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RESUMO

Estetrabal ho objetivou determinar o grau de relacionamento
entre 18 isolados de Fusarium solani f. sp. phaseoli e F. solani f.
sp. glycines. A maioria destes isolados (14) demonstrou
inespecificidade de hospedeiro sendo patogénicos ao feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) e a soja (Glycine max). Grupos de compa-
tibilidade vegetativa de nit-mutantes destes isolados foram entdo
determinados. Utilizou-se, como indutor de mutagdo, o clorato de
potéssio (KCIO,), sendo estes nit-mutantes justapostos sobre meio
minimo contendo NANO, para verificar a formagédo de
heterocariose. Dos 18 isolados de F. solani, 13 foram reunidos em

um Unico GCV. Neste grupo os isolados nit-mutantes F42, f. sp.
phaseoli e F46, f. sp. glycines, foram compativeis entre si. Trés
i sol ados constituiram em membros Unicos de GCV sdiferentes, sendo
um destes isolados considerado auto-incompativel. Encontrou-se,
portanto, compatibilidade vegetativa entre isolados de F. solani f.
sp. phaseoli e F. solani f. sp. glycines. Esta compatibilidade pode
ser umayj ustificativa para existéncia de i sol ados patogénicos aambas
culturas.

Palavras-chave adicionais: Phaseolus vulgaris, Glycine
max, relacionamento intra-especifico.

ABSTRACT

Nit-Mutant Vegetative Compatibility of Fusarium solani
Pathogenic and non Pathogenic to Dry-Bean and Soybean

The purpose of this study was to determine the relatedness
18 isolates of Fusarium solani f. sp. phaseoli and F. solani f. sp.
glycines. The majority of these isolates have shown host un-
especificity and were pathogenic to dry-bean (Phaseolus vulgaris)
and soybean (Glycine max). The vegetative compatibility groups
(VCQ) of these isolates were determined. The nit-mutants (KCIO,)
of each isolate were paired on aNANO, minimal mediato verify the

heterocariosis formation. Among the 18 isolates of F. solani, 13
were gathered in asingle VCG. The nit-mutants strains of isolate
F42, f. sp. phaseoli and isolate F46, f. sp. glycines were compatible
to each other. Threeisolates consisted of single membersof different
VCGs and one of these isolates was not even incompatible with
itself. Vegetative compatibility, therefore, was found among isolates
of F. solani f. sp. phaseoli and F. solani f. sp. glycines. This
compatibility could be a reason for the existence of isolates
pathogenic to both crops.

O género Fusarium possui uma taxonomia complexa
dividida em secBes, formae speciales e ragas. Dentro de um
ato nivel de especializagdo, forma specialis é associada a
patogenicidade a apenas uma espécie hospedeira (especia-
lizacdo inter-especifica) (Snyder & Hansen, 1940). Esta
complexidade é o principal obstécul o paraasuaidentificacéo.
Este patégeno tem sido amplamente relatado no Brasil como
agente causal de doencas radiculares no feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.) e na soja (Glycine Max L.) (Kimati,
et. al., 1997).

A podriddo radicular seca do feijoeiro comum, cujo
agente causal é o fungo Fusarium solani (Mart.) Hans f. sp.
phaseoli, ocorre tanto na Europa como na América onde ja
foram constatadas reducdes de até 86% na producdo em
situacBes de limitado crescimento radicular (Bianchini et. al.,
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1997). Os sintomas sdo lesBes avermelhadas no hipocdtilo e
raiz primaria, de formato irregular, que podem coal escer com
0 desenvolvimento da doenca, tornando-se marrons e
estendendo-se até a superficie do solo. A podrid&o vermelha
da raiz ou sindrome da morte stibita da soja, causada por F.
solani Snyd & Hansf. sp. glycines, foi observadapelaprimeira
vez em Minas Gerais na safra de 1981/82 (Bianchini, et. al,
1997), etem sido encontrada nas principai s regides produtoras
de sementes do sul e dasregides dtas dos cerrados (Bianchini
et. al., 1997). Manchaavermelhadanaraiz principal passando
para negra, localizada abaixo do nivel do solo, é o sintoma
da doenca (Bianchini, et. al, 1997).

A sustentabilidade do sistemade producéo do feijoeiro
em vérias regibes tem exigido do produtor a necessidade de
se fazer rotacBes entre diversas culturas. Uma das principais
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rotagBes prati cadas nas regi6es do cerrado incluem as culturas
dasojaedo feijoeiro. Por este motivo, tem-se questionado se
a rotacdo efetuada entre estas duas culturas seria adequada
em solos com altos niveis deinfestagdo com Fusariumsolani.

Recentemente, varias técnicas analiticas envolvendo
fisiologia e compatibilidade vegetativa tém sido utilizadas
para estudar ataxonomia, filogenia e as relagbes patogéni cas
entre espécies de Fusarium (Rosalee et. al., 1999). Em
genética, ostestes de compatibilidade vegetativatém sido Uteis
para a caracterizacdo da diversidade entre isolados, podendo
diferenciar populacdes patogénicas e ndo-patogénicas
(Rosalee et. al., 1999). A obtencdo de mutantes que néo
utilizam nitrato é utilizada para demonstrar a formagédo de
heterocariose entreisolados compativeis, sendo utilizadapara
caracterizacdo da diversidade genética entre isolados de
Fusarium sp. Puhalla (1985) modificou um método
desenvolvido por Cove (1976) para testar compatibilidade
vegetativa em Fusarium oxysporum (Schl.) Snyder & Hansen
utilizando mutantes que ndo usam nitrato (nit-). Estes estudos
demonstraram que pode haver uma correlacdo entre a
compatibilidade vegetativa (V CG) easformae speciales. Esta
compatibilidade vegetativa é mediada por multiplos loci de
incompatibilidade denominados de genes vic ou het (Ledlie,
1993). Quando doisisolados de um fungo sdo vegetativamente
compativeis, suas hifas podem fazer contato, fusdo e formacdo
de heterocariose que, em muitos casos, ocorre quando alelos
idénticos existem em cada locus vic ou het (Anagnostakis,
1982). A heterocariose ou sua rea¢do contraria de incompa-
tibilidade ja foi observada em muitos fungos (Puhalla et. al.,
1985; Ledlie, 1993) incluindo F. oxysporum (Puhalla, 1985;
Elmer & Stephens, 1986) onde a fase sexua néo é conhecida
e atroca de material genético se da através de mecanismos
parassexuais.

Este trabalho objetivou determinar o grau de relacio-
namento entre 18 isolados de F. solani f. sp. phaseoli e F.
solani f. sp. glycines, obtidosdo feijoeiro e dasoja, originérios
de diversas regifes brasileiras onde os sistemas de rotacdo
incluem o feijoeiro e a soja em seqiiéncia. Para isso, foram
utilizadostestes de patogeni cidade e testes de compatibilidade
vegetativa

I solados deF. solani foram obtidos do feijoeiro comum
e da soja, originarios de vérias localidades (Goiania-GO,
Acrelina-GO Paranapanema-SP, Taquarituba-SP, Silvania-
GO, Santo Antonio de Goiés-GO, Unai-MG, Barreiras-BA,
Londrina-PA e Brasilia-DF), onde ambas as culturas eram
integrantes do sistema de rotagdo. Culturas monosporicas
destes isolados foram obtidas em &gar, de acordo com Booth
(1977), sendo mantida em 27 °C.

Para ostestes de patogenicidade, efetuaram-seinocula-
¢Oes cruzadas, ou sgja, isolados de F. solani f. sp. glycines
foram inoculados no feijoeiro e isolados de F. solani f. sp.
phaseoli, na soja. Para tanto, utilizou-se 0 método de
inoculagdo descrito por Corrales et. al. (1987). Sementes das
cultivares Rosinha (feijoeiro) e Estrela(soja) foram semeadas
em vermiculita, em bandejas de pléstico, em condi¢des de
casa de vegetacdo. Aos dez dias de idade, as plantulas foram

90

arrancadas do solo, tiveram suas raizes cortadas a 2 cm de
sua base e lavadas com agua corrente. Posteriormente, as
raizes cortadas foram imersas por 2 min em uma suspensao
aquosa contendo 5 x 10° conidios/ml obtidas em meio de
cultura batata-dextrose-4gar (BDA) por sete dias. Apéds a
inoculacdo, as plantas foram transferidas para vasos contendo
latossolo vermelho escuro previamente tratado com brometo
de etila e mantidos em condi¢des de casa de vegetacdo
(umidade relativado ar de 50 % e temperaturade 25 + 2 °C).
A unidade experimental consistiu de um vaso com trés plantas.
Testemunhas cujas plantas, apds o corte das raizes, foram
imersas em &gua destilada também foram incluidas para
comparagdo. Vinte e um dias apos a inoculagdo avaliaram-se
0s sintomas utilizando-se uma escala de 1 a 9, sendo 1,
nenhum sintoma visivel e 9, perda do sistema radicular,
segundo Corrales et. al. (1987). O experimento foi disposto
em um delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticoes, e repetido por trés vezes.

Para os testes de compatibilidade vegetativa, os
isolados selvagens foram cultivados em meio agar-simples a
19 °C. Mutantes deisolados de F. solani foram desenvolvidos
com 0 uso de um mutagénico.

Para tanto, discos de micélio (meio AS) de 9 mm de
didmetro foram colocados no centro de placas de Petri
contendo meio batata-sucrose-agar com 1,5% do agente muta-
génico KCIO,. Os isolados que desenvolveram neste meio
coldnias com hifas de espessura fina e que ndo produziram
um denso micélio aéreo foram considerados mutantes que
ndo utilizam nitrato, conforme descrito por Puhalla (1985).
ApoGs dez dias, os nit-mutantes desenvolvidos foram trans-
feridos para um meio minimo & base de nitrato (MM) para
efetuar 0 pareamento. Este meio minimo foi preparado pela
adicdo de 0,1g de NaNO, para 1,0 | de meio basa (MB) e
20,0 g de &gar. O meio basa (MB), utilizado para testar a
compatibilidade vegetativafoi desenvolvido por Cove (1976)
e modificado por Puhalla (1985) e Correl et. al. (1987). Um
dos isolados mutantes foi arbitrariamente denominado nitA;
0 nit-mutante que desenvolve uma linha densa de micélio em
contato com a col6nia central de nitA foi denominado nitB.
Um disco de micélio nitA foi colocado no centro das placas
dePetri com MM e pareado com outros nit-mutantes em torno
do discode micélio denitA emtodas ascombinages possiveis
(Puhalla, 1985). O pareamento de isolados selvagens foi
utilizado como referéncia para auxotrofia. Os pareamentos
foram incubados a 25 °C, em estufa, sob luz fluorescente, por
oito dias. A interagdo compativel (heterocariose) se carac-
terizou pel o aparecimento de micélio aéreo denso nalinhade
contato entre duas col6nias. As reagcdes de pareamento foram
observadas em microscopio estereoscopico e avaliadas por
umaescalavariandode0a2 (Correl et. al., 1987), onde 0=
sem reagdo de heterocariose; 1= pequenareagdo de hetero-
cariose com pouca formagéo de micélio aéreo e, 2 = reacdo
de heterocariose com micélio aéreo abundante. |solados
vegetativamente compativeis entre si, com notas 1 e 2, foram
considerados de um mesmo grupo de compatibilidade
vegetativa
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Deacordo com os resultados do teste de patogeni cidade
(Tabela 1), osisolados foram divididos em trés grupos: F14,
F26, F36 — patogénicos apenas ao feijoeiro; F31 — patogénico
apenas asoja e F1, F3, F20, F31, F33, F34, F39, F40, F41,
F42, FA3, F44, F45 e FA46 — patogénicos a ambas as culturas.
Os testes de patogenicidade n&o indicaram especificidade de
hospedeiro, como se supde dentro do conceito de forma
specialis, tendo-se encontrado isolados de F. solani f. sp.
phaseoli patogénicos a soja, assim como isolados de F. solani
f. sp. glycines também foram patogénicos ao feijoeiro. Este
resultado esté de acordo com Amstrong & Armstrong (1981),
no qual a especificidade de hospedeiro n&o ocorre para todas
as formae speciales, e advoga que ndo deveria ser aplicado
paraforma specialis de Fusarium spp (apenas género) (Tosa,
1992). Estes mesmos autores (Armstrong & Armstrong, 1969)
verificaram que isolados de F. oxysporumf. sp. raphani Ken
& Snyd. e F. oxysporumf. sp. mathioli Snyd. & Hans. eracas
de F. oxysporumf. sp. conglutinans Whell.) Snyder & Hans.,
s80 igualmente patogénicos ao repolho (Brassica oleraceae
L.) e rabanete (Raphanus sativus L.) . Em outras revisdes,
Armstrong & Armstrong (1969) também verificaram que F.
oxysporumf sp. eumartii (Carp.) Snyd & Hans. afeta o tabaco
(Nicotiana tabacum L.) e F. oxysporum f. sp. tracheiphilum
(E.F. Smith) Snyd & Hans, o crisdntemo (Chrysanthemum
spp.). Em trabalhos similares, Graham (1955) demonstrou
gueisolados de F. oxysporumf. sp. asparagi a ém de aspargos
(Aspargus officinalis L.) também podem causar sintomas em
gladiolo (Gladiolus spp.). Através de técnicas moleculares,
O’ Donnel e Gray (1995) demonstraram, baseados na regido
interna espacadora transcrita e parte da subunidade 28s de
rDNA, queisolados que causam amorte sibita dasoja podem
ser inclusos na forma especiales F. solani f. sp. phaseoli.

TABELA 1-Gruposdecompatibilidade vegetativa (GCV)
e patogenicidade (GP) dos isolados de
Fusarium solani

Isolado Forma Procedéncia GCV GP
specialis
F1 phaseoli Goiénia-GO 1 1
F3 phaseoli AcretinaGO 1 1
F14 phaseoli SilvaniaGO 1 2
F 20 glycines SilvaniaGO 1 1
F24 phaseoli Unai-MG 1 1
F26 phaseoli Unai-MG 1 2
F31 glycines Unai-MG 2 3
F33 phaseoli St® Antbnio de GO 1 1
F34 phaseoli St® Anténio de GO 1 1
F36 phaseoli St® Anténio de GO 1 2
F39 phaseoli SilvaniaGO 3 1
F40 phaseoli Goiania-GO 1 1
F41 glycines Paranapanema-SP 5(A%) 1
F42 phaseoli Taguarituba-SP 1 1
F43 glycines SilvaniaGO 2 1
F44 glycines Barreiras-BA 4 1
F45 glycines LondrinaPR 1 1
F46 glycines Brasilia-DF 1 1

*Auto-incompativel
YGrupos de patogenicidade: 1 = patogénico ao feijao e asoja; 2 = patogénico
somente ao feij&o; 3 = patogénico somente asoja.
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Portanto, no presente trabal ho os resultados demonstram que
isolados de F. solani f. sp. phaseoli e F. solani f. sp. glycines
s30 inespecificos por causarem doengas no feijoeiro e nasoja,
independente de sua origem.

Nos testes de compatibilidade vegetativa, nit mutantes
auxotroficosforam obtidos com sucesso detodos os 18 isolados
de Fusarium solani. M utantes que ndo utilizam nitrato podem
portanto ser produzidos com o agente mutagénico KCIO,
(Puhalla, 1985). Similarmente ao obtido neste trabalho, nit
mutantes foram obtidos com sucesso, para caracterizacdo da
variabilidade genética em F. moliniforme Sheldon (Puhalla,
1985) e F. oxysporum (Elmer & Stephens, 1986).

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 1), treze
isolados foram reunidos em um U(nico grupo de
compatibilidade vegetativa (FO1, FO3, F14, F20, F24, F26,
F33, F34, F36, F40, F42, F45, F46). Doisisolados (F31, F43)
formaram o grupo 2 de compatibilidade vegetativa. Trés
i solados congtituiram-se membros Unicos de GCV s diferentes:
grupo 3, isolado F39; grupo 4, isolado F44, sendo o isolado
F41 no grupo 5 inclusive autoincompativel. |solados em um
mesmo VCG sdo mais similares geneticamente do que
isolados em diferentes grupos GCV's (Puhalla, 1985). Entre-
tanto, os testes de compatibilidade vegetativa neste trabal ho,
demonstraram que isolados de F. solani de varias regides
pertenceram ao mesmo grupo de compatibilidade. Isto
significa que, se em alguma circunstancia estes isolados
estivessem no mesmo hospedeiro ao mesmo tempo, a
heterocari ose e acomplementacdo de alel os poderiam ocorrer
(Leslie, 1993). A conseqiiéncia disso é a ocorréncia de um
ndmero menor de grupos de compatibilidade e o aumento da
variabilidade genética dentro destes grupos. Este trabalho
demonstrou, ainda, a formagdo de heterocariose entre dois
isolados de formae speciales diferentes e que esta perfeita
compatibilidade pode ser uma justificativa para a existéncia
de isolados que sdo patogénicos a ambas culturas. Este resul-
tado esta de acordo com outras pesquisas com GCVs, nos
quais estes tém sido correlacionados com patogenicidade e
forma specialis ou racas (Puhalla, 1985; Elmer & Stephens,
1986; Correl et. al., 1987). Por exemplo, Elmer & Stephens
(1986) demonstraram que o isolado M A49 identificado como
F. oxysporum f. sp. asparagi néo foi patogénico a pléntulas
de aspargo, mas formou heterocariose com todos outros
membros patogénicos de um mesmo GCV. (Correl et. al.,
1987) demonstraram que isolados de Fusarium oxysporumf.
sp. apii Snyd. & Hans. ragas 1 e 2 formaram um Unico GCV
e verificou, ainda, que estes mesmos isolados foram
patogéni cos, também, em aspargo, e, conseqiientemente, solos
em Michigan que so predominantemente infestados com uma
destas racas, devem ser evitados para cultivo de aspargos.
Isto setorna, portanto, um forte indicativo de que, da mesma
maneira, solosinfestados com F. solani f. sp. phaseoli e/ou .
solani f. sp. glycines possam ser conducivos a doenca em
ambas as culturas, e que a rotagdo entre o feijoeiro e a soja
deve ser evitada nestas areas.

O limitado nimero de isolados incluidos neste estudo
impede uma vasta conclusdo com relagdo a importancia da
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formac@o de heterocariose na influéncia da diversidade
genética e do fluxo génico em F. solani. Porém os resultados
obtidos neste trabalho destacam a necessidade de estudos
adicionais acerca do nimero e distribuicdo de grupos de
heterocariose na natureza. Com estas informagfes, poder-se-
a prover uma fonte de variabilidade de isolados.

Estes e outros exemplos de formagdo de heterocariose
entre formae speciales diferentes e patogénicas a mesma
cultura demonstram que, provavelmente, existam genes
comuns para patogenicidade em muitas formae speciales
(Armstrong & Armstrong, 1969). A heterocariose formada
por isolados geneticamente distintos de F. solani permitiriao
contato de nlcleos necessérios para formacéo de diplGides e
recombinacdo mitética (Leslie, 1993), constituindo-se como
um meio de variabilidade parao surgimento de novosisolados.
E, ainda, a possivel interagdo genética entre isolados
aparentemente incompativeis pode ser resultante de mutagdes
nos loci de incompatibilidade podendo levar a formacéo de
subpopul agBes geneticamente isoladas (Leslie, 1993).
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