlw. Puderam ser caracterizados 10 de 12 GCMs utilzam regido RPB2, enquanto
somente 7 GCMs com a regido E&1No entanto, a analise combinada das sequéncias
parciais dos dois genes permitiu a identificacds #® GCMs (REMESAL et al., 2013).

Portanto, esse estudo demonstrou que a varia¢c&egie€ncia na proteina-codificando os
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genes EF1r e RPB2 pode ser explorada como uma ferramentéagadstico para GCMs de
S rolfsii, bem como para identificar GCMs n&o descritosipragnte.

O conhecimento sobre a diversidade genética aiernaia em populacdes locais 8e
rolfsii associadas a diferentes culturas € um componeat® @ara o manejo da murcha-de-
esclerdcio. Apesar da importancia dos cultivoseaidi@d-caupi e feijdo-comum para a regiao
Agreste do estado de Pernambuco e da importanesgemte da murcha-de-esclerocio, nao
existem informacdes sobre a diversidade genétipat@génica em populacdes Herolfsii
associadas a essas leguminosas no Brasil. Diasde,dds objetivos dessa tese foram: a)
caracterizar os GCMs dgrolfsii nas areas cultivadas com feijadoo-caupi e feijdowo na
regido Agreste de Pernambuco; b) determinar a |@mesia e a diversidade de GCMs @e
rolfsii nas areas cultivadas; c) investigar a relacace evé GCMs deS. rolfsi e sua
patogenicidade e viruléncia a seis importantescgspé@le plantas; d) avaliar a utilidade da
analise das sequéncias dos genes &FL-RPB2 para diferenciar GCMs d& rolfsii

detectados na regido Agreste de Pernambuco.
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Resumo A estrutura populacional dgclerotium rolfsiide feijao-caupi e feijdo-comum na
regido Agreste do Estado de Pernambuco (Brasiljieh@rminada pelas analises de grupos de
compatibilidade micelial (GCMs) e viruléncia a seispécies de plantas economicamente
importantes. Dezessete GCMs (I-XVII) foram idectfilos entre 169 isolados 8erolfsii O
GCM Il foi o mais prevalente e abundante, represedd 33,1% dos isolados e sendo
detectado em 13 das 24 areas amostradas. Nove @GM¥II, IX , X1, XII, Xl , XIV,

XV e XVII) foram identificados em apenas uma ar@adistribuicdo e a frequiéncia dos
GCMs mostraram-se heterogéneas em relacdo aosipiosie as hospedeiras de origem.
Nenhuma diferenca foi constatada entre as hospedddr origem em relagcdo a diversidade de
GCMs. A maior riqueza de GCMs foi encontrada no igipio de Sdo Joao, enquanto Lajedo
apresentou reduzida riqueza, baixa equidade edahl@nancia de GCMs. Quatro das seis
espécies de plantas (feijao-caupi, feijjao-comumasgbl e soja) testadas foram infectadas por
todos os isolados dos 17 GCMs. Em algodao, a wicidédos GCMs foi bem inferior a
observada nas outras espécies vegetais. Houveertdjgersignificativa B<0,05) entre os
GCMs guanto aos niveis de viruléncia a todas ascespde plantas. Com base na viruléncia,
a andlise de agrupamento permitiu a selecdo de aggigpamentos de GCMs e cinco

agrupamentos de espécies de plantas.

Palavras-chavePhaseolus vulgaris/igna unguiculataGCM, Viruléncia

Abstract The population structure &clerotium rolfsifrom cowpea and common bean crops
in region Agreste of Pernambuco State (Brazil) watermined by analyses of mycelial
compatibility groups (MCGs) and virulence to sixoromically important plant species.
Seventeen MCGs (I-XVII) were identified among 1$9olfsiiisolates. MCG Il was the most
prevalent and abundant, representing 33.1% of dblates and being detected in 13 of 24
sampled areas. Nine MCGs (VI, VII, IX, XI, XII, XlI XIV, XV e XVII) were identified in
only one area. The distribution and frequency of®&(Qoroved heterogeneous in relation to
municipalities and host of origin. No differencestween hosts of origin were found in
relation to the diversity of MCGs. The highest neks of MCGs was found in the
municipality of S&o Jodo, while Lajedo showed redtlgichness, low equity and high
dominance of MCGs. Four of the six species testadtp (cowpea, common bean, sunflower
and soybean) were infected by all isolates of t(héICGs. In cotton, the virulence of MCGs

was well below that observed in other plant specidsere was a significant difference
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(P<0.05) among MCGs for levels of virulence to allnqilapecies. Based on virulence, cluster
analyses allowed selection into six MCG groupings five plant species groupings.

Keywords Phaseolus vulgarjs/igna unguiculataMCG, Virulence

Introducao

Sclerotium rolfsiiSacc., a fase assexual do basidiomyeédtelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu &
Kimbrough, é um fungo fitopatogénico habitante ado sdistribuido por todas as zonas
agricolas do mundo (Punja 1985). A gama de hospeddesse fungo compreende mais de
750 espécies de plantas, a maioria dicotiledoneadgemas monocotiledéneas (Farr e
Rossman 2014). A doenca resultante da infeccaonéreha-de-esclerdcio, cujos principais
sintomas sédo a podriddo de colo e raiz, cancroamece tombamento. O fungo produz
micélio branco abundante sobre tecidos hospedénfestados e forma esclerécios. A
sobrevivéncia do fungo no solo ocorre por esclegycbem como por micélio em plantas
infectadas ou infestando restos culturais (PungblEle pode formar uma fase sexual, mas
iSSo raramente ocorre na natureza e o seu papatlooda vida do fungo é desconhecido
(Nalim et al. 1995).

Epidemias de murcha-de-escler6cio sdo mais sevenasregibes tropicais e
subtropicais, que favorecem a germinacdo dos ésabsr crescimento micelial, infeccdo e
desenvolvimento da doenca subsequente (Aycock 1P6@ja 1985). Essas condigbes
climaticas ocorrem na regido Agreste do Estado e®mambuco, Brasil, onde epidemias
severas de murcha-de-esclerécio sao frequentesegéo-taupi Yigna unguiculata(L.)
Walp.) e feijdo-comumRhaseolus vulgarit.). Na regido sao cultivados cerca de 12.000 ha
de feijdo-caupi e 15.000 ha de feijdo-comum, senqde o feijdo-caupi € cultivado
predominantemente na estacao seca (setembro-deyerrtr sucessao ao cultivo de feijao-
comum, cultivado na estacdo umida (abril-julhop(®l Territorial de Rede Produtiva 2012).
A murcha-de-esclerécio pode ocasionar perdas ntivosu pela reducdo do numero de
plantas durante o ciclo da cultura, diminuicdo dmero de vagens e subsequente decréscimo
no rendimento dos gréos (Fery e Dukes 2002). Pelelasoducédo de feijao-caupi de até 40%
no Benin (Adandonon et al. 2005) e 50% na Calig(fistados Unidos da América) (Fery e

Dukes 2002) tém sido atribuidas a epidemias declmatte-esclerdcio.
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Devido a sua importancia como patégeno cosmopelitebitante do solo, torna-se
indispensavel para o manejo da doenca o conhe@méat diversidade genética e da
distribuicdo das populacdes 8e rolfsiiem areas infestadas. Compatibilidade micelial € um
fendmeno comum em fungos filamentosos e tem sida terramenta Util para avaliar
indiretamente a diversidade genética intra-especifiem populacbes de fungos
fitopatogénicos (Kohn et al. 1991; Leslie 1993; jdeet al. 1994; Milgroom e Cortesi 1999;
Kauserud 2004; Kull et al. 2004; Wu e Subbarao 2@06engol et al. 2010; Ikeda et al.
2011; Baskarathevan et al. 2012; Bezerra et al32@s grupos de compatibilidade micelial
(GCMs) desempenham um papel importante na defirdegmopulacdes fungicas de campo e
facilitam o intercambio genético de espécies dgdanisto € particularmente relevante para
fungos cuja reproducéo sexual tem um impacto mirdole o ciclo da doenca (Kohn et al.
1991; Leslie 1993), pois os GCMs ajudam a preseavatentidade genética dos miceélios
distintos e restringem as trocas citoplasmaticas, ndaterial genético e elementos
extracromossOmicos (Caten 1972).

Estudos de GCMs tém demonstrado haver compatiféisaicelial entre isolados de
S. rolfsii (Punja e Grogan 1983), e com frequéncia sdo uspal@s avaliar a diversidade
genética entre populagdes desse fungo (Punja eGaf3; Harlton et al. 1995; Nalim et al.
1995; Cilliers et al. 2000, 2002; Okabe e Matsun&f00; Almeida et al. 2001; Punja e Sun
2001; Sarma et al. 2002; Adandonon et al. 2005,eBi¥octezuma et al. 2008; Le et al.
2012; Remesal et al. 2012, 2013). A literatura sageie um GCM d&. rolfsii pode estar
associado tanto a planta hospedeira quanto a @éoggdjica da qual foi obtido o isolado, mas
também um unico GCM pode compreender isolados dersdis hospedeiras e origens
geograficas. A diversidade na compatibilidade natedntre populacdes d8. rolfsii que
ocorrem em determinadas regibes geograficas ouuraslt especificas, também foi
demonstrada. Estudos realizados na Africa do Sllief8 et al. 2002), no Brasil (Almeida et
al. 2001), na Espanha (Remesal et al. 2012), na (8drma et al. 2002) e no México (Flores-
Moctezuma et al. 2008) indicaram existir uma comigidel diversidade genética entre
isolados deS. rolfsiide varias hospedeiras ou localidades, sem umal&géio clara entre o
GCM a que pertenciam, a hospedeira ou a origemrgiog (Almeida et al. 2001; Sarma et
al. 2002; Flores-Moctezuma et al. 2008; Remesall.eR012), apesar de haver uma certa
relacdo entre os GCMs e as hospedeiras de origensolados de populagdes na Africa do
Sul (Cilliers et al. 2002). Aléem disso, em amenddainrelatada uma grande diversidade de
GCMs dentro de um unico campo no Texas (EUA) (Nadinal. 1995), no Japédo (Okabe e
Matsumoto 2000) e no Vietnam (Le et al. 2012).
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O controle da murcha-de-esclerécio em feijdo-caufgijao-comum é muito dificil,
pois S. rolfsiipossui elevada agressividade, combinado com gitaadoibdade de competicéo
saprofitica, capacidade de sobrevivéncia no salwg@os anos e ampla gama de hospedeiros
(Aycock 1966; Punja 1985, 1988). Além disso, nasster cultivares comerciais dessas
leguminosas com niveis aceitaveis de resisténdi@eaca e o controle quimico é ineficiente,
inviavel economicamente e de elevado impacto artddi€Athayde Sobrinho et al. 2005;
Schwartz et al. 2005).

O conhecimento sobre a diversidade genética aiernaia em populacdes locais 8e
rolfsii associadas a diferentes culturas é um componeat® ¢@ara o manejo da murcha-de-
esclerécio. Além disso, o conhecimento da gamaodeddeiras de populagdes Slerolfsii
presentes numa determinada area € essencial pa@raendacdo de culturas adequadas
como alternativas aos cultivos principais (Remesal. 2012).

Apesar da importancia dos cultivos de feijao-cagipfieijdo-comum para a regiao
Agreste do estado de Pernambuco e da importanesgemte da murcha-de-esclerocio, nao
existem informacdes sobre a diversidade genétigat@gyénica em populacdes 8e rolfsii
associadas a essas leguminosas. Diante disso, jesvad desse trabalho foram: (i)
caracterizar os GCMs d& rolfsiinas areas cultivadas com feijao-caupi e feijdowroma
regido Agreste de Pernambuco; (ii) determinar aghéacia e a diversidade de GCMsSle
rolfsii nas areas cultivadas; e (iii) investigar a radagétre os GCMs d8&. rolfsii e sua

patogenicidade e viruléncia a seis importantesogspée plantas.

Materiais e métodos

Obtencao dos isolados fungicos

No ano de 2010, a incidéncia da murcha-de-escterfécimonitorada nos quatro principais
municipios produtores de feijao-caupi e feijao-comda regido Agreste de Pernambuco
(Garanhuns, Jupi, Lajedo e Sédo Joao). Para dewmrmairdiversidade d&. rolfsii foram
amostradas 13 areas de cultivo de feijao-caupi éréds de feijdo-comum, sendo coletadas
no minimo 5 plantas com sintomas em cada area.

Para o isolamento de. rolfsii tecidos das plantas com sintomas e esclerdciamfo
desinfestados em solucdo de etanol a 70% por 2 traimsferidos para papel de filtro em

placa de Petri e incubados a 25°C no escuro pad dias. O micélio oriundo foi transferido
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para placas contendo o meio batata-dextrose-ag&A (Acumedia, Lansing, MI, EUA)
suplementado com sulfato de estreptomicina (0;5).g0e cada amostra, uma ponta de hifa
foi transferida para placa com BDA para purificadas isolados fungicos. Os isolados foram
depositados na Colecdo de Culturas de Fungos EggraEcos “Prof. Maria Menezes”
(CMM) da Universidade Federal Rural de Pernambirexife, Brasil). As culturas estoque
foram mantidas como esclerécios secos. Para isstyluras puras foram incubadas a 25°C
sob alternancia luminosa (12 h claro/12 h escuaod formacao de abundante quantidade de
esclerocios. Depois de 30 dias, os escleréciosfaa@etados das culturas secas, transferidos

para tubos criogénicos esterilizados (2 ml) e aemados a temperatura ambiente.

Determinacédo dos grupos de compatibilidade micelial

Um esclerdcio de cada isolado Slerolfsii foi transferido para placa contendo BDA e
incubado a 25°C no escuro por 5 dias. Depois, dideanicélio (5 mm de diametro) retirados
das margens das col6nias foram pareados em mladastri de 90 mm de diametro contendo
meio de Patterson modificado - MPM (Remesal e Bi&vartés 2012). Trés isolados foram
pareados em cada placa pela colocacéo dos distas@ados de 50 mm. Todos os isolados
foram pareados consigo mesmos para confirmar acampatibilidade. Foram utilizadas
quatro repeticbes por pareamento. As culturas fomarnbadas a 28°C no escuro. Os
pareamentos foram examinados visualmente apdsak0dei incubacéo, para verificacdo da
presenca de uma zona de aversédo (antagonismo)gi@ r@o contato micelial (Punja e
Grogan 1983), caracterizada pela presenca de utha tie coloracdo résea na regido de
reacdo entre as colbnias (Remesal e Navas-CortE®).28s reacdes foram consideradas
compativeis quando nao foi constatada uma linheottgacdo résea na regido da interacéo
entre as col6nias, indicando a ocorréncia de cdmfisdo entre colonias distintas (Remesal
et al. 2012). Os GCMs foram identificados com has® reacdes de compatibilidade entre os
isolados testados. Devido ao elevado numero dadssldeS. rolfsii e a dificuldade para
fazer os pareamentos em todas as possiveis cordbmags GCMs foram definidos
inicialmente ao nivel de area, pelo pareamentadestos isolados de uma area em todas as
combinacgBes possiveis. Depois, um isolado test@il@rbitrariamente selecionado de cada
um dos GCMs identificados para mais analises. desldestadores representativos de todos
os GCMs identificados em cada area foram pareanpsodas as combinacfes possiveis.

Todos os pareamentos foram repetidos uma vez.
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Distribuicéo e diversidade dos grupos de compatdule micelial

Baseado no numero de MGGs constatados foi compardoersidade destes em relacdo aos
hospedeiros de origem (feijdo-caupi e feijdo-comangcais (Garanhuns, Jupi, Lajedo e Séo
Joao). Foi calculada a frequéncia relativa de @& em relacdo ao total de GCMs e o total
de nimero de GCMs dentro de hospedeiros e locaigjuéza de GCMs foi estimada pelo
indiceH” de Shannon-WieneH” = % (B In g), j = 1......... Np, ondeN, € o0 namero de
GCMs identificados entre os isoladospeé a propor¢do de individuos nds GCMs. Os
valores deH” aumentam com o incremento no numero de GCMs nastaane reduzem
guando um ou poucos GCMs dominam a amostra. A adeide GCMs foi estimada pelo
indiceJ de PielouJd = H" / In N, ondeN; representa o numero de individuos na amostra.
Valor deJ = 1 indica que os GCMs estao distribuidos igualmérggularmente) na amostra,
enquantal = 0 indica completa desigualdade (irregularidadedistribuicdo dos GCMs. A
dominancia de GCMs foi estimada pelo indizele SimpsonD = 2hi(n; - 1) / N (N; - 1).
Valores maiores dB indicam maior dominancia de determinados GCMs erama riqueza
(diversidade). Para quantificar o grau de sobrggosentre os GCMs nas popula¢des, uma
medida de similaridade entre os pares de amostraaltulada pelo indicél de Jaccard]l

= al (at+b+c), ondea representa o numero de GCMs ocorrendo em ambamastrasp
representa o numero de GCMs restritos a amostrac epresenta o numero de GCMs
restritos a amostra 1. Valores #levariam de 0 (nenhum GCM compartilhado) a 1 (tooos
GCMs compartilhados) (Krebs 1999).

Diversidade patogénica

A patogenicidade e a viruléncia dos 169 isolado$ deolfsii foram determinadas em seis
espécies de plantas cultivadas de quatro famild@nlras, incluindo Asteraceae: girassol
(Helianthus annuug.., cv. Helio 253); Fabaceae: feijdo-caupi (cvA IR06), feijjao-comum
(cv. IPA 10) e sojaGlycine max(L.) Merril, cv. BMX Forca RR); Malvaceae: algodao
(Gossypium hirsuturh., cv. BRS Aroeira) e Pesaliaceae: gergelBasamum indicur. cv.

BRS Seda). As sementes foram obtidas de empresasordercializacdo de produtos
agricolas. Estas espécies foram selecionadas apnesentantes da gama de hospedeiros do
patdgeno, bem como de espécies dicotiledéneas gderiam ser uma alternativa para

rotacao de cultura com feijao-caupi e feijao-cormavAgreste de Pernambuco.
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O indculo deS. rolfsiiconsistiu de esclerécios coletados de culturassseam 30 dias
de idade, como descrito anteriormente. As semenilesadas apresentavam no minimo 95%
de germinacéo e, antes do plantio, foram desirfastam solucdo de NaOCI 1% por 2 min e
colocadas para secar ao ar durante 45 min. Emdseglaram semeadas em bandejas de
polipropileno de 128 alvéolos (covas) contendo umetura de solo + esterco de curral (5:1,
v/v) esterilizada em autoclave (121°C, 1 h, 2 diassecutivos). A inoculacéo foi efetuada
pela deposicéo de dois esclerécios sobre o tegondentada semente e cobertura da mesma
com a mistura de solo + esterco de curral. Cadécesde planta foi inoculada separadamente
e nas testemunhas ndo foram efetuadas deposicoesciéeocios sobre as sementes. Para
cada espécie de planta, o delineamento experinfentateiramente casualizado, com quatro
repeticbes por isolado, sendo cada repeticdo ¢wiastipor 18 covas de plantio, contendo
uma semente por cova. As bandejas com as plantas fimantidas em casa de vegetacao
com temperatura de 28°C e umidade do ar de B10%. As plantas foram irrigadas
diariamente para manter a capacidade de campol?2akas apos a inoculacdo, as plantas
foram avaliadas quanto ao aparecimento e severitaglsintomas de murcha-de-esclerdcio.
Foi considerado patogénico o isolado que induzialquer sintoma da doenca, quando
comparado a testemunha nao inoculada. A severitladeenca foi avaliada com o auxilio de
uma escala descritiva de notas de 0 a 4, ondeeth=smtomas, 1 = planta com podridao, 2 =
planta murcha, 3 = planta morta e 4 = planta conbtomento em pré-emergéncia ou semente
ndo germinada. Com os dados da avaliagcéo foi ealoud indice de severidade da murcha-
de-escler6cio em cada repeticdo, pela expressdd/ SE [Z(grau da escala X
frequiéncia)/(nimero total de unidades x grau maxdmescala)]x100 (McKinney 1923).

Em cada espécie de planta, todo o experimentoefmtido uma vez. As analises
preliminares dos tratamentos indicaram que nao édndiferenca significativa (P>0,05) entre
0s experimentos, motivo pelo qual os dados dos @qgsrimentos foram agrupados para as
analises. Os valores de severidade foram utilizados comparar a viruléncia dos GCMs as
diferentes espécies de plantas, bem como entrsotsdos dentro dos trés GCMs mais
prevalentes. Os dados foram submetidos a analisardcia e as médias comparadas pelo
teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidaden o auxilio do programa SAEG 9.0
(Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG, Bjazil

Visando identificar grupos funcionais de GCMs bdssana viruléncia as espécies de
plantas, bem como de espécies vegetais baseadasaaibilidade aos GCMs (Remesal et al.

2012), foram realizadas analises multivariadas gtap@amento hierarquico pelo método da
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média ndo-ponderada (UPGMA), com o auxilio do maogr STATISCA 7.0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA).

Resultados

Grupos de compatibilidade micelial

Foram obtidos 169 isolados &e rolfsiidas areas de cultivo de feijao-caupi e feijdo-aomu
da regido Agreste de Pernambuco. Foram identifcatldb GCMs entre os isolados e
designados em numeros romanos de | to XVII. Os G@btsisolados e suas localizacbes
geograficas (municipios onde foram coletados) sastn@dos na Tabela 1. A compatibilidade
micelial entre os isolados de um GCM foi caractel& pelo crescimento micelial
intermitente na zona de interagdo sem a ocorrédeisaversdo, enquanto que isolados
designados a diferentes GCMs demonstraram avessaona de interacdo, juntamente com a
formacdo de uma linha de reacdo résea. Todos osisb&Blos foram auto-compativeis,
demonstrando uma reagdo similar & descrita parads® compativeis. Experimentos
replicados e pareamentos repetidos dentro de caderimento produziram resultados
idénticos.

A distribuicéo e a prevaléncia dos 17 GCMs difenirantre as areas e 0s municipios
amostrados (Tabelas 1 e 2). O GCM Il foi o0 maisvglente e abundante, representando
33,1% dos isolados d& rolfsiie sendo detectado em 13 das 24 areas amostresl&sCIds
VIl e X representaram 24,3% e 17,2% dos isoladespectivamente. Os GCMs VI, VII, IX,
X1, X1, X, XIV, XV e XVII foram identificados en somente uma area cada um. Os seis
GCMs restantes representaram 21,3% dos isoladwos, dastaque para o GCM |, que
representou 8,9% dos isolados (Tabela 2).

Com relagdo as localidades (municipios) de amastmadgoram identificados quatro,
cinco, sete e 15 GCMs em Garanhuns, Jupi, Lajesi@oelodo, respectivamente. Em relacéo
as hospedeiras de origem, foram constatados 11 @@Msijao-caupi e 13 GCMs em feijao-
comum (Tabela 1). Nao houve tendéncia de formaed@@Ms por municipio ou hospedeira
de origem, pois a distribuicdo e a freqiéncia d@&M& mostraram-se heterogéneas em
relacdo aos municipios e as hospedeiras de origemo exemplo, nos GCMs I, VIIl e X
foram agrupados isolados provenientes dos quatrtcipios estudados. Algumas areas de

coleta dentro dos municipios apresentaram granaesiiiade de GCMs, como as areas SJ-2
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e SJ-3 do municipio de Sao Jodo, onde foram ideadids sete e oito GCMs entre 18 e 21
isolados amostrados, respectivamente. Situacadasifoi observada na area SJ-5, em que
foram constatados 5 GCM em apenas 7 isolados adostrPor outro lado, algumas areas
com um numero consideravel de isolados apresental@mda uniformidade em relacdo a
ocorréncia dos GCMs, como constatado em Lajed@ress LA-6, LA-7 e LA-8, em que 0s
13 isolados da primeira e os 15 isolados da segtorden agrupados no GCM Il, e os 12
isolados da terceira no GCM X (Tabela 2).

A diversidade dos isolados & rolfsiiem relagcdo aos hospedeiros de origem e aos
municipios de coleta foi estimada considerandogaeda, a equidade e a dominancia dos
GCMs. Néo foram constatadas diferencas entre agetlesas de origem (feijao-caupi e
feijdo-comum) quanto a diversidade de GCMs. Poroolaido, foram constatadas diferencas
entre 0s municipios quanto aos niveis de riquepsdade e dominancia dos GCMs (Tabela
3). Os dados obtidos pelo indieé indicaram uma variacdo quanto a riqueza de GCMs na
localidades estudadas. O municipio de S&o Joasayoel a maior riquez&l( = 2,20), no
qual foram detectados 15 GCMs em uma amostra deofidos deS. rolfsii enquanto o
municipio de Lajedo apresentou a menor riqué¥a= 1,00), tendo sido constatados sete
GCMs em uma amostra de 73 isolados. A equidadeyatd pelo indicd, demonstrou que
em Lajedo h& grande desigualdade na distribuic8dGdoMs { = 0,23), no qual 68 isolados
foram agrupados em apenas dois GCMs (Il e X), devsais cinco isolados constituiram
GCMs distintos. A maior equidade foi registradanmanicipio de Garanhung € 0,66), onde
foram constatados quatro GCMs em uma populacdoete isolados deS. rolfsii No
municipio de Lajedo ficou evidente a dominancigpdacos GCMs na populagéo de isolados
de S. rolfsii (D = 0,44), ao contrario do observado nas populagéeSao JoadX = 0,14),
Garanhuns = 0,19) e Jupi@ = 0,21), onde os numeros de GCM constatados foram
elevados quando considerados os tamanhos das pogsila

O indice de JaccardJlj revelou o nivel de sobreposicdo dos GCMs entre os
municipios amostrados, ou seja, quantos GCMs eativepresentes em mais de um
municipio de forma concomitante (Tabela 4). Osltadas demonstraram um baixo nivel de
sobreposicdo de GCMs entre Garanhuns e Sao Jbao((25), enquanto os municipios de
Garanhuns e Jupi apresentaram o nivel de sobréposiais elevadol( = 0,50). As demais
combina¢Bes dos municipios apresentaram valoresrietliarios de sobreposi¢do de GCMs,
variando de 0,31 a 0,38.
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Diversidade patogénica

Reacdes de suscetibilidade aos isoladoS.d®lfsii nas seis espécies de plantas inoculadas
(feijdo-caupi, feijdo-comum, algoddo, gergelim,agsol e soja) incluiram sintomas de
tombamento de pré-emergéncia, podriddo do coloraedetamento e murcha das folhas,
colapso e morte das plantas. Nao foram observadtmmas nas plantas testemunhas nao
inoculadas con®. rolfsii Quatro das seis espécies de plantas testadg®{taupi, feijao-
comum, girassol e soja) foram infectadas por taosolados dos 17 GCMs. Nem todos os
isolados pertencentes aos GCMs |, Il, I, IV, WII e X foram patogénicos a algod&o. Os
isolados dos GCMs Xl e Xlll ndo foram patogénicaogeagelim, bem como alguns isolados
pertencentes aos GCMs Il, IV e X (Tabela 5).

Houve diferenca significativd’€0,05) entre os GCMs quanto aos niveis de viruléncia
a todas as espécies de plantas inoculadas (FigQuBndo inoculados em feijao-caupi, a
viruléncia dos GCMs variou de 7,0% a 70,8%, comiemdd 36,1%. Os GCMs |, V, IX e XII
foram os mais virulentos a feijao-caupi, enquargoGCMs VI e Xlll foram os menos
virulentos Ill foram os mais virulentos a feijdoreom, enquanto os GCMs VI e XI foram os
menos virulentos. Em algodao, a viruléncia dos GGMsbem inferior a observada nas
demais espécies de plantas, variando de 0,0% &12)5GCM VI foi o mais virulento a
algodéao, enquanto os GCMs Xl e Xlll foram os meviagentos, ndo induzindo sintomas da
doenca. Em gergelim, a viruléncia dos GCMs varie@®% a 77,8%. O GCM VI foi o mais
virulento a gergelim, enquanto os GCMs Xl e Xllidm os menos virulentos, ndo induzindo
sintomas da doencga. A viruléncia dos GCMs varioi3}8% a 79,3% em girassol e de 14,8%
a 78,3% em soja. O GCM IX foi o mais virulento &ass duas hospedeiras, enquanto os
GCMs XlI, XII, X1, XIV e XVI foram os menos viruletos (Fig. 1).

Grupos funcionais de GCMs baseados na virulénciaspgcies de plantas foram
identificados usando analise multivariada de agngrdao hierarquico pelo método UPGMA.
Seis grupos funcionais de GCMs ficaram evidentég @s 17, incluindo: grupo 1 (GCMs |,
I, 1, Vv, VIl e XIlI), grupo 2 (GCMs 1V, VII, X, XIV e XVII), grupo 3 (XI, Xl e XVI),
grupo 4 (GCM XV), grupo 5 (GCM XVI) e grupo 6 (GCM) (Fig. 2). Quando a analise de
agrupamento foi aplicada as espécies de plantasn falentificados cinco grupos funcionais
de suscetibilidade, incluindo: grupo 1 (feijdo-caqugrupo 2 (girassol e soja), grupo 3

(gergelim), grupo 4 (feijdo-comum) e grupo 5 (al@od(Fig. 3).
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Discussao

A caracterizacdo genética e patogénica de isolde&s rolfsii de diferentes areas de cultivo
em nivel regional pode propiciar conhecimentos esadrepidemiologia e o0 manejo das
doengas que eles causam. A estrutura das populde&esrolfsii obtidas de feijao-caupi e
feijdo-comum cultivados na regido Agreste de Pelnenm foram caracterizadas pela analise
de grupos de compatibilidade micelial (GCM) e \@ndia a seis espécies de plantas
economicamente importantes, constituindo o primeglato dessa natureza realizado na
América Latina. Foram identificados 17 GCMs en#8 Isolados d&. rolfsii 0 que pode ser
considerado um numero elevado quando comparadesalsados obtidos por outros autores
(Punja e Grogan 1983; Adandonon et al. 2005; Rdmeésh 2012). A deteccdo de diferentes
GCMs indica a existéncia de populacdes geneticamsoladas (Leslie 1993; Begueret et al.
1994) e o numero elevado de GCMs detectados redledenpla diversidade genética nas
populacdes d&. rolfsiinas areas cultivadas com feijado-caupi e feijao-cordo Agreste de
Pernambuco. A existéncia de consideravel diversidgghética entre isolados &e rolfsii
também foi reportada em outro levantamento readizaol Brasil, em que 13 grupos de
compatibilidade foram identificados em 30 isoladies 14 diferentes estados e 11 plantas
hospedeiras (Almeida et al. 2001). O elevado nuntderdcCMs constatados no presente
estudo pode indicar que a introducadsdeolfsiinas areas cultivadas foi antiga (Harlton et al.
1995), o que parece ser coerente com a situacdgmste de Pernambuco, em que algumas
areas sao cultivadas com feijdo-caupi e feijado-aorem sucessao ha mais de 25 anos. Outra
possivel explicacdo para o elevado niumero de GG¥ficado € que, além da reproducao
clonal tipica deS. rolfsii ocorra reproducao sexuada com trocas de infolonge@ética entre
os isolados, como especulado por Adandonon et28D05) em uma abordagem sobre a
diversidade genética entre isoladosdeolfsiido Benin e da Africa do Sul. Em se tratando
de um fungo com forma sexual conhecida rolfsii), os resultados obtidos sdo esperados,
muito embora, a literatura especializada relatenapea fase assexuada do fungo em
condicbes de campo (Aycock 1966; Punja 1985, 1988).

A elevada prevaléncia e abundancia do GCM |l sugaree este foi extensivamente
disseminado dentro e entre as areas cultivadas gtes#® de Pernambuco por praticas
culturais, como destacado em outros estudosEamwilfsii (Harlton et al. 1995; Remesal et al.
2012). Alguns GCM foram menos prevalentes, maseptes em varias areas de cultivo

(GCMs |, lll e IV), enquanto outros foram restritasareas especificas (GCMs VII, XIV e
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XVI). Carlile (1986) sugeriu que um unico GCM pgaedominar em uma area se o isolado
fungico colonizou uma nova area e depois dissemivegetativamente. Portanto, um
reduzido numero de GCMs em uma area sugere queéaiedoi introduzida recentemente
(Harlton et al. 1995). Além disso, a ocorrénciaude inico GCM em uma area pode ser um
indicativo de que os clones se tornaram adaptadosoadicdes microcliméaticas ou
hospedeiras especificas, e s80 menos suscetiwagem resultantes de trocas genéticas e
recombinacdo (Ben-Yephet e Bitton 1985; Hambletoal.2002). Alguns GCMs detectados
nas areas cultivadas com feijao-caupi e feijdo-conforam constituidos de somente um
membro (GCMs VI, IX, Xl, XllI, XIII, XV e XVII), o que tem sido reportada com frequéncia
em diferentes &reas geograficas e/ou hospedeirasggen em levantamentos de diversidade
deS. rolfsii(Punja e Grogan 1983; Harlton et al. 1995; Naliralel995; Cilliers et al. 2000;
Okabe e Matsumoto 2000; Almeida et al. 2001; Pwnj8un, 2001; Sarma et al. 2002;
Remesal et al. 2012).

O fato de isolados d®. rolfsiioriginarios da mesma area (com exemplo, das &&as
2 e SJ-3) terem sido alocados em diferentes GCMgrsua ocorréncia de diferencas
genéticas dentro das subpopulagbes, o que indigaganas distintas subpopulacbes sao
resultantes de multiplas introdugfes de isoladogsquientes de diferentes zonas infestadas
gue se estabelecem em forma de novos GCMs (Cidlteats, 2000; Nalim et al., 1995; Punja,
1985). Este fato tem sido atribuido em menor graupapel dos basidiosposporos na
dispersao do patdégeno (Harlton et al., 1995; PUW§&3; Punja e Grogan, 1983).

A diversidade dos isolados & rolfsiiem relagdo aos hospedeiros de origem e aos
municipios de coleta foi estimada considerandogaeda, a equidade e a dominancia dos
GCMs. A baixa diversidade entre os GCMs quandoidersdas as hospedeiras de origem
era esperada, uma vez que feijdo-caupi e feijdaioredo cultivados em sucessao nas
mesmas areas, 0 que nao propicia uma condicacafatan qualquer tipo de especializacao
por hospedeira e, por conseguinte, a elevacadoveasdiade. Por outro lado, ficou evidente a
diversidade de GCMs quando considerados os munscije coleta das amostras. A maior
riqueza de GCMs em S&o Jodo pode estar relaciaradaa exploracdo mais intensiva de
algumas areas, nas quais feijdo-caupi e feijdo-oosdp cultivados ha mais de 25 anos. Por
outro lado, em Lajedo ficou evidente a menor rigdmixa equidade e elevada dominancia
de GCMs, o que pode ser decorrente dos cultivosaddgguminosas serem realizados ha
menos de 10 anos nas areas e a introduc&o midfsiiter ocorrido mais recentemente quando
comparada com Sao Jodo e outros municipios. Noaipimide Garanhuns, cujo nimero de

isolados amostrados foi menor que nos trés demaigcipios, foi observada maior equidade
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na distribuicdo dos GCMs, contrariando a hipotesque quanto menor amostra, menor seria
a diversidade (Odum 1988). Em relacdo a sobrepwsicd GCMs entre 0s municipios
amostrados, o baixo nivel de sobreposicdo entranBans e Sao Jodo pode ser devido a
relativa distancia geogréfica (18 km) entre amlsm$oealidades. No entanto, essa hipotese
ndo se aplica a elevada sobreposicao constatageosnnhunicipios de Garanhuns e Jupi, que,
apesar da distancia geografica (25 km), apresentalt® indice de sobreposicdo de GCMs.
Neste caso, o uso compartilhado de maquinas agsioglie constitui uma pratica comum na
regido, pode ter promovido um intercambio de maltgenético entre essas areas.

Os resultados demonstraram elevada diversidadg&ata entre os GCMs de.
rolfsii, bem como no grau de suscetibilidade de algumasciespde plantas testadas. No
geral, o GCM IX pode ser considerado o mais viridesntre os 17 GCMs constatados, pois
induziu elevados niveis de doenca em quatro (feigmpi, gergelim, girassol e soja) das seis
espécies de plantas avaliadas. Por outro ladoGdds3XI e Xl podem ser considerados 0s
menos virulentos, pois ndo foram patogénicos adalg@ gergelim, bem como apresentaram
viruléncia reduzida a feijao-caupi, feijdo-comunygieassol quando comparados a outros
GCMs. Entre as espécies de plantas, somente alggatéseentou baixa suscetibilidade aos
GCMs deS. rolfsii enquanto as demais espécies foram altamentetisese& maioria dos
GCMs. Girassol e soja apresentaram comportamenito reimilar de suscetibilidade em
relacdo aos diferentes GCMs, o que nao foi obsereatie feijao-caupi e feijao-comum. A
elevada suscetibilidade de girassol a diferenteM&@e S. rolfsii foi previamente descrita
quando isolados obtidos de beterraba-acgucare@anfaroculados nessa oleaginosa, por outro
lado, algodao apresentou suscetibilidade moderadaasmo estudo (Remesal et al. 2012).

Os resultados dessa pesquisa tém importantes agpés para 0 manejo da murcha-
de-esclerdcio do feijdo-caupi e do feijao-comunretgdo Agreste do estado de Pernambuco,
particularmente em relacdo a rotacdo de culturascelha de cultivos apropriados para uso
em solos infestados previamente cultivados comsdegaminosas. Rotagdes de culturas séo
fundamentais para manter a produtividade das asltarreduzir o in6culo de fitopatégenos
habitantes do solo, os quais causam grandes p@akscultivos explorados em anos
consecutivos (Palti 1981). Em geral, o grau derote#& baseado no nivel de suscetibilidade
ou resisténcia dos cultivos envolvidos e na seqaémms cultivos. Os reduzidos niveis de
doenca induzidos em algodéo pelos isolados desv&{@Ms indicam que essa cultura pode
ser utilizada num sistema de rotacéo de culturasfegao-caupi e feijdo-comum no Agreste
de Pernambuco. No entanto, a ocorréncia de dilEseBCMs dentro de uma mesma area

cultivada, diferindo em patogenicidade e virulén@&rta para o cuidado da rotacdo de
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culturas com algodao nao ser utilizada como umadadadolada de controle. Outro aspecto
relevante é que os resultados obtidos nesse gstudotem avaliar os riscos de ocorréncia de
epidemias graves de murcha-de-esclerécio em fegapi e feijdo-comum com base no

monitoramento dos GCMs prevalentes nas areas déasirao cultivo.
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Tabela 1 Informacdes sobre as areas de coleta dos isotlSslerotium rolfsiina regido
Agreste de Pernambuco e utilizados na determindgé@rupos de compatibilidade micelial

(GCMs)

Cédigo da Numero de Local Hospedeira GCM (numero de isolados)
area isolados
GA-1 3 Garanhuns feijao-caupi X (3)
GA-2 3 Garanhuns feijao-caupi [ (2), VIII (1)
GA-3 1 Garanhuns feijdo-comum Il (1)
JU-1 8 Jupi feijao-caupi (1), VIII (4), X (3)
JU-2 2 Jupi feijao-caupi I1(2)
JU-3 5 Jupi feijao-caupi [ (3), X (2)
JU-4 6 Jupi feijao-caupi I1(2), IV (1), VI (3)
LA-1 3 Lajedo feijdo-comum Il (1), IX (1), X (1)
LA-2 2 Lajedo feijdo-comum 11 (1), VIII (1)
LA-3 12 Lajedo feijao-caupi 11(9), X (2), XVII (1)
LA-4 1 Lajedo feijjdo-comum IV (1)
LA-5 15 Lajedo feijao-comum 1l (1), X (14)
LA-6 13 Lajedo feijdo-caupi 11 (13)
LA-7 15 Lajedo feijdo-comum Il (15)
LA-8 12 Lajedo feijdo-caupi X (12)
SJ-1 9 Séo Jodo feijdo-caupi [ (3), 11 (6)
SJ-2 18 Sao Jodo  feijdo-caupi I (4), 11 (1), IV,(2 (2), VI (1), VII (7), VIII (1)
SJ-3 21 Sao Jodo  feijao-comum II (1), VIII (13), X (1), XI (1), XII (1), XIII (1),
XV (2), XVI (1)
SJ-4 4 Sao Jodo feijdo-caupi I1(3), XVI (1)
SJ-5 7 Sao Jodo feijdo-caupi (1), (1), v,(u (1), X (3)
SJ-6 1 Sao Jodo feijdo-comum | (1)
SJ-7 2 Sao Jodo feijdo-comum | (2)
SJ-8 1 Séo Jodo feijdo-comum XV (1)
SJ-9 5 Séo Jodo feijdo-comum  VIII (5)
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Tabela 2 Grupos de compatibilidade micelial (GCMs) de idok de Sclerotium rolfsii

obtidos de areas de cultivo de feijao-caupi e dei@mum na regido Agreste de Pernambuco

GCM Isolados Area de cultivo (nimero de isolados)

Numero Freqiéncia (%)

| 15 8,9 GA-2 (2), JU-3 (3), SJ-1 (3), SJ-2 (4)651), SI-7 (2)
I 56 33,1 GA-3 (1), JU-1 (1), JU-2 (2), JU-4 (2), LA-2 (1)AE3 (9), LA-5 (1),
LA-6 (13), LA-7 (15), SJ-1 (6), SJ-3 (1), SJ-4 (3)I-5 (1)
I 3 1,8 LA-1 (1), SJ-2 (1), SJ-5 (1)
\Y 4 2,4 JU-4 (1), LA-4 (1), SJ-2 (2)
Vv 3 1,8 SJ-2 (2), SJ-5 (1)
Vi 1 0,6 SJ-2 (1)
VI 7 41 SJ-2 (7)
VIl 29 17,2 G(A-)z (1), JU-1 (4), JU-4 (3), LA-2 (1), SJ-2 (1)I-8 (13), SI-5 (1), SJI-
9(5
IX 1 0,6 LA-1 (1)
X 41 24,3 GA-1 (3), JU-1 (3), JU-3 (2), LA-1 (1), LA-3 (2)A:5 (14), LA-8 (12),
SJ-3 (1), SJ-5 (3)
XI 1 0,6 SJ-3 (1)
XII 1 0,6 SJ-3 (1)
XIIl 1 0,6 SJ-3 (1)
XIV 2 1,2 SJ-3(2)
XV 1 0,6 SJ-8 (1)
XV 2 1,2 SJ-3 (1), SJ-4 (1)
XVII 1 0,6 LA-3 (1)
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Tabela 3 Diversidade de grupos de compatibilidade mice(@CMs) de isolados de
Sclerotium rolfsii constatados no Agreste de Pernambuco em termosqgdeza H'),
equidade J) e dominancia ) quando comparados diferentes hospedeiros denorige

localidades (municipios) de coleta das amostras

Comparacoes NISGL  NGCM° H® J D®
Hospedeiros
Feijao-caupi 102 11 1,80 0,41 0,21
Feijdo-comum 67 13 1,80 0,43 0,21
Localidades
Garanhuns 7 4 1,28 0,66 0,19
Jupi 21 5 1,47 0,48 0,21
Lajedo 73 7 1,00 0,23 0,44
Sao Jodo 68 15 2,20 0,52 0,14

4 Numero de isolados

® Numero de grupos de compatibilidade micelial (GEMs
¢ indice de diversidade de Shannon-Wiener

4 indice de equidade de Pielou

¢ indice de dominancia de Simpson
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Tabela 4 indice de similaridade de Jaccadd) (calculado para os grupos de compatibilidade
micelial (GCMs) de isolados d8clerotium rolfsiiconstatados em quatro municipios do
Agreste de Pernambuco

Localidades Garanhuns Jupi Lajedo Sé&o Joao
Garanhuns 1,00

Jupi 0,50 1,00

Lajedo 0,38 0,38 1,00

Sao Joédo 0,25 0,33 0,31 1,00
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Tabela 5 Frequéncia de isolados declerotium rolfsii pertencentes a 17 grupos de

compatibilidade micelial (GCM) patogénicos a saigéeies de plantas

GCM Espécies de Plantas / Isolados patogénicos (%)
Feijdo-caupi  Feijdo-comum Algodao Gergelim Girassol Soja

I 100 100 86,7 100 100 100
Il 100 100 78,6 91,7 100 100
I 100 100 66,7 100 100 100
v 100 100 75,0 50,0 100 100
\Y 100 100 100 100 100 100
\l 100 100 100 100 100 100
I 100 100 71,4 100 100 100
VI 100 100 69,0 100 100 100
IX 100 100 100 100 100 100
X 100 100 68,3 90,2 100 100
Xl 100 100 100 0,0 100 100
Xl 100 100 100 100 100 100
Xl 100 100 100 0,0 100 100
XV 100 100 100 100 100 100
XV 100 100 100 100 100 100
XVI 100 100 100 100 100 100

XVII 100 100 100 100 100 100
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Fig. 1 Viruléncia de 17 grupos de compatibilidade mice{falCMs) deSclerotium rolfsiia
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mensurada pela inoculacdo de todos os isoladosadie @CM e avaliacdo da severidade da
doenca induzida. Barras nas extremidades das colmdécam o erro padrdo da média.

Colunas com o mesmo intervalo de letras n&o difesigmificativamente entre si pelo teste
Scott-Knott P=0,05)
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SUMARIO

Isolados déclerotium rolfsij obtidos de cultivos de feijao-caupi e feijao-comde quatro
municipios da regido Agreste do estado de Pernam{®razil), e distribuidos previamente
em 17 grupos de compatibilidade micelial (GCMs) cbase em pareamentos, foram
analisados pelas sequéncias parciais dos genesd&@atelongacédodl (EF1w) e a segunda
maior subunidade da RNA polimerase Il (RPB2). Foabtidas sequéncias de 65 isolados,
representando todos os GCMs detectados. Com bagpelinoorfismo dos nucleotideos, o
gene EFlx apresentou maior variabilidade entre os GCMs quamnparado com o gene
RPB2. Com a utilizacdo do gene Eé&Ioi possivel a caracterizacdo de 15 dos 17 GCMs,
engquanto o gene RPB2 propiciou a separacdo de MsGContudo, a analise combinada das
sequéncias dos genes Ekl® RPB2 possibilitou a separacdo de todos os 17 $GEM
agrupamentos distintos. Todos os isolados agrupadosim mesmo grupo apresentaram
sequéncias de nucleotideos idénticas. A identdicados GCMsusando a combinacédo de
sequéncias dos genes laFd RPB2, foi consistente para isoladosSdeolfsii coletados na

regiao Agreste de Pernambuco.

SUMMARY

Sclerotium rolfsiiisolates obtained from cowpea and common bean dropsfour cities
in Agreste region of the state of Pernambuco (Brazand previously distributed in 17
mycelial compatibility groups (MCGs) based on pajs were analyzed by partial sequences
of elongation factord (EF1w ) and the second largest subunit of RNA polymetb@ePB2)
gene. Sequences of 65 isolates representing acteet MCGs were obtained. Based on
nucleotide polymorphism, the Eflgene showed greater variability among MCGs contpare
with the RPB2 gene. Using the EBJgene has been possible to characterize 15 of 1G3C
while RPB2 gene allowed the separation of 10 MQ@&swvever, the combined sequences of
EF1o and RPB2 gene analysis allowed the separatiotl 87 MCGs in distinct clusters. All
isolates clustered into one group had identicalleniitle sequences. The identification of
MCGs using a combination of sequences of BFARd RPB2 genes was consistent for

isolates ofS. rolfsiicollected in Agreste region of the state of Perlmaco.
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INTRODUCAO

Sclerotium rolfsii(teleomorfoAthelia rolfsi) € um fungo fitopatogénico habitante do solo,
cosmopolita, distribuido principalmente em zonascatps de clima tropical e subtropical, e
com uma extensa gama de hospedeiras entre diéotdad e monocotiledéneas (Harlen
al., 1995; Okabet al, 1998; Cillierset al, 2000). As perdas anuais de produtividade devido
a doencas relacionadasarolfsiiexcedem milhdes de dolares a cada ano em todandanu
Devido a dificuldade na obtencdo de material caimsativeis de resisténcia da hospedeira,
torna-se indispensavel a busca por informacdesgogidiem programas de melhoramento e
de manejo da doenga.

No Brasil, a murcha-se-esclerécio ocorre em muitdisiras economicamente importantes,
como feijdo, soja, girassol, algodao, entre outeapode causar perdas de produtividade
consideraveis. Este patdgeno foi relatado pelagirarvez no pais na década de 1920 e se
espalhou para as principais regifes agricolas,apedmente, devido ao transito de material
vegetal contaminado e implementos agricolas entasainfestadas e livres da doenca
(FEIEIERGIaNPP »). Apesar da ocorréncia constan®& delfsiinas areas cultivadas com feij&o-
caupi e feijao-comum na regido Agreste do estadBaeteambuco (Brasil), sdo escassas as
informacgdes sobre a biologia das populacbes dasbggno nesta regido.

Estudos sobre a estrutura populacional e diversiddel S. rolfsii demonstraram a
ocorréncia de diversidade genética, sugerindo snauque além da reproducdo assexuada
comumente atribuida ao patdégeno, pode ocorrer @depido sexuada em condicbes de
campo. No Brasil, Almeidat al (2001) relataram a ocorréncia de infeccdo emgase soja
na porcdo media, sem qualquer infeccdo na regidocotly sugerindo uma infeccado por
basididsporos produzidos a partir da fase peréeitaungo.

A incompatibilidade micelial é a incapacidade dsdfue formacédo de uma col6nia coesa
entre estirpes fungicas diferentes. Esse fenbmanacteriza-se pela morte de células e
crescimento reduzido entre as duas colbnias, naaih@ zona de averséo (Koéinal, 1991).

As populacbes dé&. rolfsii tém sido amplamente caracterizadas por meio dagogrde
compatibilidade micelial (GCMs) sendo realizadaimssima avaliacao indireta a cerca da
variabilidade genética entre os isolados do fitdgano (Leslie, 1993). Os teste com GCMs
apresentam resultados de natureza fenotipica queprtha macroscoOpica, revelam um
sistema de auto/ndo-auto reconhecimento contrgiaddoci multiplos, que € comum em

fungos.
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O estudo da compatibilidade micelial pode ser visttno uma medida indireta da
diversidade genética em populacdes de fitopatogama vez que ndo revelam o grau de
parentesco entre e dentro dos GCMs (Punja e Grd§&3,; Harltoret al, 1995). Com esta
finalidade, esta disponivel um consideravel nundgotécnicas moleculares, tais como, a
analise do DNA polimdérfico amplificado ao acaso @3, polimorfismo no comprimento de
fragmentos amplificados (AFLP) e andlise de segaémgénicas. En$. rolfsii, marcadores
RAPD foram muito eficazes para a identificacdo dereincas genéticas entre isolados de
diferentes regibes e plantas hospedeiras (Almeidal, 2001). Cillierset al (2000),
utilizando AFLP, obtiveram dados conclusivos sobrexisténcia de variabilidade genética
dentro de GCMs que agrupavam isolados Slerolfsii Em um estudo recente sobre
populacdes des. rolfsii as sequéncias das regides dos genes RPB2 quicacqdra a
segunda subunidade maior da RNA polimerase Il e-&Egle codifica para o fator de
elongacéo da transcrigdo 1l-alfa, mostraram havegitasrelacéo entre a identidade genética
dos isolados fungicos e os GCMs nos quais estamfagrupados (Remeslal, 2013).

Vérios estudos no Brasil e no mundo tém sido dedeic\as com o objetivo de compor
um manejo eficaz para a murcha-de-esclerdcio, dauparS. rolfsii O resultado dessas
pesquisas indicou uma consideravel variabilidadeétyiga entre isolados d8. rolfsii de
varios hospedeiras e localidades, existindo, cantpduca ou nenhuma correlacdo entre o
GCM a que pertenciam e a hospedeira/localidadeidernn (Almeidaet al, 2001; Cillierset
al., 2002; Sarmat al, 2002). Uma alternativa viavel € a analise dagi&ecias de isolados
representativos de GCMs detectados em uma detetanmegido que, pode revelar aspectos
epidemioldgicos importantes como a distribuicdoispatsdo dos GCMs ds. rolfsii De
posse desses dados é possivel estabelecer progtanmasnitoramento usando marcadores
moleculares que figuram ser uma ferramenta impt&tao manejo dessa e de outras doencas
no campo.

Os objetivos deste estudo foram: i) avaliar o glawariabilidade genética das populagdes
deS. rolfsiiutilizando GCMs e andlises das sequencias dada®dos genes RPB2 e E& &
partir dos isolados coletados em areas agricateegentativas com plantios de feijdo-caupi e
feijdo-comum no Agreste de Pernambuco; ii) deteams® 0s mesmos genotiposSieolfsii
foram encontrados associados a ambas as cultuiigsyerificar se ha correlacdo entre os
GCMs e as sequéncias das regides dos genes RPB2oeoEorrendo nas populagdes ou

regides em estudo.
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MATERIAIS E METODOS

Isolados fungicos Foram utilizados 65 isolados & rolfsii coletados em 13 areas de
plantio de feijdo-caupi e 11 areas de feijdo-comam municipios da regido Agreste de
Pernambuco, representativos de 17 GCMs previamitgetificados pelo método de
pareamento (Queiroat al, 2014). Os isolados foram armazenadas na formesderocios
secos em tubos criogénicos de 2 mL 25+1°C no esdDulturas para experimentos
subsequentes foram iniciadas a partir de um Unsodecio por isolado, depositado no
centro de placa de Petri contendo meio de cultatatd-dextrose-agar (BDA).

Extracdo do DNA, amplificacéo e sequenciament@® DNA gendmico dos isolados 8e
rolfsii, foi obtido a partir de coldnias em crescimentwoatdo fungo sobre laminas de
celofane estéril em meio BDA, incubadas a 25+1°Cescuro durante 3 dias. A massa
micelial foi entdo removida e o DNA extraido u@imlo-se o kit AxyPrep ™ Multisource
Genomic DNA Miniprep (Axygen Scientific Inc., Unio€ity, EUA), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. Para amplificacdo dadcegio gene RPB2 que, codifica para a
segunda subunidade maior da RNA polimerase |l fordiizados os primers b6.9F ('5
TGGACNCAYTGYGARATYCAYCC 3') e b11R1 (5 TGGATYTTGTRTCCACCAT 3)
(Matheny, 2006). As condicdes da reacdo de PCRnfod@snaturacao inicial a 94°C por 2
minutos seguidos de 34 ciclos de desnaturacdo@82°1 minuto, anelamento a 62°C por 1
minuto e extensao a 72°C por 1 minuto, seguidona extensao final a 72°C por 5 minutos.
Para amplificagdo do gene codificante do fator ldagacao da transcricdo 1-alfa (Eé)l-
foram utilizados os primers EF1-595F (5° CGTGACTTBRAAGAACATG 3') e EF1-
1160R (5' CCGATCTTGTAGACGTCCTG 3') (Wendland e K&ti997). As condi¢bes da
reacdo de PCR foram: desnaturacgéo inicial a 94%C2 pminutos, seguida de 34 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a g&°C minuto e extensédo a 72°C por 1
minuto, seguido de uma extensao final a 72°C poirtutos. Cada 50 pul de volume final de
reacao da polimerase em cadeia (PCR) continha 8& agua ultra pura (fornecida pelo kit),
1 pl de DNA molde, 1,5 uM de cada primer, 1 pl @RPMaster Mix (2X) (0,05 u [fi de
Taqg DNA polimerase, tampao de reacdo, 4mM MgQ0J4 mM de cada dNTP; Thermo
Scientific , Waltham, EUA). As reacfes de PCR foraalizadas em um termociclador (MJ
Biocycler 96; Applied Biosystems, Foster City, EU&)s produtos de PCR foram separados
por electroforese em gel de agarose 1,5 % em taopdd\E 1,0X e foram fotografados sob
luz UV apés ser corado com brometo de etidio (@&nji") por 1 minuto. Os produtos de
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PCR foram purificados utilizando o kit AxyPrep™ PCHReanup (Axygen), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. O sequenciamento dasagglo gene EFd-e RPB2 foi efetuado
em ambas as direcbes utilizando-se os mesmos prim@pregados nas reacdes de
amplificacdo, com excecado de b6.9F que foi sulidtitno sentido "forward” por bSr_1F (5'
CGCCATGGGTAAACAAGCTA 3') (Remesadt al, 2013). Nesta etapa foi usando um ABI
PRISM® 3100 - Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystemej plataforma de
sequenciamento LABCEN/CCB na Universidade Fedexr&etrnambuco (Recife, Brasil).

Andlise filogenética As sequéncias parciais dos genes EfLRPB2 foram editadas no
programa Chromas v. 2.32 (Technelysium Pty Ldasldame, Australia). Em seguida, foram
selecionados 65 isolados representantes de cada @CNbcalidade, com sequencias de
nucleotideos idénticas. O alinhamento dessas seigséini efetuado com ClustalX v. 1.83
(Thompsonet al, 1997) e ajustadas manualmente quando neces®&rieventos de indels
(gaps) foram considerados na analise filogenétioaocdescrito por Young e Healy (2003).

As relacoes filogenéticas entre os isolados forafaridas, com base nos métodos de
maxima parcimoénia e neighbour-joining, implementadmn MEGA versao 5 (Tamugt al,
2011), e ajustado manualmente para permitir a nmgvd@milaridade entre seqiéncias. Nas
andlises de maxima parciménia foram geradas aruitezsando a op¢ao de adicdo gradual de
busca heuristica com sequéncias aleatoérias, epssmgaalinhamento foram tratados como
caracteres perdidos. Para a andlise de neighbongoia uma distancia matriz foi gerado
utilizando o procedimento Jukes-Cantor. A estahdel do clado foi estimado com 1000
repeticdes de bootstrap (Hills e Bull, 1993) impéei@ado em MEGA versdo 5. Uma andlise
adicional, baseada em um alinhamento concatenadsed@éncias dos genes RPB2 e &F1-

foi realizada. As sequéncias analisadas nestecgitain depositadas no GenBank.

RESULTADOS

Foi amplificado um fragmento de 538 pb do gene EFRD-alinhamento das sequencias de
nucleotideos mostrou que os isolados Slerolfsii se agrupam conforme o GCM a que
pertencem e ndo de acordo com a origem geogr&mado assim, a fim de identificar os
sitios variaveis diferenciadores de GCMs &mmolfsij utilizou-se um conjunto representativo
de 65 isolados de cada combinacdo GCM-localidade es sequéncias idénticas de
nucleotideos para analise subsequente. Observgrasde variabilidade nas sequencias de

EFla em funcdo das diferencas apresentadas empo8@06es de nucleotideos. Para essas
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sequencias obteve-se percentuais de similaridad®,dea 100% (dados ndo apresentados).
Todas as sequencias de EFlos GCMs de. rolfsiiforam Unicas, contudo, ndo permitiram
a diferenciacdo dos GCMs com base nestas sequéhRigiasa 1).

A partir do gene RPB2 foram amplificados fragmerdesaproximadamente 847 pb, que
pelas analises filogenéticas mostraram ndo haveelagdo entre o tipo de sequéncia e a
origem geogréfica dos isolados, sendo estes agrapa acordo com GCM. Como descrito
anteriormente, 65 isolados representantes dasvp@ssiombinacdes GCM-localidade com
sequéncias de nucleotideos idénticas foram sebmbien para subsequente andlise para
identificar as posi¢cdes de nucleotideos diferemcegldos GCMs (Figura 2). Sendo assim, 0s
GCMs I, VIII, XIIl e XIV demonstraram compartilhaa mesma sequencia para RPB2,
enquanto que os demais (GMCs i, Ill, IV, V, VI VIX, X, XI, X, XV, XVI e XVII)
apresentam sequéncias Unicas que permitiu diféréogientre si (Figura 2). A variabilidade
encontrada entre as sequencias de RPB2 para os GftMegvido a diferencas em 46
posicdes de nucleotideos. Para estas sequencaas @intidos valores de similaridade entre
99,5-100 %dados nao apresentados).

A andlise da distancia entre as sequencias deoEkgrupou os GCMs em 16 grupos
principais (Figura 3). Destes, os GCMs X e XVIl,eqoompreendem isolados das quatro
localidades amostradas (Tabela 3), foram agrupadaduster A (Figura 3). Os GCMs IX e
XVI, compostos por isolados de dois municipios dpe&te de Pernambuco, S&o Jodo (GCM
XVI) e Lajedo (GCM IX) foram agrupados no cluste@! % de suporte bootstrap) (Figura
3). Os grupos C, F, G, H, I, J, M e O foram formagor apenas um GCM, sendo quatro
destes (llI, I, 1l e VIII) formados por isoladosmpartilhados em pelo menos duas areas de
coleta. Com excecédo dos GCMs XVII e IX, todos omais GCMs que formaram grupos
com um unico isolado (XI, XV, XII, VI e Xlll), agparam-se em clusters separados.

A analise da distancia das sequencias de RPB2 agiiopos os GCMs em dez grupos
principais (Figura 4). Os GCMs X e IX se agruparanctluster A (64% suporte de bootstrap)
(Figura 4). Essas GCMs abrigam 14 isolados e detmawasy uma ampla distribuicdo
geografica, com isolados das quatro localidadessaadas neste estudo. Os clusters B, D e
E, formados respectivamente pelos GCMs IV, V e VWdkam compostos por isolados
coletados apenas no municipio de Séao Jodo. Enqismatoo cluster C, igualmente formado
por apenas um GCM agrupou isolados de duas lodalddistintas (Sdo Jodo e Garanhuns).
O GCM I, presente em todas as areas amostradagneste de Pernambuco, foi agrupado
no cluster G, juntamente com os GCMs VI, VI, X8I XIV. Curiosamente, os GCMs I,

VIII, X1l e XIV compartilham a mesma sequénciaREB2 (Figura 4).
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A andlise adicional das sequencias de EEIRPB2 concatenadas permitiu 0 agrupamento
dos 17 GCMs de. rolfsiiem 17 clusters distintos (Figura 5). Assim, os GGje néao
puderam ser agrupados separadamente, a partiraiseade uma Unica sequéncia génica
(GCMs X, XVII, IX e XVI para o gene EF&-e GCMs X, IX, XVII, XVI, l, II, VI, VI,

Xl e XIV para o gene RPB2) passaram a ser difgiggtos (Figira 5). Uma diferenca de
nucleotideos na posicao 193 (para o gene RPB2jon&aficiente para separar os GCMs em
clusters distintos, conforme observado nos GCMs ¥ que foram agrupados no cluster A e
GCMs Ill e XVII, agrupados no cluster C. Foi neétsuma diferenca em pelo menos dois
nucleotideos na sequencia do gene kfkra que os GCMs se agrupassem separadamente.
Contudo, os GCMs que formaram os clusters A e Bsapde apresentarem variacbes em
duas posicdes das sequéncias (sitios 388 e 506Apa2@8 e 510 para B), ndo foram
separados em grupos diferentes. Um total de 11 GEMis III, VI, VIII, IX, X, XI, X,

XIV e XVII) ndo mostraram ambiguidades nas sequendo gene RPB2 e destes, apenas 0s
GCMs |, llI, IX e XVII ndo mostraram ambiguidadearp o gene EF&- Nos demais GCMs,

observou-se de 1-6 ambiguidades no gened&€&1-a 35 ambiguidades no gene RPB2.

DISCUSSAO

A identificacdo dos GCMs em populacdes Slerolfsii tem sido abordada ao longo do
tempo por diversos autores desde que Punja e G(§88) descreveram pela primeira vez a
ocorréncia de GCMs neste patdgeno. Esta metododaggada para caracterizar a estrutura de
populacdes de campo deste importante fitopatdgabdamte do solo. Neste contexto, este
estudo, utilizou uma abordagem molecular, que induanalise das sequéncias parciais dos
genes EFX: e RPB2.

Com base nos dados obtidos, estimou-se um altodgraariabilidade entre os GCMs, sem
haver, no entanto, correlagdo clara entre as se@séparciais dos genes E&l RPB2 e a
localidade de origem dos isolados. Todos os isslagertencentes ao mesmo GCM
mostraram padrdes idénticos. Estes resultados elstdacordo com aqueles obtidos por
Remesalet al (2013) que mostraram que os isolados dentro deG@N apresentavam
sequéncias idénticas dos genes EF4-RPB2, concluindo que os isolados apresentavam
basicamente um padréo clonal nas areas de origem.

Embora, a analise das sequencias dexllab tenha separado os 17 GCMs avaliados neste

estudo, pode-se inferir sobre as posicoes detenteimigpara o agrupamento de GCMs num
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mesmo cluster. Vale ressaltar, que essas mudaorgas flevidas a transicées de nucleotideos
de natureza ambigua segundo a cromatografia (FigyraTal ambiguidade ocorre
provavelmente devido a presenca de mais de ummaéniecada célula fungica. Essa hipdtese
foi avaliada por Okabet al (2001) que, analisando a identidade celular dgallisporos de

S. rolfsii ndo puderam quantificar com precisdo o numeral ¢ nucleos em células
fungicas, embora previamente tenha confirmadawemd multinucleada das mesmas (Punja
e Grogan, 1983) .

Neste sentido, n&do foi possivel garantir nestedeste cada sequéncia parcial dos genes
EF1la e RPB2 corresponderiam a um ou a diferentes rgichepresenca de multiplas cépias
génicas nao idénticas tem sido relatada para ofitng®s monocariéticos (Ko e Jung, 2002;
Rooney e Ward, 2005). Recentemente, dteal (2012) constataram polimorfismos em
diferentes copias de sequencias génicas em isots8s rolfsii do Vietnd. Levando-se em
consideracdo que o DNA gendmico analisado nestel@sbi obtido a partir de um Unico
esclerdcio des. rolfsii (perfil heterocariético), sdo necessarios estudwsplementares para
desvendar as causas da ambiguidade encontradequesias dos genes E&® RPB2 para
0s GCMs, pois até a presente data, faltam inforesngé literatura sobre esse tema.

Os genes EF&-e RPB2 sdo apontados como marcadores moleculdesgiados para
inferir a filogenia intraespecifica para o filo Bismycota (Baldauf, 1999; Matheny, 2006;
Mathenyet al, 2007; Bindeet al, 2010; Rodriguez-Estraad al, 2010). Contudo, o estudo
da variabilidade intraespecifica em populacdeS.delfssiutilizando sequéncias de ambos os
genes associados é recente (Remeisal, 2013). O estudo das sequéncias combinadas de
EFla e RPB2 se mostrou promissor em estimar a vadiaoié genética dentro dos GCMs
formados em populacdé&s rolfsii por meio da deteccdo de polimorfismos de nudeot
especificos que permitiram a identificagcdo dos G@®$frma inequivoca.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraramr hama relacdo direta entre as
sequencias de nucleotideo das regiées amplificdakgenes EFd-e RPB2 de cada isolado
de S. rolfsiicom seu GCM correspondente, com todos 0s isolaglagpados em um mesmo
GCM apresentando sequencias idénticas de nuclestide

Com base nas posicoes de nucleotideos variavessgaéncias do gene EkXoram mais
divergentes do que as do gene RPB2. Dessa formago$317 GCMs puderam ser
caracterizados com base na sequencia parcial @ rég gene EFRd, enquanto que apenas 7
dos 17 GCMs foram diferenciados com base na regifgene RPB2 (Figura 4 ). Estes

resultados divergem de outros estudos que coneiuje a regides do RPB2 é fortemente
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conservada entre os eucariontes (Demetoal, 1998; Liuet al, 1999; Mathent al, 2007),
mas sdo mais variaveis do que o kEfFdm fungos.

Quando combinadas as sequencias de EE1RPB2, todos os 17 GCMs & rolfsii
incluidos neste estudo puderam ser diferenciadosgs@lquer ambiguidade (Figura 5). Estes
marcadores, apesar de reverem uma relacdo diretaosoGCMs, ndo foram Uteis para
estabelecer relacdo com a origem geografica ddadze A analise das sequéncias dos
isolados representativos dos GCMs mostrou quetabdigédo e disseminacdo dos GCMs de
S. rolfsii poderiam ser facilmente monitoradas pelos maresdoroleculares utilizados no
presente estudo.

Esta ferramenta de diagndstico para GCMsSemolfsiié de grande importancia e pode ser
associada a outras técnicas que permitam o condetmnida epidemiologia e manejo de
doencas causadas por outros patdgenos fungicosa Besa, Remesait al (2013) usaram
dados de patogenicidade a diferentes hospedeisagiados as analises moleculares das
sequencias de EFde RPB2 para identificar subgrupos genéticos enulpgpes de. rolfsii
obtidas em diferentes localidade de clima medmércd A concepcao de subgrupos em
populacdes fangicas foi correlacionada com a paiogkade e viruléncia e permitiu a
elucidacdo da forma de disseminacdo desses pasgenadiferentes regides geograficas
(Kuninagaet al, 1997; Collado-Romeret al, 2006; Davakt al, 2010; Jiménez-Diagt al,
2011).

A analise de distancia entre isolados Slerolfsii efetuada neste estudo, com base em
sequéncias de nucleotideos das regides espedifisagenes EFd-e RPB2 agrupou-os de
acordo com o0 GCM, sem haver correlagdo com a orgggrafica dos isolados. Os GCMs I
e X foram os mais prevalentes no Agreste de Pemaemnbé pela anédlise das sequéncias de
RPB2 nao foi possivel separa-los em grupos distintesmo havendo eventos de transicéo
de nucleotideos (posicao 50 para o grupo G e 1@Bgpgrupo A) das mesmas.

A aplicabilidade e confiabilidade do uso combinatis sequencias dos genes lF&-
RPB2 como ferramenta molecular para atribuir isméaal um determinado GCM e#a rolfsii
foi utilizada em estudos anteriores e demonstraciéetia na deteccdo de GCMs pré-
existentes e identificacdo de novos GCMs em isaglantidos de cultivos de beterraba-
acucareira (Remesat al, 2013).

Neste estudo, foi estabelecido um conjunto de deslatestadores (Tabela 1) para a
identificacdo de GCMs en$. rolfsii. A partir destes testadores, uma sequéncia génica
especifica para EFd-e RPB2 sera atribuida a um dos 17 GCMs definileta colecdo de
isolados testadores poderé contribuir em outraglestcomo uma ferramenta de diagnostico
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de GCMs em areas de cultivo no Agreste de Pernammbuegides vizinhas. Os dados obtidos
a partir da analise das sequéncias combinadas fler EFRPB2 mostram que de forma
pratica e precisa pode-se aliar o uso de ferrarmentdeculares ao estudo dos componentes
epidemiolégicos da murcha-de-esclerécio, visandoitokar a disseminagcao espaco-temporal

de isolados d&. rolfsii
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Tabela 1.0rigem geogréfica, grupos de compatibilidade mat€lsCM), codigo do isolado

e numero de acesso no GenBank para sequenciasipaas genes fator de elongacéo (EF1-
a) € segunda maior subunidade da RNA polomera$tPIBR) de isolados representativos dos
GCMs detectados no Agreste Meridional de Pernambuco

Localidade GCM Isolados representativos
Cdédigo EFle RPB2
Garanhuns X CMM 3085 KF850528 KF850593
I CMM 3089 KF850559 KF850623
Il CMM 3097 KF850571 KF850635
VI CMM 3088 KF850591 KF850655
Lajedo X CMM 3630 KF850529 KF850594
X CMM 3050 KF850533 KF850598
X CMM 1664 KF850535 KF850600
X CMM 1657 KF850536 KF850601
X CMM 1649 KF850537 KF850602
IX CMM 3049 KF850541 KF850606
XVII CMM 3633 KF850544 KF850609
1 CMM 3307 KF850547 KF850612
I CMM 1639 KF850562 KF850626
Il CMM 3092 KF850570 KF850634
I CMM 3626 KF850573 KF850637
Il CMM 3635 KF850574 KF850638
VI CMM 3091 KF850592 KF850656
Sao Jodo X CMM 3082 KF850530 KF850595
X CMM 3081 KF850531 KF850596
X CMM 3078 KF850532 KF850597
X CMM 1341 KF850540 KF850605
XVI CMM 3065 KF850542 KF850607
XVI CMM 3309 KF850543 KF850608
1 CMM 3032 KF850545 KF850610
1] CMM 3083 KF850546 KF850611
v CMM 1604 KF850548 KF850613
v CMM 1605 KF850549 KF850614
v CMM 3033 KF850550 KF850615
v CMM 3036 KF850551 KF850616
XV CMM 3096 KF850552 KF850617
Xl CMM 3063 KF850553 KF850618
Xl CMM 3064 KF850554 KF850619
| CMM 3023 KF850555 KF850601
I CMM 3029 KF850556 KF850620
I CMM 3030 KF850557 KF850621
I CMM 3035 KF850558 KF850622
I

CMM 3094

KF850560

KF850624



Jupi

Il
Il
Il
Il
Il
Il
Il
Il
Vi
Vi
Vi
Vi
Vi

XV
XV
Xl
Vi
VIii
VIii
VIii
VIii

CMM 3024
CMM 3025
CMM 3026
CMM 3027
CMM 3028
CMM 3068
CMM 3084
CMM 3306
CMM 3047
CMM 3048
CMM 3046
CMM 3045
CMM 3041
CMM 3034
CMM 3040
CMM 3079
CMM 3071
CMM3074
CMM3069
CMM 3039
CMM 3080
CMM 3056
CMM 3061
CMM 3043

CMM 1722
CMM 1613
CMM 1606
CMM 1623

KF850563
KF850564
KF850565
KF850566
KF850567
KF850568
KF850569
KF850572
KF850575
KF850576
KF850577
KF850578
KF850579
KF850580
KF850581
KF850582
KF850583
KF850584
KF850585
KF850586
KF850587
KF850588
KF850589
KF850590

KF850534
KF850538
KF850539
KF850561

86

KF850627
KF850628
KF850629
KF850630
KF850631
KF850632
KF850633
KF850636
KF850639
KF850640
KF850641
KF850642
KF850643
KF850644
KF850645
KF850646
KF850647
KF850648
KF850649
KF850650
KF850651
KF850652
KF850653
KF850654

KF850599
KF850603
KF850604
KF850625
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Sitios variaveis de nucleotideos
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Fig. 1. Sitios de variacdo de nucleotideos identificados

(GCMs) de isolados declerotium rolfsiicoletados no Agreste Meridional de Pernambuco.
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Sitios variaveis de nucleotideos
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CODIGO LOCALIDADE

CLUSTER GCM  1on1ano  UNICIPIO)

x CMM 3630 Lajedo
xvii CMM 3633 Lajedo
x CMM 3085 Garanhuns
x CMM 3082 S&o Jodo
x CMM 3081 S&o Jodo
x CMM 3078 S&o Jodo
A x CMM 3050 Lajedo
: x CMM 1722 Tupi
x CMM 1664 Lajedo
x CMM 1657 Lajedo
a5 x CMM 1649 Lajedo
o x CMM 1613 Tupi
x CMM 1606 Tupi
x CMM 1341 S0 Jofio
ix CMM 3049 Lajedo
Ll B xvi CMM 3065 S0 Jofio
xvi CMM 3309 S0 Jofio
C = CMM 3063 S&o Jodio
D xv CMM 3096 S&o Jodo
Fite CMM 3083 Sio Jodio
o] —= 1 E i CMM 3307 Lajedo
. iii CMM 3032 S#o Jodo
A iv CMM 1604 Sdo Jodo
! i v CMM 1605  Sdo Jodo
u| iv CMM 3033 Sio Jodo
iv CMM 3036 Sio Jodo
i CMM 3023 S&o Jofio
i CMM 3029 S&o Jodo
- i CMM 3030 S&o Jodo
3 i CMM 3035 S0 Jodo
M i CMM 3089 Garanhuns
i CMM 3004 Sio Jodo
i CMM 1623 Tupi
ii CMM 1639 Lajedo
i CMM 3024 Sio Jodo
i CMM 3025 Sio Jodo
ii CMM 3026 Sio Jodio
ii CMM 3027 Sio Jodio
U “ i CMM 3028 Sdo Jodo
e it CMM 3068 S&o Jodo
i CMM 3084 S&o Jode
i CMM 3092 Lajedo
i CMM 3097  Garanhuns
5 i CMM 3306 S&o Jodo
1 CMM 3626 Lajedo
i CMM 3635 Lajedo
1 xii CMM 3064 S&o Jodo
| ¥ CMM 3040 S&o Jodo
| J v CMM 3079 Sio Jodo
v CMM 3034 Sio Jodo
Gl = vii CMM 3041 Sio Jodio
vii CMM 3045 Sio Jodio
= K i CMM 3046 Sio Jodio
i CMM 3047 Sio Jodo
i CMM 3048 S&o Jodo
L W CMM 3039 So Jodio
viil CMM 3043 S&o Jodo
= vid CMM 3056 S0 Jodo
5 vidd CMM 3061 Sio Jodio
- - Vil CMM 3080 Sio Jodio
viii CMM 3088 Garanhuns
viid. CMM 3091 Lajedo
xiii CMM3069 S&o Jofio
1 ® xiv CMM 3071 S0 Jofio
o xiv CMM3074 S0 Jodio

————y
0.002

Fig. 3. Filograma inferido pelo método neighbor-joiningrgp@a sequencia parcial do
gene fator de elongacao (EfHe isolados d&clerotium rolfsij incluindo os grupos de
compatibilidade micelial (GCMs), cédigo do isoladoa localidade (municipio) de
origem.Valores de Bootstrap >50% para 1,000 rephea foram implementados no

programa Mega 5.2.
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CODIGO LOCALIDADE

CLUSTER GCM  [cn1anog  (MUNICIPIO)

x CMM 3085 Garanhuns
x CMM 3630 Lajedo
x CMM 3082 Sdo Jodo
x CMM 3081 Sdo Jodo
x CMM 3078 Sdo Jodo
X CMM 3050 Lajedo
- A ix CMM 3049 Lajedo
. x CMM 1722 Tupi
x CMM 1664 Lajedo
x CMM 1657 Lajedo
x CMDM 1649 Lajedo
18 x CMM 1613 Tupi
x CMM 1606 Tupi
x CMM 1341 Sdo Jodo
i iv CMM 1604 S3o Jodo
- iv CMM 1605 Sdo Jodo
= i CMM 3033 S3o Jodo
iv CMM 3036 S3o Jodo
) xvii CMM 3633 Lajedo
B xvi CMM 3309 Sdo Jodo
- i CMM 3307 Lajedo
i CMM 3083 Sdo Jodo
2 xwi CMM 3065 Sdo Jodo
it CMM 3032 Sdo Jodo
v CMM 3034 Sio Jodo
3 D v CMM 3040 Sio Jodo
o v CMM 3079 S&o Jodo
wii CMM 3041 S3o Jodo
wid CMM 3045 Ssio Jodo
E wii CMM 3046 Sdo Jodo
= wii CMM 3047 Sdio Jodo
wii CMM 3048 S3o Jodo
i CMM 3089 Garanhuns
i CMM 3094 S3o Jodo
06| - i CMM 3035 Sio Jodo
— i CMM 3030 S3o Jodo
i CMM 3029 Sdo Jodo
i CMM 3023 Siio Jodo
i CMM 3626 Lajedo
i CMM 3635 Lajedo
ii CMM 3306 S3o Jodo
i CMM 3097 Garanhuns
_ i CMM 3002 Lajedo
4 il CMM 3091 Lajedo
i CMM 1623 Fupi
i CMM 1639 Lajedo
ii CMM 3024 Sio Jodo
i CMM 3025 Sio Jodo
i CMM 3026 Sdo Jodo
- i CMM 3027 Sdio Jodo
55 i CMM 3028 Sdio Jodo
Wi CMM 3039 Sdo Jodo
v CMM 3043 S3o Jodo
i CMM 3056 S3o Jodo
i CMM 3061 Sio Jodo
i CMM 3068 Sio Jodo
il CMM3069 S3o Jodo
xiv CMM 3071 S3o Jodo
xiv CMM3074 S3o Jodo
i CMM 3080 S3o Jodo
ii CMM 3084 Sdo Jodo
il CMM 3088 Garanhuns
I H xv CMM 3096 Sdo Jodo
%= I = CMM 3063 Sdo Jodo
) = h =i CMM 3064 Sio Jodo

Fig. 4. Filograma inferido pelo método neighbor-joiningrgp@a sequencia parcial do
gene da segunda maior subunidade da RNA polimdtad@PB2) de isolados de
Sclerotium rolfsij incluindo os grupos de compatibilidade micel@CMs), cédigo do
isolado e a localidade (municipio) de origem. Vedode Bootstrap >50% para 1,000

replicacées foram implementados no programa Megja 5.
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CODIGOD LOCALIDADE

CLUSTER GCM  ron1ap0  (MUNICIPIO)

-4 CMM 3085 Garanhuns
X CMM 3630 Lajedo
: 1 CMM 3082 Sdo Jodo
X CMM 3081 Sdo Jodo
X CMM 3078 Sdo Jodo
= CMM 3050 Lajedo
A x CMM 1722 Jupi
x CMM 1664 Lajedo
x CMM 1657 Lajedo
x CMM 1649 Lajedo
X CMM 1613 Jupi
x CMM 1606 Jupi
X CMM 1341 S3o Jodo
B ix CMM 3049 Lajedo
c xvi CMM 3065 S3o Jodo
xvi CMM 3302 Sdo Jodo
D =vit CMM 3633 Lajedo
11 CMM 3032 S3o Jodo
E ifi CMM 3083 Sdo Jodo
1fi CMM 3307 Lajedo
i CMM 1604 S3o Jodo
F W CMM 1605 S3o Jodo
iw CMM 3033 S3o Jodo
i CMM 3036 S3o Jodo
G xv CMM 3096 S3o Jodo
26 H x CMM 3063 Sdo Jodo
I =i CMM 3064 S3o Jodo
i CMM 3023 Sdo Jodo
1 CMM 3029 Sdo Jodo
I i CMM 3030 Sdo Jodo
- 1 CMM 3035 Sdo Jodo
4 CMM 3089 Garanhuns
n 1 CMM 3094 Sio Jodo
i CMM 1623 Jupi
et CMM 1639 Lajedo
il CMM 3024 Sdo Jodo
i CMM 3025 Sio Jodo
i CMM 3026 Sdo Jode
it CMM 3027 Sdo Jodo
K it CMM 3028 Sao Jode
&7 i CMM 3068 Sdo Jodo
et CMM 3084 Sdo Jodo
il CMM 3092 Lajedo
i CMM 3097 Garanhuns
i CMM 3306 Sdo Jode
el CMM 3626 Lajedo
11 CMM 3635 Lajedo
Vil CMM 3047 Sao Jode
Vil CMM 3048 Sdo Jodo
L Vil CMM 3046 Sdo Jodo
Vit CMM 3045 Sao Jodo
il CMM 3041 Sao Jode
v CMM 3034 Sdo Jode
M v CMM 3040 Sdo Jodo
¥ CMM 3079 S3o Jodo
N xiv CMM 3071 Sao Jodo
xiv CMM3074 S3o Jodo
0 xiif CMM3062 S3o Jodo
P: i CMM 3039 Sdo Jodo
Vil CMM 3080 S3o Jodo
Vil CMM 3056 Sdo Jodo
Q Vi CMM 3061 S3o Jodo
5= viii CMM 3043 S3o Jodo
Vi CMM 3088 Garanhuns
viid CMM 3091 Lajedo

Fig. 5. Filograma inferido pelo método neighbor-joiningrapasequencias parciais
concatenadas de regides dos genes fator de eland&fdln) e segunda maior
subunidade da RNA polimerase |l (RPB2) de isolad®Sclerotium rolfsij incluindo

0s grupos de compatibilidade micelial (GCMs), cédido isolado e a localidade
(municipio) de origem. Valores de Bootstrap >50%ap&,000 replicacdes foram

implementados no programa Mega 5.2.
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CONCLUSOES GERAIS

. Existe uma grande diversidade genética nas popesagésclerotiumrolfsii nas areas
cultivadas com feijao-caupi e feijdo-comum na regidgreste do estado de

Pernambuco;

. Existe diferenca entre as areas cultivadas quadiveésidade genética nas populacdes
deS rolfsii;

. Algumas populacdes d& rolfsii foram extensivamente disseminadas entre as areas

cultivadas, provavelmente por praticas culturais;

. Os isolados d&. rolfsii pertencentes aos diferentes grupos de compasiddidhicelial
(GCMs) diferiram na viruléncia a feijao-caupi, &mjcomum, algodao, gergelim,

girassol e soja.

. A cultura do algoddo demonstrou potencial parautkzada na rotacdo com feijao-

caupi ou feijdo-comum;

. O manejo da doenca com base unicamente na rota;@oliras parece inviavel
devido a susceptibilidade de uma ampla gama deebdesps aos grupos de

compatibilidade micelial (GCMs) identificados naisas amostradas;

. As sequencias dos genes EFle RPB2 combinadas diferenciam GCMs em

populacdes d8. rolfsii em feijao-caupi e feijao-comum.



