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RESUMO: A antracnose é uma doenca causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum podendo afetar todas
as partes aéreas do feijoeiro. Esse patdgeno apresenta variagdo em sua viruléncia, 0 que torna necessarios
estudos constantes sobre sua variabilidade, pois assim é possivel se atualizar das racas e desenvolver cultivares
resistentes. O objetivo deste trabalho foi identificar as racas de C. lindemuthianum no Parand e atualizar o
conhecimento sobre a variabilidade da antracnose. Foram feitos isolamentos e repicagens de plantas de diferentes
regides do Estado e posteriormente obtida a monosporica de cada isolado. Para caracterizagdo das racas foi
usado o grupo de 12 variedades diferenciadoras e o sistema binario. As monospdricas foram pulverizadas em
concentracao de 1,2x10° conidios/mL nas diferenciadoras que em seguida foram colocadas em sala climatizada.
A avaliacao foi feita no sétimo dia e a suscetibilidade das variedades permitiu a identificacéo de 10 racas, sendo
elas: 65, 73, 75, 83, 85, 89, 95, 457, 475 e 1.609, sendo o primeiro relato da raca 1.609 no Estado do Parana. A
ocorréncia dessa raca tem importancia para o melhoramento genético do feijoeiro, uma vez que ela infecta as
variedades diferenciadoras TU e AB 136 que eram resistentes a todas as ragas descritas no Estado.
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CHARACTERIZATION OF COLLETOTRICHUM LINDEMUTHIANUM STRAINS
IN THE STATE OF PARANA, BRAZIL

ABSTRACT: Anthracnose is a plant disease caused by fungus Colletotrichum lindemuthianum and may attack
the aerial parts of the bean plant. The pathogen may vary in virulence and continuous studies are relevant on its
variability so that strains may be detected and resistant cultivars may be developed. Current analysis identifies
the C. lindemuthianum strains in the state of Parana, Brazil, and updates knowledge on its variability. Isolations
of plants from different regions of the state and the monospore of each isolate were obtained. A group of twelve
differentiating varieties and the binary system was used for strain characterization. Monospores were ground in
concentrations of 1.2x10° conidia/mL in the differentiating varieties, which were then placed in a acclimatized
room. Assessment occurred on the seventh day and the susceptibility of the varieties provided the identification
of ten strains, namely, 65, 73, 75, 83, 85, 89, 95, 457, 475 and 1.609. This is the first report of strain 1.609 in the
state of Parana, Brazil. Its occurrence is important for the genetic improvement of the bean plant, since it infects
the differentiating varieties TU and AB 136 which had been resistant to all strains in the state.
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INTRODUGAO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotri—
chum lindemuthianum, é considerada uma das doen—
¢as mais graves para a cultura do feijoeiro (BIANCHINI
et al., 1997). E um parasita cosmopolita e no Brasil
sua ocorréncia é mais acentuada na regido Sul de—
vido as condicdes climaticas serem mais favoraveis,
uma vez que a doenca se desenvolve melhor em clima
frio e umido. O patogeno pode ser disseminado por
sementes infectadas ou ainda sobreviver de uma es—
tagdo para outra em restos culturais por até 22 meses
(BALARDIN; GOULART, 2010). Em condicoes que fa—
vorecem sua disseminacao a planta pode apresentar
sintomas em toda a parte aérea, isto €, folhas, vagens
e hastes.

C. lindemuthianum apresenta variagdo em
sua viruléncia e essa variabilidade foi pela primeira
vez identificada por Barrus (1911), que apresentou
uma proposta de designacdo de ragas fisiologicas
para C. lindemuthianum (BARRUS, 1918). No Brasil 0s
primeiros estudos para identificar racas do patogeno
foram realizados por Kimati (1966). Durante décadas
nao houve um padrdo universal de variedades
diferenciadoras para estudo da variabilidade
patogénica deste fungo. Isso causou dificuldades, pois
as variedades utilizadas eram oriundas apenas da
regido de origem dos autores, fazendo que ocorresse
uma supra estimativa da variabilidade do patdgeno
(BALARDIN; GOULART, 2010).

Pastor—Corrales et al. (1988) sugeriram um
sistema padrdo para identificar as racas, com uso de
nomenclatura binaria e as mesmas 12 variedades com
diferentes genes de resisténcia, oriundas de diversas
regibes do mundo. Esse sistema facilitou os estudos
e a identificac@o de ragas no mundo. Rava, Purchio e
Sartorato (1994) utilizaram 118 isolados de diferentes
estados do Brasil e identificaram 25 racas. Esses
autores constataram as racgas 55, 64, 65, 81, 89, 95,
102 e 453 no Estado do Parana, a partir de 14 isolados
testados. Desde entao varios artigos foram publicados
visando o estudo da variabilidade patogénica de C.
lindemuthianum em diferentes estados brasileiros.
Balardin (1997) constatou a ocorréncia de sete
racas no Rio Grande do Sul; Carbonell et al. (1999)

detectaram nove ragas no Estado de Sao Paulo; e
Talamine et al. (2004) relataram onze ragas a partir
de 43 isolados de Minas Gerais, Goias, Parana e Sao
Paulo. Silva, Souza e Ishikawa (2007) realizaram
estudos no Estado de Minas Gerais com 48 isolados
e constataram 10 racas diferentes do patogeno.
Carneiro (1999) estudou a variabilidade patogénica de
70 isolados oriundos das principais regioes produtoras
de feijao do Parand. A autora detectou 13 ragas no
Estado, sendo que as de maior ocorréncia foram as
racas 81, 65 e 73. Thomazella et al. (2002) fizeram um
levantamento nas regides Sul, Sudoeste e Noroeste do
Parana e constataram as racas 7, 31, 65, 69, 73, 81,
87, 89 e 95, sendo que a 89 foi a mais disseminada.
0 estudo de 61 isolados realizado no oeste do Parana
por Bonett, Schewe e Silva (2008) identificou seis
racas do patogeno, e as racas 52 e 65 foram aquelas
de maior ocorréncia.

0 desenvolvimento de cultivares resistentes
¢ a forma de controle da doenca que apresenta
mais vantagens em relacdo aos outros métodos,
pois ndo agride o meio ambiente sendo facil de ser
aplicada pelo agricultor (BIANCHINI; CARNEIRO; LEITE
JUNIOR, 2000). Para o desenvolvimento de variedades
resistentes é necessario o estudo da variabilidade
patogénica do agente causal da doenca. Desse modo
é importante um levantamento periodico de racas
de C. lindemuthianum para orientar o programa de
melhoramento de cultivares de feijoeiro.

O objetivo deste trabalho foi realizar a
identificagdo de ragas de C. lindemuthianum no Parana
para atualizar o conhecimento sobre a variabilidade
patogénica do agente causal da antracnose no Estado.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAL E METODOS
2.1.1 Isolamento
Para cada amostra que chegou ao laboratdrio,
realizou—se o procedimento de isolamento. Assim que

as amostras chegavam ao laboratorio, com o auxilio de
um bisturi e uma pinca, retirou—se pequenas porgoes
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infectadas das vagens e folhas.

Em camara de fluxo laminar previamente
desinfetada com alcool 70% e luz UV, realizou—se o
seguinte procedimento: com auxilio da pinca foram
colocadas pequenas porcoes dos vegetais em uma
placa de Petri contendo aproximadamente 5 mL de
hipoclorito a 1% durante um minuto, e depois em
outra placa de Petri contendo aproximadamente 5 mL
de agua esterilizada por mais um minuto. Utilizando a
pinga foram colocadas em cada placa de Petri contendo
0 meio PGE cinco pequenas porgoes infectadas: duas
em cima, duas em baixo € uma no meio, com uma
distancia de aproximadamente 3 cm de cada. Ap6s
esse processo, as placas foram armazenadas em
B.0.Da 21 °C.

2.1.2 Preparo de Meio de Cultura

Para esse trabalho foram usados dois tipos
de meio: 0 PGA, que é composto principalmente por
peptona, glucose e agar; e o AA, que é constituido
apenas de agua e agar.

PGA — (Peptona, glucose e agar)

Para um litro de meio, é necessario 2,89 de
glucose, 1,23g de sulfato de magnésio heptahidratado,
2,729 de fosfato de potassio, 2,0g de peptona, 20,09
de agar e 1000 mL de agua destilada.

Esse meio é usado para isolamento, repicagem,
crescimento de monosporicas e armazenamento
dos isolados de Colletotrichum lindemuthianum. No
caso dos isolamentos, repicagens para inoculagao
e crescimento das monospdricas, 0 meio foi vertido
em placas de Petri dentro de camara de fluxo.
Quando o intuito era armazenamento do isolado ou da
monosporica, 0 meio foi vertido em tubos de ensaio.

AA — (Agua e 4gar)

Para um litro de meio é necessario 1000 mL
de agua destilada e 16g de agar. Esse meio € usado
apenas para a realizacdo da cultura monosporica de
cada isolado.

2.1.3 Repicagem

0 processo de repicagem é necessario para a
manutencéo das colonias, para preparo de indculo e

para a realizacéo de culturas monosporicas. Para esse
processo também foi usada a camara de fluxo laminar
previamente esterilizada com alcool 70% e luz UV.

Com o auxilio de pinga, bisturi e alca de
platina, foi retirado um pequeno pedago do meio de
cultura das placas contendo o fungo antes isolado.
Essa parcela foi colocada em outra placa de Petri ou
tubo de ensaio, sendo assim, foi realizada a repicagem
de cada isolado.

E para cada isolado foram realizadas trés
repicagens em tubo de ensaio contendo o meio PGE
para armazenamento. Foi necessario também repicar
de quinze a vinte placas para realizar a inoculagcao
nas plantas sadias e mais duas placas para realizar a
cultura monosporica.

Apds a repicagem as placas sempre foram
armazenadas em incubadora do tipo B.0.D. com
temperatura constante de 21 °C = 0,5 °C no escuro.
Ja os isolados repicados em tubo de ensaio, apos o
crescimento eram armazenados em geladeira com
temperatura entre 05 °C e 10 °C, e assim sendo
conservado por mais tempo.

2.1.4 Plantio

0 grupo de 12 variedades diferenciadoras e
0 sistema bindrio de caracterizacéo de ragas foram
utilizados (PASTOR—-CORRALES, 1988), onde cada
variedade recebe um nudmero a saber: Michelite =
1; Michigan Dark Red Kidney = 2; Perry Marrow =
4; Cornell 49-242 = 8; Widusa = 16; Kaboon = 32;
México 222 = 64; Pl 207262 = 128; TO = 256; TU =
512; AB136 = 1024; e G 2333 = 2048. O plantio foi
realizado em caixas plasticas com a medidade 51,5¢cm
de comprimento, 27 cm de largurae 10 cm de altura. 0
substrato foi terra de barranco, adubo quimico e adubo
organico coberto com 3 cm de areia autoclavada,
preenchendo 2/3 da capacidade. Cada caixa foi
semeada com 7 linhas paralelas e 12 sementes em
cada linha da mesma variedade diferenciadora, para
garantir um minimo de 10 plantulas germinadas. Cada
linha recebeu uma diferenciadora diferente, sendo a
linha central semeada com a cultivar Carioca, usada
como testemunha. Assim, as doze diferenciadoras
foram distribuidas em duas caixas, caracterizando a
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avaliacdo para cada isolado.
2.1.5 Preparo do Inéculo e Inoculagao

0 indculo foi preparado com auxilio de
microscopio Optico, com contagem na camara de
Neubauer e calibragem de 1,2x10° conidios/mL. As
plantulas, com 2/3 das folhas primarias expandidas,
foram pulverizadas até o ponto de escorrimento. As
caixas foram cobertas com capa plastica e mantidas
em sala climatizada, a 21 °C e umidade relativa em
torno de 90%.

2.1.6 Avaliagoes

As avaliacOes de severidade foram realizadas
no 7° dia apos a inoculagdo e utilizou-se a escala

adaptada de Rava et al. (1993), isto é, plantas com
notas de 1 a 3 foram caracterizadas como resistentes;
plantas com lesdes necroticas deprimidas no
hipocatilo e sintomas nas folhas tiveram notas de 4 a
9, caracterizadas como suscetiveis.

Os experimentos foram conduzidos em casa
de vegetagéo e no laboratdrio de Micologia da Area de
Protecdo de Plantas do Instituto Agrondmico do Parana
—|APAR, em Londrina (PR).

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A reacéo de resisténcia ou suscetibilidade das
variedades diferenciadoras permitiu a identificacao de
10 racas, sendo elas: 65, 73, 75, 83, 85, 89, 95, 457,
475 e 1.609 (Tabela 1).

Tabela 1. Racas de Colletotrichum lindemuthianum identificadas no estado do Parana

Variedades diferenciadoras ?

Isolado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Raca
1 + + + - + - - - - - 95
2 + - - + + - + - - - - - 89
3 + + = + = - + - = - = - 75
4 + - = + = - + - = - = - 73
5 + - = + = - + - = - = - 73
6 + + = + + - + + + - = - 475
7 + + — + — — -+ — — - — - 75
8 + + - - + - + - - - - - 83
9 + - - - - - + - - - - - 65
10 + - - + + - + - - - - - 89
1 + - - + - - + - - - - - 73
12 + - - + - - + - - + + - 1.609
13 + - - + - - + - - + + - 1.609
14 + - - + - - + - - - - - 73
15 + - - + - - + - - - - - 73
16 + - + - + - + - - - - - 85
17 + - - - - - + - - - - - 65
18 + - - + - - + - - - - - 73
19 + - - + - - + - - - - - 73
20 + - - + + - + - - - - - 89
21 + - - + - - + + + - - - 457
22 + - - + - - + + + - - - 457
23 + - - + — - + - - + + - 1.609

1=Michelite; 2=Michigan Dark Red Kidney; 3=Perry Marrow; 4=Cornell 49—-242; 5=Widusa; 6=Kaboon; 7=México 222; 8=PI
207262; 9=T0; 10=TU; 11=AB 136; 12=G 2333. + = reacdo de compatibilidade; — = reacéo de incompatibilidade
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A distribuicdo das mesmas nas regioes do
Estado do Parana encontra—se na Figura 1, onde
pode—se observar que a raga 73 teve ocorréncia na
regido central do Estado, e a raca 1.609 foi detectada
nas regioes Nordeste e Centro—Sul.

ESTADO DO PARANA

Nordeste

Centro-Ocidental

Centro-Sul

73809457 475,1609

Argenting

santa Catarina

Base Carpamatica: MCG 2010

Figura 1. Distribuico das racas nas regides do estado
do Parana

Nas ultimas décadas diversos trabalhos
foram publicados com a finalidade de caracterizar a
variabilidade patogénica de C. lindemuthianum. Rava,
Purchio e Sartorato (1994) identificaram oito racas
dentre os isolados do Parana, sendo as racgas 65, 95
e 89 as mais frequentes. Thomazella et al. (2002)
relataram nove ragas do patégeno no Parand e a raca
mais frequente foi a 89, que esteve presente em cinco
das seis regioes estudadas, representando 39% dos
isolados. Alzate—Marin e Sartorato (2004), analisando
artigos publicados de 1994 a 2002 concluiram que no
Brasil existiam, aquela época, 50 racas sendo as mais
frequentes a 65, 73, 81 e 87. Os autores verificaram
que o Estado do Parana apresentou a mais alta
variabilidade patogénica de C. lindemuthianum, com
29 racas relatadas até entdo na literatura. No trabalho
de Bonett, Schewe e Silva (2008) foram identificados
seis racas fisioldgicas a partir de 60 isolados, sendo
as mais frequentes a 52, 65 e 321 representando,
respectivamente, 36%, 18% e 18% dos isolados.

Pelos resultados do presente trabalho conclui—
se que a raca 73 foi a mais frequente, identificada em
30% dos isolados coletados, seguida das ragas 89 e
1.609 com 13% dos isolados cada uma (Figura 2).

75 83 85 89 95 457

65 73 475 1.609

Figura 2. Porcentagem de ocorréncia de cada raga entre os 23
isolados analisados

No estudo realizado por Carneiro (1999) as
duas racas de maior ocorréncia foram a 81 e 65,
com 27% e 23% dos isolados, seguidas da raca
73. E interessante observar que houve aumento da
ocorréncia da raca 73 no Parand, saindo do patamar
de 15% a 16% dos isolados (CARNEIRO, 1999; GONELA
et al., 2008; SANSIGOLO et al., 2008) para os atuais
30% encontrados no presente estudo. Este percentual
é semelhante ao relatado por Abud et al. (2011), que
caracterizaram 284 isolados de C. lindemuthianum
coletados no Parang, e identificaram 43 racas, sendo
26% dos isolados pertencentes a raca 73.

A raca 89 também tem sido relatada
frequentemente como uma raca de alta ocorréncia
no Parand. Neste trabalho ela ocorreu em 13% dos
isolados, mas Sansigolo et al. (2008) relataram 14
racas sendo 73 e 89 as mais frequentes com 15% dos
isolados cada uma. Gonela et al. (2008) identificaram
21 racas sendo a raga 89 a mais frequente com 20%
das amostras, sequida das racas 73 e 81 com 16% e
10%, respectivamente.

Considerando as publicacdes dos Uultimos
anos ja foram relatadas no Parana mais de 43 racas,
0 que comprova a grande diversidade patogénica do
agente causal da antracnose. Recentemente Costa et
al. (2014) relataram que as racas de maior ocorréncia
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nas regioes produtoras de feijao no Brasil sdo os
patotipos 65, 73, 81, 91 e 1.609, mas os autores
ndo explicaram se a raca 1.609 ja foi detectada no
Parana. A ocorréncia da raca 1.609 tem importancia
para 0 melhoramento genético do feijoeiro, uma
vez que ela infecta as variedades diferenciadoras
TU e AB 136 que eram resistentes a todas as racas
descritas no Estado. Considerando os dados deste
trabalho e aqueles da literatura, apenas a variedade
diferenciadora G 2333 permanece resistente a todas
as racas de C. lindemuthianum detectadas no Parana.
Esta situacdo preocupante surgiu nos ultimos anos,
uma vez que em 2008, Gonela et al. (2008) relatavam
que as variedades diferenciadoras TU, AB 136 e G
2333 apresentavam—se como resistentes as racgas
detectadas no Parana e que eram importantes fontes
de resisténcia ao patdogeno. Deste modo, a busca
por fontes de resisténcia a antracnose precisa ser
intensificada e novas variedades diferenciadoras
incluidas no conjunto atual, uma vez que apenas a
variedade G 2333 permanece como resistente a todas
as racas detectadas no Parana.

3 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho
sdo indicativos da evolucéo da populagéo do patdgeno
adaptando—se as cultivares plantadas e mostram a
necessidade de monitoramento periodico das racas de
C. lindemuthianum. Estes resultados também sugerem
a necessidade de intensificar—se a busca por fontes
de resisténcia ao patdgeno.
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