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RESUMO 

 

BALBI, Bruno Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Julho de 2009. 
Variabilidade fisiológica e molecular de isolados de Pseudocercospora 
griseola e avaliação de fontes de resistência do feijoeiro à mancha 
angular. Orientador: Maurilio Alves Moreira. Co-Orientadores: Everaldo 

Gonçalves de Barros e Olinto Liparini Pereira. 
 

 

A mancha angular, incitada pelo fungo Pseudocercospora griseola 

(Sacc.) Crous & U. Braun é uma das principais doenças que acometem a 

cultura do feijoeiro, podendo ser encontrada em todas as regiões produtoras, 

principalmente quando a cultura é submetida à condição de temperaturas 

amenas em cultivos irrigados. Esta condição aliada ao uso de cultivares 

suscetíveis favorece a ocorrência da doença ocasionando perdas na produção 

que atingem 80%. Uma opção de controle da enfermidade é o uso de cultivares 

resistentes. No entanto, a eficiência no uso da resistência depende do 

conhecimento sobre a variabilidade patogênica e distribuição geográfica do 

patógeno. Diversos trabalhos têm mostrado a ampla variabilidade patogênica 

de P. griseola e a sua co-evolução com os pools gênicos Andino e 

Mesoamericano do feijoeiro. Pelo processo de co-evolução, populações de P. 

griseola também podem ser divididas em dois pools gênicos: Andino (P. 

griseola formae griseola) que tiveram evolução paralela com variedades de 

feijão de origem Andina, sendo capazes de incitar a doença apenas em feijões 

Andinos; e Mesoamericano (P. griseola formae mesoamericana) que tiveram 

evolução com variedades de feijão de origem Mesoamericana, sendo capazes 

de incitar a doença em feijões Mesoamericanos e também em alguns feijões 

Andinos. Os principais objetivos deste estudo foram: caracterizar isolados de P. 

griseola, provenientes de nove cidades de três regiões do Estado de Minas 

Gerais - Brasil, utilizando as variedades diferenciadoras da mancha angular; 

avaliar fontes de resistência ao patógeno utilizadas pelo Programa de 

Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV frente a estes isolados; e 

através da região ITS (ITS1-5,8S-ITS2) do cluster gênico do rDNA caracterizar 

a diversidade genética de 48 isolados de P. griseola, utilizando os primers 

universais ITS1 e ITS4. Com o auxílio das variedades diferenciadoras, foram 
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caracterizados 31 isolados monospóricos de P. griseola, obtendo-se 15 

patótipos distintos, o que demonstra a alta variabilidade deste patógeno. O 

patótipo 63-63 foi o mais frequente com 12 dos 31 isolados caracterizados e foi 

detectado em sete das nove cidades visitadas. O patótipo 63-23 ocorreu em 

três cidades com a frequência de três isolados; os patótipos 63-7, 47-39 e 15-7 

ocorreram em duas cidades cada um, com a frequência de dois isolados e os 

demais patótipos ocorreram em uma única cidade com a frequência de um 

isolado. A constatação de que vários isolados foram caracterizados como 

patótipo 63-63, ou seja, apresentam reação de compatibilidade com todas as 

variedades diferenciadoras, sugere que a série diferenciadora necessita ser 

revista, possivelmente, com a inclusão de novas variedades e/ou exclusão de 

determinadas variedades, visando melhor discriminação em patótipos. Todos 

os isolados apresentaram reação de compatibilidade com as variedades 

Andinas e Mesoamericanas, o que os classifica como pertencentes ao grupo 

Mesoamericano.  As variedades México 54, BAT 332, Cornell 49-242, AND 277 

e MAR-2, utilizadas pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do 

BIOAGRO/UFV, foram resistentes, respectivamente, a 11, 10, 11, 10 e 8 dos 

15 patótipos caracterizados. Apesar disso, nenhuma das fontes utilizadas foi 

resistente ao patótipo 63-63 caracterizado a partir dos isolados identificados 

como A18, A212, AJ 12, B1 46, B7 50, C11, SM 17, SM 20 e SM211 evidenciando 

a necessidade de se buscar novos acessos que ofereçam resistência à 

mancha angular. Outra constatação é que alguns isolados caracterizados como 

um mesmo patótipo proporcionaram reações diferenciadas quando inoculados 

nas fontes de resistência, mostrando que existem diferenças em relação à 

patogenicidade. As análises das inoculações na série diferenciadora ainda 

evidenciaram que as variedades Don Timóteo, G11796 e Bolón Bayo não estão 

sendo relevantes na discriminação dos patótipos. Estas duas constatações 

oferecem, mais uma vez, suporte para a proposta de revisão dos genótipos 

utilizados na série diferenciadora da mancha angular. A variabilidade genética 

de P. griseola tem sido examinada também através de diversos outros tipos de 

análises envolvendo caracteres morfológicos e moleculares. Neste trabalho, 

através de análises da região ITS (ITS1-5,8S-ITS2) do rDNA, utilizando os 

primers universais ITS1 e ITS4, realizou-se um estudo acerca da diversidade 
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genética de isolados de P. griseola, obtidos no Estado de Minas Gerais (Brasil) 

e em outras localidades do mundo, evidenciando a eficiência da região ITS 

para este propósito. Verificou-se a existência de cinco haplótipos distintos, 

agrupados pela existência de cinco mutações entre as sequências estudadas. 

Estes haplótipos formaram dois haplogrupos: um constituído por todos os 

isolados de origem Mesoamericana (três haplótipos) e outro constituído por 

isolados de origem Andina e por isolados que não possuem informações 

acerca do pool gênico (dois haplótipos). Este resultado indica que os isolados 

que não possuem o pool gênico definido, possivelmente, pertencem ao acervo 

Andino de P. griseola. A constatação de que todos os isolados obtidos no 

Estado de Minas Gerais pertencem ao pool gênico Mesoamericano comprova a 

existência de co-evolução entre Phaseolus vulgaris e Pseudocercospora 

griseola, já que no Brasil predomina o cultivo de feijão do pool gênico 

Mesoamericano. 
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ABSTRACT 

 

BALBI, Bruno Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2009. 

Physiological and molecular variability of isolates of 

Pseudocercospora griseola and evaluation of sources of resistance to 

angular leaf spot of bean. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Co-Advisers: 

Everaldo Gonçalves de Barros and Olinto Liparini Pereira. 

 

 

The angular leaf spot, incited by the fungus Pseudocercospora griseola 

(Sacc.) Crous & U. Braun is one of the major diseases that affect the culture of 

the bean, can be found in all producing regions, especially when the culture is 

subjected to condition of mild temperatures in irrigated crops. This condition 

coupled with the use of susceptible cultivars favors the occurrence of the 

disease causes losses in production reaching 80%. An option to control the 

disease is the use of resistant cultivars. However, the efficiency in the use of 

resistance depends on knowledge of pathogenic variability and geographical 

distribution of the pathogen. Several studies have shown the extensive 

pathogenic variability of P. griseola and their co-evolution with the Andean and 

Mesoamerican gene pools of common bean. By the process of co-evolution, 

populations of P. griseola can also be divided into two gene pools: Andean (P. 

griseola formae griseola) that had parallel evolution with varieties of Andean 

origin beans, being able to bring the disease only in Andean beans; and 

Mesoamerican (P. griseola formae mesoamericana) that had parallel evolution 

with varieties of Mesoamerican origin beans, being able of inciting disease in 

Mesoamerican beans and also in some Andean beans. The main objectives of 

this study were characterized isolates of P. griseola, from nine cities in three 

regions of Minas Gerais State - Brazil, using the differential varieties; evaluate 

sources of resistance to the pathogen used by the Beans Improvement 

Program of BIOAGRO/UFV against these isolates; and, through the ITS region 

(ITS1-5,8S-ITS2) of the rDNA gene cluster, to characterize the genetic diversity 

of 48 isolates of P. griseola, using the universal primers ITS1 and ITS4. With 

the support of differential varieties were characterized 31 isolates monosporic of 

P. griseola, obtaining 15 distinct pathotypes, which demonstrates the high 
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variability of this pathogen. The pathotype 63-63 was the most frequent with 12 

of the 31 isolates characterized and was detected in seven of the nine cities 

visited. The pathotype 63-23 occurred in three cities with the frequency of three 

isolates, the pathotypes 63-7, 15-7 and 47-39 occurred in two cities each with a 

frequency of two isolates and the other occurred in a single city with the 

frequency of one isolate. The fact that several isolates were characterized as 

pathotype 63-63, in other words, which present reaction of compatibility with all 

differential varieties, suggests that the differential series needs to be revised, 

possibly with the inclusion of new varieties and/or exclusion of certain vatieties, 

in order to better discrimination in pathotypes. All isolates showed reaction 

compatibility with the of Andean and Mesoamerican varieties, which classifies 

them as belonging to the Mesoamerican group. Varieties Mexico 54, BAT 332, 

Cornell 49-242, AND 277 and MAR-2, used by the Beans Improvement 

Program of BIOAGRO/UFV, were resistant, respectively, 11, 10, 11, 10 and 8 of 

the 15 pathotypes characterized. Nevertheless, none of the sources used was 

resistant to pathotype 63-63 characterized from isolates identified as A18, A212, 

AJ12, B146, B750, C11, SM17, SM20 and SM211 showing the need to seek new 

access that offer resistance to angular leaf spot. Another finding is that some 

isolates characterized as the same pathotype provided differing responses 

when inoculated into sources of resistance, showing that there are differences 

in relation to pathogenicity. The analysis of the inoculations in this differential 

series also showed that the varieties Don Timoteo, G11796 and Bolón Bayo are 

not relevant in discrimination of pathotypes. These two findings provide, once 

again, support for the proposed revision of the genotypes used in the differential 

series of angular leaf spot. The genetic variability of P. griseola is also 

examined through several other types of analysis involving morphological and 

molecular characters. In this work, through analysis of the ITS region (ITS1-

5,8S-ITS2) of rDNA, using the universal primers ITS1 and ITS4, held a study on 

the genetic diversity of isolates of P. griseola, obtained in the State of Minas 

Gerais (Brazil) and elsewhere in the world, showing the efficiency of the ITS 

region for this purpose. It was found that there are five different haplotypes, 

grouped by the existence of five mutations among the sequences studied. 

These haplotypes formed two haplogroups: one consisting by all isolates of 
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Mesoamerican origin (three haplotypes) and other consisting by isolates of 

Andean origin and isolates that do not have information about the gene pool 

(two haplotypes). This result indicates that the isolates that lack the gene pool 

defined, possibly belonging to the collection of Andean P. griseola. The finding 

that all isolates obtained in State of Minas Gerais belong to the Mesoamerican 

gene pool proves the existence of co-evolution between Phaseolus vulgaris and 

Pseudocercospora griseola, since in Brazil predominate the cultivation of beans 

Mesoamerican gene pool. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das mais importantes 

leguminosas consumidas de forma direta no mundo. O Brasil é o maior 

produtor mundial (FAO, 2008) e também o maior consumidor dessa 

leguminosa. O feijão é reconhecidamente uma excelente fonte de proteínas, 

vitaminas (folatos) e minerais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn), especialmente em 

países em desenvolvimento (MIKLAS et al., 2006). Além da grande importância 

na dieta do brasileiro, o feijão é um produto agrícola de relevância econômica e 

social, por ser cultivado tanto por agricultores de subsistência como por 

produtores que utilizam alta tecnologia. No entanto, a produtividade brasileira 

ainda é pouco expressiva estando em torno de 882 kg/ha (CONAB, 2009). 

 Dentre os diversos fatores que contribuem para a baixa produtividade 

da cultura, verifica-se o grande número de doenças fúngicas que acometem a 

parte aérea, com destaque para a antracnose, incitada pelo fungo 

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Scrib., a ferrugem, incitada 

pelo fungo Uromyces appendiculatus (Pers.) Urger e a mancha angular, 

incitada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun. Estes  

patógenos apresentam um grande número de patótipos o que dificulta o 

controle das doenças (PAULA JR. & ZAMBOLIM, 2006). 

A mancha angular do feijoeiro é uma doença que tem atraído a atenção 

de produtores e pesquisadores, devido aos surtos cada vez mais precoces e 

intensos nos últimos anos. Atualmente, é a principal doença da parte aérea 

desta cultura no Brasil, sendo encontrada em todas as regiões em que a 

leguminosa é cultivada (RAVA, 2002). Os prejuízos na produtividade são 

maiores, quanto mais precoce for o aparecimento da doença na cultura, 

podendo comprometer até 80% da produção (MAHUKU et al., 2002), 

dependendo da suscetibilidade dos cultivares, das condições ambientais e da 

agressividade dos isolados. 

A associação de boas práticas de manejo e uso de cultivares resistentes 

é uma das estratégias mais eficientes no controle da mancha angular, pois, 

além de diminuir o custo de produção, reduz os impactos negativos ao 
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ambiente ocasionados pelo uso de defensivos agrícolas. Nesse sentido, o 

desenvolvimento de cultivares com resistência duradoura e de amplo espectro 

é objetivo constante dos programas de melhoramento. Assim, em 1992, houve 

o início do Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV. Em 

trabalhos realizados, foram identificadas várias fontes de resistência à mancha 

angular, com destaque para México 54, AND 277, MAR-2, Cornell 49-242 e 

BAT 332. A partir destas fontes, isolinhas foram obtidas e utilizadas em 

estratégias de melhoramento pelo mesmo Programa (CAIXETA et al., 2002; 

CAIXETA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005; SANGLARD et al., 2007).  

No entanto, a eficácia no uso desta resistência depende do 

conhecimento prévio da variabilidade do patógeno e da distribuição geográfica 

de patótipos de P. griseola. Ao longo das últimas décadas, diversos estudos 

comprovam a ampla variabilidade de P. griseola (SARTORATO & RAVA, 1984; 

RIBEIRO et al., 1993; PASTOR-CORRALES & JARA, 1995; GUZMÁN et al., 

1995; SARTORATO, 2002; PASTOR CORRALES et al., 1998; STENGLEIN et 

al., 2005; GARCIA et al., 2006; VITAL, 2006; SILVA et al., 2008). 

O estudo da variabilidade patogênica entre isolados de P. griseola tem 

sido realizado mediante a reação de um conjunto de 12 variedades 

diferenciadoras pertencentes aos dois pools gênicos do feijão comum, Andino e 

Mesoamericano. Estas variedades foram estabelecidas no International 

Workshop on the Angular Leaf Spot of Common Beans, realizado no Centro 

Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), em 1995. Dentre os benefícios 

desta padronização destacam-se o intercâmbio de germoplasma e de 

informações sobre a distribuição dos patótipos entre pesquisadores de diversas 

partes do mundo, o que pode contribuir para a eficácia dos programas de 

melhoramento visando resistência à mancha angular. 

Experimentos acerca da diversidade genética de P. griseola e de sua co-

evolução com o feijoeiro na América Latina confirmaram a separação dos 

fenótipos de virulência em dois pools gênicos: o primeiro, denominado Andino 

(P. griseola formae griseola), que apresenta reação de compatibilidade 

unicamente com variedades de feijoeiro de origem Andina e, o segundo, 

denominado Mesoamericano (P. griseola formae mesoamericana), que 

apresenta reação de compatibilidade principalmente com variedades de 
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feijoeiro de origem Mesoamericana, apesar de ser virulento para algumas 

variedades Andinas. Os resultados destes estudos também comprovaram a 

existência do processo de co-evolução entre P. griseola e P. vulgaris, ou seja, 

isolados Andinos de P. griseola tiveram evolução paralela com variedades de 

feijão de origem Andina; enquanto que os isolados Mesoamericanos tiveram 

evolução com variedades de feijão de origem Mesoamericana, principalmente 

(PASTOR-CORRALES & JARA, 1995). No Brasil, verifica-se que os patótipos 

pertencem ao pool gênico Mesoamericano, já que predomina o cultivo de feijão 

Mesoamericano, o que comprova a existência do processo de co-evolução. 

A diversidade entre isolados de P. griseola tem sido examinada também 

através de análises de isoenzimas (CORREA-VICTORIA, 1988), de 

marcadores RAPD (Random Amplified polymorphic DNA) (GUZMÁN et al., 

1995; PASTOR-CORRALES & JARA, 1995), da gama de hospedeiros, de 

características culturais e morfológicas, além de análises de seqüências de 

DNA (CROUS et al., 2006).  

Uma das técnicas moleculares que vem sendo utilizada em análises 

genéticas de fungos é a amplificação de sequências de nucleotídeos da região 

do cluster gênico do rDNA através da Reação de Polimerase em Cadeia 

(PCR). Os genes que codificam RNAs ribossômicos estão organizados em 

unidades repetidas em tandem e separados por espaçadores internos, como as 

seqüências ITS1 e ITS2, apresentando-se em diversas cópias no genoma de 

eucariotos. A região dos espaçadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) 

apresenta um nível intermediário de variação, o que torna essas sequências 

apropriadas para o estudo em nível de gênero, de espécies próximas ou dentro 

de uma mesma espécie (KO et al., 1993). No caso de P. griseola, a análise da 

região ITS1-5,8S-ITS2 pode ser utilizada para estudos de diversidade genética 

entre diferentes isolados obtidos.   

Portanto, devido à crescente importância da mancha angular, estudos 

fenotípicos baseados em inoculações artificiais utilizando as variedades 

diferenciadoras e estudos genotípicos de seqüências de nucleotídeos, como a 

região ITS1-5,8S-ITS2 do gene de rDNA, fornecem resultados importantes 

acerca da distribuição geográfica, do pool gênico e da freqüência dos isolados 

obtidos. Estes resultados são importantes, pois permitem o monitoramento da 
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viabilidade de uso e da eficiência das fontes de resistência já utilizadas e a 

identificação de novos acessos portadores de genes que conferem resistência 

efetiva, ampla e estável à mancha angular. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

Os objetivos deste trabalho foram: caracterizar isolados de 

Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun provenientes de diversas 

localidades do Estado de Minas Gerais utilizando as variedades 

diferenciadoras; avaliar fontes de resistência ao patógeno utilizadas pelo 

Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV frente a estes 

isolados; e através da análise da região ITS (ITS1-5,8S-ITS2) do cluster gênico 

do rDNA de 48 isolados realizar um estudo acerca da diversidade genética do 

fungo P. griseola. 

 

Para atingir estes objetivos, foram executadas as seguintes etapas: 

 

 Coleta de folhas de feijoeiro que apresentavam sintomas de mancha 

angular nas seguintes localidades do Estado de Minas Gerais: Lagoa Formosa 

(Região do Triângulo Mineiro/Alto Paranaíba); Paracatu e Unaí (Região 

Noroeste); Alto Jequitibá, Canaã, Coimbra, Manhumirim, São Miguel do Anta e 

Viçosa (Região da Zona da Mata); 

 

 Obtenção de culturas monospóricas do fungo a partir de folhas 

coletadas apresentando sintomas da doença; 

 

 Caracterização dos diferentes isolados em patótipos, utilizando as 

variedades diferenciadoras; 

 

 Pelos resultados das regiões amostradas, inferir sobre a distribuição dos 

patótipos no Estado de Minas Gerais; 

 

 Avaliação das fontes de resistência utilizadas pelo Programa de 

Melhoramento Genético do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV: BAT 332, Cornell 49-

242 e México 54 (pertencentes à série diferenciadora), além de AND 277 e 

MAR-2, frente aos isolados caracterizados. 
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 Obtenção de massa micelial de cada um dos isolados para extração de 

DNA genômico total; 

 

 Amplificação da região ITS do cluster gênico do rDNA (via PCR) com os 

primers universais ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990); 

 

 Sequenciamento de DNA da região amplificada; 

 

 Captura de sequências da região ITS de isolados de P. griseola obtidos 

em diversas localidades do mundo. A captura será realizada no GenBank 

(National Center for Biotechnology Information); 

 

 Alinhamento e análise das seqüências através de softwares 

especializados; 

 

 Obtenção de haplótipos. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1. O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) 

 

3.1.1. Importância da cultura  

 

O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) representa uma importante fonte 

de carboidratos (cerca de 60%) e de proteínas (20 a 30%) na dieta humana. 

Além disso, é excelente fonte de lipídios, vitaminas, fibras, compostos 

antioxidantes e sais minerais. O baixo teor de água nas sementes (10 a 15%) é 

o fator responsável pela concentração destes elementos nos grãos (VIEIRA et 

al., 1998).  

O feijão possui alta expressão econômica e social, sendo juntamente 

com o arroz, a base da alimentação do povo brasileiro (MOURA et al., 1994).  

Além da sua importância na dieta, o feijão é uma das alternativas de 

exploração agrícola em pequenas propriedades, fornecendo ocupação para a 

mão-de-obra menos qualificada; também é cultivado em escala empresarial, 

utilizando toda tecnologia disponível para otimizar a produção (BORÉM & 

CARNEIRO, 1998). Entretanto, no Brasil, a produtividade média estimada é 

ainda muito baixa, estando em torno de 882 kg/ha (CONAB, 2009). Contudo, o 

potencial produtivo da cultura é bem mais alto, podendo chegar a 4000 Kg/ha, 

em condições favoráveis (VIEIRA et al., 1999).  

De acordo com os valores divulgados pela Companhia Nacional de 

Abastecimento (CONAB), a estimativa da produção nacional de feijão para a 

safra de 2007/08 foi de 3,521 milhões de toneladas em uma área plantada de 

3,993 milhões de hectares. O Estado de Minas Gerais é o segundo maior 

produtor nacional, ficando atrás apenas do Estado do Paraná. A estimativa de 

produção na safra de 2007/08, para o Estado de Minas Gerais, foi de 566,1 mil 

toneladas, que corresponde a 16,08% da produção nacional (CONAB, 2009). 

O Brasil é o maior produtor e o maior consumidor mundial de feijão, 

seguido pela Índia e pela China (FAO, 2008). Quanto ao consumo, existem 

preferências de acordo com a região. O feijão preto é consumido, 
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principalmente, no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná e Rio de 

Janeiro. Já nas demais regiões do país, o consumo é quase exclusivo do feijão 

tipo “carioca”, ou seja, feijão de cor creme com rajas marrons. No caso do 

feijão vermelho, seu consumo é bastente restrito, ocorrendo apenas na Zona 

da Mata do Estado de Minas Gerais. 

O consumo per capita de feijão no país está em torno de 17 kg/ano 

(FAO, 2008). Porém, esse índice de consumo é bem inferior ao apresentado no 

início da década de 70, cerca de 25 kg/ano. As possíveis causas do menor 

consumo desta leguminosa, nas últimas décadas, foram o êxodo rural, com 

alteração dos padrões de consumo da população e a redução do preço de 

outras fontes protéicas (BORÉM & CARNEIRO, 2006). 

Em relação às épocas de produção do feijoeiro no Brasil, tem-se que, 

diante da enorme diversidade fisiográfica e da ampla adaptação da cultura em 

diferentes condições de solo e clima, a semeadura é realizada em três 

períodos do ano: o chamado período das "águas", nos meses de setembro a 

novembro, o período da "seca" ou safrinha, de janeiro a março e o de outono-

inverno ou "terceira época", nos meses de maio a julho. No plantio de outono-

inverno ou "terceira época", a lavoura, geralmente, necessita de irrigação. No 

período da "seca", com a escassez de chuvas durante o ciclo da cultura, torna-

se necessário, neste caso, complementar com irrigação (EMBRAPA, 2008). 

Embora esses períodos possam apresentar variações de ano a ano, pode-se 

constatar que há colheita praticamente o ano todo, existindo sobreposição de 

épocas em algumas regiões (FERREIRA et al., 2002). 

 Apesar do aumento da produtividade observado nos últimos anos, a 

cultura do feijoeiro sofre inúmeras interferências que prejudicam a 

produtividade, como a alta incidência de doenças, o que dificulta muitas vezes, 

a obtenção de safras seguras. Mais de 45 diferentes doenças podem acometer 

a cultura do feijão no Brasil, dentre as quais, apenas dez, são de importância 

significativa (VIEIRA, 1983). Muitas doenças do feijoeiro podem causar, 

dependendo das condições de ambiente, perdas extremas na produção ou, 

então, dependendo do nível de infestação, inviabilizar determinadas áreas para 

o cultivo. Dentre as principais doenças do feijoeiro que ocorrem em Minas 
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Gerais, a mancha angular, incitada por Pseudocercospora griseola (Sacc.) 

Crous & U. Braun tem sido apontada como a mais importante da parte aérea. 

 

 

3.1.2. Origem, domesticação e organização da diversidade genética  

 

O feijão comum é a espécie mais amplamente distribuída e cultivada 

dentre aquelas do gênero Phaseolus, um gênero que compreende 

aproximadamente 55 espécies, das quais apenas cinco foram domesticadas e 

são cultivadas: o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris); o feijão de lima (P. 

lunatus); o feijão Ayocote (P. coccineus); o feijão tepari (P. acutifolius); e o P. 

polyanthus (EMBRAPA ARROZ E FEIJÃO, 2007). Entre as cinco espécies 

domesticadas, P. vulgaris ocupa mais de 85% da área de produção de feijão 

mundial e é uma das leguminosas mais consumidas no mundo (SINGH, 2001).  

A organização intra-específica da diversidade genética em Phaseolus 

vulgaris (tipos selvagens e domesticados) tem sido bastante estudada nos 

últimos anos. Através de diversas análises, descobriu-se que o feijão comum é 

uma espécie não-cêntrica, ou seja, possui origens múltiplas e apresenta 

centros de domesticação independentes (VIEIRA et al., 2005). Existem 

diversas hipóteses para explicar a origem e domesticação do feijoeiro. Tipos 

selvagens, similares a variedades crioulas simpátricas, encontrados no México 

e a existência de tipos domesticados, datados de cerca de 7.000 a.C., na 

Mesoamérica, suportam a hipótese de que o feijoeiro teria sido domesticado na 

Mesoamérica e disseminado, posteriormente, na América do Sul. Por outro 

lado, achados arqueológicos mais antigos, cerca de 10.000 a.C., de feijões 

domesticados na América do Sul, mais especificamente na região dos Andes 

(sítio de Guitarrero, no Peru), são indícios de que o feijoeiro teria sido 

domesticado nesta região e disseminado para a região Mesoamericana 

(EMBRAPA ARROZ E FEIJÃO, 2007). Deste modo, verifica-se a existência de 

dois pools gênicos principais do feijão comum, denominados Andino e 

Mesoamericano, que foram os primeiros a serem conhecidos e identificados.  

As evidências que levaram às conclusões sobre a existência destes dois 

pools gênicos foram embasadas em análises eletroforéticas da proteína 
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faseolina, presente nas sementes (GEPTS et al., 1986), de isoenzimas (SINGH 

et al., 1991a), de características morfológicas (SINGH et al., 1991b), em 

análises de marcadores de DNA (BECERRA VELÁSQUEZ & GEPTS, 1994) e 

de RFLPs de DNA mitocondrial (KHAIRALLAH et al., 1990) e pela fragilidade 

ocasional em híbridos F1 (GEPTS & BLISS 1985).  

Através das análises de isoenzimas e da proteína faseolina de acessos 

de feijões, que não possuíam exemplares em bancos de germoplasma, foi 

descrito um terceiro pool gênico, denominado intermediário, localizado no norte 

da região dos Andes (Equador e Norte do Peru). Acredita-se, que este pool 

seja o núcleo da diversidade do feijoeiro e que foi a partir dele que os feijões 

selvagens se dispersaram para o norte e para o sul do continente americano, 

servindo como base para a formação dos dois pools gênicos principais: Andino, 

que inclui populações do Peru, Bolívia e Argentina e Mesoamericano, que inclui 

populações do México, América Central e Colômbia (GEPTS, 1998).  

Embora o isolamento geográfico entre os dois pools gênicos ainda 

necessita ser corretamente datado, verifica-se que já ocorreu o processo de 

especiação, que pode ser demonstrado pela dificuldade de geração de híbridos 

F1 férteis, quando se utiliza genitores de cada um dos pools, e por análises 

gênicas (GEPTS et al., 1986). Em contraste, cruzamentos entre tipos 

selvagens e domesticados de feijão de um mesmo pool gênico são 

compatíveis, proporcionando híbridos F1 viáveis (KOINANGE & GEPTS, 1992). 

Os dois pools gênicos principais foram divididos em seis raças 

ecogeográficas: Mesoamérica, Durango e Jalisco (pool Mesoamericano) e 

Nueva Granada, Chile e Peru (pool Andino). Estas raças representam os 

exemplares selvagens de feijão e as diversas formas cultivadas que se 

desenvolveram em consequência da domesticação. A determinação destas 

raças foi baseada em análises do DNA, no tipo de proteína faseolina, na 

distribuição ecológica e geográfica, no hábito de crescimento, no tipo de 

semente, dentre outras características (SINGH et al., 1991c).   

Algumas destas raças foram levadas para outros países, como é o caso 

do Brasil, que possui altos níveis de cultivo e de consumo de feijões do tipo 

carioca (grãos de cor creme com rajas marrons), que se enquadram na raça 

Mesoamerica do pool gênico Mesoamericano (ACOSTA-GALLEGOS et al., 
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2007). Com o cultivo em diversas regiões do mundo, observa-se que a 

produção de feijão é, atualmente, mais importante e expressiva fora dos 

centros de domesticação. 

 Investigações recentes têm mostrado a existência de fluxo gênico entre 

feijões selvagens e domesticados, apesar do feijão ser uma espécie 

predominantemente autógama, ou seja, reproduz-se por autofecundação 

(PAPA & GEPTS, 2003; PAPA et al., 2005). Isto tem levado a uma alteração da 

distribuição da diversidade genética entre populações selvagens e 

domesticadas. O sentido do fluxo gênico é, em geral, de populações 

domesticadas para aquelas selvagens, levando a uma substancial introgressão 

de alelos domesticados em tipos selvagens.  

Além disso, verificou-se que a taxa de fluxo gênico é três vezes maior no 

sentido de domesticados para selvagens (PAPA & GEPTS, 2003). Como 

conseqüência, a diversidade genética de populações selvagens e 

domesticadas, de muitos locais, é substancialmente deslocada, ocasionando 

alteração da variabilidade inerente (PAPA et al., 2005), o que gera 

preocupações acerca do comportamento da espécie sob condições adversas e 

também em relação ao desenvolvimento de variedades melhoradas. Diante 

disso, verifica-se a necessidade de utilização do germosplama dos dois pools 

gênicos no desenvolvimento de novas variedades dada a divergência genética 

entre eles. Assim, novas combinações gênicas poderiam ser obtidas e 

ampliadas com a recombinação (BECERRA-VELÁSQUEZ & GEPTS, 1994). 

 

 

3.2. A mancha angular [Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. 

Braun] 

 

3.2.1. Aspectos gerais  

 

Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun é um fungo 

mitospórico, pertencente ao grupo dos cercosporóides (BRAUN, 1995a). Com 

base em dados morfológicos e de filogenia molecular, Pseudocercospora é 

considerado gênero anamórfico de Mycosphaerella (CROUS et al., 2001). Este 
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fungo foi descrito inicialmente como Isariopsis griseola por Saccardo, em 1878 

(NIETSCHE, 1997). Em 1909, Ferraris concluiu que o gênero Isariopsis era 

sinonímia do gênero Phaeoisariopsis, propondo então a denominação 

Phaeoisariopsis griseola para o patógeno (ZAUMEYER & THOMAS, 1957). 

Recentemente, BRAUN & CROUS (2006), propuseram a mudança do nome 

Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris para Pseudocercospora griseola 

(Sacc.) Crous & U. Braun, o que foi acatado pelo Código Internacional de 

Nomenclatura Botânica. Esta espécie é subdividida em dois grupos ou pools 

gênicos distintos: P. griseola formae griseola, que co-evoluiu com genótipos de 

feijoeiro de origem Andina, sendo capaz de causar doença apenas em feijões 

Andinos e P. griseola formae mesoamericana, que co-evoluiu com genótipos 

de feijoeiro de origem Mesoamericana, mas que é capaz de causar doença em 

feijões Mesoamericanos e Andinos. Esses dois grupos e a nova denominação 

foram definidos com base na gama de hospedeiros, morfologia, características 

culturais e nas análises das sequências da região ITS dos genes de rRNA e 

dos genes que codificam para calmodulina e actina (CROUS et al., 2006). 

A mancha angular é uma das doenças mais importantes que acometem 

a parte aérea do feijoeiro, nas regiões tropical e subtropical, sendo responsável 

por grandes perdas na produtividade e acomete a cultura, em especial, na 

safra da "seca", quando são observadas temperaturas amenas e ocorrência de 

orvalho favorecendo o seu desenvolvimento. Até o final da década de 1980, a 

mancha angular era considerada uma doença de pouca gravidade para a 

cultura do feijoeiro (OLIVEIRA et al., 1980; GOULART, 1988). Segundo VIEIRA 

(1994), a doença não causava danos apreciáveis, porque só era expressiva no 

final do ciclo da cultura, quando a produção já estava praticamente garantida. 

No entanto, nos últimos anos, a mancha angular vem ocasionando grandes 

perdas, com desfolhamento severo em determinados cultivares, sendo 

particularmente importante em regiões onde temperaturas moderadas são 

acompanhadas por períodos de alta umidade e presença de inóculo durante o 

ciclo da cultura (ITO, et al., 2004; HEMP & MASSIGNMA, 2004).  

Atualmente, a mancha angular é a principal doença da cultura do 

feijoeiro no Brasil, sendo encontrada em todas as regiões em que esta 

leguminosa é cultivada (RAVA, 2002). A doença apresenta maior severidade 
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em locais onde não é feita a rotação de culturas, ou seja, onde ocorre 

semeadura sequencial do feijoeiro na mesma área, principalmente no sistema 

de plantio direto (SARTORATO et al., 1996). Apesar de se observar maior 

severidade da doença na safra da "seca", em algumas regiões ela ocorre em 

todas as safras, devido às condições climáticas favoráveis (ITO, et al., 2004). 

Devido aos surtos cada vez mais precoces e intensos da doença, nos 

últimos anos, já foram observadas perdas de até 80% na produtividade (JESUS 

JR. et al., 2001; MAHUKU et al., 2002), em razão da desfolha precoce, ataque 

inicial às vagens e redução do tamanho do grão (CORREA-VICTORIA et al., 

1994). As perdas variam dependendo da suscetibilidade dos cultivares, da 

época do aparecimento dos sintomas da doença (quanto mais precoce, 

maiores são as perdas), das condições ambientais e da agressividade dos 

patótipos predominantes do fungo (SARTORATO & RAVA, 1994; RAVA, 2002; 

OLIVEIRA et al., 2004), além da utilização de sementes infectadas e de 

mutações do patógeno ao longo dos anos (PAULA JR. & ZAMBOLIM, 1998).  

 

 

3.2.2. Aspectos etiológicos e fisiológicos  

  

O fungo P. griseola produz sinêmios na face abaxial das folhas, com 250 

μm de comprimento e 20 μm a 40 μm de largura, compostos por conidióforos 

(de 8 a 40) paralelos e escuros formando tufos visíveis ao olho nu. Na parte 

superior dos conidióforos, formam-se os conídios. Os conídios são de cor 

cinza, cilíndricos a fusiformes, às vezes curvos, com 0 a 3 septos, medem de 

50 μm a 60 μm de comprimento e 7 μm a 8 μm de largura (ZAUMEYER & 

THOMAS, 1957). Os conídios podem germinar sob condições de umidade 

elevada. A germinação bipolar é mais comum, embora a germinação lateral, 

com três a quatro tubos germinativos possa ocorrer. Os conídios infectam os 

tecidos foliares ao penetrar pelos estômatos através do desenvolvimento de 

uma estrutura semelhante a um apressório. A penetração se completa em dois 

dias, sob condições ótimas. O micélio se desenvolve na cavidade 

subestomatal, havendo a liberação de toxinas e, depois de quatro dias, ocorre 

a colonização do espaço entre as células do parênquima paliçádico. Os 

http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Feijao/FeijaoPrimSegSafraSulMG/glossario.htm#10
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cloroplastos apresentam sinais de degradação três dias após a infecção, 

seguidos por necrose das células-guarda e das células do mesófilo adjacente, 

desintegração do parênquima paliçádico e, por fim, a epiderme é destruída 

(LIEBENBERG & PRETORIUS, 1997; MONDA et al., 2001). 

A esporulação é favorecida por temperaturas entre 16 e 28ºC e períodos 

de alta umidade relativa, sendo a temperatura de 24 ºC ótima para o 

desenvolvimento da doença (SINDHAN & BOSE, 1980). Os conídios germinam 

em temperaturas entre 8° C a 32° C penetrando pelos estômatos, podendo 

colonizar o hospedeiro (CAMPOS & FUCIKOVSKY, 1980). 

 Plantas inoculadas mantidas em câmara-úmida, por no mínimo três 

horas, tornam-se infectadas. No entanto, um aumento na duração do período 

de acondicionamento em câmara-úmida para 24 horas proporciona um 

aumento considerável no número de lesões por planta (KULIK, 1984). Na 

Figura 1, são mostrados sintomas de mancha angular, com necroses do tecido 

foliar delimitado pelas nervuras, em uma planta do cultivar suscetível Pérola. 

 

 

Figura 1. Sintoma foliar de mancha angular do feijoeiro, incitada por 

Pseudocercospora griseola, no cultivar suscetível Pérola. 

 

A produção dos conídios se intensifica sob alta umidade, mas também 

ocorre em períodos de seca. Estes podem ser disseminados a longas 
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distâncias pelo vento e pela chuva. Sementes infectadas e partículas de solo 

também podem transmitir o patógeno, o qual pode sobreviver por longos 

períodos, como o de uma safra para a outra.  

O patógeno produz lesões em folhas, caules, ramos, pecíolos e vagens 

(ZAUMEYER & THOMAS, 1957) afetando toda a parte aérea da planta. As 

lesões foliares são as mais características, sendo que nas folhas primárias são 

mais ou menos circulares, com halos concêntricos, de cor castanho-escura e 

nas folhas trifoliadas, as lesões têm formato angular pelo desenvolvimento do 

patógeno pelas regiões foliares delimitadas pelas nervuras, característica que 

deu o nome à doença. Sob condições de infecção severa, as lesões 

coalescem, causando o amarelecimento e o desfolhamento prematuro. Nos 

caules e ramos, as lesões são alongadas, de coloração castanho-escura. Nas 

vagens, as lesões são inicialmente superficiais, quase circulares, de coloração 

castanho-avermelhada e com bordos escuros (FERRAZ, 1980; ZAMBOLIM & 

CHAVES, 1978; SARTORATO & RAVA, 1985). Estas lesões são de tamanho 

variável e, quando numerosas, cobrem toda a largura da vagem e contaminam 

os grãos.  

A visualização das lesões pode ser realizada a partir de 8 a 12 dias após 

a infecção pelo patógeno. Cerca de nove dias após a infecção, tem início o 

processo de necrose e as lesões assumem formato angular (HALL, 1991). 

Dependendo do patótipo e do tipo de cultivar infectado, as lesões podem não 

se apresentar com o formato típico, ou seja, o formato angular (SARTORATO 

et al., 1996). 

Vale ressaltar que tanto as condições climáticas variáveis quanto a 

temperatura amena, a elevada umidade relativa do ar e a constante 

luminosidade, geralmente favorecem a doença em condições de campo 

(CORREA-VICTORIA et al., 1989). Apesar de a mancha angular ocorrer nas 

folhas primárias do feijoeiro, de modo geral, ela tem se apresentado como uma 

doença de ocorrência no final do ciclo da cultura (HEMP & MASSIGNMA, 

2004). No entanto, a doença pode ocorrer desde a emergência da plântula, 

sendo que a cultura tem se mostrado mais vulnerável ao desenvolvimento da 

doença na fase reprodutiva. Dependendo da severidade da doença e da época 

de infecção, a mancha angular pode causar redução da área foliar sadia e 
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queda precoce das folhas, antes do desenvolvimento completo dos grãos, 

ocasionando menor peso e, consequentemente, queda na produtividade 

(KULIK, 1984). 

 

 

3.2.3. Alterações na nomenclatura  

 

O status taxonômico do agente etiológico da mancha angular do feijoeiro 

tem sido, há bastante tempo, fonte de controvérsia entre diferentes 

especialistas. Diversos nomes já foram dados por diversos autores para o 

referido agente etiológico. 

No passado, foram utilizados a estrutura do conidioma e o tipo de 

cicatriz conidiogênica no loci conidiogênico e no hilo do conídio para separar 

Phaeoisariopsis dos demais gêneros anamórficos de Mycosphaerella (BRAUN 

1992; 1995a; 1995b). VON ARX (1983) reconhecia o gênero Phaeoisariopsis 

como hifomicetos sinematosos similares a Cercospora. Já DEIGHTON (1990) 

limitou Phaeoisariopsis a poucas espécies similares a Phaeoisariopsis griseola, 

tendo células conidiogênicas não-geniculadas com cicatrizes conspícuas e 

achatadas e transferiu as espécies sinematosas com células conidiogênicas 

geniculadas e cicatrizes escuras e espessas para o gênero Passalora Fr. As 

espécies sinematosas com loci conidiogênico inconspícuos foram transferidas 

para Pseudocercospora. BRAUN (1992; 1995a; 1995b) manteve a estrutura 

sinematosa do conidioma como importante característica para Phaeoisariopsis, 

além do fato de possuir também loci conidiogênico conspícuos. Entretanto, 

estudos morfológicos e moleculares revelaram que a estrutura do conidioma 

não sustenta a separação de gêneros para os anamorfos de Mycosphaerella 

(CROUS et al., 2001).  

Recentemente, CROUS et al. (2006), analisando a sequência do DNA 

que codifica a subunidade menor do ribossomo, revelaram que não é possível 

distinguir Phaeoisariopsis de outros dois gêneros de hifomicetos anamórficos 

de Mycosphaerella: Pseudocercospora e Stigmina. Para reforçar os dados 

moleculares, os autores ainda reexaminaram a cicatriz conidiogênica e o hilo 

do conídio de Phaeoisariopsis griseola, baseados em ampla amostragem de 
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diferentes materiais, incluindo os tipos de Isariopsis griseola, Cylindrosporium 

phaseoli, Cercospora columnaris e Cercospora solimanii, e concluíram que a 

mesma é pouco inconspícua a subconspícua. Em algumas coleções, a cicatriz 

é completamente inconspícua, como nos tipos examinados de I. griseola e C. 

solimanii.  

Já que os três gêneros são anamorfos de Mycosphaerella e formam um 

clado filogenético comum, havia a necessidade de se decidir qual nome 

escolher para os anamorfos dematiáceos de Mycosphaerella com cicatriz 

conidiogênica e hilo inconspícuo a subconspícuo. O gênero Stigmina foi 

proposto em 1808, com 161 espécies. Em 1909 foi proposto o gênero 

Phaeoisariopsis, com 65 espécies e, em 1910 foi proposto o gênero 

Pseudocercospora, com 1171 espécies. Considerando-se o Código 

Internacional de Nomenclatura Botânica, o nome Stigmina seria utilizado por 

ser mais antigo. Entretanto, Stigmina é um gênero muito heterogêneo e 

taxonomicamente confuso, suportando a proposição de conservação de nome 

do gênero mais comumente utilizado e amplamente difundido, 

Pseudocercospora foi o adotado. Apesar de Phaeoisariopsis ser um nome que 

antecede Pseudocercospora, Phaeoisariopsis foi reduzido à espécie tipo, com 

a maioria das outras espécies de hifomicetos transferidas para Passalora ou 

Pseudocercospora, reforçando ainda mais a conservação do nome 

Pseudocercospora (BRAUN & CROUS, 2006).  

 

 

3.2.4. Variabilidade patogênica  

 

As primeiras evidências de variabilidade entre isolados de P. griseola 

foram reportadas no início dos anos 1950 (BROCK, 1951). Posteriormente, 

diversos estudos comprovaram que o fungo apresenta uma ampla variabilidade 

patogênica (SARTORATO & RAVA, 1984; RIBEIRO et al., 1993; PASTOR-

CORRALES & JARA, 1995; GUZMÁN et al., 1995; PASTOR CORRALES et al., 

1998; SARTORATO, 2002; STENGLEIN et al., 2005; GARCIA et al., 2006; 

VITAL, 2006; SILVA et al., 2008). 
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Trabalhando com materiais que se apresentavam resistentes à mancha 

angular na Colômbia, SARTORATO & RAVA (1984) verificaram que os 

mesmos eram suscetíveis no Brasil. No intuito de determinar a especialização 

fisiológica de P. griseola, os autores selecionaram 14 cultivares, os quais foram 

inoculados com cinco isolados oriundos de diferentes estados brasileiros. Por 

fim, verificaram que os cinco isolados causaram reações diferentes nos 

cultivares selecionados e foram classificados como “raças fisiológicas” ou 

patótipos. 

Em estudos de análise isoenzimática CORREA-VICTORIA (1987) 

avaliou 55 isolados de P. griseola provenientes dos Estados Unidos, da 

América Latina e da África, dividindo-os em dois grupos. Todos isolados 

africanos apresentaram padrão 1 para cada isoenzima, enquanto os isolados 

dos Estados Unidos e da América Latina exibiam padrão 1 ou 2. Os isolados de 

padrão 1 foram associados com cultivares de feijão de sementes grandes, 

originados da região dos Andes, enquanto os isolados de padrão 2 foram 

associados aos cultivares de sementes pequenas das Américas Central e do 

Norte.  

SARTORATO et al. (1991) estudaram a variabilidade fisiológica de 24 

isolados de P. griseola com o objetivo de identificar cultivares a serem usados 

como diferenciadores. Os isolados mostraram ampla diferença quanto à 

patogenicidade, sendo classificados em seis diferentes patótipos. Neste 

trabalho, Cornell 49-242, RG 1342 CH 60, México 279 e México 54 foram 

considerados como diferenciadores. Utilizando a mesma série diferenciadora, 

LACERDA et al. (1994) estudaram a variabilidade fisiológica de 14 isolados de 

P. griseola do Estado de Pernambuco, encontrando cinco diferentes patótipos.  

PASTOR-CORRALES & JARA (1995) realizaram experimentos acerca 

da diversidade genética de P. griseola e de sua co-evolução com o feijoeiro na 

América Latina. Os resultados confirmaram a separação dos fenótipos de 

virulência em dois pools gênicos: o primeiro, denominado Andino, que 

apresenta reação de compatibilidade unicamente com cultivares de feijoeiro de 

origem Andina e, o segundo, denominado Mesoamericano, que apresenta 

reação de compatibilidade principalmente com cultivares de origem 

Mesoamericana, apesar de serem virulentos para algumas variedades Andinas. 
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Os resultados indicaram ainda, que os isolados Andinos de P. griseola, 

denominados P. griseola formae griseola (CROUS et al., 2006), tiveram 

evolução paralela com variedades de feijão de origem Andina; enquanto os 

isolados Mesoamericanos, denominados P. griseola formae mesoamericana 

(CROUS et al., 2006), tiveram evolução com variedades de origem 

Mesoamericana.  

Diante destes fatos, no International Workshop on the Angular Leaf Spot 

of Common Beans, realizado no Centro Internacional de Agricultura Tropical 

(CIAT), em 1995, decidiu-se pela padronização de um conjunto de variedades 

diferenciadoras e uma nova nomenclatura para os patótipos do patógeno 

(PASTOR-CORRALES & JARA, 1995). Até então, não existia um grupo padrão 

de variedades diferenciadoras, definido e adotado internacionalmente, o que 

dificultava a comparação entre os patótipos que eram encontrados. 

A nomenclatura preconizada é baseada em um sistema binário proposto 

por HABGOOD (1970). São utilizados 12 variedades diferenciadoras de feijão, 

sendo seis de origem Andina (di) e seis de origem Mesoamericana (dj) (Figura 

2), devido à existência dos dois pools gênicos do fungo e da co-evolução com o 

feijoeiro. As seis variedades de cada grupo são identificadas ordenadamente 

pelos números de 1 a 6. A designação de um determinado patótipo é feita 

empregando-se dois números separados por um traço. O primeiro número 

corresponde à soma dos valores binários para as variedades Andinas (2di-1) e o 

segundo relaciona-se às variedades Mesoamericanas (2dj-1) e são obtidos pela 

soma dos valores numéricos de cada variedade diferenciadora que é suscetível 

a esse isolado (Tabela 1). Por exemplo, se um isolado ataca as variedades 

diferenciadoras A (grupo Andino, valor binário 1), B (grupo Andino, valor binário 

2), C (grupo Andino, valor binário 4), D (grupo Andino, valor binário 8), E (grupo 

Andino, valor binário 16), F (grupo Andino, valor binário 32), G (grupo 

Mesoamericano, valor binário 1), H (grupo Mesoamericano, valor binário 2), I 

(grupo Mesoamericano, valor binário 4) e K (grupo Mesoamericano, valor 

binário 16), o patótipo denomina-se 63-23. Obtém-se a designação do patótipo, 

somando-se seus valores binários para cada diferenciadora, no caso de reação 

de compatibilidade entre o patógeno e as variedades suscetíveis. Este sistema, 

combinado com as duas classes de resposta à infecção pelo patógeno 
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(resistência ou suscetibilidade), permite classificar um total de 2d = 212 = 4096 

patótipos, em que “d” é o número de variedades diferenciadoras. 

 

    

Figura 2. Série diferenciadora utilizada para a caracterização de patótipos de 

Pseudocercospora griseola, constituída de 12 variedades de feijão: 

seis Andinas e seis Mesoamericanas.  
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O uso desta metodologia, internacionalmente reconhecida, tem 

contribuído consideravelmente para a eficácia dos programas de melhoramento 

visando resistência à mancha angular. Entre os benefícios, destacam-se o 

intercâmbio de germoplasma e de informações entre pesquisadores de 

diversas partes do mundo.  

 

 

Tabela 1. Variedades de feijão utilizadas como diferenciadoras para 
caracterização de isolados de Pseudocercospora griseola 

Variedades 

diferenciadoras 
Acervo genético Valor binário1 

quando suscetível 

Don Timóteo Andino 1 

G 11796 Andino 2 

Bolón Bayo Andino 4 

Montcalm Andino 8 

Amendoim Andino 16 

G 5686 Andino 32 

PAN 72 Mesoamericano 1 

G 2858 Mesoamericano 2 

Flor de Mayo Mesoamericano 4 

México 54 Mesoamericano 8 

BAT 332 Mesoamericano 16 

Cornell 49-242 Mesoamericano 32 

1/ Valor binário para nomear em patótipos os isolados de P. griseola. 

 
 

  

PASTOR-CORRALES & PAULA JR. (1996) avaliaram 27 isolados 

monospóricos provenientes de quatro estados brasileiros, detectando 21 

diferentes patótipos. Os principais patótipos encontrados foram 7-39, 15-23, 15-

39, 31-49 e 63-31 o que indicou uma ampla diversidade genética. Eles 

sugeriram ainda que, embora haja extensa diversidade genética de P. griseola 

no Brasil, todos os isolados caracterizados pertencem ao acervo genético 

Mesoamericano, como os isolados da América Central, devido ao cultivo 

preferencial de cultivares de feijão de origem Mesoamericana no Brasil.  

Diversos outros trabalhos de caracterização de isolados de P. griseola 

foram realizados, apresentando evidências mais conclusivas acerca da 
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variabilidade relacionada à patogenicidade. No trabalho realizado por 

NIETSCHE (1997), a autora demonstrou a existência da elevada variabilidade 

de P. griseola no Estado brasileiro de Minas Gerais e que um dos patótipos 

mais frequentes foi o 63-23, dentre os 13 encontrados. A variedade México 54 

foi identificada como uma possível fonte de resistência para o Estado de Minas 

Gerais. APARÍCIO et al. (1998), avaliando 66 isolados monospóricos de 

diferentes regiões do Brasil concluíram sobre a ocorrência de 30 diferentes 

patótipos, sendo que os mais freqüentes foram 15-39, 31-23, 63-31, 63-23 e 

31-39.  

SARTORATO (2002) estudou a variabilidade fisiológica de P. griseola 

nos Estados brasileiros de Goiás, Minas Gerais, Paraíba, Paraná e Santa 

Catarina. Foram feitas análises de 51 isolados do patógeno, encontrando-se 

sete patótipos (31-23, 55-31, 63-15, 63-23, 63-31, 63-39 e 63-63) e os mais 

frequentes foram 63-31 e 63-63. NIETSCHE et al. (2002), identificaram 26 

patótipos de P. griseola em 71 isolados coletados nos Estados de Alagoas, 

Bahia, Espírito Santo, Goiás, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraíba, 

Pernambuco, Santa Catarina, além de um isolado colombiano. Os patótipos 

mais frequentes foram: 63-31, 63-23, 63-55, 63-39 e 63-47. 

 Ao analisar a variabilidade patogênica de isolados de P. griseola, nos 

municípios de Inhumas e Damolândia (Goiás), SARTORATO (2004) verificou a 

ocorrência de 13 patótipos diferentes, entre os 96 isolados estudados. O 

patótipo mais frequente foi o 63-31, seguido por 63-63, 63-15 e 63-23. 

Verificou-se também que as variedades Cornell 49-242 (Mesoamericana) e 

AND 277 (Andina) foram as mais resistentes e podem ser de grande 

importância para o desenvolvimento de cultivares resistentes à mancha 

angular. 

 SARTORATO & ALZATE-MARIN (2004) mostraram, através de um 

levantamento feito na literatura sobre a variabilidade patogênica do fungo P. 

griseola, que no período de 1996 a 2002 foram identificados 51 patótipos no 

Brasil. Ainda segundo este levantamento, os patótipos mais frequentes e 

amplamente distribuídos no território nacional, neste período, foram: 31-39, 63-

23, 63-31, 63-39, 63-47, 63-55 e 63-63.  
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 Em trabalhos mais recentes, GARCIA et al. (2006) estudaram 96 

isolados de P. griseola obtidos no Estado de Goiás e verificaram a ocorrência 

de sete patótipos diferentes (31-55, 63-23, 63-31, 63-39, 63-47, 63-55 e 63-63); 

os mais frequentes foram o 63-55 e o 63-63, ocorrendo 25 e 39 vezes, 

respectivamente. Além disso, foi verificada a ocorrência de mais de um patótipo 

em uma mesma lesão, processo denominado infecção múltipla.  

No mesmo ano, VITAL (2006) identificou seis patótipos de P. griseola a 

partir de sete isolados obtidos do Estado de São Paulo e testados nas 

variedades diferenciadoras da mancha angular. Os patótipos encontrados 

foram 16-4, 31-15, 31-47, 39-63, 63-15 e 63-47. Em Minas Gerais, SILVA et al. 

(2008) verificaram a ocorrência de dez patótipos distintos (55-15, 63-7, 63-15, 

63-23, 63-25, 63-27, 63-31, 63-47, 63-55 e 63-63) em um total de 48 isolados 

analisados. Os patótipos identificados em maior frequência foram o 63-31 e o 

63-63, ocorrendo 12 e 23 vezes, respectivamente. Com isso, outros nove 

patótipos foram identificados e somados àqueles constatados no levantamento 

realizado por SARTORATO & ALZATE-MARIN (2004), e assim, verifica-se que 

foram identificados, pelo menos, 60 patótipos distintos no Brasil, entre os anos 

de 1996 e 2004. 

OROZCO e ARAYA (2005) demonstraram que em locais onde são 

cultivados exclusivamente feijões do tipo mesoamericano, ocorre uma pressão 

de seleção sobre as populações de P. griseola prevalecentes, que conduz ao 

incremento de patótipos correspondentes ao acervo genético do hospedeiro, 

como ocorre no Brasil.  

Pelo exposto, um dos principais problemas enfrentados na cultura do 

feijoeiro está diretamente relacionado à variabilidade que o fungo P. griseola 

apresenta. O monitoramento da variabilidade do patógeno fornece informações 

úteis aos programas de melhoramento contribuindo na identificação de 

potenciais doadores de genes. 
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3.2.5. Formas de controle da mancha angular 

 

Duas alternativas para o controle da mancha angular é a integração de 

práticas culturais e o emprego de fungicidas no tratamento da semente e da 

parte aérea. Entre as práticas culturais, recomenda-se a utilização de sementes 

de boa qualidade, tratadas, livres do patógeno (visando conter a introdução de 

novos patótipos) e produzidas em regiões onde se pratica a rotação de culturas 

com gramíneas e preparo do solo com a incorporação profunda de restos de 

cultura. O tratamento químico pode ser realizado tanto nas sementes como em 

pulverizações foliares, de forma preventiva e com os fungicidas recomendados 

(DHINGRA & KUSHALAPPA, 1980; SARTORATO & THUNG, 2004).  

No Brasil, o controle químico da mancha angular tem sido realizado, 

principalmente, por grandes produtores, devido aos altos custos despendidos 

por esta prática. Todavia, a maior parte da produção de feijão vem de 

pequenos e médios produtores que não fazem o uso deste tipo de controle.  

Contudo, a maneira mais eficiente de controle da mancha angular, de 

menor custo e de menores riscos ambientais é a utilização de cultivares 

resistentes ao patógeno, associada às boas práticas de manejo, especialmente 

no contexto da agricultura familiar, a qual não possui condições econômicas de 

sustentar um programa de controle químico.  

Porém, o desenvolvimento de cultivares resistentes tem sido dificultado 

devida à grande variabilidade de P. griseola, havendo, portanto, a necessidade 

de identificação e de monitoramento dos diferentes patótipos, principalmente, 

nos maiores centros de produção e seus arredores. Com esse propósito, desde 

a metade da década de 90, foi intensificada a avaliação de diferentes fontes de 

resistência e a identificação de potenciais doadores de genes de resistência 

(PASTOR-CORRALES et al., 1998; ARAYA & ARAYA, 2000). Assim, dado que 

as populações de P. griseola são mitóticas (reprodução assexuada), a 

piramidação ou a associação de genes de resistência em variedades 

comerciais bem adaptadas pode ser uma estratégia para o uso de genes 

específicos, com o propósito de alcançar uma resistência durável e de amplo 

espectro (OROZCO & ARAYA, 2005; SANGLARD et al., 2006). Contudo, para 
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a utilização dessa estratégia é necessária a identificação de possíveis fontes 

de resistência, bem como o conhecimento do seu controle genético. 

 

 

3.2.6. Fontes de resistência utilizadas no Brasil 

 

Em relação à mancha angular, as fontes de resistência conhecidas não 

conferem resistência a todos os patótipos identificados. Entretanto, a 

combinação de genes de resistência presentes em diferentes fontes pode vir a 

ser efetiva no controle parcial ou total dos patótipos identificados. 

De acordo com os estudos da variabilidade patogênica de isolados de P. 

griseola coletados em diversas regiões do Brasil, as variedades diferenciadoras 

Mesoamericanas: México 54, Cornell 49-242 e BAT 332, com reação de 

incompatibilidade (resistência) a 40, 31 e 31 patótipos, respectivamente; e a 

fonte Andina: G 5686, com resistência a 34 patótipos, de um total de 60, são as 

principais fontes de resistência usadas do Brasil (SARTORATO & ALZATE-

MARIN, 2004; GARCIA et al., 2006; VITAL, 2006; SILVA et al., 2008). 

Considerando estes estudos, a associação dos genes de resistência presentes 

nas variedades México 54, Cornell 49-242 e BAT 332 (Figura 3) pode conferir 

resistência a todos os patótipos identificados, exceto ao patótipo 63-63. Isso 

demonstra a necessidade de identificação e caracterização de novas fontes de 

resistência à mancha angular, haja vista que o patótipo 63-63 é um dos mais 

frequentes e amplamente distribuídos no território brasileiro. Além das citadas 

anteriormente, as variedades AND 277, MAR-2 (Figura 3) e também Ouro 

Negro têm se mostrado como importantes fontes de resistência à mancha 

angular considerando os patótipos caracterizados no Brasil. 

 Heranças dos tipos dominantes e monogênicas foram inicialmente 

observadas em trabalhos de identificação de marcadores moleculares, em que 

se utilizou o cultivar suscetível Rudá cruzado com as fontes de resistência 

citadas. CARVALHO et al. (1998), trabalhando com o cultivar AND 277, 

relataram que o marcador OPH13490 está ligado em fase de acoplamento ao 

gene de resistência ao patótipo 63-23 de P. griseola, a uma distância de 5,5 

cM. Os marcadores RAPD OPN02890, OPAC142400, e OPE04650 estão ligados 
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em acoplamento, respectivamente, a 5,9; 6,6 e 11,8 cM de distância do gene 

de resistência ao patótipo 63-19 de P. griseola presente em México 54 

(SARTORATO et al., 1999). Os marcadores SCAR N02890 e OPE04650, também 

estão ligados ao gene de resistência presente em Cornell 49-242 a uma 

distância de 3,2 e 12,5 cM, respectivamente (NIETSCHE et al., 2000b). O 

marcador OPE04500, também em fase de acoplamento, está ligado ao gene de 

resistência ao patótipo 63-39 de P. griseola, presente em MAR-2, a uma 

distância de 5,8 cM (FERREIRA et al., 2000). CAIXETA et al. (2003) relataram 

que os marcadores OPAO12950 e OPAA07950 estão ligados a 5,83 e 5,10 cM, 

respectivamente, do gene de resistência ao patótipo 61-41 de P. griseola do 

cultivar BAT 332. Também neste caso, a maioria dos marcadores RAPD foram 

convertidos em marcadores do tipo SCAR (CORREA et al., 2000; NIETSCHE 

et al., 2000b; QUEIROZ et al., 2004a; QUEIROZ et al., 2004b; SOUZA et al., 

2004) e várias isolinhas contendo genes separadamente foram intercruzadas, 

visando à piramidação. 

NIETSCHE et al. (2000a), utilizando diversos patótipos de P. griseola, 

relataram diferentes espectros de resistência com relação a diversas fontes, 

indicando que esses genótipos deveriam possuir diferentes genes de 

resistência. Posteriormente, trabalhando com cinco fontes de resistência à 

mancha angular, AND 277, MAR-2, México 54, Cornell 49-242 e BAT 332, 

CAIXETA et al., (2002; 2005) realizaram estudos de alelismo.  O objetivo foi 

obter uma análise conjunta visando melhor entendimento da relação de 

independência desses genes. A utilização de diferentes cruzamentos e 

diferentes patótipos demonstrou uma maior complexidade que a relatada 

anteriormente na caracterização da herança da resistência desses genótipos.  

Na Tabela 2 são apresentadas as fontes resistência à mancha angular 

utilizadas pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV e 

seus respectivos genes (alelos) caracterizados. 
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Figura 3. Fontes de resistência à mancha angular utilizadas pelo Programa de 

Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV. 

 

 

Tabela 2. Fontes de resistência à mancha angular com seus respectivos genes 

determinados por testes de alelismo 

Fonte de resistência  Genes (alelos) 

AND 277  Phg-1a e/ou Phg-22, Phg-32, Phg-42 

Cornell 49-242  Phg-3 

México 54  Phg-2b, Phg-5, Phg-6 

MAR-2  Phg-4, Phg-52 

BAT 332  Phg-62 
a
Gene caracterizado por CARVALHO et al.,1998; 

b
Gene caracterizado por SARTORATO et al., 

1999; os demais genes foram caracterizados por CAIXETA et al., 2002; 2005. 

 

 

Posteriormente, OLIVEIRA et al. (2005) selecionaram isolinhas com 

grãos tipo carioca que possuíam genes de resistência à mancha angular, 

derivados dos cultivares México 54, MAR-2 e BAT 332 em cruzamentos 



28 

 

utilizando background genético Rudá. Em seguida, de acordo com os estudos 

de alelismo realizados e as isolinhas disponíveis, foram estabelecidas as 

possíveis e melhores combinações visando à piramidação de genes de 

resistência à mancha angular (SANGLARD et al., 2007). 

Os materiais a serem obtidos ao final do processo de melhoramento 

iniciado nos trabalhos reportados, após serem testados quanto à resistência e 

ao desempenho agronômico, poderão gerar novos cultivares e servir como 

coleção de trabalho visando à resistência à mancha angular.  

Após estudos mais aprofundados, verificou-se que a resistência à P. 

griseola pode ser monogênica ou oligogênica. AMARO et al. (2007) sugerem 

que vários genes podem estar envolvidos no controle da resistência à mancha 

angular e ao avaliarem a variabilidade entre linhagens de feijão para resistência 

à mancha angular observaram graduação nos sintomas observados entre as 

linhagens consideradas resistentes e atribuíram este fato ao efeito ambiental, 

enfatizando a possível ocorrência de controle poligênico para o caráter. 

 

 

3.3. Co-evolução planta-patógeno 

 

A relação entre fungos e plantas desenvolveu-se em um primeiro estágio 

da evolução, dirigindo-se para o que se conhece hoje. Os fungos surgiram na 

Terra, possivelmente, há cerca de um bilhão de anos e as plantas, 

provavelmente, por volta de 700 milhões de anos atrás. E desde os primeiros 

momentos de coexistência, interações diversas entre estes dois reinos têm 

ocorrido (HECKMAN et al., 2001). As interações entre as plantas e os fungos 

patogênicos são de extremo interesse para a humanidade, uma vez que 

grande parte da economia mundial tem por base a utilização de espécies 

vegetais, as quais podem sofrer sérios danos em virtude do ataque de 

patógenos (BARBIERI & CARVALHO, 2001). Estas interações são controladas 

por genes de ambos os organismos. Se a interação existente entre 

hospedeiros e patógenos é compatível ou não, isso poderá afetar a 

probabilidade de sobrevivência de cada um deles e, então, levará à alteração 

da freqüência de genes, particularmente, aqueles envolvidos na interação, de 
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modo que, torna-se possível, que interações incompatíveis planta-patógeno, 

onde a planta não desenvolve a doença, em um primeiro instante, evoluam 

para interações compatíveis, onde a planta passa a manifestar a doença 

(CHASAN, 1994). 

No clássico trabalho desenvolvido por EHRLICH & RAVEN (1964) o 

conceito de co-evolução foi abordado pela primeira vez para designar 

adaptações recíprocas entre plantas e borboletas, no que se refere ao 

processo de polinização, levando a sua interdependência. Posteriormente, 

JANZEN (1980) definiu e propôs a padronização do termo co-evolução como 

sendo uma consequência da interação entre dois ou mais organismos, 

produzindo uma resposta evolutiva em cada um deles, através da alteração 

correlacionada em suas frequências gênicas.  

Os fungos co-evoluem com representantes de todas as formas de vida 

com as quais interagem como as bactérias, outros fungos, plantas e animais. 

Neste processo de interação ocorrem invasões de células e tecidos em busca 

de nutrientes, de abrigo ou de transporte, estabelecendo uma relação de 

parasitismo ou de patogenicidade. Entretanto, eles também podem mediar a 

interface entre o hospedeiro e seu ambiente físico e biológico, em troca de 

mecanismos que lhes garantam a sobrevivência, deste modo, caracterizando 

uma relação mutualista ou simbionte (PIROZYNSKI & HAWKSWORTH, 1988). 

Porém, em sistemas patogênicos, denominados patossistemas, o benefício é 

unidirecional, onde o patógeno explora e se beneficia do hospedeiro. Não 

existe benefício mútuo, então a definição mutualística de co-evolução não se 

aplica a estes casos (BARBIERI & CARVALHO, 2001). 

As populações naturais de plantas geralmente são polimórficas para a 

resistência à diversos fungos patogênicos. Como os patógenos também são 

polimórficos para a virulência, podendo vencer a resistência da planta, a 

efetividade desta resistência se torna limitada. Estes polimorfismos são 

mantidos por contínuos ciclos de co-evolução patógeno-hospedeiro nas 

populações, somado ao efeito de fluxo ocasional de novos genes de resistência 

e de virulência vindos de populações distantes (FRANK, 1992; ARAYA, 2003).  

Com o desenvolvimento da agricultura e constante busca de genótipos 

com alto potencial de rendimento, houve uma tendência de uniformização das 
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culturas e este fator contribuiu para o aumento da pressão de seleção sobre as 

populações de patógenos, acelerando seu processo evolutivo, já que os 

patógenos deverão desenvolver especializações que os capacitem a parasitar 

um determinado tipo de cultura (MATIELLO et al., 1997).  

As forças evolutivas possibilitam o desenvolvimento de variabilidade 

tanto nas populações de fungos como nas populações de plantas, através do 

surgimento de novos alelos, por mutação, os quais sofrem seleção e aqueles 

mantidos são rearranjados graças à recombinação genética, havendo 

dispersão dos alelos quando ocorrem migrações de indivíduos de um local a 

outro (ARAYA, 2003). A combinação de seleção, de deriva genética, de 

migração e de mutação define a estrutura genética e a diversidade de todas as 

populações patogênicas, sendo que o papel relativo de cada um destes fatores 

pode variar intensamente entre diferentes associações planta-patógeno, entre 

os estádios do ciclo epidemiológico e entre associações em ecossistemas 

naturais ou agrícolas (BURDON & SILK, 1997).  

Para que a co-evolução possa acontecer deve haver ausência de 

isolamento geográfico entre as populações dos diferentes táxons envolvidos. 

Este processo de evolução mútua pode envolver mais do que dois táxons, 

desde que exista um determinado grau de similaridades físicas ou químicas 

entre eles, para possibilitar uma associação entre populações previamente 

separadas. A essência da co-evolução é uma mudança adaptativa em uma 

relação balanceada que provoca mudanças nas duas direções ou mais, 

dependendo do número de táxons envolvidos. Há uma maior probabilidade que 

ela ocorra dentro de comunidades de um ecossistema e entre hospedeiros 

relacionados bioquimicamente, devido ao maior grau de interação inerente 

desta relação (DICK, 1988). 

 Determinadas mudanças co-evolutivas podem ocorrer nos pools gênicos 

do hospedeiro e do patógeno quando cada uma das espécies envolvidas causa 

um grande impacto no valor adaptativo (a contribuição média de um genótipo 

para a próxima geração, comparada com aquela de outros genótipos) da outra, 

como no caso da interação entre Pseudocercospora griseola e Phaseolus 

vulgaris. As implicações genéticas da co-evolução em cada ambiente são que 

as populações do patógeno nativas ou emergentes possuem diferentes 
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mecanismos de patogenidade (genes), enquanto que seus respectivos 

hospedeiros oferecem uma diversidade similar quanto a genes de resistência 

(ARAYA, 2003) e aqueles genótipos hospedeiros considerados raros serão 

mais resistentes aos patógenos quando comparados aos genótipos comuns.  

 

 

3.4. Região ITS (espaçadores internos transcritos) 

 

A utilização de sequências de nucleotídeos de DNA como fonte básica 

de variação é uma importante ferramenta para a resolução de diversas 

questões taxonômicas e filogenéticas. Conforme o nível taxonômico em estudo, 

várias sequências de genes específicos têm sido comumente utilizadas de 

acordo com o grau de conservação.  Estudos comparativos de sequências do 

gene do DNA ribossomal (rDNA), gene que codifica o RNA ribossômico, e das 

regiões espaçadoras, permitem descrever a estrutura genética de populações e 

as relações filogenéticas entre e dentro de espécies (KING & SCHALL, 1989).  

Os genes que codificam RNAs ribossômicos estão organizados em 

unidades repetidas em tandem e estão presentes em um número de cópias 

que varia de 100 a 200, em genomas eucariotos inferiores, até várias centenas 

ou milhares, em genomas eucariotos superiores. Estes arranjos se localizam 

principalmente em regiões especializadas dos cromossomos, associadas aos 

nucléolos, constituindo as chamadas regiões organizadoras nucleolares 

(FERREIRA, 2003).   

Nos eucariotos, de um modo geral, cada unidade de rDNA é transcrita 

como um único precursor e é constituída por um espaçador externo transcrito 

ou ETS (External Transcribed Spacer), sequência que contém a extremidade 5‟ 

do pré-rRNA transcrito; uma região codificante responsável pela formação do 

rRNA 18S (a pequena subunidade gênica); a região do primeiro espaçador 

interno transcrito ou ITS1 (Internal Transcribed Spacer); a região codificadora 

do gene do rRNA 5,8S; a região do segundo espaçador interno transcrito ou 

ITS2; a região responsável pela formação do rRNA 28S (a grande subunidade 

gênica); e a região do espaçador externo não-transcrito ou NTS (Non 

Transcribed Spacer) (Figura 4) (JORGENSEN & CLUSTER, 1988; ELDER & 
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TURNER, 1995). Em fungos, a maioria dos estudos filogenéticos 

fundamentados em sequências de DNA, tanto entre espécies como dentro de 

uma mesma espécie, é baseada nos genes do RNA ribossômico ou nas 

regiões dos espaçadores internos transcritos (ITS) (KAUSERUD et al., 2004). 

 

 

Figura 4. Representação esquemática da unidade de repetição do cluster 

gênico do rDNA. ETS: espaçador externo transcrito; 18S: região 
que codifica para RNA ribossômico 18S; ITS1: região do primeiro 
espaçador interno transcrito; 5,8S: região que codifica para RNA 
ribossômico 5,8S; ITS2: região do segundo espaçador interno 
transcrito; 28S: região que codifica para RNA ribossômico 28S; 
NTS: espaçador externo não-transcrito. As setas pretas indicam a 
localização aproximada dos primers utilizados neste trabalho. O 
esquema não está em escala. 

 
 

Os componentes da unidade repetitiva dos genes de rDNA têm sido 

estudados com um enfoque evolutivo e o que se verifica é que as diferentes 

regiões apresentam taxas de evolução diferenciadas, possibilitando o 

surgimento de dados informativos para análises (ÁLVAREZ & WENDEL, 2003). 

As regiões que codificam os RNAs ribossômicos não são geralmente úteis na 

análise de polimorfismos dentro de uma mesma espécie, porque essas regiões 

evoluem muito lentamente, apresentando poucas alterações nas sequências de 

bases e em seu comprimento, sendo, portanto, particularmente úteis para 

análises em classes taxonômicas mais elevadas, como famílias ou ordens.  A 

região dos espaçadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) apresenta um nível 

intermediário de variação, o que torna essas sequências apropriadas para o 

estudo em nível de gênero, de espécies próximas ou dentro de uma mesma 

espécie (KO et al., 1993).   

ÁLVAREZ & WENDEL (2003) fizeram um levantamento e verificaram o 

grande número de estudos relacionados com análises genéticas que utilizam 

os elementos dos genes de rRNA, em especial a região ITS. Neste trabalho, os 
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autores citam e explicam algumas vantagens da utilização da região ITS para 

estudos filogenéticos, dentre as quais se destacam:  

 Universalidade: WHITE et al. (1990) descreveram um conjunto de 

primers úteis para a amplificação da região ITS do genoma de diversas 

espécies de plantas e de fungos. Esses primers universais possibilitam que 

sequências de ITS sejam prontamente obtidas em relação à outra marca 

nuclear que não possui primers previamente definidos para sua amplificação;  

 Simplicidade: como os genes de rRNA se apresentam no genoma de 

eucariotos em várias cópias arranjadas em tandem, esta região é mais 

facilmente isolada do que genes que se apresentam em baixo número de 

cópias no genoma de um organismo e exige pouca especialização nos 

experimentos para se obter sucesso nas amplificações;  

 Uniformidade Intragenômica: é certo que famílias multigênicas, em 

particular, as sequências da região ITS, estão sujeitas a um fenômeno 

denominado „‟evolução em concerto‟‟, que é um mecanismo que promove a 

homogeneização das inúmeras cópias, tornando-as idênticas em um dado 

organismo em pouco tempo evolutivo. Este processo elimina variações das 

sequências dentro do genoma, de modo que as mudanças somente ocorrem 

em estado de espécies ou de classes taxonômicas superiores, sendo de 

grande utilidade para análises intraespecíficas;  

 Variabilidade Intergenômica: através de diversos tipos de análises, 

verificou-se que os níveis de variação da região ITS são adequados para 

inferências filogenéticas em nível de espécie, gênero ou família; 

 Baixa Pressão de Seleção: durante o processamento do transcrito 

primário, a região ITS é removida por splicing para o estabelecimento do 

transcrito final. Como ocorre a remoção da região ITS, admite-se que ela está 

sujeita a baixa pressão de seleção, oferecendo preponderância de sítios de 

nucleotídeos que poderão evoluir essencialmente de forma neutra. 
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CAPÍTULO 1 

 

CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA DE PATÓTIPOS DE Pseudocercospora 

griseola ORIUNDOS DE ALGUMAS LOCALIDADES DO ESTADO DE MINAS 

GERIAS E AVALIAÇÃO DE FONTES DE RESISTÊNCIA DO FEIJOEIRO 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) é a espécie mais cultivada entre 

as demais do gênero Phaseolus. O Brasil é o maior produtor mundial (FAO, 

2008) e também o maior consumidor dessa leguminosa, o que demonstra a 

grande importância econômica e social deste produto agrícola no país. É 

reconhecidamente uma excelente fonte de proteínas e micronutrientes 

essenciais, sendo consumido em todo o país.  Na maioria das vezes, o feijão é 

cultivado como cultura de subsistência por pequenos agricultores. Porém, 

quando o plantio se dá em escala empresarial, utiliza-se toda tecnologia 

disponível para otimizar a produção (BORÉM & CARNEIRO, 1998).  

 A cultura apresenta uma ampla adaptação edafoclimática, o que permite 

o seu cultivo durante todos os meses do ano, possibilitando a oferta constante 

do produto no mercado. Apesar da grande importância da cultura para o Brasil, 

a produtividade média estimada é baixa comparada com o potencial produtivo 

da cultura em condições favoráveis (VIEIRA et al., 1999).  

 Independentemente do sistema de manejo adotado, estresses bióticos e 

abióticos representam as principais limitações para a produtividade da cultura. 

Dentre os diversos fatores que contribuem para a baixa produtividade do 

feijoeiro, verifica-se o grande número de doenças fúngicas que acometem a 

parte aérea, com destaque para a antracnose, a ferrugem e a mancha angular.  

Muitos patógenos do feijoeiro apresentam ampla variabilidade fisiológica, 

possuindo grande número de formas patogênicas especializadas, as chamadas 

“raças fisiológicas” ou patótipos. Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. 

Braun, Sin. Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, patógeno que incita a 
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mancha angular do feijoeiro, também apresenta alta variabilidade, o que 

dificulta o seu controle. 

 A mancha angular foi uma das primeiras doenças do feijoeiro a ser 

estudada. Ela ocorre praticamente em todas as regiões onde o feijão é 

plantado e como, no Brasil, a maior parte do feijoeiro é cultivada sob condições 

climáticas de ventos moderados, temperaturas amenas, intensa formação de 

orvalho e grande amplitude diária de temperatura, com a ocorrência de noites 

frias, ocorre que estas condições associadas à presença generalizada de P. 

griseola e ao plantio de cultivares suscetíveis, favorecem o desenvolvimento da 

mancha angular, o que tem atraído atenção de produtores e pesquisadores.  

Esta doença era considerada de final de ciclo, causando pouca ou 

nenhuma redução na produtividade. Entretanto, nos últimos anos, devido aos 

surtos cada vez mais precoces e intensos, passou a ser considerada a principal 

doença da parte aérea do feijoeiro, sendo responsável por grandes prejuízos 

na produção, dependendo das condições ambientais, da suscetibilidade dos 

cultivares e do estádio de desenvolvimento da cultura. Adicionalmente, são 

registradas perdas de qualidade das sementes e redução do valor de mercado 

e na disponibilidade do produto no comércio (PASTOR-CORRALES et al., 

1998). 

 A eficiência no uso de resistência à mancha angular depende do 

conhecimento sobre a variabilidade patogênica e a distribuição geográfica do 

patógeno. A diversidade genética de P. griseola tem sido determinada 

mediante a reação de um grupo padrão de variedades diferenciadoras, que 

contém genótipos dos dois acervos genéticos principais do feijão: Andino e 

Mesoamericano (SARTORATO, 2002). A determinação de um sistema de 

nomenclatura padrão permitiu uma comparação consistente dos dados obtidos 

por diversos pesquisadores. Diante desta padronização, ficou demonstrado que 

populações do patógeno apresentam uma ampla variabilidade de patótipos e 

alta associação entre sua origem e o acervo genético do hospedeiro: Andino ou 

Mesoamericano (PASTOR-CORRALES e JARA, 1995; ARAYA e OROZCO, 

2001; SARTORATO, 2002). Com a associação dos patótipos com os pools 

gênicos do feijoeiro, a espécie pôde ser subdividida em dois grupos distintos: 

P. griseola formae griseola, que co-evoluiu com genótipos de feijoeiro de 
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origem Andina, sendo capaz de incitar doenças apenas em feijões Andinos e P. 

griseola formae mesoamericana, que co-evoluiu, com genótipos de feijoeiro de 

origem Mesoamericana, mas é capaz de incitar doença em feijões dos dois 

pools gênicos, apesar de ser mais patogênico para os genótipos 

Mesoamericanos (CROUS et al., 2006). 

Através dos anos, o controle químico da mancha angular com fungicidas 

tem sido recomendado, no entanto, essa medida resulta em aumento dos 

custos, além de promover danos ao ambiente. Por outro lado, o uso de 

cultivares resistentes ao patógeno, associado às boas práticas de manejo, 

destaca-se como a melhor opção de controle da enfermidade, devido à 

praticidade e à economia. Com esse propósito, desde a metade da década de 

1990, foi intensificada a avaliação de diferentes fontes de resistência e a 

identificação de potenciais doadores de genes (PASTOR-CORRALES et al., 

1998; MAHUKU et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004; SARTORATO, 2006). 

No Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV, iniciado 

em 1992, foram identificadas várias fontes de resistência à mancha angular. 

NIETSCHE et al. (2000) avaliaram a reação de nove cultivares de feijoeiro a 25 

patótipos de P. griseola, demonstrando que as variedades México 54, AND 

277, MAR-2, Cornell 49-242 e BAT332, além de G5686, são importantes fontes 

de resistência a este patógeno. Posteriormente, foram obtidas isolinhas 

derivadas dessas fontes, as quais foram utilizadas em estratégias de 

melhoramento pelo mesmo Programa (CAIXETA et al., 2002; CAIXETA et al. 

2005; OLIVEIRA et al., 2005; SANGLARD et al., 2007).  

Aanálise periódica da variabilidade patogênica de P. griseola possibilita 

monitorar a viabilidade de uso das fontes de resistência já utilizadas e a 

identificação de novos acessos portadores de genes que conferem resistência 

efetiva, ampla e estável ao patógeno. Diante disso, este capítulo tem como 

objetivos: caracterizar isolados de P. griseola provenientes de algumas 

localidades do Estado de Minas Gerais utilizando as variedades da série 

diferenciadora; e avaliar as fontes de resistência utilizadas pelo Programa de 

Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV: BAT 332, Cornell 49-242, 

México 54, AND 277 e MAR-2, frente a estes isolados. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1. Locais de condução dos experimentos 

 

A obtenção de culturas monospóricas do fungo P. griseola foi realizada 

na Clínica de Doenças de Plantas do Departamento de Fitopatologia da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV) e no Laboratório de Genética Molecular 

de Plantas (BIOMOL) situado no Instituto de Biotecnologia Aplicada à 

Agropecuária (BIOAGRO/UFV). O cultivo das plantas foi realizado em casas-

de-vegetação. As inoculações foram conduzidas em uma casa-de-apoio, onde 

se encontram instaladas câmaras-de-nevoeiro para a incubação das plantas 

inoculadas. A avaliação dos sintomas ocorreu nas casas-de-vegetação, onde 

se encontravam as plantas que haviam sido inoculadas. Todos estes locais e 

as estruturas mencionadas anteriormente estão situados no Campus da UFV, 

em Viçosa - Minas Gerais, Brasil. 

 

 

2.2. Locais de coleta das folhas sintomáticas 

 

 Para o desenvolvimento deste trabalho foram coletadas folhas de 

feijoeiro com sintomas de mancha angular em cidades de três importantes 

regiões produtoras de feijão do Estado de Minas Gerais: Triângulo/Alto 

Paranaíba (Lagoa Formosa), Noroeste (Paracatu e Unaí) e Zona da Mata (Alto 

Jequitibá, Canaã, Coimbra, Manhumirim, São Miguel do Anta e Viçosa) (Figura 

1). A coleta foi realizada em diferentes pontos de cada área de cultivo 

selecionada em cada uma das cidades visitadas a fim de se obter uma melhor 

amostragem. 
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Figura 1. Cidades do estado de Minas Gerais onde ocorreram coletas de 

folhas de feijoeiro apresentando sintomas de mancha angular. 
 

 

2.3. Obtenção de culturas monospóricas  

 

            Folhas apresentando sintomas de mancha angular em condições de 

campo foram coletadas e armazenadas em sacos de papel. Ao fim de cada 

coleta os sacos de papel eram colocados em sacos plásticos maiores e estes 

eram acondicionados em caixas de isopor contendo géis congeláveis para 

manutenção de baixa temperatura e para evitar a rápida deterioração das 

folhas coletadas. Posteriormente, parte das folhas coletadas era acondicionada 

em sacos de papel dentro de uma geladeira e outra parte das folhas eram 

mantidas em excicatas (processo de herborização), de modo que se 

mantinham vivas e sem sintomas de deterioração, ficando úteis para a 

realização do isolamento dos esporos do fungo P. griseola. 
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 Para a obtenção de culturas monospóricas, seguiu-se uma adaptação da 

metodologia descrita por CORREA-VICTORIA (1987) e PYINDJI (1991), 

composta das seguintes etapas seqüenciais: (i) raspagem das extremidades de 

conidióforos nas lesões utilizando a ponta de uma agulha previamente 

esterilizada (flambagem) e embebida em água estéril; (ii) transferência de 

conídios aderidos à agulha para uma gota de água estéril na superfície de 

placas de Petri contendo meio ágar-água (etapa repetida de cinco a dez vezes 

por placa); (iii) espalhamento da suspensão sobre a superfície do meio com o 

auxílio de uma alça de Drigalski previamente esterilizada (flambagem); (iv) 

após 24 horas, identificação, sob microscópio binocular estereoscópico, de 

conídios germinados e transferência individual para tubos de ensaio contendo 

meio a base de molho de tomate (Pomarola Tradicional, Knorr) [163,00 mL de 

Pomarola, 14,37 g de ágar, 2,16 g de carbonato de cálcio (CaCO3), 575,00 mL 

de água e antibiótico (concentração dependente de qual antibiótico foi usado)]. 

Após 15 dias, os tubos que apresentavam o desenvolvimento de massa 

micelial (Figura 2) foram acondicionados em uma incubadora a 24ºC. 

 

                          

Figura 2. Tubos de ensaio apresentando sinais de crescimento a partir de um 

único conídio de P. griseola. 
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Quando as colônias atingiram o crescimento satisfatório (20-30 dias 

após o isolamento) foi realizada a transferência de parte do micélio para placas 

de Petri contendo o meio à base de molho de tomate citado anteriormente, 

através dos seguintes passos: (i) repicagem dos isolados em câmara asséptica 

de fluxo laminar; (ii) maceração do micélio, com palitos esterilizados, em tubos 

contendo 2 ml água estéril; (iii) deposição e espalhamento de 0,5 ml dessa 

suspensão no centro das placas de Petri, visando a multiplicação dos isolados; 

(iv) incubação por 12 dias a 24ºC no escuro em incubadora.  

 

 

2.4. Preparo do inóculo  

 

Para cada isolado obtido, foi preparada uma suspensão de conídios e 

fragmentos do micélio a partir da adição de 2 a 5 ml de água estéril por placa 

de Petri. Com o auxílio de uma espátula, efetuou-se a raspagem superficial em 

colônias do fungo de 12 dias de idade, crescendo a 24°C sobre placas 

contendo uma mistura de água destilada, molho de tomate (Pomarola), ágar, 

carbonato de cálcio (CaCO3) e estreptomicina (antibiótico). Essa suspensão foi 

filtrada em gaze e posteriormente ajustada para concentração final de 2,0 x 104 

conídios/mL (PASTOR-CORRALES & JARA, 1995) com o auxílio de uma 

câmara de Neubauer visualizada sob microscópio de luz. 

 

 

2.5. Inoculação, avaliação de sintomas e caracterização em patótipos  

 

Sementes das 12 variedades diferenciadoras e das fontes de 

resistência, AND 277 e MAR-2, além de México 54, Cornell 49-242 e BAT 332 

(pertencentes à série diferenciadora), foram semeadas diretamente em vasos 

plásticos de 2,5 L contendo uma mistura de solo e esterco curtido, na 

proporção de 4:1, adubada no momento do preparo com 5 kg da formulação 4-

14-8 por m3 de substrato. Para cada isolado caracterizado, foram inoculadas 

em torno de 12 plantas de cada variedade e de cada fonte de resistência. No 

plantio, eram semeadas três sementes pré-germinadas por vaso. 
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As plantas foram inoculadas quando atingiram o estádio fenológico V3 

(DOURADO NETO & FANCELLI, 2000). A descrição dos estádios fenológicos 

da cultura do feijoeiro, encontra-se no Tabela 1. As inoculações foram 

efetuadas nas faces abaxial e adaxial dos trifólios, utilizando um atomizador De 

Vilbiss nº 15 acionado por um compressor elétrico. Após as inoculações e 

rápida secagem ao ar, as plantas foram transferidas para câmaras-de-nevoeiro, 

sendo mantidas a 24  2oC, sob foto-período de 12 horas e umidade relativa 

superior a 95%. Após 48 horas sob estas condições, as plantas foram 

transferidas para casas-de-vegetação, onde permaneceram até a avaliação de 

sintomas.  

 

 

Tabela 1. Escala fenológica do feijoeiro comum 

Fase Estádio Descrição 

Vegetativa 

V0 Germinação/Emergência 

V1 Cotilédones ao nível do solo 

V2 Folhas primárias expandidas 

V3 Primeira folha trifoliada 

V4 Terceira folha trifoliada 

Reprodutiva 

R5 Botões florais 

R6 Abertura da primeira flor 

R7  Aparecimento das primeiras vagens 

R8 Primeiras vagens cheias 

R9 Modificação da cor das vagens (maturidade 

fisiológica) 
Fonte: adaptada de DOURADO NETO & FANCELLI, 2000. 

 

 

 A severidade da doença foi verificada visualmente aos 15, 18 e 21 dias 

após inoculação, usando-se a escala de notas descrita por SCHOONHOVEN & 

PASTOR-CORRALES (1987) (Figura 3): 1 - plantas sem sintomas da doença; 

2 - presença de até 3% de lesões foliares; 3 - presença de até 5% de lesões 

foliares, sem esporulação do patógeno; 4 - presença de lesões esporuladas 

cobrindo 10% da área foliar; 5 - presenças de várias lesões esporuladas entre 

2 e 3 mm, cobrindo 10 - 15% da área foliar; 6 - presenças de numerosas lesões 

esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 15 - 20% da área foliar; 7 - 
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presenças de numerosas lesões esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo 

entre 20 - 25% da área foliar; 8 - presenças de numerosas lesões esporuladas 

maiores que 3 mm, que cobrem entre 25 - 30% da área foliar, associadas a 

tecidos; e 9 - sintomas severos da doença, resultando em queda prematura de 

folhas e morte da planta. Neste trabalho, plantas que receberam notas de 1 a 3 

(ausência de lesões com esporulações) foram consideradas resistentes e 

plantas com notas de 4 a 9 (presença de lesões esporulantes) foram 

consideradas suscetíveis, conforme CIAT (1995). 

 

 

Figura 3. Escala de avaliação da severidade de mancha angular em feijoeiro, 

incitada por P. griseola. FONTE: Vital (2006). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 Foram efetuadas coletas de folhas de feijoeiro apresentando sintomas 

de mancha angular em 33 áreas de cultivo, distribuídas em nove cidades de 

Minas Gerais. Foram visitadas oito localidades no município de Paracatu; sete 

em Lagoa Formosa; cinco em São Miguel do Anta; quatro em Canaã; três em 

Coimbra; duas nos municípios de Manhumirim, Unaí e Viçosa e uma em Alto 

Jequitibá. No total, foram obtidos 78 isolados monospóricos de P. griseola em 

condições de serem caracterizados. De cada uma das cidades visitadas, 

obtiveram-se, no mínimo, cinco isolados monospóricos e pelo menos um 

isolado de cada cidade visitada foi caracterizado. 

 Dos 78 isolados obtidos, 31 foram caracterizados, possibilitando a 

verificação de grande variabilidade patogênica. Deste total, foram obtidos 15 

patótipos distintos, os quais são apresentados na Tabela 2. De acordo com os 

dados, de cada dois isolados de P. griseola caracterizados, um patótipo foi 

identificado. Dos 15 patótipos obtidos, o 63-63 foi detectado em sete das nove 

cidades. Além disso, esse patótipo foi o mais frequente com 12 dos 31 isolados 

caracterizados. O patótipo 63-23 ocorreu em três cidades com a frequência de 

três isolados; os patótipos 63-7, 47-39 e 15-7 ocorreram em duas cidades cada 

um, com uma frequência de dois isolados, sendo que, os demais ocorreram em 

uma única cidade com a frequência de um isolado. A constatação de que 

vários isolados foram classificados como patótipo 63-63, ou seja, apresentam 

reação de compatibilidade com todas as variedades diferenciadoras, indica que 

a série diferenciadora da mancha angular necessita ser revista, incluindo novas 

variedades visando melhor discriminação em patótipos (NIETSCHE et al., 

2001).  

Nos trabalhos desenvolvidos por SARTORATO (2002), SARTORATO 

(2004) e VITAL (2006), as variedades diferenciadoras Don Timóteo, G11796 e 

Bolón Bayo demonstraram reação de suscetibilidade a praticamente todos os 

isolados de P. griseola caracerizados. De acordo com os resultados relatados, 

pode-se verificar que tais variedades não estão sendo relevantes na 

discriminação de patótipos de P. griseola, o que também foi constatado neste 
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trabalho. Além disso, devido às condições do fotoperíodo, estas variedades 

apresentam a desvantagem de não florescerem em determinados locais do 

Brasil, como Minas Gerais, Goiás e os estados das Regiões Norte e Nordeste, 

o que dificulta o desenvolvimento de trabalhos de caracterização do fungo, já 

que impossibilita uma constante reposição de sementes. Diante destes fatos, 

verifica-se, mais uma vez, a necessidade de revisão dos genótipos que 

compõem a série diferenciadora atual, tanto em número quanto em tipo, 

visando maior eficiência na classificação dos patótipos. 

 Todos os isolados apresentaram um fenótipo de virulência tipicamente 

do acervo Mesoamericano, uma vez que foram capazes de incitar a doença em 

variedades Andinas e Mesoamericanas de feijão (PASTOR-CORRALES & 

JARA, 1995). Estes resultados demonstram que, em Minas Gerais, há a 

predominância de patótipos de P. griseola do grupo Mesoamericano, como 

ocorre no restante do país (NIETSCHE, 2000). Isto se deve, principalmente, ao 

fato de que, no Brasil, a maioria dos cultivares de feijão utilizada pelos 

produtores pertence ao pool gênico Mesoamericano. Consequentemente, a 

pressão de seleção favoreceu o predomínio de tais patótipos. Assim, a 

utilização de cultivares Andinos como fontes de resistência à mancha angular, 

pode ser uma boa estratégia para programas de melhoramento que visam 

resistência a essa doença (GUZMÁN et al., 1995). 

A virulência das populações Mesoamericanas do patógeno tem sido 

documentada no Brasil e em vários países. SARTORATO e RAVA (1984) 

observaram a especialização fisiológica do fungo P. griseola no Brasil. 

CARBONELL et al. (1997) e SARTORATO (2002), utilizando o atual grupo de 

diferenciadoras, confirmaram a ampla distribuição e a predominância de sete 

patótipos de P. griseola em cinco estados brasileiros. PASTOR-CORRALES & 

JARA (1995) determinaram 27 patótipos em diferentes países da América 

Latina. MAHUKU et al. (2002) identificaram 50 patótipos a partir de 112 

isolados obtidos de feijões da América Central, e apenas 18 deles foram 

encontrados em um ou mais países. Pesquisas preliminares realizadas na 

Costa Rica (ARAYA & OROZCO, 2001) demonstraram a importância da 

variabilidade patogênica na seleção de fontes de resistência à enfermidade.  
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Tabela 2. Caracterização de isolados de P. griseola coletados em diferentes localidades do Estado de Minas Gerais 

Número Isolado Fenótipos de Virulência das Variedades1 Patótipo Local 

  A B C D E F G H I J K L   

1 A1 13 a b c d   g h i    15-7 Lagoa Formosa 

2 A1 8 a b c d e f g h i j k l 63-63 Lagoa Formosa 

3 A1 32 a b c d e f g h i   l 63-39 Lagoa Formosa 

4 A2 4 a b C d e f g h i    63-7 Lagoa Formosa 

5 A2 12 a b c d e f g h i j k l 63-63 Lagoa Formosa 

6 A6 10 a b c d e f g h i j   63-15 Lagoa Formosa 

7 AJ 12 a b c d e f g h i j k l 63-63 Alto Jequitibá 

        8 B1 46 a b c d e f g h i j k l 63-63 Paracatu 

9 B2 9 a b c d   g h i    15-7 Paracatu 

10 B3 8 a b c d e f g h i j  l 63-47 Paracatu 

11 B4 4 a b c d  f g h i   l 47-39 Paracatu 

12 B4 6 a b c d e    i    31-4 Paracatu 

13 B7 17 a b c    g h i j   7-15 Paracatu 

14 B7 50 a b c d e f g h i j k l 63-63 Paracatu 

15 C1 1 a b c d e f g h i j k l 63-63 Unaí 

16 C1 17 a b     g h i  k  3-23 Unaí 

17 C1 28 a b c d e f  h i    63-6 Unaí 

18 C2 10 a b c  e  g h i  k  23-23 Unaí 

19 CM1 2 a b c d e f g h i j k l 63-63 Canaã 

20 CM3 11 a b c d e f g h i j k  63-31 Canaã 

 21 Coimbra 20 a b c d e f g h i    63-7 Coimbra 

22 Coimbra 21 a b c d e  g h i    31-7 Coimbra 

23 SM 17 a b c d e f g h i j k l 63-63 São Miguel do Anta 
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Continuação da Tabela 2. 
 

Número Isolado Fenótipos de Virulência das Variedades1 Raça Local 

  A B C D E F G H I J K L   

 

24 SM 20 a b c d e f g h i j k l 63-63 São Miguel do Anta 

25  SM 25 a b c d  f g h i   l 47-39 São Miguel do Anta 

26 SM 28 a b c d e f g h i j k l 63-63 São Miguel do Anta 

27 SM 32 a b c d e f g h i  k  63-23 São Miguel do Anta 

28 SM2 11 a b c d e f g h i j k l 63-63 São Miguel do Anta 

29 Viçosa 3 a b c d e f g h i  k  63-23 Viçosa 

30 Viçosa 7 a b c d e f g h i j k l 63-63 Viçosa 

       31 Manhumirim 14 a b c d e f g h i  k  63-23 Manhumirim 

1/  A= Don Timóteo, B= G 11796, C= Bolón Bayo, D= Montcalm, E= Amendoim, F= G 5686, G= PAN 72, H= G 2858, I= Flor de Mayo, J= México 54, K= BAT 332 
e L= Cornell 49-242. As letras minúsculas indicam suscetibilidade da variedade.
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 Devido à crescente importância da mancha angular, o Programa de 

Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV, iniciado em 1992, tem 

intensificado esforços visando resistência a essa doença. Foram desenvolvidas 

isolinhas com grãos do tipo carioca contendo os genes: Ur-ON e Co-10, que 

conferem resistência à ferrugem [incitada por Uromyces appendiculatus (Pers.: 

Pers.) Unger] e à antracnose [incitada por Colletotrichum lindemuthianum 

(Sacc. & Magn.) Scrib.], respectivamente, provenientes de Ouro Negro; Co-4 e 

Co-6, que conferem resistência à antracnose, provenientes de TO e AB 136; e 

Phg-1, que confere resistência à mancha angular, proveniente de AND 277. 

RAGAGNIN et al. (2005) intercruzaram estes materiais concentrando os genes 

Ur-ON, Co-4, Co-6, Co-10 e Phg-1 em quatro isolinhas que foram denominadas 

Rudá “R”. Posteriormente, objetivando aperfeiçoar a pirâmide obtida, 

SANGLARD et al. (2007), introgrediram genes de resistência à mancha angular 

por meio de cruzamentos entre Rudá “R” e outras quatro isolinhas derivadas de 

México 54 (Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6), MAR-2 (Phg-4 e/ou Phg-52), Cornell 

49-242 (Phg-3) e BAT 332 (Phg-62).  

 Dos 15 patótipos caracterizados neste trabalho, apenas o 63-63 

apresentou reação de compatibilidade com as variedades diferenciadoras 

Cornell 49-242 e BAT 332, simultaneamente. Dados semelhantes foram 

observados por APARÍCIO (1998) e NIETSCHE (2000) ao verificarem estas 

variedades, indicando que Cornell 49-242 e BAT 332 podem ser utilizadas 

como fontes de genes de resistência à mancha angular complementares entre 

si, gerando um bom espectro de resistência.  

As variedades México 54, Cornell 49-242 e BAT 332 (pertencentes ao 

grupo Mesoamericano) apresentaram resistência a 11, 11 e 10 patótipos, 

respectivamente, porém não apresentam resistência a nenhum dos isolados 

caracterizados como patótipo 63-63. Considerando as fontes de resistência 

AND 277 e MAR-2, houve reações diferenciadas quando inoculadas com os 15 

patótipos de P. griseola caracterizados. As notas variaram de 1 a 9, para um 

mesmo isolado caracterizado (adotou-se o critério de média entre os valores 

para definir as notas), sendo AND 277 e MAR-2 resistentes a 10 e 8 patótipos, 

respectivamente. No entanto, AND 277 apresentou resistência ao isolado 
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denominado CM12 caracterizado como patótipo 63-63 e MAR-2 foi resistente 

aos isolados SM 28 e Viçosa 7, também caracterizados como patótipo 63-63.  

Considerando o trabalho visando à piramidação de genes de resistência 

à mancha angular realizado por SANGLARD et al. (2007) e interpolando o 

espectro de resistência das fontes avaliadas, há um potencial de que as 

linhagens derivadas dos intercruzamentos possuam resistência à grande parte 

dos isolados caracterizados neste trabalho, excetuando aqueles caracterizados 

como patótipo 63-63 e identificados por: A18 e A212 (Lagoa Formosa), AJ 12 

(Alto Jequitibá), B1 46 e B7 50 (Paracatu), C11 (Unaí), SM 17, SM 20 e SM211 

(São Miguel do Anta). Estes isolados foram obtidos de cidades que abrangem 

as três regiões do Estado de Minas Gerais em que foram coletadas as folhas 

(Tabela 3). 

No Brasil, utilizando a série de variedades diferenciadoras, 

SARTORATO & ALZATE-MARIN (2004) verificaram que os patótipos 31-39, 

63-31, 63-23, 63-39, 63-47, 63-55 e 63-63 foram os mais frequentes e 

amplamente distribuídos e são comumente encontrados nos Estados de Goiás 

e Minas Gerais. Neste trabalho, os patótipos 3-23, 7-15, 15-7, 23-23, 31-4 e 63-

6, que até o momento não haviam sido identificados no Estado de Minas 

Gerais, foram caracterizados. Estes resultados confirmam que os isolados de 

Minas Gerais de P. griseola possuem um comportamento típico do grupo 

Mesoamericano e que possuem ampla variabilidade patogênica ou fisiológica. 
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Tabela 3. Avaliação de fontes de resistência à mancha angular utilizadas pelo 

Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV 
 

N° Identificação Patótipo 

      Reação das fontes de resistência 

       MAR-2           AND 277      México 54       BAT 332      Cornell  

                                                                                               49-242 

1 A1 13   15-7 R S R R      R 

2 A1 8  63-63 S S S S      S 

3 A1 32  63-39 S S R R      S 

4 A2 4   63-7 R S R R      R 

5 A2 12     63-63 S S S S      S 

6 A6 10     63-15 S S S R      R 

7 AJ 12     63-63 S S S S      S 

8 B1 46     63-63 S S S S      S 

9 B2 9      15-7 S R R R      R 

10 B3 8     63-47 R R S R      S 

11 B4 4     47-39 S S R R      S 

12 B4 6 31-4 S S R R      R 

13 B7 17 7-15 S R S R      R 

14 B7 50     63-63 S S S S      S 

15 C1 1     63-63 S S S S      S 

16 C1 17 3-23 S S R S      R 

17 C1 28      63-6 R R R R      R 

18 C2 10     23-23 R R R S      R 

19 CM1 2     63-63 S R S S      S 

20     CM3 11     63-31 S R S S      R 

   21 Coimbra 20    63-7 R R R R      R 

 22 Coimbra 21    31-7      R      R      R      R     R 

23 SM 17 63-63      S      S      S      S S 

24 SM 20 63-63      S      S      S      S S 

25 SM 25 47-39      S      S      R      R S 

26 SM 28 63-63      R      S      S      S S 

27 SM 32 63-23      R      R      R      S R 

28 SM2 11 63-63      S      S      S      S S 

29 Viçosa 3 63-23      R      R      R      S R 

30 Viçosa 7 63-63      R      S      S      S S 

31 Manhumirim 14 63-23      R      R      R      S R 

R = Fenótipo resistente: notas de 1 a 3 

S = Fenótipo suscetível: notas de 4 a 9. 
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Outro aspecto relevante observado é a existência de isolados 

caracterizados como um mesmo patótipo e que proporcionam reações 

diferenciadas quando inoculados nas fontes de resistência analisadas. Este 

fato pode ser observado entre isolados A113 e B29, caracterizados como 

patótipo 15-7; entre os isolados A24 e Coimbra 20 caracterizados como 

patótipo 63-7; e entre os isolados caracterizados como patótipo 63-63, 

principalmente, CM12, SM 28 e Viçosa 7 (em relação aos demais isolados 

caracterizados como patótipo 63-63, todas as fontes de resistência 

apresentaram reação de compatibilidade, ou seja, foram suscetíveis). Estes 

resultados mostram que existem diferenças, em relação à patogenicidade, 

entre isolados caracterizados como mesmo patótipo, oferecendo, mais uma 

vez, suporte para a proposta de revisão dos genótipos utilizados na série 

diferenciadora da mancha angular. 

Até o presente momento, a caracterização de isolados de P. griseola 

tem apresentado alguns problemas, pois um isolado caracterizado como um 

dado patótipo em um ambiente ou em uma dada época do ano pode ser 

caracterizado como outro patótipo em outras condições ambientais ou em 

outras estações. Este fato revela a urgente necessidade de padronização das 

condições ambientais e das condições de avaliação da doença, para que a 

caracterização de P. griseola possa ser realizada pelos pesquisadores com 

maior confiabilidade (SARTORATO, 2002). 

Apesar disso, os resultados obtidos neste trabalho são de relevante 

importância para programas de melhoramento, pois a caracterização de 

patótipos direciona os trabalhos de identificação de fontes de resistência à 

mancha angular, além de possibilitar o entendimento da distribuição do 

patógeno. 
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     4. CONCLUSÕES 

 

 

Neste trabalho foram caracterizados 31 isolados de Pseudocercospora 

griseola, os quais foram classificados em 15 patótipos distintos.  

 

Verificou-se grande variabilidade patogênica entre os isolados obtidos e 

caracterizados e a predominância de patótipos do grupo Mesoamericano. 

 

O patótipo mais amplamente distribuído e com maior número de 

exemplares foi o 63-63, indicando que a série diferenciadora da mancha 

angular necessita ser revista, incluindo novas variedades visando melhor 

discriminação em patótipos. 

 

As variedades Don Timóteo, G11796 e Bolón Bayo apresentaram reação 

de compatibilidade com praticamente todos os isolados de P. griseola 

caracerizados, indicando, mais uma vez, a necessidade de revisão dos 

genótipos pertecentes à série diferenciadora da mancha angular. 

 

A partir dos resultados obtidos, verificou-se a necessidade de avaliação 

de novos acessos de P. vulgaris advindos de bancos ativos de germoplasma, 

visto que, as fontes utilizadas pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do 

BIOAGRO/UFV, tanto sozinhas quanto interpoladas, não apresentaram 

resistência aos isolados A18, A212, AJ 12, B1 46, B7 50, C11, SM 17, SM 20 e 

SM211, caracterizados como patótipo 63-63. 

 

Isolados caracterizados como mesmo patótipo pela série diferenciadora, 

causam reações diferenciadas, em relação à patogenicidade, quando 

inoculados nas fontes de resistência México 54, Cornell 49-242, BAT 332, AND 

277 e MAR-2, sendo mais um indício da necessidade de revisão das 

variedades utilizadas como diferenciadoras para a mancha angular. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA DE PATÓTIPOS DE Pseudocercospora 

griseola COM BASE EM SEQUÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DA REGIÃO 

ITS DO rDNA NUCLEAR 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

A mancha angular é atualmente uma das mais importantes doenças que 

acometem a cultura do feijoeiro em países tropicais e subtropicais, podendo 

causar severas perdas na produtividade, que podem atingir 80%, sob 

condições ambientais favoráveis (JESUS JR. et al., 2001; MAHUKU et al., 

2002). No Brasil, a mancha angular é a principal doença da parte aérea do 

feijoeiro. Também em países como México e Bolívia, bem como em regiões da 

África e da América Central, a doença vem crescendo em importância, 

causando prejuízos econômicos aos produtores (PASTOR-CORRALES et al., 

1998). O melhoramento para resistência à doença é a principal prática 

conduzida por melhoristas (MZUKU et al., 1990; TRUTMANN & PYNDJI, 1994), 

no entanto o desenvolvimento de variedades resistentes tem sido dificultado 

devido à ampla variabilidade genética de Pseudocercospora griseola.  

A diversidade genética de P. griseola tem sido examinada utilizando as 

variedades da série diferenciadora de feijão (PASTOR-CORRALES & JARA, 

1995) análise de isoenzimas (CORREA-VICTORIA, 1988), marcadores RAPD 

(Random Amplified Polymorphic DNA) (GUZMÁN et al., 1995; PASTOR-

CORRALES & JARA, 1995), gama de hospedeiros, características culturais, 

morfologia, além de análises de sequências de DNA, como a região do 

espaçador interno transcrito (ITS) e os genes de RNA ribossômico do cluster 

gênico do rDNA (CROUS et al., 2006).  

Uma significante descoberta revelada por estes estudos foi a 

identificação de dois grupos principais de patótipos de P. griseola: (1) Andino, 
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que co-evoluiu com genótipos de feijão do pool gênico Andino e (2) 

Mesoamericano, que co-evoluiu com os genótipos de feijão do pool gênico 

Mesoamericano (GUZMÁN et al., 1995).  

A consequência prática desta co-evolução entre o patógeno e o 

hospedeiro é que patótipos Andinos de P. griseola tendem a apresentar 

reações de compatibilidade com variedades Andinas de feijão, resultando no 

estabelecimento da doença, enquanto que os patótipos de origem 

Mesoamericana tendem a apresentar reações de compatibilidade com 

variedades Mesoamericanas (apesar de patótipos Mesoamericanos também 

serem capazes de incitar a doença em feijões Andinos). O que se observa é 

que feijões de um dado pool gênico são mais resistentes aos patótipos de P. 

griseola que foram isolados a partir de feijões do outro pool gênico. Isto tem 

conduzido à sugestão de incorporação desta resistência em genótipos de feijão 

suscetíveis (GUZMÁN et al., 1998). Tal estratégia requer um entendimento 

aprofundado da estrutura da população de P. griseola e do tipo de feijão 

cultivado em uma dada região, uma vez que o processo de co-evolução é 

controlado por genes de ambas as espécies e a interação afeta a probabilidade 

de sobrevivência de cada uma, dado que ocorre alteração das frequências 

gênicas, principalmente dos genes envolvidos na interação.  

Entretanto, a diferenciação de patótipos Andinos (denominados P. 

griseola formae griseola) e Mesoamericanos (denominados P. griseola formae 

mesoamericana) de P. griseola baseada apenas em sintomas ou morfologia 

pode ser dificultada. Técnicas que possibilitem a caracterização rápida de 

populações de P. griseola, em uma determinada área, proporcionam 

informações importantes para o manejo da mancha angular pelos melhoristas 

que buscam a resistência à doença.  

Para estudar a diversidade genética de muitos organismos, dentre eles 

os fungos, ferramentas moleculares têm sido amplamente utilizadas. Estas se 

baseiam na hibridização do DNA, análise de sequências de marcas gênicas, 

amplificação de sequências repetitivas e a digestão através de enzimas de 

restrição de produtos da amplificação de PCR (KÖLLIFER et al., 2006). Uma 

das técnicas que vem sendo utilizada em análises genéticas de fungos é a 
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amplificação de sequências de nucleotídeos da região do rDNA através da 

Reação de Polimerase em Cadeia (PCR).  

O rDNA é uma ferramenta importante para avaliação filogenética em 

espécies fúngicas. Existem diversas cópias de rDNA, nos genomas eucariotos, 

as quais são arranjadas e separadas por espaços não-codificados. As 

sequências codificadas do rDNA são altamente conservadas entre espécies de 

fungos. A diferenciação genética entre populações de uma espécie constitui o 

primeiro estádio para análises de divergência evolutiva. Essa diferenciação é 

resultado, na maioria dos casos, da ação de ambientes diferentes que cada 

população está sujeita sobre a variabilidade preexistente na espécie 

(MARQUES, 2003). 

A utilização de PCR permite a amplificação de regiões específicas do 

genoma, como os Espaçadores Internos Transcritos (ITS1 e ITS2), localizados 

entre regiões altamente conservadas, como as regiões correspondentes aos 

genes 5,8S, 18S e 28S, do rDNA. A região ITS é altamente conservada na 

espécie, mas é variável entre espécies, sendo frequentemente usada para 

taxonomia e para diferenciação entre populações de uma mesma espécie 

(BRUNS et al., 1991; ANTONIOLLI et al., 2000; GOMES et al., 2002). 

Diante disso, este trabalho tem com objetivo a caracterização da 

diversidade genética de 48 isolados de P. griseola através de análise da região 

ITS (ITS1-5,8S-ITS2) do cluster gênico do rDNA, utilizando os primers 

universais ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1. Obtenção de micélio para extração de DNA 

 

 Neste trabalho foram analisados 48 isolados de Pseudocercospora 

griseola. Destes 48 isolados, 20 foram obtidos de folhas de feijoeiro que 

apresentavam sintomas de mancha angular em algumas localidades do Estado 

de Minas Gerais, Brasil. Os isolamentos foram realizados no Laboratório de 

Genética Molecular de Plantas (BIOMOL), situado no Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO/UFV) e na Clínica de Doenças de Plantas 

do Departamento de Fitopatologia/UFV. Para a obtenção de culturas 

monospóricas, seguiu-se uma adaptação da metodologia de isolamento direto 

proposta por CORREA-VICTORIA (1987) e PYINDJI (1991), conforme descrito 

no Capítulo 1.  

 Para a obtenção de massa micelial foi realizada a transferência de parte 

do micélio, que estava crescendo em placas de Petri contendo meio de cultura 

à base de água destilada, molho de tomate (Pomarola), carbonato de cálcio e 

antibiótico, para placas de Petri contendo o mesmo meio, seguindo-se os 

seguintes passos: (i) repicagem do micélio em câmara asséptica de fluxo 

laminar; (ii) maceração do micélio, com palitos esterilizados, em tubos 

contendo 2 ml água estéril; (iii) deposição e espalhamento de 0,5 ml dessa 

suspensão no centro das placas de Petri, visando a multiplicação de cada 

isolado; (iv) incubação por 12 dias a 24ºC, no escuro, e armazenagem em 

incubadora. Após 12 dias, o micélio de cada um dos isolados foi 

cuidadosamente retirado das placas de Petri (evitando a retirada de meio de 

cultura), em seguida foi colocado em pacotes de papel alumínio, corretamente 

identificado e transferido para um isopor contendo N2 líquido e, por fim, os 

pacotes foram acondicionados a - 80°C. 

 Na Tabela 1 são apresentados 20 dos 48 isolados analisados neste 

trabalho, os patótipos em que cada um deles foi caracterizado e a localidade de 

origem (todos os isolados foram obtidos de feijões Mesoamericanos). 
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Tabela 1. Isolados analisados, patótipos caracterizados através das variedades 

diferenciadoras e localidade de origem 
Isolado Patótipo* Origem 

Manhumirim 14 63-23 Manhumirim 

29-3 59-39 Lambari 

97-2 31-15 Coimbra 

A18 63-63 Lagoa Formosa 

A24 63-7 Lagoa Formosa 

A610 63-15 Lagoa Formosa 

AJ5 - Alto Jequitibá 

AJ12 63-63 Alto Jequitibá 

B146 63-63 Paracatu 

B316 - Paracatu 

B38 63-47 Paracatu 

B48 - Paracatu 

B750 63-63 Paracatu 

C11 63-63 Unaí 

CM12 63-63 Canaã 
Coimbra 20 63-7 Coimbra 

SM17 63-63 São Miguel do Anta 

SM25 47-39 São Miguel do Anta 

SM28 63-63 São Miguel do Anta 

Viçosa 3 63-23 Viçosa 

*: o traço (-) indica que o isolado ainda não foi caracterizado. 

 

 

2.2. Extração de DNA genômico 

 

 A extração do DNA genômico total de cada um dos isolados foi realizada 

a partir de 50 mg de micélio e esporos (macerados em N2 líquido com a  

utilização de gral e pistilo de porcelana), utilizando o kit Wizard® Genomic DNA 

Purification da Promega, com numeração de catálogo A1125, de acordo com 

as especificações do fabricante. 

 Após as etapas de extração e purificação do DNA especificadas no kit, 

promoveu-se uma desproteinização, adicionando 350 μL de clorofórmio/álcool 

isoamílico 24:1 (v:v) por amostra e, em seguida, os microtubos foram 

centrifugados a 14.000 rpm em centrífuga Eppendorf, por 10 min, para separar 
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a fase orgânica da aquosa. A fase aquosa foi transferida para microtubos de 

1,5 mL e, então, foram adicionados 500 μL de isopropanol gelado. Após a 

realização desta etapa, os microtubos foram suavemente invertidos e deixados 

por duas horas a -20°C. Em seguida, realizou-se uma centrifugação a 14.000 

rpm em centrífuga Eppendorf, por 10 min, para a sedimentação do precipitado 

de DNA (pellet) e sua fixação ao fundo do microtubo. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com 500 μL de etanol gelado 

70%. Os microtubos foram colocados em câmara de fluxo laminar sobre papel-

toalha, até secar o precipitado. O material foi então ressuspendido em 50 μL de 

TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1mM, pH 8,0) contendo RNase (40 μg/mL), e 

finalmente armazenado a - 20ºC.  

 

 

2.3. Quantificação do DNA genômico total 

  

A concentração do DNA genômico total de cada um dos 20 isolados foi 

estimada por eletroforese em gel de agarose 0,8%, na presença de 0,5 μL de 

brometo de etídeo (0,2 μg/mL). A cada canaleta desse gel foi aplicada uma 

amostra de 3 μL de água ultra-pura, 1 μL de corante azul de bromofenol e 2 μL 

da solução de DNA de cada um dos isolados, totalizando 6 μL. Utilizou-se 

como padrão de comparação o marcador de tamanho Lambda (DNA de fago λ, 

da Invitrogen Life Technologies, clivado com enzimas de restrição), nas 

concentrações de 100 e 200 ng/mL. Em seguida, o gel foi submetido à 

eletroforese sob tensão constante de 120 Volts em tampão SB 1X (Sodium 

Boric Acid, 10 mM hidróxido de sódio, pH 8,0 ajustado com ácido bórico),  por 

cerca de uma hora. Após a eletroforese, o gel foi observado em um 

transiluminador de luz ultravioleta e as imagens foram digitalizadas pelo 

sistema de fotodocumentação L-PIX (Loccus Biotecnologia, São Paulo, Brasil). 

Após a quantificação, as amostras de DNA foram diluídas para uma 

concentração final de 10 ng/μL. 

  
 
 
 



71 

 

2.4. Amplificação da região ITS do rDNA 
 

 As amostras de DNA genômico foram submetidas à PCR para a 

amplificação da região ITS1-5,8S-ITS2 do DNA ribossômico. Os 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados foram o ITS1 

(5‟TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3‟) e ITS4 (5‟ TCCTCCGCTTATTGATATGC 

3‟) (WHITE et al., 1990), sintetizados pela GIBCO-BRL (Life Technologies). As 

reações de PCR possuíam um volume final de 25 μL contendo 3,0 μL de DNA 

(10 ng/μL); 5 μL de PCR buffer 5X (Promega, Madison, WI, EUA);  4 μL de 

dNTp (2,5 mM); 1,0 μL de cada primer (ITS1 e ITS4 a 5 μM); 0,2 μL da enzima 

Taq DNA polimerase (5 U/μL; Promega, Madison, WI, EUA) e 10,8 μL de água 

ultra-pura para completar o volume da reação. Os ciclos de amplificação foram 

realizados em um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, 

CT, EUA), programado para realizar as seguintes etapas: desnaturação inicial 

a 94 ºC por 1 min, seguida por 35 ciclos de 55 ºC por 1 min, 72 ºC por 1 min, 

uma extensão final de 72 ºC por 7 min e, por fim, as reações eram mantidas a 

4ºC. Reações controles, sem DNA e com DNA de tomate (ingrediente principal 

utilizado no meio de cultivo do fungo), foram realizadas com o objetivo de 

verificar a possível presença de DNA contaminante, já que o micélio foi retirado 

direto do meio de cultura. 

 

 

2.5. Sequenciamento da região ITS 

 

 As reações de sequenciamento da região ITS (ITS1 e ITS2) e do gene 

5,8S do rDNA foram realizadas com o Kit ABI Prism BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reactions (Applied Biosystems), em um sequenciador 

automático Applied Biosystems modelo 3730xl, na empresa Macrogen (Seoul, 

Coréia do Sul), pelo método de terminação da cadeia por didesoxinucleotídeos 

(SANGER et al., 1977).  
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2.6. Captura de sequências no GenBank 

 

 Para o desenvolvimento deste trabalho, 28 sequências da região ITS de 

Pseudocercospora griseola foram obtidas no GenBank (National Center for 

Biotechnology Information), oriundas do trabalho de CROUS et al. (2006). As 

sequências são de isolados de P. griseola oriundos de diversos países. Estes 

isolados são representativos dos dois pools gênicos do fungo: Andino e 

Mesoamericano, conforme mostrado na Tabela 2. As sequências capturadas 

são correspondentes ao fragmento que engloba a região: ITS1-5,8S-ITS2, 

amplificada com os oligonucleotídeos iniciadores ITS1 e ITS4 (os mesmos 

padrões utilizados neste trabalho). A região total amplificada apresenta um 

tamanho médio de 499 bases (CROUS et al., 2006). 
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Tabela 2. Códigos das sequências da região ITS de isolados de P. griseola 

capturadas no GenBank, pool gênico do isolado e origem de cada isolado. 
Código no GenBank Pool gênico* Origem 

DQ289801 - Portugal 

DQ289802 - Holanda 

DQ289803 Andino Zâmbia 

DQ289804 Andino África do Sul 

DQ289805 Andino Zâmbia 

DQ289806 Andino África do Sul 

DQ289807 Andino África do Sul 

DQ289808 Andino Tanzânia 

DQ289809 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DQ289809 

Andino - 

DQ289810 Andino - 

DQ289811 Andino Zâmbia 

DQ289812 Andino Tanzânia 

DQ289813 Andino Zâmbia 

DQ289814 Andino África do Sul 

DQ289815 Andino África do Sul 

DQ289816 Andino África do Sul 

DQ289817 Andino África do Sul 

DQ289818 - Coréia 

DQ289819 Andino Colômbia 

DQ289820 Andino Colômbia 

DQ289821 Andino Colômbia 

DQ289822 Mesoamericano África do Sul 

DQ289823 Mesoamericano Malauí 

DQ289824 Mesoamericano África do Sul 

DQ289825 Mesoamericano África do Sul 

DQ289826 Mesoamericano África do Sul 

DQ289827 Mesoamericano Honduras 

DQ289828 Mesoamericano Colômbia 

*: O traço (-) indica que o pool gênico do isolado não foi caracterizado. 

 

 

2.7. Edição das sequências  

 

As sequências obtidas foram importadas para o aplicativo computacional 

SEQUENCHER versão 4.7 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Michigan) 

(http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/Sequencher.shtml) e submetidas a 
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edições manuais. As extremidades de cada sequência foram eliminadas, com o 

objetivo de obter uma região de equivalência para cada um dos isolados 

obtidos e analisados neste trabalho (total de 20 isolados) em comparação com 

aqueles que tiveram a sequência depositada no GenBank (total de 28 

isolados). Por fim, as sequências foram alinhadas utilizando CLUSTAL W 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) e foram, novamente, inspecionadas e 

manualmente editadas usando o programa MEGA (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis) versão 4.0 (TAMURA et al., 2007), para que fosse possível 

a obtenção da rede de haplótipos. As análises para obtenção dos haplótipos 

foram realizadas pelo programa NETWORK 4.2.0.1 (http://www.fluxus-

engineering.com) com a utilização do algoritmo Median-Joining (MJ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de P. griseola foi amplificada pelos 

oligonucleotídeos iniciadores ITS1 e ITS4 e gerou um fragmento único de 

aproximadamente 530 pb, a partir do DNA total extraído dos 20 isolados 

brasileiros obtidos em 10 localidades do Estado de Minas Gerais. As demais 

sequências analisadas foram obtidas no GenBank e são provenientes do 

trabalho de CROUS et al. (2006). No total, foram analisadas 48 sequências da 

região ITS do rDNA de isolados de P. griseola. 

Com o objetivo de verificar uma possível contaminação com tomate 

(ingrediente principal do meio de cultura utilizado para a multiplicação de P. 

griseola) durante a raspagem do micélio dos isolados para a extração de DNA, 

uma amostra do DNA de uma variedade de tomate foi amplificada através dos 

mesmos oligonucleotídeos iniciadores ITS1 e ITS4 utilizados para a 

amplificação do DNA dos isolados de P. griseola (Figura 1). A amplificação do 

DNA de tomate gerou um fragmento maior, em relação àqueles observados na 

amplificação do DNA do fungo e não houve sinal de contaminação, já que este 

fragmento não apareceu em nenhuma das amostras do DNA amplificado de P. 

griseola. 

 

 

Figura 1. Amplificação da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de uma variedade 

de tomate (utilizada como controle) e de 21 isolados do fungo 
Pseudocercospora griseola, utilizando os  oligonucleotídeos 
iniciadores ITS1 e ITS4. T – DNA de tomate; 1 – isolado A18; 2 – 
isolado C11; 3 – isolado B750; 4 – isolado CM12; 5 – isolado B146; 6 
– isolado Coimbra 20; 7 – isolado 29-3; 8 – isolado B48; 9 – isolado 
AJ12; 10 – isolado B316; 11 – isolado A610; 12 – isolado 97-2; 13 – 
isolado SM17; 14 – isolado Manhumirim 14; 15 – isolado A24; 16 – 
isolado AJ5; 17 – isolado SM28; 18 – isolado B38; 19 – isolado 
SM25; 20 – isolado Coimbra 21 (não houve amplificação); 21 – 
isolado Viçosa 3. 
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A partir de cada amostra de DNA amplificado, realizaram-se dois 

sequenciamentos que diferiam na extremidade utilizada para o início do 

processo. Este procedimento foi de grande utilidade, já que possibilitou uma 

melhor correção manual das sequências obtidas e maior confiabilidade na 

realização desta metodologia. Com o alinhamento das 48 sequências, foram 

realizadas as análises para a construção de rede de haplótipos utilizando o 

algoritmo Median-Joining pelo programa NETWORK 4.2.0.1. Verificou-se a 

existência de cinco haplótipos distintos (Figura 2).  

O haplótipo 1 englobou um total de 25 sequências referentes aos 

isolados 29-3; 97-2; A18; A24; A610; AJ12; AJ5; B146; B38; B316; B48; B750; 

CM12; Coimbra 20; Manhumirim 14; SM17; SM25; SM28; Viçosa 3 e às 

sequências do GenBank com os códigos DQ289822; DQ289823; DQ289824; 

DQ289825; DQ289826; DQ289828. Este haplótipo foi formado somente por 

sequências de isolados de origem Mesoamericana. O haplótipo 2 foi formado 

por apenas uma sequência, referente ao isolado C11. O haplótipo 3 também foi 

formado apenas por uma sequência, referente ao isolado com código 

DQ289827, obtido no GenBank. Os haplótipos 2 e 3 diferiram do haplótipo 1 

pela existência de uma mutação de 1 pb distinta em cada um deles (A e B, 

respectivamente) e todos os isolados que compõem os três haplótipos 

pertencem ao pool gênico Mesoamericano de P. griseola. 

O haplótipo 4 englobou 20 sequências referentes aos isolados com os 

seguintes códigos no GenBank: DQ289801; DQ289802; DQ289803; 

DQ289804; DQ289805; DQ289806; DQ289807; DQ289808; DQ289809; 

DQ289810; DQ289811; DQ289812; DQ289813; DQ289814; DQ289815; 

DQ289816; DQ289817; DQ289818; DQ289819; DQ289821. A maioria destas 

sequências pertence ao pool gênico Andino, exceto DQ289801; DQ289802; 

DQ289818 que não possuem a informação sobre o pool gênico. Este haplótipo 

difere do haplótipo 1 pela existência de duas mutações distintas (C e D, cada 

uma de 1 pb) e que diferem das mutações A e B. O haplótipo 5 foi formado por 

apenas uma sequência, referente ao isolado com código DQ289820, obtido no 

GenBank e que pertence ao pool gênico Andino. Este haplótipo difere do 

haplótipo 4 pela existência de uma mutação de 1 pb (E). 
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Apesar da falta de informação sobre o pool gênico de alguns isolados 

(DQ289801; DQ289802; DQ289818), verifica-se a formação de dois 

haplogrupos (Figura 2), um constituído por todos os isolados de origem 

Mesoamericana (cor vermelha – Figura 2) e outro constituído, basicamente, 

pelos isolados de origem Andina (cor verde – Figura 2). Esta evidência indica 

que os isolados que não possuem informações acerca do pool gênico, 

possivelmente, pertencem ao acervo Andino de P. griseola.  

   

              

 
Figura 2. Rede de haplótipos construída pelo algoritmo Median-Joining, a partir 

de sequências da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de 48 isolados de 
P. griseola obtidos de diversos locais. Números de 1 a 5 representam 
cada um dos haplótipos. Letras A, B, C, D e E representam mutações 
de 1pb. 

 

 

 Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por CROUS et al. 

(2006), verificando que a espécie P. griseola é subdividida em dois grupos 

distintos: P. griseola formae griseola (pool gênico Andino), que co-evoluiu com 

genótipos de feijoeiro de origem Andina e P. griseola formae mesoamericana 

(pool gênico Mesoamericano), que co-evoluiu, principalmente, com genótipos 

de feijoeiro de origem Mesoamericana. Apesar de no trabalho desenvolvido por 

CROUS et al. (2006) a separação dos dois grupos ter sido definida com base 

na gama de hospedeiros, morfologia, características culturais e nas análises 

das sequências da região ITS e dos genes que codificam para calmodulina e 

actina, observa-se que a análise da região ITS, feita neste trabalho, foi 

suficiente para a separação dos dois pool gênicos do patógeno. 
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Outro importante aspecto observado é que todos os isolados oriundos 

das cidades do Estado de Minas Gerais pertencem ao haplogrupo 

Mesoamericano. Este fato, também comprovado pelas inoculações artificiais 

nas variedades diferenciadoras, demonstra a necessidade de busca constante 

de fontes de resistência a estes patótipos. Uma alternativa é o uso de 

variedades Andinas, já que algumas não apresentam reação de 

compatibilidade com patótipos Mesoamericanos. OROZCO e ARAYA (2005) 

demonstraram que em locais onde são cultivados exclusivamente feijões do 

tipo Mesoamericano, ocorre uma pressão de seleção sobre as populações de 

P. griseola prevalecentes, que conduz ao incremento de patótipos 

correspondentes ao acervo genético do hospedeiro, como ocorre no Brasil. 

Este mesmo processo ocorre nas regiões de cultivo exclusivo de feijão do pool 

gênico Andino, prevalecendo os patótipos Andinos de P. griseola. 

Outro ponto interessante observado com as análises genéticas é o fato 

de o isolado C11, caracterizado através das inoculações nas variedades 

diferenciadoras como patótipo 63-63, ter sido separado do haplótipo que 

agrupou todos os outros isolados caracterizados como patótipo 63-63 

(haplótipo 1). Apesar de esta separação ter sido baseada em uma mutação de 

1 pb, isto pode ser um outro indício de que a série diferenciadora atual não é 

capaz de diferenciar plenamente os isolados inoculados, podendo caracterizar 

isolados diferentes como sendo um mesmo patótipo. Este seria um novo indício 

da necessidade de revisão das variedades que compõem a série 

diferenciadora da mancha angular. 

Diversos trabalhos mostram a eficiência no uso da região ITS para o 

estudo de diversidade genética de fungos, pois esta região é altamente 

conservada na espécie, mas é variável entre espécies, sendo frequentemente 

usada para taxonomia e estudos de diversidade (GOMES et al., 2002; 

KAUSERUD et al., 2004; LUPATINI et al., 2008).  

BROWN et al. (1996) utilizando análise da região ITS e outras técnicas 

moleculares, conseguiram distinguir três formas de Colletotrichum, que 

causavam doença em citrus, mostrando a utilidade dos estudos envolvendo a 

região ITS para estudos interespecíficos. GOMES et al. (2002) confirmam a 

eficiência do estudo molecular da região ITS na caracterização, no 
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monitoramento e na identificação de fungos patogênicos, como um auxílio em 

programas que utilizam inoculações artificiais.  

No trabalho desenvolvido por KAUSERUD et al. (2004), os autores, além 

de demonstrarem a utilidade da região ITS do rDNA para estudos 

filogeográficos, mencionam que a região é a principal marca utilizada pra 

estudos de filogenia intra e interespecífica de espécies fúngicas. LUPATINI et 

al. (2008) trabalhando com Scleroderma, fungo oriundo de populações de  

eucalipto (Eucalyptus grandis), também comentam sobre a utilidade da 

sequência da região ITS para estudos de diversidade dentro de uma espécie e 

entre espécies distintas de fungos. 

Os resultados mostraram que a técnica de sequenciamento direto do 

produto do PCR da região ITS1-5,8S-ITS2 é eficiente para estudos de 

diversidade genética entre isolados de P. griseola, sendo capaz de distinguir os 

dois pools gênicos da espécie. Esta ferramenta requer quantidades mínimas de 

DNA e apresenta alta confiabilidade nos resultados, permitindo o 

monitoramento de isolados específicos e possibilitando determinar o pool 

gênico de populações do patógeno. No entanto, pôde-se observar a existência 

de apenas 5 mutações entre os 48 isolados analisados, o que impossibilita 

estudos mais aprofundados, como a filogeografia molecular de P. griseola. 

Para este propósito, verifica-se a necessidade de um maior número de 

sequências da região ITS analisadas ou, o que é mais provável, de outras 

sequências gênicas, para que, através das mutações existentes, os dados 

possam ser confrontados e os resultados possam ser alcançados. 

Portanto, o estabelecimento do processo de co-evolução entre 

Phaseolus vulgaris e Pseudocercospora griseola e a verificação da existência 

de dois pools gênicos de cada uma das espécies sugere a possibilidade de 

incorporar genes de resistência de um acervo genético de feijão em outro; no 

entanto, para a implementação desta estratégia no desenvolvimento de novas 

cultivares resistentes, é necessário conhecer a estrutura genética das 

populações do patógeno em cada região de interesse.  
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4. CONCLUSÕES 

 

 

A amplificação da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de P. griseola pelos 

oligonucleotídeos iniciadores ITS1 e ITS4 gerou um fragmento único de 

aproximadamente 530 pb. 

 

A região ITS1-5,8S-ITS2 foi propícia para os estudos de diversidade 

genética entre os isolados de P. griseola, possibilitando a distinção dos pools 

gênicos: Andino (P. griseola formae griseola) e Mesoamericano (P. griseola 

formae mesoamericana). 

 

 Cinco haplótipos foram distinguidos através da existência de cinco 

mutações. Houve a formação de dois haplogrupos: o Andino, que englobou 

dois haplótipos e o Mesoamericano, que englobou três haplótipos. 

 

Todos os isolados oriundos do Estado de Minas Gerais, Brasil 

pertencem ao pool gênico Mesoamericano, o que comprova a existência de co-

evolução entre Phaseolus vulgaris e Pseudocercospora griseola, já que no 

Brasil predomina o cultivo de feijão do pool gênico Mesoamericano. Este fato, 

também comprovado pelas inoculações artificiais nas variedades 

diferenciadoras. 

 

Os resultados indicam que os isolados capturados no GenBank que não 

possuem informações acerca do pool gênico (DQ289801; DQ289802; 

DQ289818), possivelmente, pertencem ao acervo Andino de P. griseola.  

 

O isolado C11, caracterizado, através das inoculações artificiais na série 

diferenciadora da mancha angular, como patótipo 63-63, não foi agrupado no 

mesmo haplótipo que contém outros isolados caracterizados como patótipo 63-

63. Isto pode ser outra evidência de que a série diferenciadora necessita ser 

revista, já que isolados diferentes podem estar sendo caracterizados como um 

mesmo patótipo. 
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