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Resumo: O feijao-de-metro pertencente a familia Fabaceae, é uma hortalica bastante cultivada no
Estado do Parda. Segundo a literatura, vérias doencas podem comprometer a sua produtividade, entre
elas as causadas por fungos. Em cultivo de feijdo-de-metro localizado na 4rea experimental da
Embrapa, observou-se podriddo mole das vagens. O objetivo deste trabalho foi identificar o fungo
associado a podriddo da vagem de feijdo-de-metro. Para isso, realizou-se o isolamento do fungo da
vagem em dagar-agua e BDA, e posteriormente a identificacdo por meio do PCR e sequenciamento de
DNA utilizando-se primers da regido ITS. A sequéncia de DNA foi avaliada utilizando os programas
Blastn, ClustalW e MEGA 7.0. Através do estudo filogenético da sequéncia, o isolado foi identificado
como sendo Macrophomina phaseolina. Este é o primeiro relato de Macrophomina phaseolina

associado a hortalica feijao-de-metro no Estado do Para.
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Introdugdo

O feijao-de-metro (Vigna unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata Verdc. cultigrupo sesquipedalis
Westphal) é uma hortalica bastante cultivada nas regides Norte e Nordeste e explorada

principalmente pela agricultura familiar (FEITOSA et al., 2015).

A producdo de feijdo-de-metro se destaca principalmente pelo aspecto do fruto, sendo
utilizado em substituicdo ao feijdo-vagem e obtendo um importante papel na complementacdo da

renda e diversificacdo de cultivos (FEITOSA et al., 2015).
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A instabilidade na produgdao na regido Norte, resulta da variacao dos elementos climaticos. O
excesso de chuva e altas temperaturas podem favorecer a ocorréncia de doencas. No Estado do
Amazonas ja foram relatados fungos que causam doenca em feijdao-de-metro, entre eles o Pythium

spp., Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia spp. e Cercospora spp. (CARDOSO; BARRETO, 1997).

Em um cultivo de feijao-de-metro localizado na area experimental da Embrapa Amazonia
Oriental, observou-se podriddo mole nas vagens, provocada por fungos. No Estado do Par3, sado
escassas as informacgdes sobre doencas fungicas infectando feijdo-de-metro. O objetivo deste
trabalho foi identificar o fungo associado a vagem de feijao-de-metro com podridao coletada na area

experimental da Embrapa Amazoénia Oriental localizada em Belém-PA.

Material e Métodos

Durante o més de junho de 2015, em plantio localizado na area experimental da Embrapa
Amazonia Oriental foram observadas vagens de feijdo-de-metro com sintomas de podriddo e bolor
suspeitos de serem causados por fungo. Amostras foram coletadas e analisadas no laboratério. As
mesmas passaram por um processo de limpeza e desinfestacdao superficial com dlcool a 70% e

hipoclorito de sédio a 2%, para eliminacdo de possiveis microrganismos saproéfitos.

Apds a limpeza do material em condi¢Oes assépticas, tecidos com sintomas da doenca foram
plagueados em meio agar-agua para isolamento do fungo. As colOnias fungicas obtidas a partir do
isolamento foram repicadas posteriormente em meio BDA (Batata Dextrose Agar) em placas de Petri

e mantidas em BOD a 25 + 2°C.

Foi realizada a extracdo de acidos nucleicos a partir da col6nia fungica utilizando o protocolo de
Gibbs e Makenzie (1997). A reacdo de PCR para amplificacdo da regido ITS do DNA foi realizada para
um volume final de 50uL, onde foram adicionados 2ulL do produto de extracdo de DNA, 0,5uL de cada
primer (ITS 4 e ITS 5), 0,3uL de Taq, 1uL de dNTP, 10uL de tampao 5X, 6uL de MgCl2 e agua ultra-pura

para completar o volume.
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A amplificagdo do DNA foi conduzida em termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf)
consistindo em desnaturagdo inicial de 922 C/5 minutos, seguido de 30 ciclos de 922C/60 segundos,
549C/60 segundos e 722C/90 segundos e finalizando com 722C/10 minutos. O produto da reagdo PCR
foi visualizado através eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com GelRed, utilizando o
marcador 1kb Ladder (Invitrogen). Os fragmentos de PCR do tamanho esperado foram purificados
utilizando o Kit comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), quantificados e
enviados para a realizacdo do sequenciamento pela empresa Myleus Biotecnologia. A sequéncia de
DNA obtida do isolado foi comparada com acessos disponiveis no GenBank utilizando os programas

Blastn, Clustalw e Mega 7.0.

Resultados e Discussao

Foi isolado um fungo a partir da vagem de feijdo-de-metro, cuja col6nia apresentou coloracao
cinza escura (Figura 1A). Ao microscépio éptico pode-se observar microesclerddios de M. phaseolina

escuros e de forma irregular ou oblongo (Figura 1B).

Figura 1. A. Colonia de Macrophomina phaseolina em meio de cultura BDA B. Micélio e microesclerédios de M.
phaseolina. Fotos: 1zabel C. A. Batista.

Apds comparacdo com as sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI (Figura 2),

verificou-se que o isolado da vagem de feijao-de-metro é de Macrophomina phaseolina.
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Isolado feijao-de-metro

3311 Macrophomina phaseclina CBS 162 25
10012 Macrophomina phasenlina CBS 227 .33
3 Macrophomina phaseolina CPC 11052
Dichomera saubinetii CBS 990.70

E1

Botryosphaeria populi CBS 110300
92

Botryosphaeria mamane CBS 117444

L Scytalidium hyalinum CBS 14578

Lasiodiplodia venezuelensis CBS 129759
g Meodeightonia subglobosa CBS 445.91

3L Diplodia mutila CBS 431.82

Stenocarpella maydis CBS 117557

0.050

Figura 2. Arvore filogenética utilizando neighbour-joining construida baseada no alinhamento das sequencias de
nucleotideos da regido ITS. A arvore foi gerada utilizando o software MEGA 7, bootstrap de 2000 repeticGes.

Macrophomina phaseolina é a Unica espécie de fungo do género Macrophomina. Este fungo

pertence ao filo Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae (NDIAYE, 2007).

No Brasil, o Macrophomina phaseolina é um importante fitopatégeno habitante do solo,
altamente polifago, capaz de causar problemas sérios em diversas culturas como algodao, fumo,
grao-de-bico, mamao, quiabo, sorgo feijao-comum, gergelim, milho, soja, feijao-caupi, entre outras,

possuindo ampla distribuicao geografica (KIMATI et al., 2005).

No estado do Para o fungo Macrophomina phaseolina foi relatado infectando plantas de feijao-
caupi no final do ciclo da cultura, coincidindo com o periodo mais seco e comprometendo a
qualidade das sementes (POLTRONIERI et al., 1994). Este é o primeiro relato de Macrophomina

phaseolina associado ao feijdo-de-metro no estado do Para.
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Conclusoes

O fungo isolado da vagem de feijao-de-metro com podriddo é o Macrophomina phaseolina.
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