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RESUMO

O caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma cultura de grande expressdo
econdmica, principalmente no Norte ¢ Nordeste do Brasil. Possui como um dos fatores
limitantes de cultivo, a ocorréncia de doengas como a murcha de fusario, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F. Smith) Snyder & Hansen, tendo como
principal medida de controle o uso de cultivares resistentes. No presente estudo, foi
verificada a resisténcia de 30 germoplasmas de caupi ao isolado ISO-PE de F. oxysporum f.
Sp. tracheiphilum, o efeito dos métodos de inoculagdo tipo deeping e ferimento em raizes
da cultivar BR-17 Gurguéia e avaliada a heranca da resisténcia em uma populagdo F, de
386 individuos resultante do cruzamento entre L-288004 e BR-17 Gurguéia. As
inoculactes foram realizadas em plantas com sete dias de idade, com deposi¢do de
suspensio de 1 x 10° conidios.m_L", em um dos lados do sistema radicular, apos
ferimentos. No método deeping, as plantas cultivadas em vermiculita tiveram 1,0 cm das
extremidades das raizes cortadas, imersas em suspensdo de conidios por cinco minutos e
plantadas em vaso com solo esterilizado. A avaliagdo foi realizada aos 25 dias apds
germinagdo, com base em escala de notas, indice de doenga e percentagem de lesdo. Foram
verificados, ainda, o efeito dos indutores ESM, BABA e quitosana nas cultivares de caupi
IPA-206 e BR-17 Gurguéia, aplicados aos cinco dias apds germinagdo e inoculadas com
suspensdo de 1 x 10 conidios.mL™ do ISO-PE, avaliado quanto a severidade e controle da
doenga, aos 25 dias ap6s germinagdo, através de escala de notas e indice de doenga. O

efeito desses indutores, também, foi observado através da atividade enzimatica de -1,3-
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glucanase, peroxidase e fenilalanina aménia liase, aos cinco e 10 dias ap6s a inoculagio do
patégeno. Através da andlise histoldgica de cortes das raizes das cultivares BR-17 Gurguéia
e IPA-206, induzidas e inoculadas com o patdgeno, seguindo a metodologia anterior, foi
verificado o efeito desses indutores na lignificagdo do xilema, como mecanismo estrutural
de resisténcia e na capacidade de condugdo de dgua pelos xilemas nas plantas, avaliada aos
17 e 25 dias apdés germinagdo. Dos 30 germoplasmas avaliados, metade apresentaram
resisténcia ao patégeno, destacando-se as linhagens L.-288004 ¢ L-190004. Os métodos de
inoculagdo tipo deeping e ferimento em raizes induziram os mesmos tipos de sintomas,
embora, 0 método deeping tenha proporcionado sintomas com maior rapidez. Na andlise da
heranga da resisténcia foi encontrada uma freqiiéncia de 13 plantas resistentes para 3
suscetiveis, indicando segrega¢do de dois genes independentes, um deles com efeito
epistatico dominante. Dentre os indutores testados, ESM proporcionou controle da doenga
de 68,90 ¢ 71,59 % nas cultivares BR-17 Gurguéia e [PA-206, respectivamente. Em relagdo
a atividade enzimatica, o indutor ESM apresentou melhores resultados nas atividades de 3-
1,3-glucanase, peroxidase e PAL na cultivar [PA-206, aos cinco e 10 dias. Os indutores
BABA e quitosan diferiram da testemunha, na atividade de PAL e (3-1,3-glucanase,
respectivamente, na cultivar [PA-206. Quanto ao aspecto estrutural, o indutor quitosana
proporcionou deposigdo de lignina no xilema das duas cultivares testadas, quando analisado
aos 17 e 25 dias ap6s germinag@o. O indutor ESM, quando aplicado na cultivar BR-17
Gurguéia, proporcionou maior condutincia hidraulica, em relagio a testemunha, indicando

que o indutor ndo interferiu no metabolismo das plantas induzidas.



ABSTRACT

Cowpea Vigna unguiculata (L.) Walp. is a high economic outcome crop, mainly in
North and Northeast regions of Brazil. One of limiting factors of crop is, the occurrence of
diseases like Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F.
Smith) Snyder & Hansen, which demands the use of resistant cultivars as the main measure
of control. The resistance of 30 cowpea germ plasms of to the ISO-PE isolate F. oxysporum
f. sp. tracheiphilum, the effect of the inoculation methods deeping and root cutting on the
cultivar BR-17 Gurguéia, and the resistance heritage in a F, population, composed of 386
individuals resulted from L-288004 and BR-17 Gurguéia cross were evaluated. Seven days
old plants were inoculated with a conidia suspension, adjusted to concentration of 1x10°
conidia mL, in a side of the root system, after wound had been made on the plants. For the
deeping method, plants cultivated in vermiculite, were removed and the roots immersed in
a conidia suspension for five minutes, then they were planted in a pot containing esterilized
soil. Assessment was carried out 25 days after germination, based on grade scale, disease
intensity and severity. Moreover, the effect of the inducers ESM, BABA and Chitosan was
verified on IPA-206 and BR-17 Gurguéia, which were applied to the soil five days after
germination and inoculated with a 1x10° conidia.mL™' suspension of ISO-PE isolate, and
evaluated through severity and disease control, 25 days after germination, by the grade
scale and disease intensity. In adition, the effect of these inducers was compared through -
1,3 glucanase, peroxidase and phenilalanina ammonium liase enzime activity, at five and
10 days after inoculation of the pathogen. By tissue analysis from root cuttings of BR-17

Gurgueia and IPA-206, induced and inoculated with the pathogen, following the
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methodology above, it was observed the effect of these inducers on lignification of the
xylem as resistance structural mechanism and capacity of water conduction by the plant
xylem, assessed at 17 and 25 days after germination. Half of the 30 evaluated germ plasms
showed resistance to the pathogen, mainly L-288004 and L-190004 lines. Inoculation
methods, deeping and wounds on roots, led to the same symptoms, although deeping
method provided sooner symptoms. In the analysis of resistance heritage et was found
frequency of 13 resistant to 3 susceptible plants, what pointed out a segregation of two
independent genes, a recessive and a dominante one. Among the inducers, ESM provided
68,90 % and 71,59 % disease control for BR-17 Gurguéia and IPA-106, respectively. The
enzyme activity, ESM revealed better results for 3-1,3 glucanase, peroxidase and PAL on
[PA-206 cultivar, at five and 10 days. BABA and chitosan differed from the control, for the
PAL and 3-1,3 glucanase, respectively, on IPA-206. For the structural aspect, chitosan
provided deposition of lignin inside _xylem of both cultivars, at 17 and 25 days after
germination. ESM applied to BR-17 Gurguéia induced higher water conduction when
compared to the control, suggesting that the inducer did not interfer on metabolism of the

induced plants.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura do caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], familia Fabaceae, possuli
importdncia econdmica expressiva em regides tropicais e subtropicais, com ampla
distribui¢io mundial. E originaria da Africa e teve como centro de domesticagio a parte
norte do continente, comprovada, recentemente, através de estudo genético (Bezerra, 1997;
Coulibaly et al., 2002). No Brasil, a maior concentragdo de cultivo do caupi se encontra nas
regides Norte e Nordeste, como cultura de subsisténcia, geralmente, em pequenas unidades
produtivas, em consércio ou como monocultura em sequeiro ou em cultivos comerciais
irrigados (Cardoso et al., 2000; Andrade Janior ez al., 2000).

Contudo, o caupi possui algumas caracteristicas inerentes, como alto valor protéicd;
Otima capacidade de fixagdo de nitrogénio através da simbiose com rizobios, mesmo em
solos com baixa fertilidade; capacidade de adaptagdo a diferentes condigdes de clima e
solo; além de possuir tolerdncia moderada a salinidade, devido a rusticidade e precocidade
(Melo & Cardoso, 2000; Dantas et al., 2001). O grdo € um importante componente na dieta
alimentar, rico em proteinas, aminoacidos, minerais, vitaminas e carboidratos, obedece aos
padrdes estabelecidos pela Organizagdo Mundial para a Agricultura e Alimentagdo (FAO),
que determina os teores de nutrientes necessarios para que um vegetal seja destinado ao
consumo humano, pode, também, ser aproveitado na alimentagdo animal, na forma de

forragens (Oluwatosin, 1997; Hussain & Basahy, 1998; Tuan er al., 1999).
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No dmbito mundial, as estimativas da FAO indicam uma produgdo de mais de 3
milhdes de toneladas/ano, com uma area estimada em 12,5 milhdes de hectares, das quais 8
milhdes estdo na Africa (CGIAR, 2000). No Brasil, a 4rea destinada para essa cultura é em
torno de 1.451.578 hectares, a qual produz mais de um milhdo de empregos diretos e
movimenta cerca de U$ 249.142.582,00/ano (Corréa, 2001). Considerando, ainda, as safras
de 1995 a 2000 no Brasil, a area colhida com caupi correspondeu a 26,4 %, em relagido ao
feijjoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), concentrada nas regides Norte e Nordeste. As
instabilidade climatica e pluviométrica desta ultima regido sdo refletidas na produgdo, com
grandes oscilagdes, como, por exemplo, na safra 1999/2000 a produgdo de caupi foi de
666,6 mil toneladas, enquanto que na safra de 1997/1998 foi de apenas 87,9 mil toneladas
(Pereira et al., 2001). No Estado de Pernambuco, a produgio de feijao, em 2001,
correspondeu a 46.976 toneladas, incluindo os géneros Vigna e Phaseolus (IBGE, 2001).

O baixo rendimento é, muitas vezes, atribuido a problemas fitossanitarios, tornando-
se um dos fatores limitantes dessa cu__ltura, dentre os quais, a murcha de fusario, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F. Smith) Snyder & Hansen, ¢ uma das
principais doengas, responsavel por perdas consideraveis (Rios, 1988; Cardoso, 1990).

Essa doenga foi relatada inicialmente nos Estados Unidos (Kendrik, 1931), sendo
constatada mais tarde em outras regides do mundo, como Canada, Colémbia, India,
Austrilia, Africa Central (Holliday, 1970), Nigéria (Oyekan, 1975) e Brasil (Rios, 1988). A
ocorréncia € mais freqliente em regides secas com altas temperaturas (Abawi & Pastor
Corrales, 1990). Os sintomas mais comumente observados, consistem na redugdo do
crescimento das plantas, clorose, murcha e queda prematura das folhas, resultando na morte

das plantas infectadas (Athayde Sobrinho ef al, 2000).
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O programa de controle da doenga € realizado através da integragdo de varias
técnicas, como escolha de local, época de plantio, tratamento de sementes e utilizagdo de
cultivares resistentes, sendo este tltimo método, um dos meios mais eficazes no controle da

murcha de fusario (Rios, 1988).

Resisténcia de cultivares de caupi a F. oxysporum L. sp. tracheiphilum

A capacidade que uma planta possui em atrasar ou evitar a atividade de um
determinado patogeno € caracterizada como resisténcia. A introdugdo de cultivares
contendo novos genes para resisténcia a doengas tem sido um marco na agricultura
moderna. A adogdo desta técnica requer alguns requisitos basicos a serem considerados,
tais como o conhecimento da fonte de resisténcia genética, o método de identificagdo e
selegdo da resisténcia, combinada com caracteristicas agrondmicas das cultivares (Lucas,
1998) e variabilidade do patégeno, que ¢ essencial na estabilidade e durabilidade da
resisténcia (Camargo, 1997).

A primeira referéncia, em relagdo a resisténcia de cultivares de caupi, ocorreu na
Carolina do Sul, sendo a cultivar Iron, a primeira indicagio de resisténcia a F. oxysporum f.
sp. tracheiphilum (Rigert & Foster, 1987). Alguns programas de melhoramento de
cultivares de caupi foram implementados, porém, estes trabalhos limitaram-se aos Estados
Unidos e Nigéria, como aqueles desenvolvidos pela Universidade da Carolina do Sul,
responsavel pelo langamento de varias cultivares, denominadas California Blackeye, que
servem de base para cruzamentos e langamentos de novas cultivares com resisténcia ao
patogeno (Ehlers, 2001). O patogeno, por sua vez, através de processos evolutivos, se

adapta a nova cultivar, ocasionando o surgimento de novas ragas. Até entdo, sdo conhecidas
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quatro ragas de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, sendo que as ragas | e 2 foram relatadas
na Carolina do Sul e as ragas 3 e 4 na Califérmia (Armstrong & Armstrong, 1950; 1980;
Rigert & Foster, 1987; Ehlers, 2001).

Armstrong & Armstrong (1950) avaliaram, simultaneamente, 17 cultivares de caupi
a varios isolados de Fusarium e verificaram que a cultivar [ron apresentou resisténcia as
ragas |1 e 2, Lady Finger comportou-se como resistente apenas a raga 2 e as cultivares
California Blackeye-5, Ramshors, Whippoorwill e Rice apresentaram resisténcia a raga |.
Mais tarde, Armstrong & Armstrong, (1980), através do uso de cultivares diferenciadoras,
caracterizaram os isolados testados com pertencentes as ragas 1, 2 e 3 e avaliaram 20
cultivares de caupi, encontrando fontes de resisténcia a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum
nas cultivares Magnolia, Iron P1 293520, Iron TVU 990, Iron TVU 1072 ¢ Iron TVU 1611
para as trés ragas. Na Nigéria, Fawole (1989) confirmou a resisténcia da cultivar TVX 347
ao patoégeno, porém, ndo especificou a raga utilizada.

Um dos primeiros estudos Isobre heranga da resisténcia foi realizado por Hare
(1957), baseado no cruzamento da cultivar Iron, resistente as ragas 1, 2 e 3, com as
cultivares Extra Early Blackeye, Purple Hull Bunch e Mississipi Crowder, resistentes a ra¢a
| e suscetiveis as ragas 2 e 3, sendo sugerido que a resisténcia as ragas 2 e 3 € controlada
por dois genes dominantes. No entanto, para as cultivares California Blackeye (CB3) e a
linhagem 7964, a resisténcia é conferida por um tinico gene de co-domindncia incompleta

para a raga 2 e um unico gene de domindncia completa para a raga 3 (Rigert & Foster,

1987).
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Indug¢iio de Resisténcia

A resisténcia a doengas de plantas esta associada com a ativag¢do de ampla variedade
de respostas de defesa, que tem como finalidade impedir o estabelecimento de patégenos. A
ocorréncia de doenga € devido a falha do hospedeiro no reconhecimento do patégeno, em
responder rapidamente a esse sinal ou falha nos mecanismos fisicos ou quimicos em
prevenir a infecg¢do (Lyon & Newton, 1997).

O reconhecimento do patégeno e a ativagdo das respostas de defesa sdo reguladas
em uma interagdo especifica gene-a-gene, direta ou indireta, entre os produtos do gene de
resisténcia do hospedeiro e do gene de aviruléncia do patégeno, que raramente ocorre,
levando as plantas a apresentarem, com freqiiéncia, reagdo de suscetibilidade em muitas
interagdes (Klessing e al., 2000). No entanto, cultivares suscetiveis ou com baixo nivel de
resisténcia podem apresentar respostas de defesa em uma interag@o nédo especifica, através
de indugédo de resisténcia, desenvolvendo os mesmos mecanismos de defesa que ocorrem
em uma intera¢do incompativel (Ryals et al., 1996; Lyon & Newton, 1997).

A indugdo de resisténcia recebeu maior énfase a partir da década de 60, através do
uso de indutores bidticos com prote¢do cruzada viral e uso de microrganismos ndo
patogénicos e, mais recentemente, com o uso de indutores sintéticos, efetivos contra virus,
bactérias e fungos, sendo caracterizada como resisténcia sistémica adquirida (RSA). Essa
resisténcia refere-se a uma rota de transdugao de sinal distinta, que desempenha importante
papel na habilidade das plantas se defenderem contra patogenos (Ryals et al., 1996;
Gorlach et al., 1996).

Virios fenémenos da resisténcia induzida estdo associados com o aumento da

capacidade de uma rapida e efetiva ativagido de resposta de defesa celular, induzida apés
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contato com o patégeno (Conrath er al., 2002; Kohler et al., 2002). A rota de transdugdo de
sinal da RSA tem a fungdo de potencializar os mecanismos de defesa, através da expressao
de genes associados com a RSA, que pode ser relacionado com a reagdo de
hipersensibilidade. Esta tem como finalidade o confinamento do patégeno no sitio de
infecgdo, através da morte de células ou regido do tecido, formagdo de barreiras estruturais
como lignificag@o, deposi¢do de calose, compostos fendlicos, através da participagio de
enzimas chave como fenilalanina aménia liase e peroxidase, ou ainda, explosdo oxidativa e
ativagdo coordenada de genes de defesa, em locais distante do ponto de infec¢do, como a
sintese das PR-proteinas [-1,3-glucanase e quitinase (Delaney, 1997; Gilchrist, 1998;
Conrath et al., 2002).

Na indugdo de resisténcia com indutores abioticos, a agdo desses agentes ndo é
devido a atividade antimicrobiana, mas a capacidade de indugdo de resisténcia e
manutengdo da protegdo a partir da aplicagdo, até que seja completamente expressa (Kﬁé,
2001). Virios indutores sdo relacionados com a ativagdo de resisténcia, destacando-se
éster-S-metil (ESM) do acido benzo (1,2,3) tiadiazol-7-carbotiotico (Cole, 1999), acido
DL-3-amino-n-butirico (dcido B-aminobutirico — BABA) (Jakab et al., 2001) e quitosana
(Benhamou & Bélanger, 1998), todos atuando em diferentes pontos da rota do éacido
salicilico, relacionados com os mecanismos de defesa (Jakab er al., 2001).

Estudos recentes tém indicado que o ESM € um ativador em potencial da RSA em
varios hospedeiros, em condi¢des de campo, contra um amplo nimero de patégenos,

através da indugdo da produ¢do de acido salicilico, mesmo em plantas incapazes de
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produzir em tal molécula, ativando assim o sistema de defesa (Gorlach ef al., 1996;
Benhamou & Bélanger, 1998; Resende et al., 2000).

O ESM é translocado por toda a planta e é ativador da transdugio de sinal da RSA,
em local fora ou no mesmo sitio de acumulagdo de acido salicilico, agindo na indugdo de
genes que desencadeiam a produgdo de lignina, fitoalexinas e PR-proteinas (Friedrich et
al., 1996; Cavalcanti, 2000). E analogo do acido salicilico e do acido 2.6-
dicloroisonicotinico (INA), possui molécula semelhante (Figura 1A), pertence a classe
quimica dos benzothiadiazole, caracterizando-se como um agente protetor de planta,
seguro, confidvel e ndo fitotéxico (Gorlach et al., 1996; Benhamou & Bélanger, 1998).

A aplicagio de ESM pode ser efetuada em folhas e sementes, induzindo reagdo de
resisténcia em varios hospedeiros. A reagdo sistémica foi induzida em feijoeiro comum
contra Colletotrichum lindemunthianum (Sacc. & Magn.) Br & Cav. e Uromyces
appendiculatus (Pers.) Unger, com aplicagdo direta do produto nas folhas, e através de
tratamento de sementes, contra Rhizoctonia solani Kiinh, reduzindo a severidade das
doengas (Siegrist ef al., 1997). Dann er al. (1998) observaram que cultivares de soja
(Glicyne max Merril) suscetiveis a Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary, quando tratadas
com ESM, em condi¢des de campo, apresentaram redugéo de severidade da doenga de 20 a
60 %. A redugdo de lesdes causadas por Hemileia vastatrix Berk et Br. foi consideravel em
plantas de cafeeiro (Coffea arabica L.) em concentragdes de ESM variando de 10 a 400
ppm, induzindo protegdo local de 66 a 97 % e sistémica de 83 a 94 %, persistindo até 10
semanas, revelando potencial de uso pratico no manejo de ferrugem do cafeeiro (Guzzo et

al.,2001).
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Em caupi, o ESM apresentou ativacdo da resisténcia a F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum, com aplicagdes de dosagens de 2,5 ¢ 5,0 g do i.a./100 L de agua, aos cinco e
sete dias ap6s germinagéo da cultivar [IPA-206, apresentando indices de doenca de 40,11 e
47,09 % nas respectivas dosagens (Rodrigues & Coelho, 2002). A efetividade, também, foi
constatada contra Colletotrichum destructivum O’ Gara, causador da antracnose, em
plantulas de caupi (Latunde-Dada & Lucas, 2001).

O 4cido B-aminobutirico, considerado como um novo indutor de resisténcia, tem
sido testado contra varios patossistemas. E um aminoacido nio protéico, de ocorréncia rara
na natureza (Figura 1B), que age desencadeando o processo de formagdo de PR-proteinas,
envolvidos na defesa de plantas a patogenos (Jakab ef al., 2001).

Cohen (1993) observou que BABA ndo possui atividade antifingica in vitro, mas
induziu prote¢io local e sistémica em plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill)
contra Phytophthora infestans (Mont.) De Bary. O mesmo tipo de protegdo foi constatado
em plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) contra Peronospora tabacina Adam, através da
preveng¢do da colonizagdo fingica, reduzindo esporulagio e expressdo de sintomas, embora
0 mecanismo de a¢io ndo tenha sido esclarecido (Cohen, 1994). O mesmo autor verificou,
ainda, que dosagens de BABA acima de 100 pg. mL™', provocou toxicidade em plantas de
fumo.

Zimmerli et al. (2000) analisaram o modo de agcdo de BABA em Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh, quando inoculado com Peronospora parasitica (Person) Fries e
observaram que na resisténcia sistémica adquirida estdo envolvidos varios mecanismos de

defesa, dependendo da concentragdo do indutor. Em baixas concentragdes, ocorre um



RODRIGUES, A.A.C. Resisténcia de caupi a Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum... 23

espectro de respostas imitando reagdo de hipersensibilidade com vestigios de necroses,
sendo que a intensidade dessas respostas depende da concentragdo interna de BABA. Em
altas concentragdes de BABA, ocorre deposi¢do de calose ou papilas, sempre apds a
penetragdo do patdgeno, na tentativa de conté-lo no sitio de infec¢do. Nesse caso, a indugido
de resisténcia ocorreu pela aceleragdo das respostas normais de infec¢do na planta,
conduzindo, também, a um alto nivel de resisténcia, sendo este fendmeno conhecido como
potencializagdo celular.

O tratamento do solo com BABA foi efetivo contra Botrytis cinerea Pers. & Fr.
causador do mofo cinzento em Arabidopsis, reduzindo a superficie da area necrosada, trés
dias apos inoculagdo, embora o processo infeccioso ndo tenha sido completamente
impedido pelo indutor, a incidéncia da doenga foi reduzida, formando pequenas lesdes,
quando comparada a testemunha (Zimmerli et al., 2001). Porém, os autores sugerem que o
fato de BABA ndo ter induzido resposta de resisténcia sistémica mais efetiva, pode ser
decorréncia da agdo desse indutor fora da rota do 4cido salicilico, ou devido a
reconhecimento defeituoso, incorrendo em demora na expressao dos genes PR-1. Por outro
lado, a defesa efetiva pode depender, em grande parte, de outra rota metaboélica envolvendo
jasmonato/etileno, que ¢ independente da rota do acido salicilico.

Quitosana é um oligossacarideo bioativo, derivado de quitina que ocorre na parede
celular de varios fungos e € extraido da quitina de crustriceos, cuja unidade monomérica é
0 2-amino-2-deoxy-D-glucosamina (Figura 1C) que combinado com 14 glucosidico forma
uma cadeia linear (Benhamou et al., 1998).

O uso de quitosana como indutor desperta grande interesse devido a dupla fungado

que possui, exercendo efeito inibitorio sobre o crescimento de fungos patogénicos, além de
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ser um elicitor potente que ativa os mecanismos de defesa das plantas (El Ghaouth et al.,
1994).

Benhamou (1992) observou que quitosana inibiu o crescimento de Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Jarvis & Shoemaker causando expansao e distorgdo da
hifa e estimulando a atividade das enzimas [3-1,3-glucanase e quitinase, além de induzir
deposigdes anormais de material amorfo na parede celular de tomateiro. A agdo desse
indutor foi confirmada, ainda, através do tratamento de sementes, reduzindo a severidade
da podriddo radicular do tomateiro (Benhamou et al., 1994), assim como na podriddo de
raizes de pepino (Cucumis sativus L.) causada por Pythium aphanidermatum Edson (Fritz.),
onde plantas tratadas com 400 pg/mL do produto, permaneceram sadias e com o sistema
radicular bem desenvolvido, enquanto a testemunha na presenga do patégeno expressou
sintomas de murcha ap6s 24 horas, em cultivo hidroponico (El Ghaouth er al., 1994).

A evidéncia do desencadeamento da RSA por quitosana foi observada de uma
forma abrangente em amendoim (4rachis hypogaea L.) contra Puccinia arachidis Speg,
através da agdo direta sobre o patdgeno, inibindo a germinag@o de uredosporos, o niimero e
o tamanho de lesdes e, conseqiientemente, a severidade da doenga. Foram observados
aumento da produgdo de dcido salicilico enddgeno e agdo das enzimas quitinase e [3-1,3-

glucanase (Sathiyabama & Blasubramanian, 1998).
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Figura 1. Estrutura quimica dos indutores abidticos: ESM (A); BABA (B) e quitosana (C).

Mecanismos de Resisténcia

Alteragdes significativas no desenvolvimento bioquimico e fisiolégico normal de
uma planta caracteriza o processo de doenga. Essas alteragdes podem ser causadas por
fatores abidticos ou bidticos, sendo estes denominados patdgenos, que possuem afinidade
com determinadas partes do hospedeiro, necessitando de aberturas naturais, ferimento ou
penetrando diretamente através de agdo enzimatica, for¢a fisica, ou ambas. O mesmo
envolvimento enzimatico que serve para viabilizar a penetragdo e colonizagdo, também
pode liberar fragmentos da parede celular dos fungos (oligossacarideos solaveis) que
podem ser toxicos as plantas ou elicitarem resposta de defesa das mesmas (Funell 2000).

As plantas possuem como estratégias de defesa, barreiras estruturais que evitam
que o patégeno obtenha alimento do hospedeiro, ou defesa enzimatica e quimica que

interferem no metabolismo do patégeno. Em decorréncia da agdo enzimatica podem ocorrer
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sintese de metabolitos secundirios antimicrobiano, espécies de oxigénio reativo,
lignificagdo da parede celular do hospedeiro e ativagdo de grande numero de genes, que
codificam glucanases, quitinases, thioninas, defensins, glutatione S transferase, fenilalanina
amonia liase, além de enzimas do metabolismo secundéario (Hammond-Kosac & Jones,
1996; Glazebrook, et al., 1997).

Os mecanismos de resisténcia geralmente sio divididos em pré e pés-formados,
sendo que estes sdo produzidos ou ativados em resposta a presenga dos patdgenos e
exercem papel destacado no processo de resisténcia, uma vez que a amplitude de
compostos existentes nas plantas superiores permite agdes diferenciadas sobre os
microrganismos. No entanto, quando as cultivares ndo apresentam os mecanismos de
defesa constitutivos, estes podem ser ativados por indutores, ap6s subseqiiente ataque de

patégenos, caracterizando a RSA (Sticher et al., 1997).

Mecanismos bioquimicos

A RSA pode ser distinta de outras respostas de resisténcia a doengas pelo espectro
de protegdo a patégenos e pela expressdo de genes associados a mudangas, através de uma
rota de transdug¢do de sinais que induzem as proprias plantas a se defenderem (Ryals ez al.,
1996).

Foram realizadas virias tentativas de explica¢do da transdug¢do de sinais em uma
interagdo incompativel, iniciando apés a interagdo elicitor/receptor. Para Métraux (2001),
apos o reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro, ocorre uma cascata de eventos.
Dependendo do tipo de interag¢do, ocorrem rotas especificas complexas no caso de patogeno

virulento e rhizobatérias interagindo com o hospedeiro, envolvendo o 4cido jasménico e
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etileno. Em interagdes com patégenos avirulentos, duas classes de genes de resisténcia sdo
envolvidos, desencadeando a agdo do gene DND (disease no death), envolvido na reagio
de hipersensibilidade. Porém, independente da rota, ¢ clara a importancia do acido salicilico
como mensageiro secundario na transdugdo de sinais, que por sua vez, ativa o gene chave
NPR1, envolvido na transcrigdo de genes responsaveis pela formagdo de PR-proteinas.

Dentre as respostas do hospedeiro, encontram-se as proteinas sollveis que sdo
formadas nos fluidos intercelulares de tecidos infectados ou acumula-se intracelularmente,
e pode ocorrer de forma constitutiva, em baixas concentragdes. Porém, podem aumentar
significativamente quando induzidas, sendo denominadas de proteinas relacionadas com a
patogenicidade, agrupadas em familias denominadas PR-1a, PR-1b, PR-1c, PR-2, PR-N,
PR-O, PR-P, PR-Q e PR-S (Kaufmman ef al., 1987; Fernandes, 1998).

Em uma defini¢do mais atualizada, as PR-proteinas sdo consideradas proteinas de
plantas que se acumulam apés ataque de patogenos, tratamento com indutores quimicos du
outro tipo de estresse, destas varios grupos apresentam atividade antimicrobiana in vitro,
sendo que quitinase e [(-1,3-glucanase apresentam atividade antifiingica sinergistica
(Mauch et al., 1988; Sticher et al., 1997).

A biossintese do dcido salicilico ocorre pela conversdo da fenilalanina para acido
trans-cindmico, que pode seguir a via do 4cido benzodico, que apds a agdo da enzima cido-
2-hidroxilase, se converte em 4cido salicilico, ou pode seguir uma outra rota, a da
hidroxila¢do do cinamato em 4cido-2-cumarico, sendo oxidado a 4cido salicilico (Ryals et

al., 1996; Fernandes, 1998).
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De Acordo com Bol et al. (1990), as quitinases e B-1,3-glucanases sdo enzimas
constitutivas que ocorrem nas plantas e hidrolizam a quitina (um polimero de N-
acetilglucosamina) e [3-1,3-glucana, respectivamente. Possuem fun¢do imediata na defesa,
pela agdo direta sobre o patégeno e como elicitores ativando outros mecanismos locais ou
sistémicos na defesa das plantas.

Na familia PR-2, as (-1,3-glucanases (B-Glu) existem como isoforma estrutural
multipla que diferem em tamanho, ponto isoelétrico, estrutura primaria, localizagdo celular
e padrdo de regulagdo (Leubner-Melzger & Meins Jr., 1999).

A atividade de B-1,3-glucanase foi observada em folhas de ervilha tratadas com 100
pg ia/mL de ESM (BTH) e inoculadas com Mycosphaerella pinodes (Berk. & Blox)
Stone. Apos seis dias, a quantidade de enzima foi similar nas folhas inferiores e superiores
das plantas, correspondendo a 13,45 e 14,87 A Absgo min".mg.”, respectivamente. Tem
sido bastante relatado aumento dessa PR-proteina associado a redug¢do da severidade,
embora, as rotas que essas enzimas agem na ativagdo de defesa ainda ndo tenham sido
totalmente esclarecidas (Dann & Deverall, 2000).

Além da determina¢do quantitativa de B-1,3-glucanase, observagdes citoquimicas
através de marcagdo com ouro coloidal, também demonstraram claramente a presenga e
localizagdo de acumulagdo massiva dessa enzima na célula hospedeira. Benhamou et al.
(1994) constataram a formagdo de B-1,3-glucanase através de analise ultraestrutural em
raizes de tomateiro tratadas com quitosana e inoculadas com Fusarium. Além dessa
enzima, foi formada uma camada de compostos fendlicos que inibe diretamente o

crescimento do fungo, criando um ambiente fitotoxico, sendo, em seguida, formada uma
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camada de (3-1,3-glucana, em area ndo infectada pelo patdgeno e que funciona como uma
segunda barreira contra o patégeno.

O aumento da atividade de B-1,3-glucanase foi constatado em varias plantas,
principalmente em feijoeiro comum e caupi, apés indugdo, com quimicos ou organismos
ndo patogénicos, reduzindo a severidade de doengas causadas por varios patégenos (Dann
et al., 1996; Siegrist et al., 1997; Xue et al., 1998; Oliveira et al., 2001).

As peroxidases sdo comuns em plantas € o aumento freqiiente dessa enzima, como
resposta ataques de patogenos, indica envolvimento no mecanismo de defesa,
desempenhando importante papel no processo fisioldgico, incluindo catabolismo das
auxinas, modifica¢des das propriedades da parede celular e lignificagdo (Wyatt et al., 1991;
Chen et al., 2002). Séo classificadas de acordo com o ponto isoelétrico e massa molecular,
apresentam grande variagio, dependendo do tecido foliar e do local que a enzima se
encontra (Fernandes, 1998). Siegrist et al. (1997) detectaram atividade de peroxidase noé
fluidos intercelulares de folhas de feijdo, agindo contra patégenos que se desenvolvem no
apoplasto da célula.

O envolvimento da peroxidase na defesa foi constatado pelo aumento em plantas
induzidas e inoculadas com o patdgeno, comparado com as plantas controle. Cavalcanti
(2000) observou o acréscimo na atividade dessa enzima em cacau (Theobroma cacao L.)
contra Verticillium dahliae Kleb induzidas com ESM, 15 dias ap6s inoculagdo do patégeno,
permanecendo por longo tempo, além de rapido desenvolvimento da atividade. No mesmo
hospedeiro, ESM proporcionou a indugdo da atividade dessa enzima 15 dias apés o

tratamento, indicando que pode ter ocorrido um aumento das formas constitutivas de
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peroxidases ou mesmo o surgimento de formas induzidas ap6s o tratamento (Resende et al.,
2000). Além de indutores quimicos, organismos ndo patogénicos também podem induzir a
atividade de peroxidases, tanto local (Dann & Deverall, 2000) quanto sistémica (Xue ef al.,
1998).

No mecanismo de defesa das plantas, as peroxidases atuam no processo de
lignificagdo da parede celular, participando na conversdo do alcool cindmico em formas de
radicais livres com o consumo do peréxido de hidrogénio, caracterizando o tltimo passo na
formagdo da lignina, embora, para alguns autores esse mecanismo ainda ndo esta totalmente
esclarecido (Heldt, 1997; Fernandes, 1998; Oliveira et al., 2001).

Fenilalanina amonia liase (PAL) € a primeira enzima a participar da rota
biossintética dos fenilpropandides, a qual é envolvida na sintese de compostos
antimicrobianos, com baixo peso molecular, como as fitoalexinas, além de flavondides e
lignina pela conversdao da fenilalanina em 4acido trans-cinamico, catalizada pela PAL
(Nakazawa et al., 2001; Klessig et al., 2000).

A resposta de defesa de plantulas de caupi contra C. destructivum, apds a indugao
com ESM, envolveu a atividade de PAL antes de 24 horas e essa rapida indugdo foi
relacionada com a resisténcia sistémica adquirida (Latunde-Dada & Lucas, 2001). Souza et
al. (2001), também, observaram atividade da PAL em frutos de péssego Prunus persica
(L.) Batsch, tratados com cloreto de calcio e inoculados com Monilinia fructicola (Wint.)
Honey. A expressdo de genes que codificam a PAL € regulada em resposta a varios

estimulos e desenvolvimento da planta (Imura ef al., 2002).
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Mecanismos Estruturais

As defesas estruturais pos-infeccionais ou pds-formadas envolvem a formagio e
alteragdes em nivel tissular, constituindo-se uma barreira que interfere no progresso dos
fitopatdgenos nas plantas, que podem ser agrupados em estruturas de defesa celular, como
agregacdo citoplasmatica, halos, papila, lignificagdo e, estruturas de defesa histologica,
como camada de cortiga (siber), camada de abscisdo e tiloses (Pascholati & Leite, 1994;
Agrios, 1997).

A mudanga na parede celular € uma das primeiras respostas da planta a invasdo de
fungos. A parede celular epidermal ao redor da papila, em folhas, forma halo- ou zonagdes,
enquanto que raizes infectadas apresentam protusdes caracteristicas, conhecidas como
lignificagdo (Lucas, 1998).

De acordo com Pascholati & Leite (1994), a principal fungdo da lignificagdo é o
estabelecimento de barreira mecanica contra o avango do patégeno impedindo o ataque de
enzimas hidroliticas e a difusdo de tpxinas. A indugdo de lignificagdo tem sido relacionada
com respostas de defesa em varias interagdes, inclusive, com hospedeiros suscetiveis, na
tentativa de conter a infecgdo patogénica (Sticher ef al., 1997).

A biossintese da lignina € constituida de uma rota longa que envolve varias etapas,
iniciando com a conversdo da fenilalanina em acido transcinimico, catalizada pela PAL,
que € hidroxilado para formar o 4cido p-coumdrico. A partir desse ponto, ocorrem
sucessivas hidroxilagdes e metilagdes, formando os acidos cafeico, fertlico e sinapico, que
sdo convertidos para seus respectivos ésteres Co-enzima A, pela enzima écido cinamato A-
ligase, ocorrendo redug¢do para aldeidos e depois para dlcoois pela cinamayl-CoA-

oxiredutase e dlcool cinamyl deidrogenase. Para varios autores, ap6s a formagdo dos
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alcoois fenilpropandides (sinaphil, cumaril e coniferil), ocorre a oxidagdo pela
peroxidase/hidréxido de hidrogénio e os radicais livres condensam-se em um processo
denominado lignificagdo (Vance et al., 1980; Heldt, 1997; Fernandes, 1998).

Xuei et al.(1988) analisaram folhas de pepino inoculadas com Colletotrichum
lagenarium (Pass.) Ell. & Halst, e observaram que em 96 horas o peg de penetragdo foi
encaixado em uma papila subjacente de material agregado de calose, porém, analises
ultraestruturais demonstraram que as reagdes de defesa do hospedeiro iniciaram 24 horas
apos a inoculagio do patégeno.

Isolado de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici inoculado em mudas de tomateiro
resistente penetrou em varias células da epiderme proximas ao foco de infecgdo,
localizando-se nos espagos intercelulares do cértex, contudo, teve o crescimento limitado
nas camadas mais externas, ndo ocorrendo colonizagdo nas camadas corticais internas do
cortex, devido a acumulagio de citoplasma sobre a parede adjacente a hifa ﬁ’mgicé,
formando uma barreira defensiva estrutural contendo compostos fenélicos (Brammal &
Higgins, 1988). O mesmo foi detectado por Benhamou & Bélanger (1998), quando a
resisténcia das plantas de tomateiro foi induzida por ESM.

Um aspecto relevante quanto ao movimento da dgua no interior das plantas, reside
nas caracteristicas celulares dos vasos do xilema. Estas células possuem como fungdao
biol6gica nas plantas, o suporte mecanico e condugdo hidraulica, sendo esta ultima, uma
fungdo vital, responsavel pelo transporte de dgua e minerais a longa distincia, sob pressdao
negativa (Joyce & Steiner, 1995; Hacke & Sperry, 2001). Porém, esta fungdo pode ser
afetada, quando as plantas sdo submetidas a varias condigdes de estresse, como colonizagdo

de Fusarium nos vasos de plantas de caupi (Athayde Sobrinho er al., 2000), condi¢des
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ambientais, como salinizag¢do do solo, ocasionando estreitamento do limen dos vasos do
xilema, diminuindo o fluxo de agua em sorgo (Sorghum bicolor L.) (Baum et al., 2000) e
produtos quimicos como Manganés, afetando o niumero de elementos do xilema em fumo
(Nicotiana tabacum L.) (Santandrea et al., 1998).

A funcionalidade do xilema pode ser avaliada através das caracteristicas celulares
dos elementos de condugio, principalmente, o didmetro do limen dos mesmos, permitido
determinag@o da condutincia especifica estimada (Arnold & Mauseth, 1999). A eficiéncia
na condugdo de dgua é indispensavel para o desenvolvimento das plantas, mediado pelo
xilema, podendo ocorrer alteragdes destes, afetando a condutividade (Schubert et al. 1999).

O diametro hidraulico (Dh) € o didmetro circular da célula de transporte do xilema,
em vista transversal, permitindo comparagdo das caracteristicas hidraulicas destas células
(Lewis, 1992: Lewis & Boose, 1995). Este didmetro esta relacionado aos limites quanto ao
volume de dgua transportada no interior das plantas (Linton & Nobel, 1999). A redugio m.)
calibre dos vasos, associada a um espessamento da parede celular, representam o grau de
resisténcia xilematica, onde o didmetro hidraulico destas células definem a seguranga e a
eficiéncia na capacidade hidraulica, quanto ao transporte de agua (Hacke et al., 2000).

Frente ao avango do estudo sobre as reagdes de defesa envolvendo interagdes entre
patégenos e hospedeiros e, a importdncia que o caupi possui no Nordeste brasileiro, surge a
necessidade de pesquisas mais aprofundadas, para determinar fatores envolvidos nas
reagdes de defesa de caupi a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, através da avaliagdo de
germoplasmas, ativagdo da resisténcia sistémica adquirida por indutores abidticos e

caracterizagdo de mecanismos bioquimicos e estruturais, bem como avaliar a capacidade
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funcional xilematica de plantas de caupi induzidas, de forma a viabilizar o controle da

doeng¢a murcha de fusario.
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RESUMO
Rodrigues, A. A. C. & Coelho, R S. B. Murcha de fusario do caupi: reagdo de
germoplasmas, métodos de inoculagdo e controle genético da resisténcia. Summa
Phytopathologica, 2003.
A murcha de fusario em caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], causada por
Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F.Smith) Snyder & Hansen, ¢ um dos
principais problemas da cultura, sendo o controle genético a forma mais eficaz de combate

dessa doenga. No presente estudo, foram avaliadas 30 cultivares e linhagens de caupi em



RODRIGUES. A.A.C. Murcha de fusario do caupt: reagio de germoplasmas, métodos de ... 33

relagdo ao isolado ISO-PE, verificado o efeito de métodos de inoculagdo e avaliagdo no
comportamento da cultivar BR-17 Gurguéia, utilizando-se os isolados ISO-PE e [ISO-PA do
patogeno. E estudado, ainda, o controle genético da resisténcia na linhagem L-288004
através da avalia¢do de populagdes segregantes obtidas do cruzamento com a cultivar BR-
17 Gurguéia. As inoculagdes foram realizadas em plantas com sete dias apos plantio, pelos
métodos de ferimento de raizes e deeping. No primeiro, foram feitos ferimentos em um dos
lados do sistema radicular e deposi¢dao de 20 mL de suspensdo de conidios/ planta e, no
segundo, as plantas foram removidas de copos contendo vermiculita, lavadas em agua
corrente, cortadas as extremidades das raizes e imersas por cinco minutos na suspensao de
conidios e plantadas em vasos contendo solo esterilizado. A avaliagdo dos experimentos fo1
efetuada 25 dias apds germinagdo, com base em escala de notas, indice de doenga e
percentagem de lesdo. Cerca de 50% das cultivares apresentaram resisténcia ao patdogeno,
destacando-se as linhagens L-288004 e L-190004. Os dois métodos de inoculaq:iié
proporcionaram 0 mesmo tipo de reagdo na cv. BR-17 Gurguéia, sendo que o método
deeping induziu sintomas mais rapido que o ferimento de raizes. Verificou-se correlagao
positiva entre os métodos de avalia¢do, no entanto, a escala de notas e indice de doenga
demonstraram maior eficiéncia na caracterizagdo da resisténcia das cultivares. Comparando
o efeito dos isolados, ISO-PE apresentou maior agressividade na cv. BR-17 Gurguéia,
associado com os métodos de inoculagdo tipo deeping e ferimento de raizes, constatado
pela avaliagio baseada em escala de notas e indice de doenga. Na analise da heranga da
resisténcia da geragdo F», foi encontrada freqiéncia de 13 plantas resistentes para 3

suscetiveis em uma populagdo de 386 plantas, indicando segregacdo de dois genes
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independentes, sendo um deles com efeito epistatico dominante, com base no teste do Qui-
quadrado, conferindo resisténcia ao isolado de F. oxysporum f sp. tracheiphilum.

Palavras-chave: Vigna, Fusarium, teste de segregagao

Rodrigues, A. A. C. & Coelho, R S. B. Cowpea Fusarium wilt: reaction of germ plasm,
methods of inoculation, and genetic control of resistance. Summa Phytopathologica,
2003.

Fusarium wilt of cowpea [Vigna unguiculata (7). Walp], caused by Fusarium
oxysporum f sp. tracheiphilum (E.F.Smith) Snyder & Hansen is one of the most important
diseases for this crop, and the genetic resistance is the most efficient method of control.
Assessements of 30 cowpea cultivars and lineages inoculated with the isolate ISO-PE of the
Fusarium were carried out and it was evaluated inoculation methods and reaction of the
cv. BR-17 Gurguéia, utilizing ISO-PE and ISO-PA pathogenic isolates. Resistance genetic
control on cowpea L-288004 strain also was studied through evaluation of segregant

populations from crossing with cultivar BR-17 Gurguéia. The inoculations in seven days

old plants were done by the root wound and deeping methods. In the first case, one side of

the root system was scratched and 20 mL of conidia suspension was poured on each plant.
In the second one, plants were removed from cups which contained vermiculite, washed
with water, and tip roots were cut and sunk into conidia suspension_for five minutes, being
planted in esterilized soil. Evaluation was done 235 days after germination, based on grade
scale, disease intensity and severity. About 50% of the cultivars showed resistance to the
pathogen, mainly L-288004 and L-190004 strains. Both inoculation methods induced the

same reaction on cultivar BR-17 Gurguéia. Nevertheless, deeping method induced
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symptom occurrence earier than root wound method did. A positive correlation between the
assessment methods were observed. However, grade scale and disease intensily
demonstred higher efficiency on resistance characterization of the cultivars. Comparing the
effect of isolates, ISO-PE was more aggressive on cultivar BR-17 Gurguéia associated with
both inoculation methods, what was confirmed through evaluation based on grade scale
and disease intensity. Inheritance analysis of > showed frequency of 13 resistant plants to
three susceptible ones within a population of 386 plants, suggesting segregation of two
independent genes, one recessive and the other dominant, based on Chi-square test,
conferring resistance to F. oxysporum f.sp. tracheiphilum.

Additional keywords: Vigna, Fusarium, segregation test

Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F.Smith) Snyder & Hansen, agente
causal da murcha de fusario, € um patogeno do solo, de ocorréncia comum em regides de
cultivo do caupi. Induz sintomas como amarelecimento, seguido de desfolhamento precoce,
murcha e morte da planta, sendo clomum descoloragdo dos vasos, adquirindo coloragdo
castanha, decorrente da colonizagdo necrotrofica do patogeno (19, 28).

Devido a grande capacidade de sobrevivéncia do patdgeno no solo, a rotagdo de
cultura torna-se inviavel, sendo o controle da murcha de fusario feito, basicamente, através
do uso de cultivares resistentes. Para isso, é necessario o conhecimento da variabilidade do
patogeno, reagdo de germoplasmas a doenga e tipo de heranga da resisténcia do hospedeiro.

De acordo com EHLERS (10), sdo conhecidas quatro ragas de F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum. As ragas 1 e 2 foram descritas na Carolina do Sul, onde a raga 1, além do

caupi ataca soja e crisantemo (3, 4, 21). As ragas sdo diferenciadas através das cultivares
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Chinese Red, suscetivel as raga 2 e 3; Groid, suscetivel a raga 1 e; Arlington, suscetivel a
raga 3 (30). SOTO & SAUVE (29) testaram cinco isolados de Fusarium, pertencentes a /.
solani e F. oxysporum, além das formas especiais . oxysporum f. sp. tracheiphilum raga 1,
F. oxysporum f. sp. vasinfectum raga 2, F. oxysporum f. sp. glycines em soja. Destes, [-.
oxysporum f. sp. tracheiphilum raga 1 induziu o segundo maior indice de doenga,
apresentando correlagdo positiva entre severidade e produgdo de micélio. As ragas 3 e 4
ocorrem na Califérnia, sendo que a raga 4 foi detectada em 1989, permaneceu confinada
por varios anos, ¢ entre 1997 e 2001 ressurgiu, causando sérios danos a cultura,
dependendo do nivel de indculo no solo, sugerindo crescente disseminagdo (27).

ARMSTRONG & ARMSTRONG (4), avaliando o comportamento de cultivares de
caupi frente as ragas 1,23 e ao 1solado Nigéria, detectaram que as cultivares Magnoéha, Iron
PI 293520, Iron Tvu 990, Iron Tvu 1072 e Iron Tvu 1611 foram resistentes as trés ragas, e
que o isolado em estudo pertencia claramente a ragca 1. Avaliando a resisténcia de seis
linhagens de caupi quanto a murcha, FAWOLE (11) verificou que apenas a Tvu 347
comportou-se como resistente com 4% de infecg¢do, provavelmente pela capacidade de
sintetizar substancias que retardam ou inibem o desenvolvimento do patogeno.

Através da selegdo em progénies resultantes do cruzamento das cultivares California
Blackeye (CB) n” 5 e PI 166 146, HELMS et al. (14, 15) obtiveram as cultivares CB 46 e
CB 88 resistentes a ra¢a 3 de /. oxysporum f. sp. tracheiphilum e portadoras do gene Rk
que confere, também, resisténcia as ragas 1 e 3 de Meloidogyne incognita (Kofoid &
White) Chitwood. Deve ser ressaltado que, em cultivares resistentes, a murcha, M. javanica
(Treub) Chitwood afeta a resisténcia em relagdo a todas ragas de /. oxysporum f. sp.

tracheiphilum (31, 13, 22).
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Segundo EHLERS (10), € constante a preocupagdo com programas de
melhoramento de cultivares que implementem o manejo da cultura do caupi, visando o
aumento da produgdo, qualidade dos graos e redugdo dos custos de produgdo. Foram
desenvolvidas cultivares de caupi pela Universidade da California, com resisténcia a
algumas ragas, como a California Blackeye (CB) 5, resistente a raga 1, CB 46 e CB 88
resistentes as ragas 1, 2 e 3, mais tarde comportando-se como suscetiveis a essas ragas (27).
Atualmente, a CB 46 € resistente apenas a raga 3, a CB 5 € suscetivel asragcas 3 e4 e a
cultivar CB 27, langada recentemente, € resistente as ragas 3 e 4 de F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum (9).

Na avaliagdo do comportamento de cultivares de caupi, em relagdo a F. oxysporum
f sp. tracheiphilum, foi observado uso de metodologias variadas tanto em relagdo ao
método de inoculagdo, quanto de avaliagdo da severidade de sintomas. E mesmo que um
método de inoculagdo seja de uso mais frequente entre alguns pesquisadores, como 0
método deeping, o tempo de permgnéncia das raizes no inoculo € variado, ndo havendo
padroniza¢do. O mesmo ocorre em relagdo a avaliagdo, com uso de escalas variadas, que
incluem percentagem de descoloragio vascular, percentagem de area necrosada do xilema e
namero de plantas murchas e com amarelecimento (31, 4, 30, 21, 11). A falta de
padroniza¢do dessas metodologias pode suprimir ou expressar respostas diferentes de
cultivares frente ao patogeno, conduzindo a resultado erroneo. Desta forma, € essencial o
uso de uma metodologia adequada, que permita a detec¢do de resisténcia das cultivares

Apesar da praticidade de uso do método de controle genético da murcha de fusario
em caupi, estudos abordando esse aspecto sdo bastante limitados nas condi¢des brasileiras.

De acordo com RIGERT & FOSTER (21), estudos de resisténcia em cultivares de caupi

e -
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iniciaram em 1898, com a cultivar Iron, sendo que progénies resultantes de cruzamentos
dessa cultivar com a suscetivel California Blackeye comportaram-se como resistentes.
sendo mais tarde observada a segregag¢do de um Unico gene de resisténcia para a cultivar
Iron, frente a raga 1. A resisténcia para as ragas 2 e 3 ¢ controlada por dois genes
dominantes (12). Porém, RIGERT & FOSTER (21), estudando a heranga da resisténcia
para as ragas 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, nas cultivares California Blackeye
(CB 3) e a linhagem 7964, determinaram resisténcia conferida por um Gnico gene de
domindncia incompleta para a raga 2 e um unico gene de dominancia completa para a raga
3. A cultivar CB 5 apresentou suscetibilidade a essas duas ragas.

Visando fornecimento de subsidios para controle da murcha de fusario, testou-se o
comportamento de germoplasma de caupi, quanto a resisténcia a /. oxysporum f. sp.
tracheiphilum, além de avaliar isolados desse patogeno e métodos de inoculagdo sobre
cultivar como padrio de suscetibilidade, através de escala de notas, indice de doenga Ie
percentagem de lesdo, incluindo, também, estudos da heranga da resisténcia da populagao

F, dertvadas do cruzamento de BR-17 Gurguéia e L-288004, em relagdo ao patogeno.

MATERIAL E METODOS

Avaliagio da resisténcia de germoplasma de caupi a F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum

O isolado de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum foi obtido de plantas de caupi,
exibindo sintomas da doenga, proveniente do municipio de Floresta-PE, e conservado pelo

método Castellani (26).
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Foram avaliadas 30 cultivares e linhagens de caupi, procedentes do banco ativo de
germosplasma da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria - [PA e Centro de
Pesquisa Agropecuaria do Meio Norte - CPAMN/EMBRAPA.

O experimento fo1 realizado em casa de vegetagio, sendo as plantas cultivadas em
vasos plasticos, com capacidade de 3 dm’, contendo solo esterilizado com brometo de
metila (CH;Br), mantendo-se trés plantas/vaso.

Para produgido do inoculo, o patdogeno foi cultivado em placas de Petri contendo
meio de batata-dextrose-dgar (BDA) e incubado durante sete dias em temperatura ambiente
aproximada de 25° C. O indculo foi preparado adicionando-se 20 mL de agua destilada
esterilizada em cada placa, efetuando-se raspagem da superficie das colénias, com laminas
de vidro e filtragem em gaze dupla, sendo a suspensio ajustada para 1x10° conidios.mL™,
com auxilio de cdmara de Neubauer.

A inoculagdo foi realizada em plantas de caupi com sete dias de idade, através de
ferimento de raizes, conforme MENEZES (16), aplicando-se 20 mL da suspensdo do
inoculo por planta.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro
repetigdes, e cada parcela constituida por trés plantas/vaso, sendo os dados submetidos a
analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade, sendo os dados transformados em V(x + 0.5).

A avaliagdo foi realizada 25 dias apos germinagdo, utilizando-se os seguintes

metodos de avaliagdo: escala de notas de 1 a 9, conforme SCHOONHOVEN & PASTOR-
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CORRALES (25); indice de doenga, sendo as notas transformadas em indice de Mckinney

(5) e percentagem de lesdo da regido do colo até a inser¢ao dos cotilédones.

Avaliagdo de isolados e métodos de inoculacao de F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum em cultivar de caupi

Foi utilizada a cultivar BR-17 Gurguéia, sendo o plantio foi efetuado em vasos
plasticos com capacidade de 3 dm’, contendo solo esterilizado com brometo de metila.
Outra parte das sementes foi1 semeada em copos de 250 mL de capacidade contendo
vermiculita, mantendo-se duas plantas por recipiente.

Para a produg¢ao do inéculo, foram utilizadas coldonias dos isolados ISO-PE e ISO -
PA, provenientes dos Estados de Pernambuco e Para, respectivamente, com sete dias de
idade, onde foram adicionados 20 mL de agua destilada esterilizada em cada placa e
realizada a raspagem da superficie das colonias com laminas de vidro. A suspensdo de
conidios foi ajustada para 1x 10° conidios.mL™, com auxilio de cimara de Neubauer.

A 1noculagdo foi realizada nas plantas aos sete dias de idade, pelo método de
ferimento de raizes (16), ferindo-se um dos lados do sistema radicular, com deposigdo de
20 mL de suspensdo/planta e pelo método deeping (18). As plantas, removidas dos copos
contendo vermiculita, tiveram o sistema radicular lavado em agua corrente com corte de 1
cm da extremidade das raizes, sendo imerso o terco inferior na suspensdo de conidios por
cinco minutos e foram plantadas em seguida. As testemunhas dos dois meétodos de

inoculagdo foram tratadas com agua destilada esterilizada.
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O delineamento experimental utilizado fo1 inteiramente casualizado com arranjo em
fatorial 2x2, sendo uma cultivares, dois i1solados, dois métodos de inoculagdo com quatro
repetigoes. A unidade experimental constou de trés plantas/vaso.

A avaliagdo foi realizada 25 dias apos germinagdo, baseada em escala de notas e

indice de doenga, e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade

Estudo da Herang¢a da Resisténcia

Foi realizado o plantio de 386 sementes da populagdo F», resultante do cruzamento
de BR-17 Gurguéia x L-288004, caracterizadas como padrdes de suscetibilidade e
resisténcia, respectivamente, ao patogeno F. oxysporum f. sp. tracheiphilum.

A populagdo F; utilizada neste experimento foi obtida por COELHO (7), através da
emasculagio, seguida de polinizagdo, com autofecundagio de plantas da geragdo F.

As plantas foram cultivadas individualmente, em vasos plasticos com capacidade de
1,0 dm’, contendo solo esterilizado com brometo de metila. Aos sete dias de idade foram
inoculadas com o isolado ISO-PE pr'eparado a partir de colénias do fungo, com sete dias de
idade, através da raspagem das placas com lamina de vidro, ajustando-se a concentragdo
para 1 x 10° conidios.mL™”, com auxilio de cimara de Newbauer, sendo a inoculagao
realizada pelo método de ferimento de raizes, depositando-se 20 mL do inéculo por planta.
A avaliagdo foi realizada aos 25 dias apds a germinagdo, utilizando-se escala de notas.

A analise da segregagdo da populagdo F, de plantas de caupi a F. oxysporum f. sp.

tracheiphilum foi realizada através do teste de Qui-quadrado (X7), para observar se a
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao de Cultivares e Linhagens de Caupi a F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum

De acordo com os resultados, em tomo de 50, 36,7 46,7 % das cultivares e
linhagens apresentaram resisténcia a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum (Quadro 1), quando
avaliados com base em escala de notas, indice de doenca e percentagem de lesdo,
respectivamente, 25 dias apos germinagdo, destacando-se as linhagens L-288004 e L-
190004 como altamente resistentes.

As cultivares e linhagens L-525-004-A, CNCx-1115-25F, IT89KD-381 e TE90-91-
195-7F apresentaram varia¢do entre resisténcia e rea¢do intermediaria nos métodos de
avaliag¢ao pelo indice de doenga e percentagem de lesdo. Na avalia¢do pela escala de notas,
essas cultivares comportaram-se como resistentes.

A cultivar TE90-172-33F apresentou reacdo de suscetibilidade nos trés métodos. O
mesmo nao foi observado para a cultivar Carir1 V. Clara, que comportou-se como altamente
suscetivel quando avaliada pela percentagem de lesdo e com reac¢do intermediaria pelos
outros dois métodos, assemelhando-se a cultivar BR-17 Gurguéia, que apresentou reagdo
intermediaria quando avaliada pela escala de notas e indice de doenga. Segundo
ALBUQUERQUE et al. (1), essa cultivar é considerada como padrdo de suscetibilidade a
F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, uma vez que apresentou evolugdo continua da infecgdo,
10 dias apos inoculagdo apresentou indice de doenga de 39,54, chegando até 97,90 em 30
dias apés inoculagio, diferindo das demais cultivares testadas por esses autores. A cultivar

CNCx 0434 apresentou reagdo intermediaria de resisténcia a esse isolado, no entanto, €
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recomendada como fonte de resisténcia no controle a murcha de fusario (2). A diferenga de
reacdo apresentada por essas cultivares pode ser em decorréncia da diferenga de
patogenicidade do isolado usado no experimento, visto que os isolados utilizados foram de
regides fisiograficas distintas, e em ambos os experimentos, tratou-se de apenas um isolado,
ou seja, uma rag¢a do patogeno nao identificada, que provavelmente ndo se trata da mesma.
Fato semelhante fo1 comprovado por SALA et al. (23), com o comportamento da cultivar
IAC-Cartoca em relagdo as ragas de /. oxysporum f sp. phaseoli, que apresentou
resisténcia as racas 1, 2 e 3, embora, em experimentos anteriores tenha se mostrado como
suscetivel. Tal comportamento foi atribuido a diferenga de isolados usados nos
experimentos

Por outro lado, comportamento diferenciado de algumas cultivares, em experimento
de localidades distintas, também, pode ser influenciado por fatores ambientais, que
dificultam a expressio da resisténcia ou de suscetibilidade a F. oxysporum f 31.3.
tracheiphilum (30), sendo necessario testar a reagdo de cultivares nas mesmas condigdes de
cultivo.

Em relagdio ao método de avaliagdo pela percentagem de lesdo, ocorreu grande
variagdo na reacdo das cultivares, quando comparado com os métodos escala de notas e
indice de doenga, como nas linhagens L.-539-004 (B2), Bico de Pato, IT89KD-245 e TE90-
172-42E, que apresentaram rea¢do de suscetibilidade nestes dois métodos e reagao
intermediaria por percentagem de lesio. Comportamento contrario foi observado nas
cultivares BR-17 Gurguéia e Cariri-V. Clara, que expressaram reagdo intermediaria nos

métodos anteriores e suscetibilidade em percentagem de lesao.
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A variagdo ocorrida no método percentagem de lesdo, muitas vezes, ndo representa
o quadro sintomatico da murcha de fusario, ja que plantas aparentemente sadias.
apresentaram 100 % de escurecimento na regiao compreendida entre o colo e a insergdo do
cotiléedone, enquanto plantas com sintomas externos de murcha apresentavam baixo
percentual de tecido necrosado. Esta variagdo resultou em um alto coeficiente de varia¢do
(43,83 %), incorrendo em erro experimental grande, tornando esse método de avalia¢do
inadequado para determinar fontes de resisténcia a /. oxysporum f. sp. tracheiphilum em
caupl.

NASCIMENTO et al. (17) distinguiram com precisdo plantas resistentes de
suscetivels a F. oxysporum f. sp. phaseoli, através dos sintomas internos do sistema
vascular de plantas de feijoeiro comum, quando o método de inoculagdo adotado foi do tipo
deeping, informando, ainda, que a avaliagio dos sintomas externos apresenta maior
facilidade de uso, sem necessidade de elimina¢do das plantas, sendo, inclusive, sugen’dﬁ
como método de avaliagdo padrdo. Esse fato pode estar relacionado com a reagao de
resisténcia intermediaria da cultivar BR-17 Gurguéia a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum,
quando avaliada por escala de notas e indice de doenga, considerando que o método de
inoculagdo adotado foi do ferimento de raizes e que, provavelmente, a area do sistema
radicular das plantas em contato com o indculo ndo tenha proporcionado uma eficiente
penetracdo do patogeno. Nesse caso, a avaliagdo por percentagem de lesdao apresentou
maior sensibilidade na detec¢ido da suscetibilidade dessa cultivar.

As cultivares suscetivels apresentaram um processo infeccioso com sintomas
caracteristicos da doenca, como sintomas externos, apresentando amarelecimento e queda

de folhas e, interno, com escurecimento dos vasos, em decorréncia da colonizagdo
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necrotrofica, onde o fungo invadiu o interior do elemento de vaso xilematico chegando,

inclusive, a sua obliteragdo total, impedindo o fluxo de agua. (Figura 1).

Quadro 1 - Reagdo de cultivares de caupi a Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum com
base na escala de notas, indice de doeng¢a e percentagem de lesdo aos 25 dias

apos a germinagao

CULTIVAR ESCALA DE NOTAS* INDICE DE DOENCA** % DE LESAQ***
MEDIA' REACAO’  MEDIA' REACAO’ MEDIA' REACAO’

L.-539-004-A (B,) 7.41a S 8395a S 34.54 abc I
TE90-172-33F 7,18 ab S 82,09 ab S 75,95 ab S
Bico de Pato 6,74 abe S 75,22 ab S 40,20 abe [
IT89KD-245 6,74 abe S 75,21 ab S 55,78 abe I
TE90-172-42E 6,71 abe 8 80,58 ab 8 63,99 abe [
TE90-180-10F 6,24 abed l 73,61 ab S 40,20 abe [
L-361-003-A 6.07 abede | 67,63 abe [ 54 .30 abe [
CNCx 0434 5,49 abede [ 64,04 abe [ 45,64 abe [
CNCx 676-51F 5.24 abedefl I 58,58 abe [ 39,45 abe [
BR-17 Gurguéia 5,17 abedel | 59,49 abed [ 74,25 ab S
TE90-180-3E 5,03 abedef [ 57,72 abed I 21,38 abe R
Cariri -V, Clara 491 abedefg [ 55,56 abed [ 92.18a S
Monteiro 4,82 abedefg I 67,56 abe [ 35,65 abe |
CNCx-955-1F 4,46 abedefg | 52,68 abed [ 15,41 abc R
TE90-180-88E 3.93 abcedefg I 46,49 abede [ 29.65 abe R
TE90-91-195-7F 3.46 abedefg R 41,64 abede | 4.00 be R
TE87-98-8G 3,11 abedefg R 38,15 abede [ 37.55 abe [
[T8IKD-381 3,06 abedelg R 38,12 abede [ 23,99 abc R
[-332-004-A 2,53 bedefg R 33,97 abede I 49.19 abe 1
CNCx-1115-25F 2,33 cdefg R 28.76 bede R 46,79 abc 1
1-525-004-A 2,07 defg R 23,17 cde R 44 .02 abe [
CNCx-1114-4F 2,07 defg R 22,79 cde R 8,10 abe R
[T8OKD-260 2,07 delg R 28,56 bede R 29,75 abe R
TE90-179-14E 1,96 defg R 23,29 cde R 20,77 abc R
BR14-Mulato 1,91 defg R 22,72 cde R 6,89 be R
CNCx-409-12F 1,69 efg R 20,23 cde R 20,48 abe R
TER7-98-13G 1,69 efg R 20,23 cde R 5.62 be R
TE90-180-13F 1,23 fg R 17,66 de R 2,80 ¢ R
L-288-004 1.00 g R 11,00 ¢ R 10,01 abe R
L.-190-004 1,00 g R 16,00 de R 32 .88 abc R
CV(%) 19,55 20,89 43 83

"Médias seguidas das mesmas letras nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidadc.

“Reagdo: S- suscetibilidade, I- intermediaria, R- resistente

*Graus de infeccdo: 1,0 - 3.5 —resistente; >3,5 < 6.5 — intermediario: >6.5 - 9 — suscetivel

** [ndice de doenga: 0 - 33,33 — resistente; >33.33 ¢ < 66,67 — intermediario: > 67.67 % suscetivel
*** Percentagem de lesio: 0 - 33% - resistente; >33 € < 66 % - intermediario: > 66 % - suscetivel
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Figura 1 - Sintomas de murcha de fusario na cultivar de caupi BR-17 Gurguéia: Escurecimento
do xilema, principalmente na ornamentagdo dos vasos (corte longitudinal) (a e b); vaso
colonizado (seta), com obliteragdo total e parcial causada por F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum (corte transversal) (c e d); escurecimento do caule (seta), caracterizando

necrose, devido a colonizagdo necrotrifica do patégeno (e).
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Na analise de correlagdo entre os trés métodos de avaliagao de resisténcia de cultivares,
foi observada correlagdo positiva entre os trés métodos de avaliagdo, embora, a maior correlagdo
tenha sido entre escala de notas e indice de doen¢a (Quadro 2), indicando que esses dois
parametros demonstraram ser mais eficientes para a caracterizagio de resisténcia de cultivares e

linhagens de caupi a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum.

Quadro 2 - Coeficientes de correlagio entre métodos de avaliagdo de 30 cultivares e linhagens de

caupi inoculadas com /. oxysporum f. sp. tracheiphilum

METODO DE AVALIACAO' ESCALA DE NOTA INDICE DE DOENCA % LESAO

ESCALA DE NOTAS 1,007 0,99 0,62°
iNDICE DE DOENCA 0,99 1,00" 0,62"
% LESAO 0,62" 0,62 1,00°

" Correlagio de Pearson a 5% de probabilidade.

* w 3 .
significativo

Avaliacio de isolados e métodos de inoculacio de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum
na cultivar BR-17 Gurguéia.

A cultivar BR-17 Gurguéia apresentou reagdo diferenciada em relagdo aos isolados e
mesmo comportamento quanto aos métodos de inoculagio em uma concentracio de 1x10°
conidios.mL™" (Quadro3 ).

O isolado ISO-PE apresentou maior agressividade que o ISO-PA, na cultivar BR-17
Gurguéia que se comportou como altamente suscetivel, quando avaliada por escala de notas e
indice de doenga. O isolado ISO-PA ndo demonstrou variagdo na patogenicidade, induzindo

reagdo intermediaria de resisténcia nessa cultivar.
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Quadro 3 - Efeito dos isolados ISO-PE e ISO-PA de . oxysporum f. sp. tracheiphilum sobre a

cultivar BR-17 Gurguéia, atraves de diferentes métodos de avaliagdo

ISOLADO MET. INOCULACAO NOTA* REACAO' INDICE DE DOENCA** REACAO'

ISO-PE  DEEPING 8.83 b S 98,14 b S
FERIMENTO RAIZ 8,08 b S 89,81 b S
[SO-PA  DEEPING 4,162 I 45822 1
FERIMENTO RAIZ 5,66 a I 62,952 !
CV(%) 18,21 18,40

Médias scguidas das mesmas letras nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
robabilidade

Reacdo: S- suscetivel, I- intermediaria, R- resistente;
*Graus de infecgdo: 1,0 - 3.5 — resistente; >3.3 < 6,5 — intermediaria; 6.5 - 9 — suscetivel
** Indice de doenca: 0 - 33,33 — resistente; >33.33 ¢ < 66,67 — intermediaria; > 67.67 % suscetivel

Foi observada diferenga entre os métodos de inoculagdo. O método de inoculagido tipo
deeping, na cultivar BR-17 Gurguéia, proporcionou o mesmo tipo de reagdo que o método de
ferimento de raizes, quando inoculada com o ISO-PE, apresentando indice de doenga de 98,14 ¢
89,81, respectivamente, comportando-se como altamente suscetivel. Porém, o comportamento da
mesma cultivar, em rela¢do ao ISO-PA, demonstrou reacgdo intermediaria de resisténcia, nos dois
métodos avaliados. De acordo com os resultados, os métodos de inoculagdo apresentaram a
mesma eficiéncia, sendo que a variagdo ocorreu entre os isolados, indicando que o ISO-PE é mais
agressivo que o I[ISO-PA, sendo confirmado pelos dois métodos de avaliagdo adotados.

Apesar dos dois métodos de inoculagdo terem proporcionado o mesmo tipo de rea¢ao nas
plantas de caupi, por ocasiio da avaliagdo, o método deeping induziu sintomas mais rapido do

que o método ferimento de raizes, provavelmente pela maior exposigdo do sistema radicular das
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plantas ao patdogeno, ou mesmo, pela maior sensibilidade das plantas de caupi ao transplante,
pratica exigida no método de inoculagdo. No método tipo ferimento de raézes, somente em
metade do sistema radicular das plantas ocorre deposigdo do indculo, diminuindo a probabilidade
de penetragao do fungo nas raizes com ferimento. Para PASTOR-CORRALES & ABAWI, (18),
o método tipo deeping ndo representa as condi¢des naturais de infecgdo, uma vez que em campo,
a distribuicao do inoculo é irregular e nem todas as raizes apresentam ferimentos, que
proporcionem a penetragio dos patogenos. Porém, é um método adotado com freqiiéncia nos
experimentos de reagdo de cultivares de feijoeiro comum e de caupi a F. oxysporum f sp.
phaseoli e F. oxysporum f. sp. tracheiphilum (30, 11,24,17, 1, 23).

CAVALCANTI et al. (6) compararam os métodos de inoculagdo tipo perfuragdo do solo
(ferimento de raizes) e imersdo de raizes (deeping) na inoculagdo de F. oxysporum f. sp. phaseoli
em feijoeiro comum, e observaram que este Gltimo proporcionou maior eficiéncia na expressiao
da murcha de fusario.

Contudo, torna-se necessériq a padronizagdo de métodos de inoculagdo e avalia¢do, que
expressem os sintomas da doenca murcha de fusario e, conforme observado neste trabalho, os
métodos de inoculagio tipo deeping e ferimento de raizes associado com a avaliagdo dos
sintomas externos das plantas apresentaram a mesma eficiéncia e podem ser usados em estudo de

detec¢ao de fontes de resisténcia de cultivares de caupi a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum.

Herang¢a da Resisténcia
O valor do Qui-quadrado obtido para testar a segregagdo mendeliana mostrou a freqiiéncia
de 13 plantas resistentes para 3 plantas suscetiveis (Quadro 4), observada na populagio F»

derivada do cruzamento entre BR-17 Gurguéia e L-288004 inoculada com o ISO-PE de F£.
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oxysporum f. sp. tracheiphilum, sugerindo a segregacio de dois genes independentes, um deles
com efeito epistatico dominante, condicionando a resisténcia. Este resultado difere de estudos
anteriores sobre a heranga da resisténcia a murcha de fusario, que revelaram um Gnico gene de
dominancia incompleta e completa as ragas 2 e 3, respectivamente (21), e dois genes dominantes
(12).

Segundo RAMALHO et al. (20), quando ocorre a participagdo de dois genes com
distribui¢do independente, com dois alelos cada, um alelo € necessario para a expressdo da
resisténcia, enquanto um alelo recessivo condiciona a auséncia de resisténcia. Em um outro locus,
o alelo dominante € epistatico em relagdo ao recessivo, inibindo sua expressdo, e pode ocorrer,
ainda, epistasia nos dois locos, sendo denominada de dominante e recessiva.

Para a heranga da resisténcia a mancha angular do feijoeiro, a resisténcia proveniente de
Ouro Negro é conferida por um gene dominante e em “US Pinto 111’ a um gene recessivo. Esses
dois locos segregaram de forma independente, podendo permitir o estabelecimento de cultivares
com resisténcia mais duradoura que as duas separadas, uma vez que para ser quebrada, sera
necessario que o patogeno contenha dois genes de viruléncia (8).

Este € o primeiro relato sobre resisténcia conferida por um gene recessivo e um dominante
ndo ligados, a murcha de fusario e podera contribuir de forma significativa para programas de
melhoramento do caupi, com doagdo de genes de resisténcia pela linhagem L-288004, visando o
controle genético da doenga, porém, sendo necessario, a identificagdo da raga de F. oxysporum f.

sp. tracheiphilum, usado neste experimento.
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Quadro 4 - Segregacio de genes de resisténcia da popula¢do F» a murcha de fusario em caupi,

resultante do cruzamento de BR-17 Gurguéia x L-288004

GENOTIPO FREQUENCIA FREQUENCIA DESVIOS  (DESVIOS)2 X P
OBSERVADA ESPERADA

RESISTENTE 312 3136 -1,6 2,56 0,008
susc_E_TiVEL ) 74 72,4 1,6 256 0,035
X’5% 0,043 3,84™

™ Nio significativo
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RESUMO
RODRIGUES, A.A.C.; BEZERRA NETO, E. & COELHO, R.S.B. Indugdo de
resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum em caupi: eficiéncia de

indutores abioticos e atividade enzimatica elicitada. Fitopatologia Brasileira, 2003.

Foram avaliados os efeitos de indutores abioticos em cultivares de caupi [Vigna
unguiculata (L.) Walp.] inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum

(E.F.Smith) Snyder & Hansen, quanto a severidade, controle da doenga e atividade
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enzimatica. Para isso, plantas das cultivares [PA-206 ¢ BR-17 Gurguéia com cinco dias
de idade foram pulverizadas com solugdes aquosas de ESM (5,0 mg do i.a.mL"),
BABA (1,5 mM) e quitosana (2,0 mg.mL™"), no primeiro par de folhas e inoculadas, aos
sete dias, com 20 mL de uma suspensio de 1 x 10° conidios.mL™' do isolado ISO-PE. A
avaliagdo da severidade da doenga foi realizada 25 dias apds germinagdo, através de
escala de notas e indice de doenca. As atividades das enzimas [-1,3-glucanase,
peroxidase e fenilalanina amonia liase (PAL) foram determinadas em plantas
submetidas aos tratamentos anteriores, coletadas aos cinco e 10 dias apds inoculagdo.
Foi observada diferenga significativa entre os indutores e a testemunha, nas duas
cultivares testadas, aos cinco e 10 dias, destacando-se o indutor ESM, proporcionando
um controle da doenga de 68,90 e 71,59 % nas cultivares BR-17 Gurguéia e [PA-206,
respectivamente. O indutor ESM apresentou melhores resultados nas atividades de [3-
1,3-glucanase, peroxidase e PAL, destacando-se na cultivar IPA-206 nos dois periodos
analisados. Os indutores BABA e quitosana diferiram da testemunha, na atividade dé
PAL e B-1,3-glucanase, nessa mesma cultivar, aos cinco dias apds a inoculagdo estando,
também, envolvidos no processo de defesa de caupi a F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum.

Palavras-chave: Murcha de Fusarium, (-1,3-glucanase, peroxidase, fenilalanina aménia

liase e resisténcia sistémica adquirida
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ABSTRACT
Resistance induction to Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum in cowpea plants:

effectiveness of abiotic inducers and elicited enzyme activity
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The effect of abiotic inducers on cowpea cultivars inoculated with Fusarium
oxysporum f.sp. tracheiphilum (E. F. Smith) Snyder & Hansen were evaluated in
relation to severity, disease control and enzyme activity. Aqueous solution of ESM (5,0
mg.mL '), BABA (1,5 mM) or chitosan (2,0 mg.mL 1y was sprayed on the first pair of
leaves of five days old cowpea plants, cultivar BR-17 Gurguéia and IPA-206. After
seven days of elicitors application, inoculation was carried out with 20 mL of a 1 x 10°
conidia.mL. ~' suspension prepared from ISO-PE isolate. Plants were harvested at five
and 10 days after inoculation, and activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL), -
1,3-glucanase and peroxidase analyzed. Significant difference between inducers and
control was verified, mainly for ESM which provided a disease control of 68,9 % and
71,59 % for BR-17 Gurguéia and IPA-206 cultivars, respectively. ESM showed the best
results related to B-1,3-glucanase, peroxidase and PAL activity, specially for the cultivar
[PA-206 at both periods. BABA and chitosan differed from the control for PAL and -
1,3-glucanase activity on cultivar IPA-206, at five days after inoculation, contributing té

defense process of cowpea to Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum.
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INTRODUCAO

Apés a interagdo patogeno-hospedeiro, ocorre ativagdo do sistema de defesa da
planta, por varios meios, resultando na producdo de substdncias toxicas aos patogenos,
impedindo o estabelecimento destes. Alguns compostos produzidos pelas plantas
possuem a¢do antimicrobiana, enquanto outros restringem o desenvolvimento de

patégenos pela formacdo de barreiras estruturais (Kae, 2001; Oliveira et al., 2001).



10

11

12

13

14

16

17

18

19

20

21

22

23

24

RODRIGUES, A.A.C. Indugio de resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum em ... 81

A rea¢do de defesa a determinados patogenos pode estar presente na planta,
adquirida por heran¢a genética, tornando-as resistentes, ou podem ter 0os mecanismos
ativados através de indugdo, sendo, neste caso, denominada resisténcia sistémica
adquirida (RSA), que se caracteriza pela capacidade da planta em adquirir um estado
geral de defesa ap6s uma infecgo inicial, podendo ser expressa no local do sitio de
infec¢do ou sistemicamente (Métraux, 2001).

A expressdo de RSA tem sido observada com o uso de vérios produtos quimicos
ou abidticos, assim como o uso de microrganismos ndo patogénicos e condi¢des de
estresse. Esse tipo de reagdo ja foi estudado em vérios patossistemas, envolvendo,
principalmente, hospedeiros como pepino (Cucumis sativus 1.), Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. e fumo ( Nicotiana tabacum 1..), que servem de modelo de entendimento do
processo de resisténcia a infecg@o de varios patogenos (Hammerschmidt, 2001).

A RSA pode ser aumentada pelo uso de indutores abiéticos, os quais ativam o
sistema de defesa das plantas, envolvendo vérias etapas e rotas, potencializadas apéé
interagdo com o patdgeno. Dentre.os indutores mais utilizados, destacam-se o éster-S-
methil (ESM) do acido benzo (1,2,3) tiadiazol-7-carbotidtico, acido [-aminobutirico
(BABA) e quitosana (Benhamou et al., 1998; Cole, 1999; Jakab et al., 2001), porém,
apenas o ESM ¢ liberado para uso comercial (Resende et al., 2000).

O modo de agdo dos indutores pode ocorrer de diferentes formas, sempre tendo
como fim a ativagdo do sistema de defesa das plantas. O ESM é um anélogo do dcido
salicilico (AS), que age induzindo a ativacdo de genes que codificam PR-proteinas e
enzimas relacionadas com a producdo de fitoalexinas e lignina (Cole, 1999; Resende et
al., 2000). Provavelmente, o BABA induz a produgdo de proteinas relacionadas com a

patogénese, como ocorre com 0 ESM (Jakab et al., 2001), enquanto a agdo da quitosana
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podera ser através de barreira estrutural, pela lignificagdo da parede celular, ou
al., 1998).

Dentre as PR-proteinas ativadas pelos indutores encontram-se as hidrolases f3-
1,3-glucanase e quitinase, que promovem a desorganizagdo da parede celular dos
patégenos, e as peroxidases e fenilalanina amonia liase (PAL), que estdo diretamente
envolvidas no processo de lignificagdo da parede celular (Oliveira ef al., 2001). Dann &
Deverall (2000) observaram a ativagdo da resisténcia sistémica em ervilha (Pisum
sativum L.) a Uromyces vicia-fabae Schroet, quando plantas foram tratadas com altas
dosagens de ESM e isolados avirulentos de Pseudomonas syringae pv. pisi (Sackett)
Young, Dye & Wilkie, associadas ao aumento da atividade de [-1,3-glucanase e
peroxidase.

Em caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], plantulas tratadas com ESM e
inoculadas com Colletotrichum destructivam O’Gara apresentaram aumento dé
resisténcia, comprovada com o aumento das enzimas fenilalanina amoénia liase e
chalcone isomerase (Latunde — Dada & Lucas, 2001).

Na interagdo caupi com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F. Smith)
Snyder & Hansen, ndo se sabe quais tipos de mecanismos estdo envolvidos na ativagdo
da resisténcia sistémica. Com base no exposto, o trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade das enzimas (3-1,3-glucanase, peroxidase e PAL em plantas de caupi induzidas
com ESM, BABA e quitosana, relacionando com a severidade da doenga, através de
escala de notas e indice de doenga, assim como a percentagem de controle da murcha de

fusdrio proporcionada por esses indutores.
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MATERIAL E METODOS

Efeito de indutores em plantas de caupi inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum

Os tratamentos constaram de um arranjo fatorial de 2x2x4, sendo duas
cultivares, duas épocas de coleta das folhas e trés indutores e a testemunha inoculada
com o patogeno.

As cultivares de caupi, [PA-206, com padrdo de resisténcia intermediaria, ¢ BR-
17 Gurguéia, suscetivel a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, foram semeadas em vasos
plasticos, com capacidade de 3 dm’, contendo solo esterilizado com brometo de metila,
mantendo-se cinco plantas/vaso.

Os indutores empregados foram: éster-S-metil (ESM), acido B-aminobutirico
(BABA) e quitosana, purificada de acordo com Benhamou et al. (1998). Estes foram
aplicados por pulverizagdo, no primeiro par de folhas aos cinco dias apos a germinage‘iﬁ.
O ESM, formulado com 50 % do i.a. em granulos (BION WG 50), obtido da Novartis
Crop Protection Australia, foi aplicado na concentragio de 5,0 mg do i.a. mL™ de 4gua.
O BABA e quitosana, ambos da Sigma Chemical, foram aplicados, respectivamente,
nas concentragdes de 1,5 mM e 2 mg.mL'i.

Aos sete dias ap6s a germinagdo, foi realizada a inoculagdo, sendo utilizado um
isolado de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, obtido de planta de caupi infectada,
proveniente do municipio de Floresta-PE (ISO-PE). Na produg@o do inéculo, o isolado
conservado pelo método Castelani, foi repicado para placa de Petri contendo meio BDA
e incubado a temperatura ambiente. Foi adicionado 20 mL de agua destilada esterilizada

em cada placa e a superficie das colonias raspadas com laminas de vidro. A suspensdo
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de conidios foi filtrada em gaze com dupla camada e ajustada para 1x10° conidios.mL™,
com auxilio de cAmara de Newbauer. Foi adotado o método de inoculagdo por ferimento
na raiz, adicionando-se 20 mL da suspensdo por planta.

As épocas de coleta foram aos cinco e 10 dias apds a inoculagdo do patégeno,
sendo utilizada uma planta para cada periodo de coleta. A severidade da doenga foi
avaliada 25 dias apds germinagdo, utilizando-se trés plantas, através de escala de notas
de 1 a 9 (Schonhoven & Pastor-Corrales, 1987), indice de Mackinney (Balardin ez al.,
1990) e percentagem de controle da doenga.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro
repetigdes, sendo que cada unidade experimental composta de um vaso com trés plantas.
Os dados foram analisados pelo programa estatistico SANEST, transformados em V (x
+ 0,5) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. A
percentagem de controle foi calculada considerando cada tratamento em relagdo a
respectiva testemunha.

Determinac¢io da Atividade Enzimatica
Preparacio do extrato enzimatico

Amostras de 1,0 g de folhas correspondentes a cada tratamento foram maceradas
em almofariz com nitrogénio liquido com 1% (v/v) de polivinilpirrolidone (PVP) e 1,0
mL de tampao acetato de potassio (50 mM/ pH 5,0) contendo 1 mM EDTA. Os extratos
foram centrifugados a 9000 g por cinco minutos a —4 °C e o sobrenadante foi
transferido para tubos de Eppendorf e armazenado a -80° C (Dann & Deverall, 2000).
Os sobrenadantes foram utilizados para avaliagio da atividade de [B-1,3-glucanase,

peroxidase e teor de proteina solivel.
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Atividade de B-1,3-glucanase (E.C. 3.2.1.29)

A atividade de B-1,3-glucanase foi avaliada pela dosagem da glicose liberada
com a hidrolise da laminarina (Tuzun et al, 1989). Para isto, pipetou-se para tubos de
ensaio, 25 pL do extrato enzimdtico, 200 pL. de tampdo acetato de potassio (0,1 M/pH
4,8) e 200 pL de laminarina (15 mg.mL ~"). Este material foi incubado a 37 °C por 30
minutos, e em seguida, acrescentou-se 1mL de reagente de Somogyi (Somogyi, 1952),
mais 10 mL de dgua destilada e posto para agitar por 10 minutos. Ap6s a agitagdo, o
material foi aquecido a 100 °C por 15 minutos e resfriado em banho de gelo.
Acrescentou-se 1,0 mL de reagente Nelson (Somogyi, 1952), 25 mL de dgua destilada e
mantendo-se sob agitacdo por 15 minutos. Em seguida, foram realizadas leituras
espectrofotométricas a 760 nm e comparadas com padrdes de glicose. A curva padrio
de glicose foi preparada como adi¢do de padrdo, da mesma forma das amostras,
substituindo-se a laminarina por solugdes de glicose (0 - 200 mg.L™h.

Atividade da Peroxidade (E.C. 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi estimada com base na avaliagio do A de
absorbancia proporcionado com oxidagdo do guaiacol (C3HgO,) em presen¢a do
peroxido de hidrogénio (Dann & Deverall, 2000). Para o desenvolvimento da reagdo,
pipetou-se para uma cubeta espectrofotométrica, 50 pL. de guaiacol (0,02 M), 0,5 mL de
perdxido de hidrogénio (0,38 M) e 2,0 mL de tampao fosfato (0,2 M/pH 5,8). Agitou-se
levemente esta mistura, a qual serviu para zerar o espectrofotometro. Em seguida,
acrescentou-se 50 pl. do extrato enzimatico, agitou-se suavemente e procedeu-se a
leitura espectrofotométrica no comprimento de onde de 470 nm, por um periodo de um

minuto, com intervalo de 10 segundos.
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Fenilalanina Amonia Liase (E.C. 4.3.1.5)
Preparo do extrato — pesou-se 1,0 g de folhas correspondente a cada tratamento,
transferiu-se para almofariz previamente resfriado, acrescentou-se 6,0 mL do tampido de
extracdo,a 4 DC, e macerou-se a mistura completamente, a qual foi centrifugada em
seguida a 6000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi diluido antes da analise da
atividade enzimatica e da determinagdo da proteina solivel, pipetando-se 200 pl. do
mesmo ¢ acrescentando-se 5 mlL do tampdo de extragdo. Este foi preparado com uma
mistura de 22,2 g de Tris; 0,37 g de EDTA; 85,5 g de sacarose; 10 g de PVP ¢
completou-se o volume para 1000 mL com agua destilada, ap6s ajustar o pH para 8,0
com acido cloridrico 2,0 N.
Determinacio da atividade enzim:itica — a atividade da PAL foi avaliada com base na
diferenga de absorbidncia resultante da conversdo da fenilalanina em 4cido trans-
cindmico (Hyodo et al., 1978). Para isto, pipetou-se para tubos de ensaio, 1,5 ml de
cada extrato enzimatico, acrescentando-se 1,0 mL do tampao de extragdo e 0,5 mL de
fenilalanina (49,6 mg.mL"') ou agua destilada na prova em “branco”. A mistura foi
incubada a 40 °C por uma hora, interrompendo-se a reagio com banho de gelo e
procedendo-se as leituras espectrofotométricas a 290 nm
Determinac¢io de Proteina Soldvel

O teor de proteina solivel foi determinado colorimétricamente pelo método
descrito por Bradford (1976). Para esta determinagdo pipetou-se para tubos de ensaio,
200 pL do extrato enzimatico, acrescentou-se 2,0 mL do reagente “coomassie brilliant
blue” (CBB), agitou-se suavemente cada tubo de ensaio e procedeu-se as leituras em
espectrofotometro, no comprimento de onda de 595 nm. As leituras das amostras

correspondentes aos extratos enzimaticos foram convertidas em concentragdo de
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proteina solivel, por comparagdo com as leituras de solugdes padrdes de albumina de
soro bovino (BSA) nas concentragdes de 0; 25; 50; 100; 150 e 200 mg L. O reagente
CBB foi preparado dissolvendo-se 0,10 g de “coomassie brilliant blue” G-250 em 50
mL de d&lcool etilico absoluto, em seguida acrescentando-se 100 mL de 4&cido

ortofosforico (d=1,71 g.mL™") e 850 mL de 4gua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito de indutores em plantas de caupi inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que ocorreu ativagdo de
resisténcia sistémica, mediada pelos indutores abioticos ESM ,quitosana e BABA.

Na cultivar BR-17 Gurguéia, suscetivel a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, foi
observada diferenga significativa entre os indutores e a testemunha, nio ocorrendo
diferenca entre os indutores na escala de notas, apesar de que ESM apresentou menor
indice de doenca seguido de quitosana e BABA. A cultivar IPA-206 apresentou
comportamento semelhante em relagdo a escala de notas, ocorrendo diferenca
significativa entre indutores e a testemunha, e dentre os indutores ESM proporcionou
nota mais baixa, embora sem diferir significativamente dos demais indutores.

Comparando-se as testemunhas entre si, isto €, as plantas tratadas somente com
dgua destilada, verifica-se que apresentaram indice de doenca 68,85 % e 66,04 % para
BR-17 Gurguéia e IPA-206, respectivamente, no periodo compreendido entre a
inoculagdo do patdogeno e a avaliagio. Embora, na época de avaliagdo, os indices de
doenga observados tenham sido muito préximos, a expressdo dos sintomas na cultivar

[PA-206 foi mais tardia que na BR-17 Gurguéia.
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O uso de indutores proporcionou controle da murcha de fusario nas duas
cultivares testadas, sendo que a cultivar BR-17 Gurguéia, suscetivel a murcha de
fusdrio, apresentou um controle de 68,90 %, enquanto a cultivar [PA-206, com
resisténcia intermediaria, apresentou 71,59 % de controle, quando tratadas com ESM
com uma dosagem de 5,0 mg i.a.mL" de 4gua, cinco dias apds germinagdo. Ativagio da
resisténcia em cultivares suscetiveis, também, foi observada por Dann & Deverall
(2000) em ervilha, demonstrando menor percentagem de area foliar afetada por U.
viciae-fabae, 1,5 % comparado a 9,39 % do controle, onde o ESM reduziu efetivamente
a severidade da doenga.

A ag¢do do ESM como indutor de resisténcia tem sido comprovada em relagio a
diversas plantas cultivadas, envolvendo varios patossistemas, destacando-se entre estas
o cacau (Theobroma cacao L.), cafeeiro (Coffea arabica 1.), caupi e tomateiro
(Lycopersicon sculentum Mill) (Benhamou & Bélanger, 1998; Guzzo et al, 2001;
Resende et al, 2000; Rodrigues & Coelho, 2002;).

O indutor quitosana proporcionou o segundo maior controle da murcha de
fusario, com 65,40 % para a cultivar BR-17 Gurguéia e 47,59 % para a cultivar IPA-
206. E importante ressaltar que a maior percentagem de controle foi observada na
cultivar de caupi com maior suscetibilidade ao patdgeno, indicando que esse indutor
possui a habilidade de elicitar a resposta de defesa natural da planta. Resultados
semelhantes foram obtidos por Benhamou et al. (1994) no controle da murcha de
fusério do tomateiro, através do tratamento de sementes com quitosana.

De acordo com a Safescience (2000), a indugdo de resisténcia mediada pelo
quitosana ocorre pela ligagdo dessa molécula ao receptor, no hospedeiro, imitando um

ataque fungico, e a célula sensibilizada envia sinais ao nucleo, que elicita respostas
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genéticas multiplas e processos biologicos, que visam a inibigdo da infecgdo. Por outro
lado, supde-se que essa molécula, devido a diferenga de carga entre DNA (negativo) e
quitosana (positivo), se associa ao nicleo, ativando genes responsiveis pela defesa da
planta, conduzindo a uma resposta genética miltipla.

Dentre os indutores avaliados, o BABA foi o menos efetivo no controle da
murcha de fusdrio do caupi. Resultados obtidos por Zimmerli er al. (2001),
comprovaram que o tratamento de solo com BABA foi efetivo contra Botrytis cinerea
Pers. & Fr,. causador do mofo cinzento em Arabidopsis, reduzindo a superficie da area
necrosada e a incidéncia da doenga, quando comparada com a testemunha. A indugdo de
resisténcia pelo uso de BABA ja foi comprovada em alguns patossistemas envolvendo
Fusarium, como tomateiro e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Snyder & Hansen e
milho (Zea mays L.) e Fusarium moniliforme Sheld (Jakab et al., 2001), porém, este
pode ser o primeiro relato de uso do indutor acido B-aminobutirico envolvendo caupi e
F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, uma vez que n3o foi encontrado na Iiteraturé
disponivel outro relato semelhante, sendo comprovada a indug¢do de resisténcia
sistémica adquirida em plantas das cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206, através da
avaliagdo da severidade da murcha de fusério.

Ainda nd3o esta claro o modo pelo qual o indutor BABA age, se é pela rota
metabolica dependente do 4cido salicilico, induzindo a agdo de genes relacionados com
as PR-proteinas ou se segue na rota do jasmonato/etileno, independente do acido
salicilico, ou as duas vias. Porém, segundo Jakab er al. (2001), a protegdo efetiva
conferida por esse indutor ¢ devido a uma potencializagdo dos mecanismos de defesa

natural da planta contra o patogeno.
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Em relag@o a altura das plantas ndo houve diferenca significativa entre plantas
tratadas e testemunha, assim como entre as cultivares. Isto indica que mesmo com o0 uso
de produtos sistémicos, que sdo translocados na planta, a morfologia desta ndo foi
afetada, estando, em parte de acordo com o conceito amplo de indugio de resisténcia a
doengas, que ¢ um fendmeno pelo qual as plantas exibem um aumento no nivel de
resisténcia, sem ocorrer mudangas na sua constituigdo genética basica (Siegrist er al.,
1997).

Efeito de indutores sobre a atividade enzimatica.
B-1,3-glucanase

A atividade de B-1,3-glucanase, avaliada aos cinco dias apés a inoculagdo com o
patégeno, diferiu significativamente em resposta ao ESM, em ambas as cultivares,
sendo este indutor o que proporcionou maior atividade desta enzima (Figura 1A).

Nas cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206 induzidas pelo ESM, a atividad¢
desta enzima foi de 7,60 e 14,63 A abyg min” mg, respectivamente, cinco dias apos
inoculagdo. Quando a atividade enzimatica foi avaliada 10 dias apos inoculagdo do
patégeno, a cultivar BR-17 Gurguéia também mostrou diferenga significativa entre a
testemunha e o indutor ESM. No entanto, a cultivar [PA-206 ndo apresentou diferenga
significativa entre a testemunha e quaisquer dos indutores. Aos 10 dias, a atividade da
B-1,3-glucanase foi 7,98 e 4,21 Aabsg min™'.mg, respectivamente, para BR-17 Gurguéia
e [PA-206. Como se pode observar, na cultivar BR-17 Gurguéia, induzida pelo ESM, a
atividade da B-1,3-glucanase permaneceu praticamente constante entre cinco e 10 dias.
Este resultado sugere que apOs a ativagdo da resisténcia sistémica adquirida em

cultivares suscetiveis, pelo indutor ESM, essa PR-proteina permaneceu ativa na planta
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por maior periodo de duragdo, proporcionando maior protegdo contra F. oxysporum f.
sp. tracheiphilum.

Na cultivar IPA-206, com resisténcia intermedidria ao patégeno, foi observado
um pico alto da enzima aos cinco dias apos inoculagdo, seguido de queda significativa
aos 10 dias, indicando que a atividade dessa hidrolase ndo ocorreu de forma constante,
ou seja, a protegdo conferida ndo foi duradoura, uma vez que ndo atinge todo o ciclo da
cultura.

A relagdo entre resisténcia sistémica e hidrolases, como [-1,3-glucanase e
quitinase, sempre esteve baseada no fato de que -1,3-glucana e quitina sd@o os maiores
componentes da parede celular de muitos fungos e que essas enzimas podem hidrolizar
a parede celular desses patogenos in vitro, mesmo em oomicetos. Tuzun er al. (1989)
observaram correlagdio positiva entre indugdo de resisténcia a P. parasitica em fumo e
ativagdo de f-1,3-glucanase, sugerindo que plantas induzidas ficam sensibilizadas e
respondem mais rapidamente que plantas controle e, que [B-1,3-glucanase ¢ um
componente da resposta de defesa da planta por restringir o desenvolvimento do
patégeno no tecido foliar.

Na ativag@o da resisténcia sistémica adquirida, a formagdo de PR-proteinas estdo
envolvidas em rota de transdugdo de sinais, dependente do acido salicilico para a
expressdo do gene chave NPRI1. Nesse caso, andlogos do acido salicilico como ESM
podem entrar nessa rota do metabolismo das plantas, induzindo a resisténcia sistémica e,
segundo Métraux (2001) esse indutor pode ter fung¢do dupla nessa rota, tanto induzindo
diretamente ou potencializando genes envolvidos na rea¢do de defesa da planta.

Foi observado um efeito menor dos indutores BABA e quitosana na ativagdo de

B-1,3-glucanase, quando comparado com ESM, embora, aos cinco dias apds inoculagdo
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a atividade enzimatica tenha sido maior que a detectada aos 10 dias, ndo diferindo
estatisticamente da testemunha, nas cultivares testadas. De acordo com os resultados, a
protegdo conferida por esses indutores ocorre logo apds a inoculagido, no pico da
ativagdo da enzima, decrescendo em seguida. A atividade de PB-1,3-glucanase foi
detectada em raizes de tomateiro, tratadas com esse indutor e inoculadas com Fusarium
(Benhamou er al, 1994).

Peroxidase

Aos cinco dias apés a inoculagdo com o patdgeno, a atividade da peroxidase
aumentou apenas na cultivar IPA-206, como efeito do ESM (Figura 1B). No entanto,
aos 10 dias, este efeito foi verificado tanto na cultivar IPA-206 como na BR-17
Gurguéia, em resposta ao mesmo indutor. A cultivar IPA-206, com resisténcia
intermediaria ao patégeno, quando tratada com ESM, apresentou atividade enzimatica
de 12,71 e 9,42 A abyy min ”'.mg, respectivamente aos cinco e 10 dias apos a
inoculagdo. Com o indutor BABA ocorreu o inverso, isto €, a atividade da peroxidase
foi menor aos 10 dias do que aos cinco dias apds a inoculagdo em ambas as cultivares,
embora ndo tenha diferido significativamente da testemunha. Este resultado suporta a
hipotese de que este ndo é o mecanismo pelo qual esse indutor ativa a resisténcia em
caupi.

Esses resultados estdo de acordo com Oliveira et al.(2001), que estudaram o
comportamento de genotipos de caupi resistentes e suscetiveis a antracnose e
meloidoginose quanto a produgdo de peroxidase e observaram que a cultivar TE97-411-
1E resistente a Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, apresentou um
aumento significativo da atividade peroxidasica em resposta a infecgdo, sugerindo a

participagdo dessa enzima no mecanismo de defesa das plantas.
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Apesar de ter ocorrido queda de atividade da peroxidase, 10 dias apods
inoculagdo, na cultivar [PA-206, tratada com ESM, indica que ocorreu ativagdo da
resisténcia adquirida, fato observado, também, na a¢do do indutor quitosana. Porém, o
indutor BABA apresentou efeito inverso, uma vez que conduziu uma ligeira atividade
de peroxidase aos cinco dias, seguido de queda de produgdo aos 10 dias apés a
inoculagdo, sugerindo que, provavelmente, esse ndo é o mecanismo pelo qual esse
indutor ativa a resisténcia sistémica em caupi.

Diversos autores relacionaram a atividade da peroxidase em feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) com a resisténcia sistémica. Siegrist er al. (1997) verificaram a alta

produ¢io enzimatica 23,80 Aabszo.min’ mg em fluidos intercelulares de folhas de

fejjoeiro comum comparado com 8,0 Aab47g.min" mg no controle, induzidos com ESM
e inoculados com Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger. A resisténcia relaciona-se,
provavelmente, ao fato do patdgeno crescer no apoplasto, onde ocorre a atividade
enzimatica. Xue et af. (1998) usaram isolados de Rhizoctonia binucleada (NBS) nao
patogénica como indutor e detectaram aumento da atividade de peroxidase em tecido de
fejjoeiro ndo inoculado, conferindo prote¢do contra Rhizoctonia solani Kiihn e
Colletotrichum lindemunthianum (Sacc. & Magn.). Dann & Deverall (2000)
constataram uma protegdo local de peroxidase em feijoeiro seis dias apos indugdo com
Pseudomonas syringae pv. pisi (Sacketti) a M. pinodes, porém, essa prote¢do nio
ocorreu sistemicamente.

A protegdo prolongada por peroxidase, conferida por ESM, também foi relatada
por Cavalcanti (2000), em cacau, contra Verticillium dahliae Kleb, sendo detectada em
um nivel mais alto por periodo de tempo mais longo. Fernandes (1998) selecionou a

cultivar Vita-3 de caupi pela maior produgdo constitutiva de duas peroxidases (catidnica



10

11

13

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

24

RODRIGUES, A.A.C. Indugdo de resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum em ... 94

e anidnica) e observou aumento da atividade enzimatica, apds tratamento com acido
salicilico, principalmente, da peroxidase anidnica e, sugere que essa enzima pode estar
relacionada com a resisténcia das plantas.

A atividade peroxidésica a partir da indugao advém de uma seqiiéncia de eventos
e sinais, partindo de uma isoforma pré-existente, catalizando o Gltimo passo enzimdtico
da biossintese da lignina, servindo como barreira ao patdégeno, ou mesmo interagindo
com a quitina da parede celular de muitos fungos atuando conjuntamente com B-1,3-
glucanase (Fernandes, 1998; Khairullin et al., 1997)

Fenilalanina Amonia Liase

Aos cinco dias apos inoculagdo, a atividade da PAL na cultivar BR-17 Gurguéia
ndo diferiu estatisticamente entre testemunha e indutores, enquanto que na cultivar IPA-
206, o ESM proporcionou aumento na atividade desta enzima (Figura 1C). Aos 10 dias
apos inoculag¢do, apenas ESM mostrou efeito significativo sobre a ativagdo da PAL, em
ambas as cultivares. Na BR-17 Gurguéia ocorreu pequeno aumento na atividade da
PAL, do quinto ao décimo dia apés a inoculagdo, ao contrario do que ocorreu com 0s
demais indutores. A atividade da PAL elicitada por ESM aos 10 dias apds inoculagdo
foi de 1,49 e 1,99 Aab,go.min" mg, respectivamente, para IPA-206 e BR-17 Gurguéia.

A atividade da PAL estd relacionada com a resisténcia de plantas a patogenos,
notadamente, por estar envolvida no primeiro passo da sintese dos propandides, com
participacdo da fenilalanina e sua conversdo em acido-transcindmico, catalizada pela
PAL, resultando em alguns compostos como flavonéides, fitoalexinas e, principalmente,
lignina, que confere maior resisténcia a parede celular das plantas aos patégenos
(Nakazawa et al., 2001). A baixa atividade encontrada em caupi, pode estar relacionada

com a €poca de realizagdo da avaliagdo, sendo que o intervalo entre a inoculagio € o
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preparo do extrato foliar pode ter sido longo e o pico enzimatico ter ocorrido em um
prazo mais curto, apesar de tratar-se de um patégeno vascular. Na avaliagao da
atividade dessa enzima, Latunde-Dada & Lucas (2001) detectaram a maior atividade em
hipocétilo da cultivar de caupi IT82E-60, 18 horas apdés a inoculagio com C.
destructivum, decrescendo rapidamente, em seguida.

Também foi confirmado por outros autores, que mesmo a ativagdo da PAL
sendo realizada por outros fatores, como ferimento (Saltveit, 2000) ou luz (Chen ef al,
2002), o pico da atividade enzimatica ocorre entre 24 a 48 horas no maximo apds a
indugdo. E a antecipagdo do pico dessa enzima, provavelmente, pode estar relacionada
com a sua fun¢do no inicio da rota biossintética da lignina.

Efeito de indutores abiéticos na atividade de -1,3-glucanase e indice da doenca
murcha de fusirio em caupi.

Foi observada correlagdo inversa entre a agdo dos indutores na atividade da 3-
1,3-glucanase, aos cinco dias apoOs a inoculagdo, e o indice de doengas em ambas as
cultivares de caupi (Figura 2). Enquanto os indices de doen¢a aumentaram com a
seqiiencia ESM, quitosana e BABA, testemunha, a atividade da [3-1,3-glucanase
diminuiu nesta seqiiéncia de tratamentos, confirmando a ag¢do dos indutores no controle
da doenga, inclusive com maior eficicia para o ESM. A comparagdo com (-1,3-
glucanase, deve-se ao fato desta PR-proteina estar diretamente relacionada com a
redugdo da severidade das doengas.

O indutor ESM proporcionou menor indice de doenga nas cultivares BR-17
Gurguéia e IPA-206, respectivamente, com 21,41 e 18,76 %, correspondendo, também,
a maior indugdo de produgdo enzimatica nas duas cultivares, com 7,60 e 14,63 Aabys

min™.mg, respectivamente, diferindo significativamente das testemunhas. Os indutores
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BABA e quitosana induziram maiores indices de doenga, em relagdo ao ESM, porém
menor em relagdo a testemunha, apesar de ndo diferirem estatisticamente e,
conseqiientemente, menores atividades de P-1,3-glucanase, provavelmente, pelo fato
desses indutores atuarem na resisténcia sistémica adquirida, desencadeando outros
mecanismos, ndo necessariamente, as PR-proteinas.

A relagdo entre a agdo do indutor ESM na redu¢do da severidade associada com
a produgdo de PR-proteinas foi demonstrado por Dann & Deverall (2000) em ervilha,
contra o patégeno M. pinodes, minimizando a doenga e aumentando a atividade de P-
1,3-glucanase e quitinase, confirmando o envolvimento dessas enzimas na resisténcia
sistémica adquirida. Tuzun er al. (1989) observaram que plantas previamente injetadas
com esporiangios de Peronospora tabacina D.B. Adan foram protegidas apds
subseqiiente inoculagdo com o patdégeno, promovendo um controle de até 95 % da
doenga, relacionado com o aumento da atividade de p-1,3-glucanase entre dois e seis
dias ap6s a indugio.

O uso de indutores permitiu a redug¢do da severidade da murcha de fusdrio em
caupi, principalmente, o indutor ESM, que desencadeou a produ¢do de PR-proteina f3-
1,3-glucanase, como mecanismo bioquimico da resisténcia sistémica adquirida,

podendo ser usado como estratégia no manejo da cultura do caupi.
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TABELA 1. Severidade da murcha de fusario em plantas de caupi, tratadas com

2 indutores abidticos, através de escala de notas e indice de doenga e o efeito
3 sobre a percentagem de controle e altura das plantas, 25 dias apds a
4 germinagao
5
6
CULTIVAR INDUTOR ESCALA INDICE DE PERCENTAGEM ALTURA
DE NOTA DOENCA DE CONTROLE (cm)
(%) ()
BR - 17 ESM 1,91b 21,41 b 68,90 2236a
Gurguéia
Quitosana 2,18b 23,82b 65,40 23.50a
BABA 2,71 b 29,570 57,05 20,34 a
Testemunha 6,20 a 68,85a = 20,76 a
IPA-206 ESM 1,72 b 18,76 b 71,59 21,17 a
Quitosana 3,i4 b 3461b 47,59 19,75 a
BABA 3,18b 35,00 b 47,00 20,20 a
Testemunha 6,09 a 66,04 a - 20,24 a
CV (%) 20,72 24,55 17,48

8  Médias seguidas das mesmas letras nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

O

probabilidade
10
11

12
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FIG. 1. Atividade de B-1,3-glucanase (1A), peroxidase (1B) e PAL (1C), em
cultivares de caupi induzidas com ESM, BABA e quitosana, aos cinco e
10 dias apoés a inoculagiio com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum.
Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade. CV = 16,28; 26,96

e 16,11 %, respectivamente.
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19 FIG. 2. Efeito dos indutores ESM, BABA e quitosana na produg¢io de fB-1,3

20 glucanase, cinco dias apdés a inoculagio com F. oxysporum f. sp.
21 tracheiphilum, no controle da murcha de fusirio em caupi. Médias
22 seguidas por letras distintas diferem significativamente entre pelo teste

23 de Tukey, a0 nivel de 5 % de probabilidade. CV = 24,55 %
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RESUMO — Foram avaliados os efeitos dos indutores abioticos sobre o mecanismo estrutural de
defesa e a funcionalidade das células do xilema de caupi Vigna unguiculata (L.) Wap., aos 17 e 25
dias apos germinagio. Solugdes ESM (5,0 mg i.a.mL™), BABA (1,5 mM) e quitosana (2,0 mg_mL'l)
foram pulverizadas no primeiro par de folhas das cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206, cinco dias
apos germinagdo. A inoculagio de conidios do isolado de Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum,
em suspensdo, foi realizada em raizes apos ferimento. A determina¢do qualitativa da lignina foi
realizada em cortes transversais de raizels corados com Etzold. Altera¢des na estrutura do xilema
foram avaliadas através da medigao do didmetro dos dez maiores vasos de xilema do feixe vascular
radicular. A condutancia hidraulica foi calculada a partir dos valores do diametro de todos os
malores vasos xilematicos do feixe vascular radicular. A funcionalidade do xilema foi afetada pelos
indutores, sendo o indutor ESM aquele que permitiu maior desenvolvimento do didmetro dos vasos
e, consequentemente, maior condutancia hidraulica radicular nos cultivares BR-17 Gurguéia e [PA-
206, aos 17 dias. O indutor quitosana apresentou efeito semelhante na cultivar BR-17 Gurguéia, aos
25 dias.
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ABSTRACT- The effects of abiotic inductors over the structural defense mechanism and cell
functionality of the xylem from caupi (Vigna unguiculata (L.) Wap.), were evaluated 17 and 25 days
after germination were evaluated. ESM (5,0 mg iamL™"), BABA (1,5 mM) on quitosan (2,0 mg.mL™)
solutions were sprayed on the first two leaves from the cultivars BR-17 Gurguéia and IPA-206, five
days after germination. The conidia inoculation with the isolate of Fusarium oxysporum f sp.
tracheiphilum, in suspension, was carriwd out on roots after wound. The qualitative determination of
lignin was done in cross-section of stained roots with Etzold. Structure’s alterations in the xylem were
done through the measure of the diameter from the ten greatest vases. The hydraulic conductance was
calculated through the measure of the diameter from the all-greatest vases of xylem of the root vascular
bundle. The xylem functionality was affected by the inductors. ESM permitted the greatest diameter
development of the vases and, consequently, greatest root hydraulic conductance in the cultivars BR-17
Gurguéia and IPA-206, after 17 days. The inductor chitosan showed similar effect in the cultivars

BR-17 Gurguéia, after 25 days.
Key words — Fusarium wilt, inductors, histology
Introdu¢ao

A intera¢do incompativel entre o hospedeiro e o patdégeno € associada com uma série de eventos
envolvidos na resposta de defesa, incluindo reagdo de hipersensibilidade, respostas bioquimicas e
barreiras estruturais, como a formagdo de lignina, sendo esses mecanismos desenvolvidos pelas plantas
para se defenderem contra ataques de patogenos (Dixon & Harrison 1994).

A barreira estrutural € um mecanismo de resisténcia estudado por muitos pesquisadores, com
comprovagio efetiva através de mudangas ultraestruturais do hospedeiro a varios patogenos (Brammal
& Higgins, 1988; Xuei et al. 1988; Trillas er al. 2000), denominada de lignificag¢do, que do ponto de
vista funcional confere maior resisténcia a parede celular, facilitando o transporte de agua, impedindo a
degradagdo dos polissacarideos que compdem a parede celular e agindo como uma linha de defesa
contra 0 avango de patégenos (Halfield & Vermerris, 2001).

A enzima fenilalanina amoénia liase (PAL) € importante na biossintese desse polimero,
responsavel pela conversio do acido transcinimico, uma rota intermediaria chave na produgao de
lignina ou de acido salicilico, que dependendo do patossistema envolvido, pode ser desencadeada a

resisténcia local ou sistémica, respectivamente (Keller et al. 1996; Redman et al. 1999). Porém, esse
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evento ndo € restrito somente a interagdes que obedecem a teoria gene-a-gene, mas também em plantas
suscetivets atraves da indugao da resisténcia sistémica adquirida (Sticher et al. 1997).

A resisténcia de plantas pode ser desencadeada por indutores abidticos como éster-S-metil
(ESM) do acido benzo (1,2,3) tiadiazol-7-carbotiotico (Cole, 1999), acido -B-aminobutirico BABA
(Jakab er al., 2001) e quitosana (Benhamou et al. 1998). Esses indutores agem através de mecanismos e
rotas diferenciadas, porém, associados com o aumento da capacidade de uma resposta rapida e efetiva
de defesa celular, ativadas apenas apos o contato com o patogeno, ndo apenas no local de aplicagio dos
produtos, mas também em partes da planta distantes do local tratado (Conrath er al. 2002).

O mecanismo de defesa estrutural tem sido freqiientemente e principalmente caracterizado pela
determinagdo qualitativa da lignina, como em meloeiro (Cucumis melo L.) em relagdo a Colletotrichum
orbiculare (Berk. & Mont.) Arx. e F. oxysporum (Redman et al. 1999). Em tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill), F. oxysporum f. sp. radices-lycopersici Jarvis & Shoemaker teve a¢do inibida através
da formagdo de uma barreira estrutural, reduzindo colonizagdo dos tecidos vasculares, induzida pelo
uso de ESM (Benhamou & Bélanger 1998), sendo anteriormente constatado esse mesmo tipo de
resposta, mediada pelo indutor quitosana (Benhamou 1992).

O modo de agdo dos indutores ndo ocorre diretamente sobre o patégeno, uma vez que induz a
defesa das plantas através de seus proprios processos biologicos (Lyon & Newton 1997). Em geral, o
transporte de agua e nutrientes do solo por um volume de fluxo, sob pressdo negativa para o interior
das plantas, assume importincia fundamental quanto a condugdo hidraulica nas células do xilema
(Hacke & Sperry 2001), associado ao suporte mecanico fornecido as mesmas (Joyce & Steiner 1995).

O movimento de agua das raizes para a atmosfera é controlado pela condutividade da agua, que
pode ser mais ou menos rapida e reversivel para se adaptar a uma mudang¢a nas condigdes ambientais
ou a uma situagdo de estresse (Schubert e7 al. 1999). Para Zimmerman et al. (1993), nesse movimento
de agua, mediado pelo xilema, estdo envolvidas varias forgas responsaveis pelo transporte a longa
distdncia, como tensao, pressao osmotica, capilaridade e forga interfacial entre agua e ar.

Dependendo do tipo de estresse imposto a planta, podem ocorrer alteragdes no xilema, afetando
sua eficiéncia na condugdo de agua. A salinidade do solo é um dos tipos de estresse mais comumente
relatado. Salomon er al. (1986) observaram que a salinidade induz mudangas anatomicas e
morfologicas em raizes de ervilha (Pisum sativum L.), causando constri¢gdo e curvatura do apice das
raizes, afetando a diferenciagdo celular, diminuindo o tamanho das células e a atividade mitéotica. Em
sorgo (Sorghum bicolor L.), ocorreu estreitamento do proto e metaxilema, diminuindo o fluxo de agua
na area da superficie foliar (Baum et al., 2000). Algumas cultivares de caupi [Vigna unguiculata (L.)

Walp.], apesar de mostrarem tolerancia moderada a salinidade, tém apresentado reagdes como redugdo
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de area foliar e danos a membrana celular apos tratamento com altas concentragdes de NaCl (Freitas et
al. 2001; Dantas et al. 2001).

A taxa de fluxo de agua no interior das células de xilema € determinada pela condutincia
hidraulica, considerando componentes especificos no transporte e movimento da agua, como o
diametro destas células, informando acerca da relagdo entre sua estrutura e fun¢io (Gibson ef al. 1984:
Linton & Nobel 1999).

Baseado nesse contexto, este trabalho teve como objetivo analisar o efeito dos indutores ESM,
BABA e quitosana na defesa estrutural de caupi ao Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum
(E.F.Smith) Snyder & Hansen, através da analise qualitativa da lignina e variagdes nas dimensdes dos
elementos condutores do xilema, alterando a funcionalidade na condugdo da agua no interior de suas

raizes.

Material e métodos

Aplica¢io de indutores em plantas de caupi inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum - As cultivares de feijao caupi, IPA-206, com padrao de resisténcia intermediaria, e BR-
17 Gurguéia, suscetivel a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum (Albuquerque et al. 2001), foram semeadas
e cultivadas em vasos plasticos, com capacidade de 3 dm’, contendo solo esterilizado com brometo de
metila, mantendo-se quatro plantas/vaso.

Foram utilizadas solugdes aquosas dos indutores ESM, formulado com 50 % do i.a. em granulos
(BION WG 50) obtido da Novartis Crop Protection Australia, na concentragao de 5,0 mg.mL'l de agua,
acido B-aminobutirico (BABA) (Sigma Chemical) a 1,5 mM e quitosana, (Sigma Chemical) purificada
de acordo com Benhamou er al. (1998) a 2,0 mg.mL". Todos os indutores foram pulverizados no
primeiro par de folhas emitido, cinco dias apos germinagio.

Na produgdo do inéculo, o isolado ISO-PE de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, obtido de
planta de caupi infectada, proveniente do Municipio de Floresta-PE, foi repicado para placas de Petri
contendo meio BDA e incubado a temperatura ambiente. Apos sete dias, foram adicionados 20 mL de
agua destilada e esterilizada, em cada placa, sendo a superficie das colonias raspada com laminas de
vidro. A suspensio de conidios foi filtrada em gaze com dupla camada e ajustada para 1x10°
conidios.mL™, com auxilio de cimara de Neubauer. Foi adotado o método de inoculagio por ferimento
na raiz, adicionando-se 20 mL da suspensdo por planta, sete dias apos germinagao.

A avaliagdo das plantas foi realizada 17 e 25 dias ap6s germinagao, através da determinagao
qualitativa da lignina e avaliagdo da capacidade funcional do xilema de raizes das plantas de caupi,

sendo coletadas duas plantas por analise, em cada época de avaliagdo.
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Determina¢io qualitativa da lignina em cortes histologicos de raizes de caupi induzidas e
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum - O estudo foi efetuado em cortes
transversais na regido subapical das raizes de cultivares de caupi IPA-206 e BR-17 Gurguéia. Todas as
plantas foram previamente tratadas com indutores quimicos, conforme descri¢iio anterior. A coleta do
material foi realizada aos 17 e 25 dias apos germinagio, através de cortes transversais da porgio
subapical de raizes.

O material vegetal foi colocado em tubos de Eppendorf como fixador FAA 95% (50 mL de
etanol a 95%, 5 mL de acido acético, 10 mL de formol e 35 mL de agua destilada), por 24 horas,
segundo Santos (2001). Em seguida, todo o material foi tratado seguindo metodologia de Johansen
(1940). Os cortes histologicos foram corados com azul de astra, fucsina basica e safranina (Etzold),
segundo Krauter (1985).

Fotomicrografias foram obtidas utilizando-se microscopio Otico (Zeiss Axiophot, West

Germany e Olympus B071) acoplado com camera fotografica Olympus (PMC35B).

Anilise estrutural do xilema e raizes de caupi induzidas e inoculadas com Fusarium oxysporum f.
sp. tracheiphilum - A partir da coleta, efetuada 17 e 25 dias apos germinagdo, foi seguida a mesma
metodologia anterior para a confecgdo de laminas histologicas semipermanentes.

A avaliagdo da capacidade condutora do xilema fo1 obtida através da determinag¢dao do numero
dos maiores elementos de vaso do xilema presentes no feixe vascular e medi¢do do didmetro interno
dos seus dez maiores vasos, com quatro repetigdes (Amold & Mauseth 1999). A partir dos valores de

diametro hidraulico foram calculados os valores de condutancia hidraulica segundo Martre et al.

(2000),

Anilise Estatistica - O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com arranjo
em fatorial 2 x 2 x 4, sendo duas cultivares, duas épocas de avaliagdo e quatro tratamentos, incluindo a
testemunha, inoculada somente com o patogeno, com quatro repeti¢oes.

Os dados foram analisados estatisticamente, utilizando-se o programa Statistica 6.0

(STATSOFT, 1995), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey.

Resultados e discussiao
Efeito dos indutores abidticos sobre os mecanismos estruturais envolvidos na resisténcia de
cultivares de caupi a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum. - A analise histologica do tecido das raizes

de plantas de caupi, tratadas com os indutores ESM, BABA e quitosana e inoculadas com o patogeno
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F. oxysporum f. sp. tracheiphilum mostrou que os indutores ESM e BABA ndo exerceram efeito sobre
lignificagdo da parede celular das cultivares de caupi BR-17 Gurguéia e IPA-206.

O indutor quitosana estimulou a resisténcia das cultivares ao patégeno, detectada através de
maior deposigdo de lignina na parede dos vasos xilematicos em ambas as cultivares (Fig. 1).
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Figura 1. Detalhes do xilema lignificado de cultivares de caupi, apdés indugdo com quitosana e
inoculadas com F. oxysporum {. sp. tracheiphilum: testemunha (a); células do xilema do cultivar BR-17
Gurguéia (b,c); e cultivar [IPA-206 (d),. apresentando lignifica¢do do vaso do xilema (seta)



RODRIGUES, AA.C. Indugio de resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum em ... 114

A determinagdo qualitativa da lignina foi detectada através da coloragdo vermelha nas paredes
celulares dos elementos xilematicos pelo Etzold. A cor vermelha, observada no xilema, resultou da
reagdo dos alcoois, como o cinamaldeido, com a safranina, sendo a colorac¢do resultante da clorinagio
da lignina e, consequientemente, no desenvolvimento de uma cor vermelha com sulfito de sodio (Jensen
1962: Vance 1980). Este ¢ um método adotado rotineiramente, principalmente, para detecgdo de células
lignificadas do xilema (Chen et a/. 2002). Embora seja comum observar diferengas na tonalidade da cor
vermelha, ndo ¢ possivel mensurar esses niveis pelo método qualitativo, uma vez que essa diferenga de
cor pode estar relacionada com maior ou menor quantidade de lignina presente no tecido (Stange &
Mcdonald 1999).

O indutor ESM néo causou efeito qualitativo sobre as cultivares, quanto a resisténcia da parede
celular a . oxysporum f. sp. tracheiphilum. No entanto, em tomateiro, esse indutor nao impediu a
penetragao de F. oxysporum f. sp. radices-lycopersici na raiz, mas induziu uma mudanga estrutural,
caracterizada pelo aumento na densidade da cor azul da parede celular e oclusdes dos espagos
intercelulares com material amorfo corado com azul de toluidina, constituindo-se numa barreira
estrutural (Benhamou & Bélanger 1998).

O aumento do grau de lignificagdo da parede celular do xilema em caupi, induzida por
quitosana, deve conferir resisténcia ao patdogeno /. oxysporum f. sp tracheiphilum, sendo observada
a¢do desse indutor em outros patossistemas, como a resisténcia de pepino (Cucumis sativus L.) a
Pythium aphanidermatum (Eds.) Fitzp., através de reagdes do hospedeiro, caracterizadas pela oclusdo
de células do parénquima com material amorfo, sendo evidenciada a invasio do fungo no sistema
vascular (Ghaouth er al. 1994). Assim como em tomateiro, a resisténcia conferida as celulas da
endoderme de /. oxysporum f. sp. radices-lycopersici, através da deposi¢do de globulos amorfos do
citoplasma na parede celular e acumulagdo de material eletro-denso, sugerem que, na deposig¢do de
fenois ou compostos lignificados, estes desempenham papel fundamental no estabelecimento de

resisténcia efetiva contra a colonizagio fungica (Benhamou et al. 1994).

Efeito de indutores na capacidade funcional do xilema de plantas de caupi — A influéncia dos
indutores ESM, BABA e quitosana, em plantas de caupi inoculadas com F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum, aos 17 e 25 dias apds germinagdo, € observada na Tab. 1. Ao final de 17 dias de cultivo
foi observado um desenvolvimento significativo no diametro dos maiores elementos do xilema,
promovido pelo indutor ESM nas cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206, com 68,97 um e 55,84 um,

respectivamente.

—————
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A cultivar BR-17 Gurguéia, sob a agdo do indutor ESM, apresentou didmetro médio
significativamente maior (68,97 um) em relagdo a agdo dos demais indutores, sendo encontradas
diferengas significativas entre BABA, quitosana e a testemunha. Comportamento semelhante foi
encontrado para a cultivar IPA-206, a qual apresentou maiores valores de diametro médio dos vasos
xilematicos sob a agdo do indutor ESM (55,84 um) seguido da testemunha (51,93 um).

A agdo do indutor quitosana, aos 25 dias de cultivo, mostrou diferenga significativa, quanto aos
maiores diametros dos vasos xilematicos, na cultivar BR-17 Gurguéia com 42,01 um, quando
comparada com a testemunha (36,14 um). Entretanto, para a cultivar IPA-206, a testemunha apresentou
maior didmetro (47,18 um), diferindo estatisticamente dos indutores BABA e quitosana. Considerando,
ainda, esse mesmo periodo de avalia¢do, o indutor ESM apresentou o segundo maior didmetro interno
dos vasos (40,28 e 41,25 pm), porém, ndo diferindo estatisticamente de quitosana e da testemunha, nas
cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206, respectivamente.

Na analise da capacidade funcional do xilema, foram observados efeitos mais visiveis aos 17
dias apds cultivo em casa de vegetagdo, quando o indutor ESM mostrou-se como o indutor causador de
menor influéncia significativa no desenvolvimento dos elementos de condugdo do xilema de ambas
cultivares de caupt BR-17 Gurguéia e IPA-206, permitindo a estas células um periodo maior para a
maturagao destes elementos. Os demais indutores se mostraram inibidores do desenvolvimento destas
células, fazendo com que as mesmas apresentassem um didmetro hidraulico final inferior em relagao as
demais, quando submetidas aos indutores BABA e quitosana.

Os maiores valores no didmetro do Tamen dos elementos de vaso do xilema indicam que estas
células apresentaram maior grau de desenvolvimento volumétrico ao final do crescimento. Isto
significa que o controle do indutor sobre os valores de didmetro hidraulico e, conseqiientemente, na
condutincia hidraulica, reside na extensio e/ou encurtamento do tempo de desenvolvimento
volumeétrico destas células.

Em relagdo ao nimero de elementos condutores do xilema, em plantas avaliadas aos 17 dias, foi
observada menor quantidade destes nas cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206, quando induzidas com
ESM. Os maiores nimeros foram encontrados no material induzido pelo BABA, 19 vasos, enquanto
que as testemunhas das duas cultivares apresentaram um namero médio de 13 elementos. Aos 25 dias,
os numeros de elementos apresentados nos tratamentos foram similares, entre as duas cultivares, sendo
que a maior quantidade de maiores elementos foram observados em plantas tratadas com quitosana e

nas testemunhas, com 18 e 19, respectivamente. O indutor ESM apresentou menor nimero de vasos,
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porem, com maior didmetro; efeito inverso foi observado pelos outros indutores, que proporcionaram a
formagdo de maior nimero de vasos, mas com didmetros reduzidos.

A condutancia hidraulica, resultante da mensura¢do dos maiores elementos de vaso do xilema,
avaliada aos 17 dias apds a germinagdo, diferiu significativamente em resposta ao indutor ESM nas
duas cultivares testadas, a qual, proporcionou maior pressio no transporte de agua, embora, tenha
apresentado menor nimero de vasos com maior didmetro. Nas cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206,
as condutancias hidraulicas foram de 275,86 um e 223,37 um, respectivamente. Os demais indutores
apresentaram atividade de condutancia inferior aos encontrados nas testemunhas.

Na avaliagdo aos 25 dias, a cultivar BR-17 Gurguéia mostrou diferenga significativa entre a
testemunha (144,55 pm) e o indutor quitosana (168,05 pm), sendo que o ESM mostrou o segundo
mator fluxo de agua nos vasos (161,14 um). Porém, na cultivar IPA-206, a testemunha apresentou
maior condutincia hidraulica (188,73 um), seguida de ESM, apesar de ndo ter diferido desta
estatisticamente. De acordo com Gibson et al. (1984), a condutdncia hidraulica do xilema é importante
caracteristica fisica na determinagdo da taxa do movimento do fluxo de agua em plantas.

Uma vez que a funcionalidade hidraulica do xilema é avaliada através da capacidade condutora
de agua no interior dos vasos xilematicos, ela € uma resposta direta dos valores do didmetro do lumen
dos elementos de vaso. Estes valores podem ser alterados em fun¢do da variagdo no namero dos
maiores vasos do xilema presentes no feixe vascular radicular. Pimentel-Galindo (2001) encontrou os
maiores didmetros do lamen do xilema em folhas de Atriplex nummularia Lindl., produzidas por
individuos submetidos as concentra¢des de 50 e 100 Mmol de NaCl, embora a condutincia hidraulica
ndo tenha sofrido alteragdes, quando comparada as plantas submetidas a concentragido de 300 Mmol de
NaCl, indicando que a manutengdo da condutincia ocorreu devido ao aumento do numero de elementos
do xilema.

O aumento na condutancia hidraulica no sistema radicular da cultivar BR-17 Gurguéia ocorreu
em decorréncia de um maior didmetro dos elementos de vaso do xilema, observado em plantas tratadas
com ESM, onde, mesmo tendo sido constatado que essas plantas apresentaram menor numero de
elementos, a condutancia hidraulica foi maior que na testemunha. Essa relagdo entre maior didmetro de
elementos de vaso do xilema e maior condutincia, também foi encontrada por Chiu & Ewers (1992)
em Lonicera japonica Thunb., constatando que o maior didmetro dos vasos proporcionaram maitor
condutancia hidraulica. Arnold & Mauseth (1999) observaram que Ceres peruviano (L.) Miller,
tratadas com altos niveis de luz, nitrogénio e fosforo, ndo apresentaram nenhuma mudanga significante

nos diametros dos vasos, € nenhum tratamento resultou em vasos maiores que os da testemunha.
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Porém, o baixo nivel de nitrogénio e fosforo induziu uma baixa condutincia especifica estimada pela
indugdo da formagdo de vasos menores.

A condutincia hidraulica de todos os maiores vasos do xilema do feixe vascular radicular
apresentou comportamento estatisticamente igual ao didmetro hidraulico dos dez maiores vasos de
xilema encontrados neste mesmo feixe. Isto significa que, apesar da existéncia de maior nimero de
elementos com redu¢do no didmetro, a funcionalidade do feixe permanece inalterada em virtude da
preponderdncia funcional dos dez maiores vasos. Este resultado mostra que para este tipo de avalia¢do,
a mensura¢do dos dez maiores vasos de xilema do feixe ¢ suficiente para garantir a exatidio do

conhecimento da funcionalidade destas células

Tabela 1. Médias de didmetro hidraulico (DL) dos 10 maiores elementos condutores, nimero de
elementos condutores do xilema (ECX) e condutancia hidraulica (Kh) dos maiores vasos do xilema de

raizes das cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206, 17 e 25 dias apos indugao ESM, BABA e Quitosana.

PERIODO CULTIVAR INDUTOR PARAMETRO
T DL(m)  N°ECX  Kh(x10%
17 dias BR-17 Gurguéia ESM 68,97 a 10 27586 a
BABA 53,14 b 14 21250b
Quitosana 5431b 13 217,26 b
Testemunha 55,56b 13 22224 b
CV (%) 37,03
IPA-206 . ESM 5584 a 10 22337 a
BABA 4408 b 19 17631 b
Quitosana 4408b 17 176,31 b
Testemunha 51,93 ab 13 207,74 ab
CV (%) 21,22
25 dias BR-17 Gurguéia ESM 40,28 ab 13 161,14 ab
BABA 36,04 b 13 144,15 b
Quitosana 4201 a 18 168,05 a
Testemunha 36.14 b 19 14455 b
CV (%) 30,01
[PA-206 ESM 41,25 ab 15 165.01 ab
BABA 38,66 b 16 154,66 b
Quitosana 4075 b I8 16284 b
Testemunha 4718 a 19 188,73 a
CV (%) 33,16

* Médias seguidas das mesmas letras niio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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CONSIDERACOES GERAIS

Considerando os estudos com base na avaliagdo de germoplasmas de caupi a F.
oxysporum f. sp. tracheiphilum, ativagdo da resisténcia sistémica adquirida por indutores
abioticos e caracterizagdo de mecanismos bioquimicos, estruturais e funcionalidade do

xilema, pode-se concluir que:

v" Das 30 cultivares e linhagens testadas, metade apresentaram reagdo de resisténcia a
F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, quando avaliadas por escala de notas,
destacando-se as linhagens L-288004 e L-190004;

v Os métodos de inoculagdo tipo deeping e ferimento em raizes proporcionaram o
mesmo tipo de reagdo na cultivar BR-17 Gurguéia, no entanto, o método deeping
induziu sintomas mais rapido em plantas de caupi do que o método de ferimento em
raizes;

v" Dentre os isolados testados,.o [SO-PE apresentou maior agressividade que o ISO-
PA, quando inoculado na cultivar BR-17 Gurguéia, avaliado com base em escala de
notas e indice de doenga;

v" A anilise da heranga da resisténcia da geragdo F,, permitiu inferir que houve a
segregacdo de dois genes independentes, um recessivo e outro dominante;

v' A resisténcia sistémica em caupi, foi ativada pelo uso dos indutores ESM, BABA ¢
quitosana, apos inoculagdo com F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, destacando-se
ESM, que proporcionou controle da doenga nas cultivares BR-17 Gurguéia e [PA-

206;
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v" O indutor ESM apresentou melhores resultados nas atividades de B-1,3-glucanase,
peroxidase e PAL, destacando-se a cultivar IPA-206

v" Ocorreu uma relagiio inversa entre a atividade da PR-proteina B-1,3-glucanase ¢
indice da doenga murcha de fusario em caupi;

v" O uso de indutores permitiu a redugdo da severidade da murcha de fusério em caupi,
principalmente, o indutor ESM, que desencadeou a produg@o da PR-proteina (3-1,3-
glucanase, como mecanismo bioquimico da resisténcia sistémica adquirida,
podendo ser usado como estratégia no manejo da cultura do caupi;

v" Dos indutores usados, quitosana proporcionou maior lignificagio de paredes do
xilema de raizes de plantas de caupi e o indutor ESM mostrou-se causador de menor
influéncia no desenvolvimento dos elementos de condugio do xilema das cultivares
avaliadas;

v" O indutor ESM proporcionou, aos 17 dias, maior condutancia hidraulica na cultivar
BR-17 Gurguéia, proporcionada pelo desenvolvimento de vasos de maior didmetro,
contudo, aos 25 dias, o indutor quitosana, proporcionou esse mesmo efeito na
cultivar BR-17 Gurguéia;

v A avaliagdo da funcionalidade dos elementos de vaso do xilema, através da
condutincia hidraulica em plantas de caupi sob efeito dos indutores ESM, BABA e
quitosana pode ser determinada com exatiddo pela mensuragdo dos dez maiores

vasos.





