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RESUMO GERAL

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) ¢ uma leguminosa cultivada e
consumida em todo o mundo, mas predominantemente em regides tropicais. Dentre os
diversos fatores bidticos que podem prejudicar a sua producao, a murcha causada pelo
fungo Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (Fot) é considerada de grande
importancia. Esse fungo de solo penetra nas raizes causando varios sintomas na planta,
como reducdo da altura, clorose, descoloracao vascular, murcha e queda prematura das
folhas. Assim, este estudo teve como objetivos: i) avaliar a heranca da resisténcia da
cultivar Miranda IPA 207 e BR-17 Gurguéia ao Fusarium oxysporum f.sp.
tracheiphilum visando sua utilizagdo no desenvolvimento de novas variedades
resistentes; i7) elucidar os possiveis mecanismos de defesa envolvidos na resisténcia ;
iii) avaliar as alteracdes fisiologicas e bioquimicas em cultivares de feijao-caupi com
diferentes niveis de resisténcia a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum e iv) verificar o
potencial de uso de nanoparticulas de prata e cobre no controle da murcha de fusarium.

Para estudar a heranca dois genotipos parentais Miranda IPA 207 (resistente) e
a cultivar BR-17 Gurguéia (suscetivel) foram cruzados obtendo-se as populagdes Fi e
F». Posteriormente as geracdes e os genitores foram inoculados com uma suspensdo de
conidios de Fot (10° conidios/mL) pela metodologia de imersdo de raizes em suspensio
de conidios. A avaliacao da intensidade da murcha de fusarium foi realizada 21 dias
apos a inoculagdo, com auxilio de uma escala descritiva. Conforme visualizado no teste
do qui-quadrado na geragcdo F» foi aceita a proporcao 9:7 (resistente:suscetivel),
considerando a hipdtese de que a heranca genética da resisténcia a Fot € controlada por
dois genes dominantes complementares. As atividades de SOD, CAT, POX e APX
aumentaram nas folhas e raizes infectadas de plantas em comparagdo com os pares nao
inoculadas, sendo que a magnitude da atividade foi maior nas plantas resistentes. Para
as raizes de plantas resistentes, a atividade da FAL foi significativamente maior em
comparagdo as raizes de BR 17 Gurguéia. Para examinar a sensibilidade de For as
crescentes doses de AgNPs e CuNPs, testes in vitro foram realizados para verificar o
crescimento de Fot em placas de Petri com doses crescentes de ambas as NPs.
Posteriormente, um experimento in vivo foi instalado em casa de vegetagdo, sendo
utilizada a cultivar de feijao-caupi BR17 Gurguéia. Os tratamentos utilizados foram:
controle inoculado, Acibenzolar-S-Metil (ASM), AgNPs (5 pL L") e CuNPs (5 uL L~

1. Estes tratamentos foram aplicados pelos métodos de inundagdo e pulverizacdo. Para



o teste in vitro, os ajustes de regressdo linear para o indice de velocidade de crescimento
micelial e o didmetro micelial de Fot demonstraram uma redugdo destes parametros a
medida que as doses de CuNPs e AgNPs aumentaram. A severidade da doenga foi
significativamente reduzida em 65% em plantas tratadas pelo método de inundagao com
CuNPs. Para o método de pulverizagdo, houve uma reducdo significativa para a
severidade de 30, 28 e 72% para os tratamentos CuNPs, ASM e AgNPs,
respectivamente.

Palavras-chaves: Vigna unguiculata, murcha de fusarium, heranga genética, melhoramento de

plantas, nanotecnologia.



GENERAL ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a legume cultivated and consumed
worldwide, but predominantly in tropical regions. Among the various biotic factors that
can impair its production, the wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum (Fot) and considered of great importance. This soil fungus penetrates the
roots causing various plant symptoms such as reduced height, chlorosis, vascular
discoloration, wilting and premature leaf drop. Thus, this study aimed to evaluate the
physiological performance (chlorophyll (Chl) a fluorescence, vegetative vigor, water
potential and the concentration of photosynthetic pigments), the activities of antioxidant
enzymes (ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase (POX), superoxide
dismutase (SOD),) and phenylalanine ammonia lyase (PAL) activity in roots and leaves
of susceptible plants (BR 17 Gurguéia) and resistant plants (Miranda IPA 207 and
MNCO1-649F-2-1).The effect of preventive application of Copper and Silver
Nanoparticles (NPs) on cowpea fusarium wilt and to determine the inheritance of
cowpea resistance (named by the genotype Miranda IPA 207) to fusarium wilt. Wilt
severity was significantly lower for resistant plants compared to susceptible plants. This
result showed higher concentrations of chlorophyll (Chl) @, Chl b and carotenoids, in
addition to a greater water potential in these plants. Additionally, due to its lower
severity, the functionality of the photosynthetic apparatus was preserved in the leaves.
SOD, CAT, POX and APX activities increased in the leaves and roots of infected plants
compared to uninoculated pairs, with the magnitude of increase higher in resistant
plants. For the roots of resistant plants, PAL activity was significantly higher compared
to the BR 17 Gurguéia roots. To examine the sensitivity of Fot to increasing doses of
AgNPs and CuNPs, in vitro tests were performed to verify the growth of Fot in Petri
dishes with increasing doses of both NPs. Subsequently, one in experiment was carried
greenhouse conditions in a completely randomized design in experiment with five
replications, being used cultivars BR17 Gurguéia plants. The treatments were: control
treatment inoculated, Acibenzolar-S-Methyl (ASM), SiNPs (5 pL L") and CoNPs (5 pL
L!). These treatments were applied or by soil flooding in the region close to the plant
or by spraying the leaves. Inoculation with Fot was performed 24 hours after application
of treatments using a concentration of 1 x 10 conidia mL!. The mycelial growth index
and mycelial diameter were lower with increasing doses of both NPs. Compared to

control, the wilt disease was significantly reduced by 65% in plants treated by the soil



flooding method with CoNPs. For the spray method, there were a significant reduction
for the severity of 30, 28 and 72% for the treatments CoNPs, ASM and SiNPs,
respectively. To study inheritance, two parental genotypes Miranda IPA 207 (resistant)
and the cultivar BR-17 Gurguéia (susceptible) were crossed, obtaining populations F1
and F2. Subsequently, the generations and parents were inoculated with a conidia
suspension of Fot (10° conidia/mL) by the method of immersion in conidia roots. The
evaluation of the intensity of fusarium wilt was performed 21 days after inoculation,
with the aid of a descriptive scale. As visualized in the chi-square test in the F»
generation accepted the 9:7 ratio (resistant: susceptible), considering the hypothesis that

inheritance Fof resistance genetics is controlled by two complementary dominant genes.

Keywords: Vigna unguiculata, Fusarium wilt, genetic inheritance, plant breeding,

nanotecnology.
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ASPECTOS GENETICOS, BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DO FEIJAO-

CAUPI INFECTADOS POR Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum e USO DE

NANOPARTICULAS DE PRATA E COBRE NO MANEJO DA MURCHA DE
FUSARIUM

1. INTRODUCAO GERAL
1.1. cultura do feijao-caupi [vigna unguiculata (1.) walp.]

O feijao-caupi ¢ uma planta da familia Fabaceae, género Vigna e espécie (V.
unguiculata (L.) Walp), a qual ¢ de origem africana. Foi introduzida no Brasil no século
XVI, pelos colonizadores portugueses e passou a ser cultivada em todo o pais (FREIRE
FILHO, 1988). A cultura passou a ter destaque devido ao fato de ser uma leguminosa
que tem ampla capacidade de adaptacado, rusticidade, nutricdo, sendo fonte de proteina
e base alimentar para regides como, Africa, Asia e América do Sul. Apresenta grande
importancia para o desenvolvimento socioecondmico da regido Nordeste do Brasil
(ARAUIJO, 2019; BEZERRA et al., 2014; BURRIDGE et al., 2017; FREIRE FILHO;
COSTA, 2020).

E uma planta herbacea, autogama, de ciclo anual, possui propagagio sexuada,
crescimento morfologico diversificado, podendo ter porte desde ereto até prostrado e
habito de crescimento normalmente indeterminado. (CHAUKE; KRITZINGER, 2020;
FREIRE FILHO et al., 2011a). As flores apresentam o6rgdos masculino e feminino
apresentando mecanismos de cleistogamia com coloragdo que pode variar de branca-
lilas, branca com tons amarelo e branca, dependendo da variedade, possuem cinco
pétalas, um estandarte, duas asas e uma quilha, formada por duas pétalas que protegem
as partes sexuais (BARBOSA; SOUSA, 2016).

Por apresentar ampla distribui¢do entre os estados brasileiros possui uma série
de nomes em nosso pais como: feijado macassar; feijao-de-corda, na regiao Nordeste;
feijdo-de-praia, feijdo-da-coldnia , feijao-de-estrada e manteiguinha na regido Norte; e
feijdo-miudo na regido Sul. Além desses ha ainda o feijdo-fradinho conhecido assim
pelo seu tegumento branco com um grande halo preto nos estados de Sergipe, Bahia e
Rio de Janeiro (FREIRE FILHO; CARDOSO; ARAUJO, 1983; FREIRE FILHO et al.,
2011a).

Segundo a FAO (2021), o continente africano ¢ o maior produtor mundial de

feijao-caupi, seguido pela Asia, América do Sul e Europa. O principal pais produtor de



13

¢ a Nigéria, seguido po Niger e Burkina Faso com 49%, 24% e 8% da produ¢ao mundial
respectivamente, que corresponde 81% da produ¢ao mundial de feijao-caupi seco.

O Brasil ocupa a quarta posi¢ao no ranking mundial de maior produgdo, na
ultima safra 2021/2022, com uma area de 1.279,2 mil hectares (ha), uma produgao
estimada em 677,4 mil toneladas e com produtividade média de 535 kg/ha (CONAB,
2022).

O Nordeste ¢ o maior produtor de feijao-caupi com cerca de 1.046,6 mil hectares
plantados e uma produg¢do média de 457,1 mil toneladas. Nessa regido os maiores
produtores, sdo os estados do Ceara (144,5 mil ton), Bahia (114,4 mil ton) e Piaui (83,5
mil ton) (CONAB, 2022). Além de grande produtor, o Nordeste também ¢ considerado
um dos maiores consumidores do caupi, tendo grande aprego ao produto na culinaria
local (SANTOS et al., 2009). Nessa regido predominam populagdes carentes, com baixa
renda, que tém a cultura como principal forma de subsisténcia. (LIMA et al., 2020).

No estado de Pernambuco, a area cultivada com feijdo-caupi na safra 2021/2022
foi de 121,3 mil hectares e a producdo foi de 34,4 mil toneladas (CONAB, 2022).

O feijao-caupi € cultivado nas regides Norte e Nordeste, porém tem se expandido
para outras regides como Centro-Oeste tendo seu plantio incorporado no periodo de
entressafra de outras culturas. (FREIRE FILHO, 2011a; SILVA; ROCHA; MENEZES
JUNIOR, 2016).

E uma cultura que tem um papel importante, gerando renda para pequenos
agricultores familiares e amenizando o efeito da desnutricdo, devido a seus componentes
nutricionais (LINHARES et al., 2014). Rico em proteina (23-25% em média),
aminoacidos essenciais, carboidratos (62%), vitaminas e sais minerais, possui baixa
quantidade de gordura e alta quantidade de fibras dietéticas (SALGADO et al., 2008),
além de possuir uma molécula BTCI (Black eyed-pea Trypsin Chymotripsin Inhibitor)
que tem capacidade de danificar células cancerigenas humanas sem que haja danos as
células sadias, o que torna ela importante também para saude publica (SOUZA et al.,
2014).

No entanto, apesar da grande importancia do feijao-caupi, a baixa produtividade
dessa cultura principalmente no Nordeste ¢ reflexo da atuagdo de uma série de fatores.
Pode-se destacar, uso de sementes crioulas baixa disponibilidade de nutrientes no solo,
ocorréncia de precipitagdes pluviométricas irregulares a falta do emprego de tecnologias
adequadas, como variedades melhoradas geneticamente, mecanizacgao, € o surgimento

de pragas e doengas (MENDES et al., 2007; NODARI; GUERRA, 2015).
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E uma planta comprovadamente tolerante a solos de baixa fertilidade e que se
adapta bem a diferentes condi¢des edafoclimaticas e ¢ altamente rustica, mas apesar
dessa rusticidade, diversas doengas vém afetando a sua produgao, chegando até a limitar
seu cultivo (SILVA et al., 2016). Dessa forma, a ocorréncia de doengas na cultura,
acarreta, muitas vezes, um aumento significativo no custo de producdo, e a0 mesmo
tempo maior contaminacdo do meio ambiente causada pelo uso excessivo e
indiscriminado de insumos agricolas visando controlar os patogenos.

Nesse sentido varias doengas incidem sobre o feijao -caupi entre as principais
destacam-se as viroses Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e o Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV), os quais causam mosaicos (BARROS et al., 2013); os
nematoides-das-galhas como Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, M.
incognita (Kofoid & White, 1919), os quais possuem extensa disseminagdo em areas de
cultivo de feijao-caupi.

Os nematoides das lesdes radiculares (género Pratylenchus Filipjev 1936) e os
nematoides-reniformes da espécie Rotylenchulus reniformis (Linford & Oliveira, 1940)
(PONTE, 1988; SILVA, 2005). A mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv.
vignicola) Nayudu Dye e a pustula-bacteriana com maior importancia no Estado do
Piaui.

Cercosporioses (Pseudocercospora cruenta (Sacc.) Deigtom); antracnose
causada por Colletotrichum gloesporioides (Penz.); a mela (Rhizoctonia solani Kiihn);
e murcha de fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum) (ATHAYDE
SOBRINHO; VIANA; SANTOS 2005; NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2006),
ocorrendo com maior magnitude no sertdo pernambucano, acarretando maiores
impactos econdomicos (COELHO, 2001; RODRIGUES; MENEZES, 2006).

Essa doenga ¢ considerada um dos grandes problemas fitossanitarios para o
feijdo-caupi, pois quando ocorre com grande frequéncia e agressividade sobre a cultura,
resulta em perdas significativas e evasdo da atividade em areas infestadas pelo patogeno

(ASSUNCADO et al., 2006).
1.2. Murcha de Fusario em feijao-caupi

O género Fusarium foi descrito no ano de 1808 por Link, pertence ao filo
Ascomycota, classe Ascomycetes, ordem Hypocreales e familia Nectriaceae. A espécie
F. oxysporum, apresenta uma ampla gama de hospedeiro e alguns possuem

especificidade na interacdo com o hospedeiro. Sdo fungos causadores de murcha
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vascular, possuem mais de 120 diferentes formae especiales dentre as quais destaca-se
F. oxysporum f. sp. tracheiphilum (LESLIE; SUMMERREL, 2006; MICHIELSE;
REP, 2009).

O agente etiologico da murcha de fusarium ¢ o fungo Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum (Fot) e at¢ o momento ja foram descritas quatro ragas fisioldgicas,
(EHLERS, 2001). As ragas 1 e 2 descritas na Carolina do Sul, sendo a raca 1 restrita na
Nigéria (ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1950; RIGERT; FOSTER, 1987). A raga3 ¢
amplamente distribuida (HARE, 1957) e a raca 4 detectada na Califérnia (SMITH et al.,
1999). Embora a doenga exista no Brasil ainda ndo se teve relato dessas racas. Além do
feijdo-caupi, ja se tem relatos de Fof raca 1 causando doenca em soja e crisdntemo
(ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1965; HOLLIDAY, 1970), e em gérbera (TROISI;
GULLINO; GARIBALDI, 2010).

A caracterizacdo morfologica que identifica a espécie F. oxysporum sao micélio
e conididforos hialinos, que podem ser ramificados e terminados em tufos ou
esporodoquios de fialides, com producdo de esporos nomeados, de macroconidios,
microconidios e clamidosporos.

Os macroconidios sdo langados em fialides curtas, situados diretamente nas hifas
ou ramos finais dos conidioforos, sdo fusiformes, arqueado com extremidade fina ou
reto, com varios septados de trés a cinco septos. Os microconidios sdo elipticos ou
ovoides, geralmente mais numerosos que os macroconidios, eles ndo sao septados ou
tém exclusivamente um septo por microconidios. Os clamidosporos sdao hialinos,
intercalares ou terminais (GORDON, 2017; LESLIE; SUMMERREL, 2006;
METSENA et al., 2021).

O fungo apresenta elevado grau de agressividade e tem a capacidade de
sobrevive no solo por meio de estruturas de resisténcia do tipo clamidosporos mesmo
na auséncia da planta hospedeira e, na presenca de um hospedeiro suscetivel, multiplica-
se rapidamente sobre os tecidos tenros do hospedeiro, tornando-se patogénico (SILVA,
2011).

O patogeno penetra através do sistema radicular, como também no hipocotilo e
em tecidos radiculares mais velhos, geralmente por ferimentos ou aberturas naturais e
coloniza o tecido vascular inter e intracelularmente, comprometendo os vasos do xilema.
Por ultimo ele move-se para outros tecidos e inicia o processo de esporulacdo na
superficie da planta morta (SCHWARTZ; STEADMAN, 2015). Apos a penetragdo do

fungo pelo sistema radicular, quando em plantulas, os sintomas surgem nas folhas
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jovens, assim como nas folhas desenvolvidas. A murcha de fusarium caracteriza-se em
plantulas de caupi, pela presenca de folhas flacidas e amareladas, seguida por rapida
murcha e morte da planta. (SEETHAPATHY, 2017).

Plantas mais velhas s3o raquiticas, com folhas amarelas, que caem
progressivamente, seguida por murcha gradual e necrose do tecido vascular
(SEETHAPATHY, 2017). Os tecidos vasculares apresentam colorag¢do castanho-escura,
podendo ser observada ao realizar cortes longitudinais no caule (ATHAYDE
SOBRINHO et al., 2000; ASSUNCAO et al., 2003b; PORTTORFF et al., 2012). Nesta
regido pode-se ter uma maior precisdo na mensuragdo da severidade da murcha-de-
fusario do caupi que os sintomas foliares (NECHET; VIEIRA, 2006). Uma vez
infectados a translocagdo de nutrientes ¢ impedida, reduzindo assim a capacidade
fotossintética e a producdo (TAIZ; ZAIGER, 2017).

De todas as doengas que incidem a cultura, a murcha de fusario ¢ uma das mais
importantes, dadas as elevadas perdas economicas que provoca quando a incidéncia na
area ¢ alta (NECHET; VIEIRA, 2006). Em regides secas e com altas temperaturas a
doenca ocorre com maior frequéncia. (ALLEN, 1983). A infeccao pode ocorrer em
qualquer fase do ciclo da cultura, sendo os sintomas sdo mais severos em temperatura
em torno de 27° C (SWANSON; VAN GUNDY, 1985).

Estudos realizados por Pinheiro ef al. (2012) comprovam que a temperatura
influenciou o crescimento micelial do fungo, determinado pelo diametro da colénia. O
fungo teve crescimento ideal nas condi¢des de temperaturas elevadas de 30° C, sendo
que para a maioria das espécies de Fusarium, a temperatura 6tima para a produgdo de
esporos fica em torno de 25°C a 35°C (DESAIl et al., 2003; GUPTA et al., 2010).

A doenga pode reduzir em até 50 % a populacdo de plantas, como relatado na
Nigéria em um campo naturalmente infestado, consequentemente refletindo na queda
produtiva (OYEKAN, 1977). Eloy e Michereff (2003), relataram que esta doenga pode
provocar perdas de até 75% na produtividade, tendo sido observada na India de 50% de
perdas e no Brasil 86%, em campo infestado artificialmente pelo patogeno
(ASSUNCAO et al., 2006; ALLEN, 1983).

Fot ¢ um fungo de solo e sobrevive em restos organicos ou através de estruturas
de resisténcias (Clamiddsporos) por muitos anos (AGRIOS, 2005) A disseminagdo do
patogeno se da principalmente por sementes infectadas, de um campo para outro, vento
e agua de irrigacdo contaminada (COELHO, 2001). Em novas areas de cultivo a

introdug¢do do fungo ¢ facilitada por meio de sementes infestadas, vento e 4dgua de
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irrigagdo, que transportam conidios e solos infestados a partir de plantas mortas ou ainda
por implementos agricolas contaminados. (TOLEDO-SOUZA et al., 2012).

Doengas causadas por patdégenos habitantes do solo sdao de dificil manejo, em
razao da baixa eficiéncia do controle quimico e das constantes formas de adaptacgao
destes fitopatogenos (CORREIA; MICHEREFF, 2018). E de extrema importancia
considera o manejo integrado de doengas, utilizando vérias técnicas de cultivo como:
escolha da area isenta do patogeno, defini¢do adequada da época do plantio para se
evitar o plantio sob condi¢ao de encharcamento, e rotacao de cultura com espécies de
plantas ndo hospedeiras (OLIVEIRA, 1981).

Entretanto, tendo em vista a capacidade do patdogeno sobreviver no solo por
muitos anos, ¢ at¢é o momento nao existir nenhum fungicida regulamentados pelo
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (AGROFIT, 2022), o controle mais
eficaz para a murcha de fusario em feijao-caupi € o uso do controle genético por meio
de cultivares resistentes (RODRIGUES; COELHO, 2004).

Na literatura alguns trabalhos foram desenvolvidos para identificagao de
genotipos resistentes, como os de Armstrong e Armstrong (1980), que observaram que
as cultivares Magnoélia, Iron P1 293520, Iron Tvu 1990, Iron Tvu 1072 e Iron Tvu 1611
apresentaram resisténcia as racas 1, 2 e 3. Rodrigues e Coelho (2004), utilizando 30
linhagens e cultivares verificaram que cerca de 50% destas apresentaram resisténcia ao
fungo, destacando-se as linhagens L-288004 e L-190004 como altamente resistentes.

Noronha et al. (2013), avaliaram 36 gendtipos e dois mostraram-se altamente
resistente  (MNCO1-649F-2-1 e MNCO1-649F-2-11), enquanto seis foram
moderadamente resistentes. Silva et al. (2021), avaliaram 38 genoétipos dos quais 14
apresentaram-se como resistentes entre eles MNCO1-649F-2-1 e Miranda IPA 207 e
cinco como moderadamente resistentes.

Embora exista pesquisas para identificacdo de genotipos resistentes e essa
alternativa seja a mais desejavel o nimero de cultivares com caracteristicas de interesse
comercial regional ¢ limitada (NORONHA et al., 2013). Devido a falta de produtos
fitossanitarios e a reducao de cultivares resistentes pesquisadores buscam alternativas
de controle a esse patossistema.

Uma alternativa promissora ¢ a indu¢ao de resisténcia, a qual ativa mecanismos
de defesa em grande parte das espécies estudadas (OLIVEIRA ef al., 2016) Dentre os

varios eliciadores o indutor Acibenzolar-S-methil (ASM, BION), permite aumentar a
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resisténcia sistémica adquirida (RSA) das plantas reduzindo a doenga em até 68,90 %
(RODRIGUES et al., 2006).

Considerado um indutor de resisténcia comercial, ¢ um analogo estrutural e
funcional do acido salicilico, capaz de induzir resisténcia nas plantas contra bactérias,
fungos e nematoides (DIETRICH et al., 2005). Pesquisas realizadas comprovam a ag¢ao
do ASM para uma vasta gama de patdogenos em patossistemas diferentes, Hemileia
vastatrix em mudas de cafeeiro (GUZZO et al., 2001; MARCHI et al., 2002).
Colletotrichum destructivum, Colletotrichum lindemuthianum e F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum em caupi (LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001; RODRIGUES et al.,
2006; SIQUEIRA et al., 2019) e Lycopersicon esculentum em tomateiro (GURGEL et
al., 2005).

Uma alternativa € o uso de nanoparticulas (NP) que representam a aplicacao da
nanotecnologia verde no manejo de fungos, tais como nanoparticulas de prata e cobre.
Diversos estudos comprovam a eficiéncia de NPs para diferentes patégenos. A exemplo
de B. sorokiniana e Magnaporthe grisea (JO et al., 2009); Fusarium culmorum
(KASPROWICZ et al., 2010); Colletotrichum spp. (LAMSAL et al., 2011), Botrytis
cinerea (KRISHNARAJ et al., 2012) e Phytophthora spp. (ALl et al., 2015).

1.3. Estudos de heranca da resisténcia

O estudo de heranca genética ¢ estabelecido por uma série de estimativas que
fornecem informagdes sobre a forma que caracteristicas de interesse sdo herdados,
fornecendo subsidios para a escolha de metodologia mais adequadas no melhoramento.
Em um programa de melhoramento o estudo de heranca ¢ a segunda etapa apds a
identificacdo de genotipos resistentes a doenga. O estudo de heranga tem fundamental
importancia para se realizar a recomendacdo do método mais adequado a ser utilizado
no programa de melhoramento de espécie, visando a incorporagao da resisténcia em
gendtipos comerciais que apresentam suscetibilidade a determinada doenga (BOREM;
MIRANDA, 2009; BATISTA et al., 2017; CAIXETA; ZAMBOLIM, 2014).

Primeiramente ¢ comum verificar se as acdes génicas nucleares sofrem efeito
citoplasmatico, ou seja, se existe efeito materno no controle do carater. Em seguida,
realiza-se um estudo do controle genético do carater para fins de identificar a natureza
oligogénica ou poligénica do carater e definir as contribui¢des e tipos de efeitos génicos

envolvidos na expressao dele.
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O estudo de controle genético de caracteres em espécies autdgamas ¢ efetivado
por meio da avaliagio de populacdes obtidas de cruzamentos. E essencial que os
genitores sejam homozigoticos, ou seja, ndo estejam sob segregacdo, € que sejam
bastante divergentes quanto as caracteristicas em estudo (BOREM; MIRANDA, 2013;
RAMALHO et al., 2012). As populagdes obtidas para este intuito sdo as geragdes Fi, F»
e retrocruzamentos RC1 e RC2, além de genitores e hibridos, as geragdes segregantes
sao avaliadas em condi¢des experimentais para a verificagdo da segregacao fenotipica
(RAMALHO et al., 2012)

Para testar as propor¢des fenotipicas nessas geracdes segregantes, a metodologia
comumente utilizada é o teste ndo paramétrico do qui-quadrado (X?). Essa metodologia
baseia-se nas frequéncias observadas e nas frequéncias esperadas para gerar um valor
calculado e esse valor ¢ comparado com outro valor ja tabelado. A hipotese (Ho) € aceita
quando o valor calculado for menor que o valor tabelado, ao contrario, rejeita-se a
hipotese testada, o que significa que os desvios das frequéncias observadas em relacdo
as frequéncias esperadas nao foram devido ao acaso (Hi) (VIANA et al., 2012)

Silva et al. (2021) ao avaliarem a heranca da resisténcia a murcha de fusarium
causada por Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum em cruzamentos e
retrocruzamentos entre MNCO1-649F-2-1 (resistente) e Gurgueia (suscetivel),
empregando o teste do qui-quadrado (X?), observaram na geracdo F» uma proporcio 3:1
(trés planta resistente para uma planta suscetivel), indicando que a heranga que controla
a resisténcia ¢ do tipo monogénica dominante. No mesmo patossistema com outros
parentais, Rigert e Foster (1987), relatam resisténcia monogénica dominante
identificada em relagdo as racas 1, 2 e 3 de Fot com a segregacao de dois genes
dominantes para resisténcia as ragas 2 ¢ 3 (HARE, 1953), ou ainda com dois genes de
resisténcia independentes, sendo um deles com efeito epistatico dominante (13 R: 3 S),
como relatado por (RODRIGUES e COELHO, 2004).

Lucky et al. (2018) investigando a heranca da resisténcia em linhagens de feijao-
caupi, encontraram um padrdo de segregacdo que se encaixa na proporcao 3:1,

indicando que a resisténcia ¢ conferida por um tnico gene de dominante.

1.4. Estresse oxidativo

O ataque de patogenos, incluindo os fungos, induz a planta a defender-se

inicialmente através da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em
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estresse oxidativo em plantas (AYBEKE, 2017), e ativando o sistema de defesa
antioxidante a exemplo de enzimas SOD, CAT, POX e APX (KANG et al., 2014).

Em plantas expostas ao estresse abidtico e bidtico ¢ comum a produgdo de EROs,
o patdégeno ao romper a célula vegetal faz com que cations e anios sejam liberados no
meio, quando os anios entram em contato com oxigénio ocorre a formagdo de
superoxido (O27), que se transformam em radical hidroxila (OH), pelo peréxido de
hidrogénio (H20) (GILL; TUTEJA, 2010).

O excesso de radicais livres gerados durante a infecgdo por patdogenos € nocivo
as plantas, no entanto, para se proteger contra esses toxicos, as células das plantas e
suas organelas empregam um sistema de defesa antioxidante Entre estes mecanismos
antioxidantes destacam-se as enzimas peroxidases (POX), superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (DAVAR et al., 2013; UARROTA et
al., 2014). A primeira enzima envolvida no sistema de defesa da planta ¢ a SOD a qual
pode ser formada tanto a nivel de membrana, cloroplasto e mitocondria, ela converte o
radical superdxido O2 em peroxido de hidrogénio H202. (GILL; TUTEJA, 2010).

ApoOs a conversdo a POX atua convertendo o peroxido de hidrogénio em agua,
bem como a APX e a CAT.

Plantas de trigo infectadas por Bipolaris sorokiniana apresentaram acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), que causam estresse oxidativo, e aumentaram as
atividades de enzimas antioxidantes (RIOS et al., 2017).

Essas EROs devem ser efetivamente eliminadas, para evitar danos oxidativos as
células vegetais, levando a peroxidagdo lipidica e a destrui¢do de macromoléculas como
lipidios, 4cidos nucléicos, pigmentos e proteinas (APEL et al., 2004). Aliado ao seu
efeito fungicida, as folhas de trigo pulverizadas com azoxistrobina apresentaram
maiores atividades de SOD, POX e CAT, que foram associadas a menor concentragao
de EROS, retardando a senescéncia foliar e prolongando a duracdo da fotossintese (WU;
VON-TIEDEMANN, 2001; ZHANG et al., 2010).

Ataques de patdégenos resultam em reducdo da fotossintese nas folhas
(BASSANEZI et al., 2002; BASTIAANS, 1993), e como consequéncia perda de
produtividade (BASSANEZI et al., 2002). Estudos recentes usando fluorescéncia de
Chla permitiu compreender as mudangas no potencial fotossintético em plantas infectas

por patogenos (BAKER et al. 2001; ROLFE et al., 2010).
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1.5. Uso da nanotecnologia na agricultura

Em 1959, o fisico norte americano Richard Feynman foi o primeiro cientista a
descrever a possibilidade de manipular a matéria em escala manométrica e desenhou a
ideia de construir objetos bottom-up. Feynman, criando o conceito de nanotecnologia
na comunidade cientifica. (DE MORAIS et al., 2014)

Nanotecnologia ¢ definida como a ciéncia e a engenharia envolvidas na
concepgao, sintese, caracterizagdo e aplicacdo de materiais e dispositivos cuja menor
organizagdo funcional em pelo menos uma dimensio est4 na escala nanométrica (10
m = Inm) (CLARK; PAZDERNIK, 2016; FERREIRA; RANGEL, 2009).

As nanoparticulas podem ser sintetizadas por varios métodos, de inicio elas
eram produzidas por métodos fisicos e quimicos. Atualmente elas podem ser
sintetizadas por meio biologico, também conhecida como micosintese, método este que
tem sido o mais intensificado e ¢ baseado na formulagao de nano sistemas metalicos por
meio da reducdo de um metal utilizando-se organismos bioldgicos ou parte deles
(IRAVANI, 2011; JEYARAIJ et al., 2013; SILVA et al., 2015).

Dentre os organismos biologicos utilizados para produzir nanoparticulas pode-
se citar bactérias do género Bacillus sp. (SUNKAR; NACHIYAR, 2012) e
Pseudomonas sp. (BAKER et al., 2015), diversas espécies de Fusarium spp. como,
Trichoderma sp. e Alternaria sp. (BALAKUMARAN et al., 2015; HALKALI et al.,
2017; SINGH et al., 2017) e dentro da biossintese verde as proteinas oriundas de fungos
e plantas sdo as mais utilizadas (RAI, 2012).

Na fitopatologia a aplicacdo da nanoparticula comparada a outras areas ¢ um
tanto quanto recente. Dessa forma varias oportunidades podem ser exploradas, como o
desenvolvimento de produtos com caracteristicas bactericidas, fungicidas, nematicidas
e viricidas e o desenvolvimento de sensores sensiveis e seletivos. Estudos tem
confirmado a eficiéncia de NPs de metais contra patégenos de plantas, insetos e pragas.
(CHOUDHURY et al., 2010; RAL; INGLE, 2012).

Nos ultimos anos, produtos de nanofertilizantes ou nanopesticidas contendo
nanomateriais foram desenvolvidos em praticas agricolas, e comercializados para uso
de forma controlada (FURLANETO, 2011). De modo recente, materiais bioldgicos
como microrganismos, extratos de plantas, organismos marinhos e microfluidos tém
sido usados para sintetizar nanoparticulas (principalmente as metalicas) (BANERJEE et

al., 2014; ROBERTO et al., 2019; SINGH et al., 2018) porém as produzidas por
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bioextratos de plantas sdo mais estaveis, econdmicas e ecologicas quando comparadas
com outros organismos (BEGUM et al.,2018).

O objetivo do trabalho foi i) avaliar a heranga da resisténcia da cultivar Miranda
IPA 207 e BR-17 Gurguéia ao F. oxysporum f.sp. tracheiphilum visando sua utilizagao
no desenvolvimento de novas variedades resistentes; ii) elucidar os possiveis
mecanismos de defesa envolvidos na resisténcia ; iii) avaliar as alteragdes fisiologicas e
bioquimicas em cultivares de feijado-caupi com diferentes niveis de resisténcia a F.
oxysporum f. sp. tracheiphilum e iv) verificar o potencial de uso de nanoparticulas de

prata e cobre no controle da murcha de fusarium.
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RESUMO

A murcha de fusarium, causado por Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum (Fot), é
relatada em muitas regides produtoras provocando perdas na produgdo e produtividade no
Brasil e no mundo. O uso de cultivares resistentes ¢ o0 método mais eficiente de controlar esta
doenga. Para desenvolver novas cultivares ¢ imprescindivel que se realize o estudo da heranga
daresisténcia, a fim de se obter informagdes necessarias para o correto planejamento e execucao
do programa de melhoramento genético. O objetivo com esta pesquisa foi avaliar a heranca da
resisténcia do feijao-caupi Miranda IPA 207 e BR-17 Gurguéia ao Fot visando sua utiliza¢ao
no desenvolvimento de novas variedades resistentes. O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo, sendo analisados os genitores Miranda IPA 207 (resistente) ¢ BR-17 Gurguéia
(suscetivel) e as geragdes Fi e F2 os quais foram semeados e as plantas inoculadas e avaliadas
quanto a resisténcia de Fot. No parental resistente 93,55% das plantas ndo apresentaram
sintomas da doenca enquanto 6,45% de plantas apresentaram sintomas leves (notas 3,0). No
entanto, todas as plantas do parental BR-17 Gurguéia foram suscetiveis com 100% das plantas
com notas 3,0, 4,0 e mortas. Na geracao F», 57,7% das plantas foram resistentes e 42,3%
suscetiveis. Estes resultados foram analisados pelo teste do qui -quadrado e sugerem que a

heranca da resisténcia a Fot, ¢ controlada por dois genes com efeito epistatico recessivo duplo.

Palavras-chaves: Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, Vigna unguiculata,

Melhoramento Genético.
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ABSTRACT

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum (Fot), is reported in many
producing regions causing losses in production and productivity in Brazil and in the world. The
use of resistant cultivars is the most efficient method of controlling this disease. In order to
develop new cultivars, it is essential to carry out the study of the inheritance of resistance, in
order to obtain the necessary information for the correct planning and execution of the genetic
improvement program. The objective of this research was to evaluate the inheritance of
resistance of the cowpea Miranda IPA 207 and BR-17 Gurguéia to Fot, aiming its use in the
development of new resistant varieties. The experiment was carried out in a greenhouse, being
analyzed the parents Miranda IPA 207 (resistant) and BR-17 Gurguéia (susceptible) and the
generations F1 and F2 which were sown and the plants inoculated and evaluated for the
resistance of Fot. In the resistant parent, 93.55% of the plants showed no symptoms of the
disease while 6.45% of the plants showed mild symptoms (grades 3.0). However, all plants of
the parental BR-17 Gurguéia were susceptible with 100% of the plants with scores 3.0, 4.0 and
dead. In the F2 generation, 57.7% of the plants were resistant and 42.3% were susceptible.
These results were analyzed by the chi-square test and suggest that the inheritance of Fot

resistance is controlled by two genes with double recessive epistatic effect.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, Vigna unguiculata, Genetic

Improvement.
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INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), também conhecido como “feijao-de-
corda” e “feijdo-macassar”, ¢ uma leguminosa de elevada importancia econémica social e
cultural, sendo um dos principais componentes da dieta alimentar da populagdo nas regides
Norte e Nordeste do Brasil, especialmente na zona rural (Aratjo et al. 2019). E uma cultura de
grande importancia devido ao seu valor nutricional, sendo rica em proteinas, carboidratos,
vitaminas. Adicionalmente, o seu cultivo ¢ capaz de gerar emprego e renda aos agricultores
dessas regides brasileiras (Andrade Junior et al. 2002; Philips et al. 2003; Jayathilake et al.
2018).

No Brasil a area plantada na safra de 2021/2022, foi superior a 1.279,2 mil hectares,
com uma producdo de 677,4 mil toneladas (Conab, 2022). O Nordeste ¢ o maior produtor de
feijdo-caupi com cerca de 1.046,6 mil hectares plantados e uma produ¢do média de 457,1 mil
toneladas (Conab, 2022). Apesar de sua rusticidade, o feijdo-caupi ainda apresenta baixos
indices de produtividade devido a baixa tecnificagdo de cultivo, solos com pouca fertilidade,
chuvas irregulares e a ocorréncia de pragas e doencgas (Freire-Filho et al. 2011; Castro 2012;
Dias et al. 2016).

Dentre as doencas, a murcha de fusarium, causada pelo fungo de solo Fusarium
oxysporum f. sp. tracheiphilum (Fot) merece destaque por ocorrer principalmente nas regioes
semiaridas do Nordeste brasileiro, ocasionando danos significativos na sua producdo. Esse
fungo coloniza as raizes e o xilema das plantas, impedindo a condu¢do de 4dgua e levando a
murcha e posterior morte dos individuos (Schmidt et al. 2016). Ha relatos de perdas de producao
de até 50% da 4rea plantada em paises como a Nigéria, de 75% na India, chegando até 98% em
campo artificialmente infestado no Brasil (Oyekan, 1977; Allen 1983; Michereff et al. 2005).0
principal sintoma decorrente da infec¢@o por Fot ¢ a murcha que ¢ sucedida com sintomas de
clorose das folhas velhas, senescéncia prematura das folhas situadas no ter¢o inferior e por fim

morte da planta. (Bianchini et al. 2005; Sampaio et al. 2020). A murcha de fusarium ¢ de dificil
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controle, por se tratar de um patogeno de solo que sobrevive pela produgao de clamidésporos,
sendo o emprego da resisténcia genética o método mais eficiente de manejo para essa doenca
(Oliveira 1981; Rodrigues e Coelho 2004).

Diversas pesquisas foram realizadas com o objetivo de identificar a resisténcia em
genotipos, como: Magnélia, Iron PI 293520, Iron Tvu 1990, Iron Tvu 1072 e Iron Tvu 1611
(Armstrong e Armstrong 1980), as linhagens L-288004 e L-190004 (Rodrigues e Coelho 2004),
MNCO01-649F-2-1, MNCO01-649F-2-11 (Noronha et al. 2013), TVu 347 (Fawole, 1989; Aratjo
2017), TVu 984 e TVu 109 (Aratijo 2017), além de California Blackeye 27, California Blackeye
46, California Blackeye 50, e IT93K-503-1 (Ehlers et al. 2000; Ehlers et al. 2009; Pottorff et
al. 2012; Pottorff et al. 2014). No entanto, novos estudos envolvendo a descoberta de fontes de
resisténcia genotipica e estudos de heranca associados sdo de fundamentais importancia para o
desenvolvimento de programa de melhoramento genético visando a resisténcia.

Os estudos existentes tém apresentado resultados diversos indicando que a heranga ¢
monogénica, condicionada por um Unico gene dominancia (Rigert e Foster 1987; Lucky et al.
2018; Silva et al. 2021); por dois genes dominantes (Hare 1957) e por dois genes independentes,
um recessivo e outro dominante (Rodrigues e Coelho 2004).

Silva et al. (2021), utilizando a cultivar resistentes MNCO1-649F-2-1, cruzando com a
cultivar suscetivel BR-17 Gurguéia observaram que a heranga da resisténcia a murcha de
fusarium era controlada por um gene dominante, assim como, Lucky et al. (2018) investigando
a heranca da resisténcia a Fot em linhagens de feijao-caupi, encontraram um padrao de
segregagao que se encaixa na proporcao 3:1, indicando que a resisténcia ¢ conferida por um
unico gene dominante. No mesmo patossistema com os parentais CB5 (suscetivel) e CB3 e
7964 (resistentes), foi relatada a ocorréncia de resisténcia monogénica dominante em relagao

asragas 1, 2 e 3 de Fot, com a segregacao de dois genes dominantes para resisténcia as racas 2
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e 3 (Rigert e Foster 1987; Hare 1953), ou ainda com dois genes de resisténcia independentes,
dominante e recessivo (13R: 3S), como relatado por Rodrigues e Coelho (2004).

Em estudos prévios envolvendo diferentes genotipos de feijao-caupi foi identificado um
alto nivel de resisténcia genética da cultivar Miranda IPA 207 a murcha de fusarium (Silva et
al. 2021). Assim, ¢ de fundamental importancia o conhecimento sobre o tipo de heranca
genética da resisténcia ao Fot, presente na variedade Miranda IPA 207, essa cultivar, apresenta
resultados expressivos para as regides de cultivo, podendo ser indicada tanto para a Mesorregiao
da Mata quanto para o Agreste e o Sertdo, nos sistemas sequeiro e irrigado. Pode-se ainda

estender sua indicagdo aos demais estados do Nordeste (Costa et al. 2013).

Portanto, o presente trabalho objetivou avaliar a heranca da resisténcia da cultivar
Miranda IPA 207 (resistente), ao Fot visando sua utilizagdo no desenvolvimento de novas

variedades resistentes de feijao-caupi.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Desenho experimental

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com trés repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida por trés plantas por vaso. Os experimentos
foram conduzidos em casa de vegetacdo situada na latitude 8° 1°1.16” S e longitude
34°56°38.70” O, localizada no Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) Recife-PE.

2.2. Genotipos de Feijao-caupi

O estudo foi realizado a partir do cruzamento entre o gendtipo Miranda IPA 207
(parental resistente) e BR-17 Gurguéia (parental suscetivel), ambos obtidos junto ao Banco
Ativo de Germoplasma de feijao-caupi do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA). Os
parentais apresentam flores roxas sendo o resistente usado como receptor feminino e o

suscetivel como doador masculino.
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2.3. Ensaio de Cruzamento

Apo6s a realizagao do cruzamento entre os parentais, as sementes F; foram obtidas e
posteriormente semeadas dando origem as plantas Fi que, por autofecundagdo originaram a
populacao F>. Semanalmente, apoés a emergéncia das folhas primarias foram realizadas
fertirrigagdes com solugdo nutritiva contendo 6,4 g L "' de KCI; 3,48 g L "' de K2S04; 5,01 gL
Tde MgS04.7H,0; 2,03 g L 'de (NH») 2CO; 0,009 g L "' de NHsMO7024.4H,0; 0,054 g L -
l'de H3;BOs; 0,222 g L ! de ZnS04.7H,0; 0,058 g L ! de CuSO4,5H,0; 0,137 g L ! de
MnCI2,4H,0; 0,27 g L-1 de FeS04.7H20 ¢ 0,37 g L' de EDTA bisodico (Xavier Filha et al.

2011), sendo aplicado um volume de 50 mL de solucdo nutritiva por vaso.

Para realizar os cruzamentos foram utilizadas flores do genitor masculino sendo
coletadas no inicio da manha e em seguida essas flores foram conservadas em refrigerador
conforme metodologia de Rachie; Rawal e Franckowiak (1975). A emasculacao e polinizagao
das flores do genitor feminino foram realizadas no final da tarde, a fim de aproveitar a baixa
temperatura e alta umidade relativa do ar a técnica de emasculacao foi realizada segundo
Kheradnam e Niknejad (1971), realizando-se a abertura do botdo floral pela parte ventral, com
um leve corte longitudinal das pétalas, sem remové-las usando uma pinga curva para remog¢ao
da antera (Figura 1).

Para a exposi¢ao do estigma da flor doadora do pdlen, forcou-se o estandarte para tras,
comprimindo a quilha sobre a base da flor, expondo o estigma através da abertura da parte
superior da quilha, removendo as pétalas (Figura 2). A polinizagdo foi realizada friccionando-
se o estigma da flor doadora de polen (masculina) sobre o estigma da flor receptora (feminina),
a qual estava emasculada. Ao término do processo, o botao floral polinizado foi identificado
com uma etiqueta presa por um fio de 12 com a data do cruzamento ¢ o nome do genitor

(Figura3) (Freire Filho et al. 2014).
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1

2 Figura 1. Processo de emasculagao em flores de planta de feijao-caupi, mostrando a abertura

3 do botao floral pela parte ventral.

5 Figura 2. Prepara¢do da flor masculina para emasculagdo A) remog¢do do estandarte; B)
6 remocdo das asas; C) remocao de parte da quilha; D) flor com estigma exposto recoberto de

7 polen.
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Figura 3. Processo de polinizacdo mostrando o cruzamento (A), a etiqueta(B), e uma vagem

cruzada no inicio da maturidade (C).

2.4. Teste de resisténcia ao Fot

Ap6s o cruzamento e obtengdo das geragdes Fi e Fz, as plantas das geragdes parentais
P (Resistente), P> (suscetivel), F; (hibridos) e F> (populacdo segregante) foram inoculadas com
o isolado CMM-732 de Fot (Figura 4) que apresenta alto nivel de agressividade (Veloso 2013;
Noronha et al. 2013; Silva et al. 2021). Esse isolado foi obtido junto & Colecdo de Culturas de
Fungos Fitopatogénicos “Prof.* Maria Menezes” — CMM, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Recife- PE). Apds a semeadura as plantulas com o primeiro par de folhas
trifoliolada expandidas (aproximadamente 14 dias), foram inoculadas utilizando a metodologia
de imersdo de raiz em suspensdo de conidios (Pastor-Corrales e Abawi 1987). As raizes das
plantas de feijdo-caupi foram cuidadosamente retiradas dos copos e lavadas com agua até a
retirada do substrato. Apds o corte do terco final, a raiz foi imersa por cinco minutos em becker
plastico com 200 mL de suspensio contendo 1x10° conidios/mL. Imediatamente apds a
inoculagdo, as plantulas foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 3 dm? de
substrato previamente descrito. O controle consistiu em plantas com raizes cortadas e imersas
em agua destilada por cinco minutos.

A avaliagdo da severidade da murcha de fusarium nas plantas foi realizada aos 21 dias
apos a inoculacdo, com o auxilio de uma escala de notas adaptada de Schoonhoven e Pastor-
Corrales (1987), onde: 0 = planta sem sintomas externos; 1 = menos de 10% da folhagem com
clorose e/ou murcha; 2 = aproximadamente 25% de folhas com clorose e/ou murcha; 3 =
aproximadamente 50% das folhas e ramos com clorose e/ou murcha, com as plantas
manifestando nanismo; 4 = aproximadamente 75% ou mais das folhas e ramos com murcha,
nanismo severo e desfolha prematura, frequentemente resultando na morte da planta. O valor

da nota foi dado em cada planta dos genitores, hibridos e populagdes segregantes de cada
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cruzamento (P1, P2, Fi e F2). O valor médio das notas considerando as trés repetigdes em cada
gendtipo foi utilizado para discriminar os genotipos em classes de reacdo, sendo: 0 a 1,0 =

resistente (R) e 2,1 a 4,0 = suscetivel (S).

A partir da classificacdo fenotipica das plantas nas geracdes segregantes, a analise foi
realizada por meio do Teste-qui-quadrado (y*) para estimar o nimero de genes envolvidos no

controle da resisténcia, utilizando o programa GENES (Cruz 2013).

3. RESULTADOS

De acordo com os resultados das avaliagdes da murcha de fusarium (Tabela 1), o
parental resistente masculino apresentou nota média de 0,87, sendo 93,55% de plantas
resistentes sem sintomas da doenga e o parental suscetivel 6,45% de plantas com sintomas. No
entanto, todas as plantas do parental BR-17 Gurguéia foram suscetiveis, com 100% das plantas
com notas 3, 4 e mortas. Na geracdo F; (Miranda IPA 207 x BR 17 Gurguéia) das 34 plantas
avaliadas 23 foram resistentes e 11 suscetiveis, com média de notas da murcha de fusarium de
1,56, sendo mais proxima da média do parental resistente (0,87) em relagdo ao parental
suscetivel (3,68). Na geracdo F», das 246 plantas analisadas 142 apresentaram resisténcia
(57,7%) e 104, suscetibilidade (42,3%), quando a média das notas da murcha dessa geragao foi
1,26, também mais proxima do parental resistente. Conforme pode ser visualizado no teste do
qui-quadrado (Tabela 1), na geragdo F; foi aceita a propor¢do 2:1 (resistente:suscetivel), e na
geracdo F» aceita a proporcao 9:7 (resistente:suscetivel), corroborando com a hipdtese de que a
heranga genética da resisténcia a Fot ¢ controlada por dois genes dominantes complementares.
Este resultado revela que ha uma interagao génica do tipo epistasia envolvida na expressao da

resisténcia.

4, DISCUSSAO

O uso da resisténcia genética caracteriza-se por ser um método de controle eficiente e

diminui a utilizagdo de defensivos quimicos. Particularmente, para a murcha de fusarium esta
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¢ a principal forma de manejo, uma vez que o controle quimico ndo ¢ recomendado. Apesar de
estudos realizados previamente mostrando a eficiéncia de gendtipos (Noronha et al. 2013;
Pottorff et al. 2014; Silva et al. 2021b) e estudos de heranca (Silva et al. 2021a), novos estudos
sdo necessarios para identificar gendtipos resistentes e determinar a sua heranga pertinente.
Segundo Silva et al. (2021a), estes estudos visam a recomendag¢do para plantios comerciais e
auxiliam a incorporagdo da resisténcia em cultivares suscetiveis pelos programas de
melhoramento genético. O presente estudo, até o nosso conhecimento, ¢ o primeiro que
demonstra a heranga da resisténcia & murcha de fusarium nas variedades de feijao-caupi
Miranda IPA 207 e BR-17 Gurguéia, sendo a resisténcia expressa por dois genes dominantes

com efeito de epistasia recessiva dupla.

A avaliacdo da geracdo F2, mostrou que 142 plantas das 246 inoculadas, comportaram-
se como resistentes enquanto 104 plantas, como suscetiveis, apresentando uma proporc¢ao
fenotipica de nove plantas resistentes para sete plantas suscetiveis (9:7). A anélise do teste qui-
quadrado nessa populagdo confirmou a hipdtese de que a resisténcia do genotipo Miranda IPA
207 a murcha de fusarium ¢ controlada por dois genes dominantes complementares. Este
resultado se assemelha ao encontrado por Batista (2017), que, ao avaliar a populacdo F
proveniente do cruzamento entre os genitores VC13 x RC-1-8 em feijado comum, observaram
uma segregacdo fenotipica de nove plantas resistentes para sete plantas suscetiveis (9:7),
chegando a conclusdo de que a heranca da resisténcia de plantas de feijao ao fungo F.
oxysporum f. sp. phaseoli ¢ controlada por dois genes dominantes complementares.

Pastor-Corrales e Frederick (2008), ao analisarem a segregacdo da resisténcia a
Phakopsora pachyrhizi (FAS) em 241 plantas de feijdo-comum na geracao F», provenientes do
cruzamento entre a cultivar suscetivel Mexico 309 e Compuesto Negro Chimaltenengo CNC,
concluiram que a resisténcia na cultivar CNC ¢ controlada pela interagdo de dois genes

dominantes complementares. Resultados semelhantes também foram obtidos por Hare (1953),
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quando realizou estudos com outros parentais resistentes nesse patossistema, encontrou uma
heranca de dois genes dominantes para resisténcia as ragas 2 ¢ 3 do Fot. No entanto, alguns
resultados encontrados diferem do presente estudo, como o de Silva et al. (2021a) que ao avaliar
a heranca da resisténcia & murcha de fusarium em cruzamentos e retrocruzamentos entre
MNCO1-649F-2-1 (resistente) ¢ BR-17 Gurgueia (suscetivel), empregando o teste do qui-
quadrado, observaram a segregacdo de trés plantas resistentes para uma planta suscetivel na
populacao F», indicando que a heranca da resisténcia ¢ controlada por um gene monogénico
dominante. No mesmo patossistema com os parentais CB5 (suscetivel) e CB3 e 7964
(resistentes) Rigert e Foster (1987), identificaram que a heranca da resisténcia ¢ do tipo
monogénica dominante em relagdo as racas 1, 2 e 3 de Fot. Resultados semelhantes foram
obtidos por Lucky et al. (2018) investigando a heranca da resisténcia @ Fot em linhagens de
feijdo-caupi encontraram um padrido de segregacdo que se encaixa na proporcao trés plantas
resistentes para uma planta suscetivel (3:1), indicando que a resisténcia ¢ conferida por um
unico gene dominante. Ha ainda resultados que apontam que a heranca da resisténcia ao
fusarium ¢ conferida por dois genes de resisténcia independentes, dominante e recessivo (13R:
3S), como relatado por Rodrigues e Coelho (2004).

O estudo da heranga da resisténcia estd diretamente interligado com a recomendacao do
método de melhoramento genético de plantas a ser utilizado no programa de melhoramento da
cultura, pois através de retrocruzamentos ja se torna possivel a incorporacao da resisténcia a
doenca em cultivares suscetiveis (Castro et al. 2003; Borém e Miranda 2009; Capucho et al.
2009; Nkalubo et al. 2009; Musoni et al. 2010; Caixeta e Zambolim 2014; Batista et al. 2017.
Ap0s a realizagao do cruzamento entre o doador e o recorrente, o hibrido F; € retrocruzado com
o recorrente e somente os individuos que apresentarem resisténcia a doenga, juntamente com

as caracteristicas agrondmicas requeridas serao retrocruzados com o recorrente em varios ciclos
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até obter o genotipo com as caracteristicas agrondmicas do recorrente e o gene de resisténcia
do parental doador (Borém e Miranda 2009; Caixeta e Zambolim 2014).

Provavelmente, este ¢ um dos poucos relatos sobre resisténcia conferida por dois genes
complementares, sendo um deles com efeito epistatico recessivo duplo. Diante disto ¢
importante o desenvolvimento de novos estudos que possibilitem a identificagdo da localizagao
desses genes no caridtipo da cultura. O mapeamento genético ¢ uma ferramenta que pode ser
utilizada na identificagdo de possiveis marcadores moleculares ligados ao gene de resisténcia,
tendo potencial de se aplicar em melhoramento com sele¢do assistida por marcadores
moleculares, como relatado em diversas pesquisas (Rajpurohit et al. 2011; Yamanaka et al.
2015; Hanson et al. 2016; Luo et al. 2017). A selecdo assistida por marcadores tem como
vantagens, a reducao do tempo de obten¢ao de cultivares comerciais resistente, além de facilitar
na piramida¢ao de outros genes de resisténcia que forem identificados, tendo em vista o manejo
e maior durabilidade da resisténcia no campo (Mcdonald e Linde 2002; Mcdonald 2014).

De acordo com Pottorff et al. (2012) e Pottorff et al. (2014), é extremamente importante
considerarem as ragas de Fot, pois cultivares antes resistentes podem apresentar a murcha de
fusarium em determinados campos devido a presenc¢a de outras ragas do patégeno. Diante disso,
pesquisas devem ser realizadas para identificar as ragas predominantes e mais distribuidas de
Fot no Brasil, pois esse tipo de conhecimento acarreta uma melhor recomendacao de cultivares

para o plantio.

AGRADECIMENTOS

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela concessdo da
bolsa de Doutorado a Risoneide de Céssia Z. Silva. Ao pesquisador Dr Antonio Félix da Costa
do Instituto Agrondomico de Pernambuco pelo fornecimento dos genétipos e ao Prof. Dr Sami

Jorge Michereff pelo isolado de Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (CMM-732).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

44

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Allen, D. J. (1983) The pathology of tropical food legumes: disease resistance in crop

improvement. New York: John Wiley e Sons, p. 413

Andrade Junior ASde, Rodrigues BHN, Frizzone JA, Cardoso MJ, Bastos EA, Melo FDEB
(2002) Niveis de irrigacdo na cultura do feijdo-caupi. Revista Brasileira de Engenharia

Agricola, 6: 17-20

Aratjo BA, Queiroz TRG, Torres WLV, Moreira FJC (2019) Veranicos na produtividade de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata) no municipio de Crateus, Ceard. Revista verde de

agroecologia e desenvolvimento sustentavel 14:312-316

Aratjo LBR (2017) Potencial genético de variedades tradicionais de feijado-caupi e avaliacao
para resisténcia a murcha de fusarium. Dissertagdo de Mestrado, Universidade Federal do

Ceara. Fortaleza, Brasil.

Armstrong GM, Armstrong JK (1980) Cowpea wilt Fusarium oxysporum f. sp. Tracheiphilum

race I from Nigeria. Plant Disease 64:954-955

Costa AF, Souza MCM, Couto VTB, Coitinho LBC, Tavares JA, Fonseca MAC (2013)
Miranda IPA 207, Nova Cultivar de Feijao-Caupi para o Nordeste Brasileiro. Pesquisa

Agropecuaria Pernambucana, 18: 39-43

Batista RO, Silva LC, Moura LM, Souza MH, Carneiro PCS, Carvalho-Filho JLS, Carneiro
JES (2017) Inheritance of resistance to fusarium wilt in common bean. Euphytica 213: 1-12,

2017

Bianchini A, Maringonl AC, Carneiro SMTPG (Eds.) (2005) Manual de fitopatologia. Vol. 2.

Doengas das plantas cultivadas. 4. Ed. Sdo Paulo

Borém A, Miranda GV. (2009) Melhoramento de plantas. 5.ed. UFV, Vigosa



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

45

Caixeta ET, Zambolim EM. Melhoramento genético de plantas visando resisténcia a doengas.
In: Zambolim L, Jesus-Junior WC, Rodrigues FA (2014) (Eds.). O essencial da fitopatologia:

controle de doencgas de plantas. Vigosa: Suprema Grafica e Editora, p. 553-576

Capucho AS, Caixeta ET, Zambolim EM Zambolim L (2009) Heranga da resisténcia do Hibrido

de Timor UFV 443-03 a ferrugem-do-cafeeiro. Pesquisa agropecudria Brasileira 44

Castro CN (2012) A agricultura no nordeste brasileiro: oportunidades e limitagdes ao

desenvolvimento. 1. ed. Rio de Janeiro, RJ: IPEA.

Castro NR, Menezes GC, Coelho RSB (2003) Heranca da resisténcia genética do caupi a

cercosporiose. Fitopatologia Brasileira 28:552-554.

CONAB - COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da Safra
Brasileira de Graos, Brasilia, DF, v. 9, safra 2021/22, n. 10 décimo levantamento, Disponivel
em: https://  https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/graos/boletim-da-safra-de-graos.

Acesso em: 30 de julho de 2022

Dias FTC, Bertini CHC M, Freire filho FR (2016) Genetic effects and potential parents in

cowpea. Crop Breeding and Applied Biotechnology 16: 315-320

Ehlers JD, Hall AE, Patel PN, Roberts PA, Matthews WC (2000) Registration of "California

Blackeye 27" cowpea. Crop Science 40: 854-855

Ehlers JD, Sanden BL, Frate CA, Hall AE, Roberts PA (2009) Registration of "California

Blackeye 27" cowpea. Journal Plant Registrations 3: 236-240.

Fawole EA (1989) Evaluation of cowpea lines for resistance to wilt of cowpea caused by
Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. Fitopatologia Brasileira 14: 232-234.
Freire Filho FR, Ribeiro VQ, Cardoso MJ, Santos AA, Nogueira MSR, Vieira PFMJ, Rocha

MM, Silva KJD (2014) Cruzamentos de feijao- caupi [Vigna unguiculata (L) Walp.] realizados


https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/graos/boletim-da-safra-de-graos

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

46

na Embrapa Meio-Norte, no periodo de 1982 a 2012. Embrapa Meio Norte. Teresina.

Documentos, 226- 121

Freire-Filho FR, Ribeiro VQ, Rocha MM, Silva KJD, Nogueira MSR, Rodrigues EV (2011)
Feijao-caupi no Brasil: produ¢do, melhoramento genético, avancos e desafios. 1. ed. Teresina,

PI: Embrapa Meio-Norte.

Hanson P, Lu S, Wang JF, Chen W, Kenyon L, Tan CW, Tee KL, Wang YY, Hsu YC,
Schafleitner R, Ledesma D, Yang RY (2016) Conventional and molecular marker-assisted

selection and pyramiding of genes for multiple disease resistance in tomato. Scientia

Horticulturae 201: 346-354
Hare WW (1953) A new race of Fusarium causing wilt of cowpea. Phytopathology 43:291.

Hare WW (1957) A new race of Fusarium causing wilt of cowpea. Phytopathology, Saint Paul,

47: 457-465

Jayathilake C, Visvanathan R, Deen A, Bangamuwage R, Jayawardana CB, Nammi S, Liyanage
R (2018) Cowpea: an overview on its nutritional facts and health benefits. Journal of the Science

of Food and Agriculture 98: 4793-4806

Kheradnam M, Niknejad M (1971) Crossing Technique in Cowpeas. Iranian Journal

Agriculture Research Teheran1:57-58

Lucky OO, Danmaigona CC, Kamara AY, Ekefan EJ, Timko MP (2018) Genetic analysis of

Fusarium wilt resistance in cowpea (Vigna unguiculataWalp.). Plant Breeding 137:773-781

Luo Y,MaT, Zhang A, Ong KH, Luo Z, Li Z, Yang J, Yin Z (2017) Marker-assisted breeding
of Chinese elite rice cultivar 9311 for disease resistance to rice blast and bacterial blight and

tolerance to submergence. Molecular Breeding 37: 106



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

47

Mcdonald BA (2014) Using dynamic diversity to achieve durable disease resistance in

agricultural ecosystems. Tropical Plant Pathology 39: 191-196

Mcdonald BA, Linde C (2002) Pathogen population genetics, evolutionary potential, and

durable resistance. Annul Review Phytopathology 40: 349-379

Michereff S J (2005) Importancia dos patdégenos e das doencas radiculares em solos tropicais.
In: Michereff SJ, Andrade DEGT, Menezes M (Eds.). Ecologia e Manejo de Patdgenos

Radiculares em Solos Tropicais. 1. ed. Recife, PE: UFRPE - Imprensa Universitaria, p. 1-18.

Musoni A, Kimani P, Narla RD, Buruchara R, Kelly J (2010) Inheritance of fusarium wilt
(Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli) resistance in climbing beans. African Journal of

Agricultural Research 5:399-404.

Nkalubo ST, Melis R, Derera J, Laing MD, Opio F (2009) Genetic analysis of anthracnose

resistance in common bean breeding source germplasm. Euphytica 167:303-312.

Noronha MA, Lopes CLRBP, Oliveira BMM, Ventura HP, Torres RJA, Michereff SJ, Silva
KJD (2013) Resisténcia de gendtipos de feijao-caupi a Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii In: Congresso Nacional de Feijao-caupi,
Recife-PE, 3p.

Oliveira MZA Fungos associados a sementes de caupi: Identificagdo, patogenicidade e controle.

1981, 41f. Dissertacao (Mestrado em Fitopatologia) - Universidade de Brasilia, Brasilia, 1981.

Oyekan PO (1977) Reactions of some cowpea vaneties to Fusarium oxyspomm f.sp.

tracheiphilum in Nigeria. Tropical Grain Legume Bulletin, Ibadam 8:47-49

Pastor-Corrales MA, Frederick RD (2008) Resistance to the soybean rust pathogen
(Phakopsora pachyrhizi) in common bean cultivar CNC. Annual Report of The Bean

Improvement Cooperative 51: 20-21



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

48

Philips RD, McWatters KH, Chinnan MS, Hung Y, Beucha LR, Sefa-Dedeh S, Sakyi-Dawson
E, Ngoddy P, Nnanyelugo D, Enwere J, Komey NS, Liu K, Mensa-Wilmot Y, Nnanna IA,
Okeke C, Prinyawiwatkul W, FK Saalia FK (2003) Utilization of cowpeas for human food.

Field Crops Research 82:193-213

Pottorff M, Wanamaker S, Ma YQ, Ehlers JD, Roberts PA, Close TJ (2012) Genetic and
Physical Mapping of Candidate Genes for Resistance to Fusarium oxysporum f. sp.

Tracheiphilum race 3 in Cowpea [ Vigna unguiculata (L.) Walp]. PLoS one 7:1-12.

Pottorff MO, Li G, Ehlers JD, Close TJ, Roberts PA (2014) Genetic mapping, synteny, and
physical location of two loci for Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum race 4 resistance in

cowpea Vigna unguiculata (L.) Walp] Mol Breeding 33:749-791

Rachie K, Rawal KM, Franckowiak JDA (1975) rapid method of hand crossing cowpeas.

Ibadan, Nigéria: Institute of Tropical Agriculture 5p.

Rajpurohit D, Kumar R, Kumar M, Paul P, Awasthi A, Basha PO, Puri A, Jhang T, Singh K,
Dhaliwal HS (2011). Pyramiding of two bacterial blight resistance and a semidwarfing gene in

Type 3 Basmati using marker-assisted selection. Euphytica 178:111-126

Rigert RS, Foster KW (1987) Inheritance of resistance to two races of Fusarium wilt in three

cowpea cultivars. Crop Science 27:220-224

Rodrigues AA, Coelho RSB (2004) Murcha de fusario do caupi: métodos de inoculagdo, reagao

de germoplasma e controle genético da resisténcia. Summa Phytopathologica 30: 23-30

Sampaio AM, Araujo SS, Rubiales D, Patto MCV (2020) Fusarium Wilt Management in

Legume Crops Agronomy (10): 1073

Schmidt SM, Lukasiewicz J, Farrer R, Dam PV, Bertoldo C, Rep M (2016) Comparative
genomics of Fusarium oxysporum f. sp. melonis reveals the secreted protein recognized by the

Fom-2 resistance gene in melon. New Phytologist 209: 307-318



10

11

12

13

14

49

Schoonhoven AV, Pastor-corrales MA (1987) Standard system for the evaluation of bean

germplasm. Cali: CIAT. 53P.

Silva RCZ, Lobo RA, Nicoli A, Batista RO, Filho JLSC, Costa AF, Rios JA (2021a) Inheritance

of genetic resistance to fusarium wilt in cowpea. Tropical Plant Pathology 46:481-486

Silva RCZ, Silva AC, Carvalho RM, Costa AF, Nicoli A, Rios JA (2021b) Identification of

cowpea genotypes resistant to fusarium wilt. Revista Caatinga 34: 957-964

Veloso JS (2013) Diversidade genética, morfoldgica e patogénica de isolados de Fusarium
oxysporum associados a murcha em feijao- caupi. 43f. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) -

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Brasil.

Xavier filha MS, Rodrigues FA, Domiciano GP, Oliveira HV, Silveira PR, Moreira WR (2011)

Wheat resistance to leaf blast mediated by silicon. Australasian. Plant Pathology 40:28-38

Yamanaka N, Morishita M, Mori T, Lemos NG, Hossain MM, Akamatsu H, Kato M, Yamaoka
Y (2015) Multiple Rpp-gene pyramiding confers resistance to Asian soybean rust isolates that

are virulent on each of the pyramided genes. Tropical Plant Pathology 40:283-290



50

Tabela 1. Avaliagdo da segregacdo fenotipica para resisténcia ao F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum (Fot) (isolado CMM-732) inoculado em plantas de feijao-caupi das variedades

Miranda IPA 207 e BR17-Gurguéia. Recife-PE, 2022.

Genotipo ou Cruzamento Nmero de Plantas Taxa esperada >  Probabilidade (%)

R S R:S
Miranda IPA 207 29 2 1:0 - -
BR-17 Gurgueia 0 31 0:1 - -
Fi 23 11 2:1 3.55% -
F2 142 104 9:7 0.21* 64,12

* Aceita-se a hipdtese ao nivel de 5% de significancia (%* calculado menor que o tabelado =

grau de liberdade a 1, X? tabelado 3,84).
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Figura 4. Plantas dos parentais (Pi, P2) e geracdes (F1 e F2) inoculadas com Fusarium

oxysporum f. sp. trachephilum.
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1. RESUMO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) ¢ uma leguminosa cultivada e consumida em
todo o mundo, predominantemente em regides tropicais. Dentre os diversos fatores bioticos que
podem prejudicar a sua produgdo, a murcha causada pelo fungo F oxysporum f. sp.
tracheiphilum (Fot) e considerada de grande importancia. Esse fungo de solo penetra nas raizes
causando sintomas na planta, como redu¢do da altura, clorose foliar, descoloracdo vascular,
murcha e queda prematura das folhas. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o
desempenho fisiologico (fluorescéncia da clorofila (Chl) a,vigor vegetativo, potencial hidrico
e concentragdo de pigmentos fotossintéticos), as atividades de enzimas antioxidantes (ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase (POX), superéxido dismutase (SOD),) e
atividade da fenilalanina amdnia liase (FAL)) em raizes e folhas de plantas suscetivel (BR 17
Gurguéia) e de plantas resistentes (Miranda IPA 207 e MNCO1-649F-2-1). A severidade da
murcha foi menor para plantas resistentes em compara¢do com as plantas suscetiveis. Este
resultado evidenciou maiores concentragdes de clorofila (Chl) a, Chl b e carotenoides, além de
um maior potencial hidrico nestas plantas. Adicionalmente, por apresentar menor severidade a
funcionalidade do aparato fotossintético foi preservada nas folhas. As atividades de SOD, CAT,
POX e APX aumentaram nas folhas e raizes infectadas em comparagdo com os pares nao
inoculadas, sendo a magnitude de aumento foi superior nas plantas resistentes. Para as raizes
de plantas resistentes, a atividade da FAL foi significativamente maior em comparagao as raizes
de BR 17 Gurguéia. Com base nos dados do presente estudo, pode-se concluir que a fotossintese
foi menos prejudicada em plantas resistentes e infectadas por Fot. Houve uma maior efetividade
das enzimas sequestrantes de espécies reativas de oxigénio nas folhas e raizes de plantas
resistentes, sugerindo uma menor infec¢do por Fot. Além disso, a severidade da murcha foi

reduzida nas raizes dos gendtipos resistentes devido ao aumento da atividade da FAL.

Palavras chaves: Estresse bidtico, enzimas oxidativas, fotossintese, Vigna unguiculata.
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ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a legume cultivated and consumed worldwide, but
predominantly in tropical regions. Among the various biotic factors that can impair its
production, the wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (Fot) and
considered of great importance. This soil fungus penetrates the roots causing various plant
symptoms such as reduced height, chlorosis, vascular discoloration, wilting and premature leaf
drop. Thus, this study aimed to evaluate the physiological performance (chlorophyll (Chl) a
fluorescence, vegetative vigor, water potential and concentration of photosynthetic pigments),
the activities of antioxidant enzymes (ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase
(POX), superoxide dismutase (SOD),) and phenylalanine ammonia lyase (FAL) activity in roots
and leaves of susceptible plants (BR 17 Gurguéia) and resistant plants (Miranda IPA 207 and
MNCO1-649F-2-1). Wilt severity was significantly lower for resistant plants compared to
susceptible plants. This result showed higher concentrations of chlorophyll (Chl) a, Chl b and
carotenoids, in addition to a greater water potential in these plants. Additionally, due to its lower
severity, the functionality of the photosynthetic apparatus was preserved in the leaves. SOD,
CAT, POX and APX activities increased in infected leaves and roots compared to uninoculated
pairs, and the magnitude of increase was higher in resistant plants. For the roots of resistant
plants, the activity of FAL was significantly higher compared to the roots of BR 17 Gurguéia.
Based on the data of the present study, it can be concluded that photosynthesis was less impaired
in resistant and Fot-infected plants. There was a greater effectiveness of the enzymes
scavenging reactive oxygen species in the leaves and roots of resistant plants, suggesting a
lower infection by Fot. Furthermore, wilt severity was reduced in the roots of resistant

genotypes due to increased FAL activity.

Keywords: Biotic stress, oxidative enzymes, photosynthesis, Vigna unguiculata
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2. INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma leguminosa cultivada e consumida
em todo o mundo, mas predominantemente em regides tropicais onde predomina a agricultura
de sequeiro. No Brasil, a produ¢do de feijao-caupi ¢ de 677,4 mil toneladas, sendo cultivado
em 1.279,2 mil hectares, com produtividade de 530kg hectares (Conab 2022). Os maiores
produtores no Nordeste, sdo os estados do Ceara, Piaui e Bahia (Conab 2022). Devido ao seu
alto valor nutricional, principalmente por se tratar de uma leguminosa rica em proteinas,
carboidratos, vitaminas, minerais, fibras e com baixo teor de gordura, o feijao-caupi ¢ um dos
principais componentes da dieta de diversas populagdes de baixa renda no mundo (Philips et
al. 2003; Chathuni et al. 2018). O feijao-caupi € suscetivel a inimeras doenc¢as sendo a murcha
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (Fot) (E.F. Smith), a mais
importante (Nechet e Vieira 2006). O fungo penetra através do sistema radicular causando
varios sintomas na planta, como reducdo da altura, clorose, descoloracdo vascular, murcha e
queda prematura das folhas (Armstrong e Armstrong 1980; Assunc¢ao et al. 2003b; Pottorff et
al. 2012). Os sintomas externos normalmente se tornam evidentes no estadgio de plantula ou
durante a floragdo e o desenvolvimento inicial das vagens, resultando em alta mortalidade das
plantas nas areas afetadas com perda significativa de rendimento geral (Pottorff et al. 2012).
Fot é um fitopatogeno de solo de dificil controle, sendo importante estudos envolvendo métodos

de manejo efetivos e sustentdveis como o emprego da resisténcia genética (Gordon 2017)

O excesso de radicais livres gerados durante a infeccdo por patdogenos € nocivo as
plantas, sendo importante a atuagdo do sistema antioxidante. Entre estes mecanismos
antioxidantes destacam-se as enzimas peroxidases (POX), superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (Davar et al. 2013; Uarrota et al. 2014).
Plantas de trigo infectadas por Bipolaris sorokiniana apresentaram acimulo de espécies

reativas de oxigénio (EROs), que causam estresse oxidativo, € aumentam as atividades de
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enzimas antioxidantes (Rios et al. 2017). As ROS incluem radicais livres como o anion
superoxido (O27) e o radical hidroxila (OH), bem como moléculas ndo radicais, como o
peréxido de hidrogénio (H202) (Sharma et al. 2012). Essas EROs devem ser efetivamente
eliminadas, para evitar danos oxidativos as células vegetais, levando a peroxidacao lipidica e a
destrui¢do de macromoléculas como lipidios, 4cidos nucléicos, pigmentos e proteinas (Apel et
al. 2004). Aliado ao seu efeito fungicida, as folhas de trigo pulverizadas com azoxistrobina
apresentaram maiores atividades de SOD, POX e CAT, que foram associadas a menor
concentragdo de ROS, retardando a senescéncia foliar e prolongando a duracdo da fotossintese
(Wu e Von-Tiedemann 2001; Zhang et al. 2010). Ataques de patdogenos resultam em redugdo
da fotossintese nas folhas (Bassanezi et al. 2002; Bastiaans 1993), e, como consequéncia perda
de produtividade (Bassanezi et al. 2002). Estudos recentes usando fluorescéncia de Chla
permitiram compreender as mudangas no potencial fotossintético em plantas infectas por

patdgenos (Baker et al. 2001; Rolfe et al. 2010).

Apesar de inimeros estudos envolvendo enzimas do sistema antioxidativo e parametros
fisiologicos, poucos sdo os relatos envolvendo efeito de patdogenos de solo. Assim, o presente
estudo objetivou avaliar o efeito de Fot sobre os processos bioquimicos e fisioldgicos de
genotipos feijdo-caupi com diferentes niveis de resisténcia. Adicionalmente, este trabalho busca
elucidar os mecanismos bioquimicos de defesa que operam em gendtipos resistentes de feijao-

caupi durante o processo de infec¢ao por Fot.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Implanta¢io do experimento

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo da Universidade Federal
Rural de Pernambuco Recife-PE, localizado nas coordenadas geograficas 08° 00’ 59,9°” S e 34°
56’ 38,6 W. Foram utilizados trés genotipos de feijado-caupi BR-17 Gurguéia (padrio de

suscetibilidade), Miranda IPA 207 e MNCO1-649F-2-1 (consideradas resistentes e altamente
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resistente a murcha de fusarium, respectivamente) (Silva et al. 2021). Um total de 30 sementes
de cada genoétipo foram semeadas em copos plasticos contendo substrato composto de uma
mistura de 1: 1: 1 de casca de pinheiro, turfa e vermiculita expandida ((Basaplant ®, Artur
Nogueira, Sdo Paulo, Brazil). O substrato em cada vaso foi fertilizado com uma solugdo
nutritiva contendo 6,4 g L™! de KCl; 3,48 g L' de K»SO4; 5,01 g L' de MgS04.7H,0; 2,03 g L~
I'de (NH2) ».CO; 0,009 g L' de NHsMO7024.4H,0; 0,054 g L' de H3BOs; 0,222 g L de
ZnS04.7H>0; 0,058 g L' de CuS04.5H,0; 0,137 g L' de MnCI2.4H:0; 0,27 g L' de
FeS04.7H>0 ¢ 0,37 g L-1 de EDTA bisodico (Xavier filha et al. 2011). Um volume de 25 mL
de solugao nutritiva foi aplicado semanalmente apds a emergéncia das mudas.

3.2 Procedimento de inoculacao

A producio do indculo de Fot foi conduzida por meio do cultivo do isolado CMM-732,
o qual apresenta alto nivel de agressividade (Veloso 2013; Noronha et al. 2013). Esse isolado
foi obtido junto a Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Prof.* Maria Menezes” —
CMM, da Universidade Federal Rural de Pernambuco. O fungo foi cultivado por sete dias em
meio BDA (Batata Dextrose Agar) e a suspensdo de esporos ajustada para 1x10° conidios/mL-
!, A inoculagio foi realizada seguindo a metodologia de imersdo de raizes em suspensio de
conidios (Pastor-Corrales e Abawi 1987). As plantas foram cuidadosamente retiradas dos
copos, suas raizes foram lavadas e 1/3 do seu comprimento foi cortado e imediatamente ap6s o
corte, o sistema radicular das plantas foi imerso na suspensdo de conidios durante cinco
minutos. Em seguida, trés plantas de cada gendtipo foram transplantadas por vaso (repeticdo)
com capacidade de trés litros de solo. As testemunhas foram constituidas de plantas com raizes
cortadas e imersas em agua.

3.3 Avaliacao da severidade da murcha

A avaliagdo da severidade da murcha de fusarium nas plantas foi realizada aos 9 e 15 dias apos
a inoculacao (dai), com o auxilio de uma escala de notas adaptada de Schoonhoven e Pastor-

Corrales (1987), onde: 0 = planta sem sintomas externos; 1 = menos de 10% da folhagem com
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clorose e/ou murcha; 2 = aproximadamente 25% de folhas com clorose e/ou murcha; 3 =
aproximadamente 50% das folhas e ramos com clorose e/ou murcha, com as plantas
manifestando nanismo; 4 = aproximadamente 75% ou mais das folhas e ramos com murcha,
nanismo severo e desfolha prematura, frequentemente resultando na morte da planta. O valor
médio das notas considerando as trés repeticdes em cada genotipo foi utilizado para discriminar

os gendtipos em classes de reagdo, sendo: 0 a 1,0 = resistente (R); 2,1 a 4,0 = suscetivel (S).

3.4 Avaliacao do vigor vegetativo das plantas

A mensuragao do vigor vegetativo foi realizada em todas as plantas de cada tratamento
aos 9 e 15 dias apds a inoculacao (DAI). O diametro do caule foi aferido a uma altura de 1 cm
da superficie do solo com auxilio de paquimetro digital (Digimess®). A determinacao da altura
da planta (cm) foi mensurada utilizando-se fita métrica a partir do nivel do solo até a base da
insercao do broto terminal. A contagem do nimero de foliolos por planta foi realizada em todas
as folhas de cada planta.

3.5 Determinacao da fluorescéncia

As avaliagdes de emissdo de fluorescéncia pela clorofila a foram realizadas com
fluorometro portatil (FluorPen FP100 PSI) na primeira folha expandida de cada planta, aos 9 e
15 DAL As leituras foram realizadas das 8:00 as 11:00 horas da manha. Primeiramente, todas
as folhas analisadas foram parcialmente cobertas com uma pinga de metal proporcionando uma
condigdo de escuro durante 30 minutos. Posteriormente, foi determinado os valores de maxima
eficiéncia quantica do fotossistema II (F\/Fm) nestes tecidos.

3.6 Pigmentos fotossintéticos

Ap0s a avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a as folhas utilizadas foram cortadas,
embrulhadas em papel aluminio e armazenadas em recipiente a baixa temperatura e conduzidas
ao laboratoério. Para a extracao dos pigmentos, cinco discos foliares (0,5 cm de didmetro) foram
obtidos da primeira folha expandida de cada repeti¢do em cada tratamento aos 9 e 15 DAL Os

discos recolhidos foram imersos em tubos de centrifuga de 5 mL, contendo 2,5 ml de solucao
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saturada de DMSO (Wellburn 1994) e mantidos no escuro a temperatura ambiente durante 24
h. Os tubos foram revestidos com papel aluminio de modo a evitar a incidéncia de luz em seu
interior. As absorbancias dos extratos foram determinadas a, 665,1 649,1 e 480 nm para
determinagdo da absorbancia da clorofila a, clorofila b e carotenoides, respectivamente.

3.7 Potencial hidrico (\yw)

Para avaliar o potencial hidrico das folhas foi utilizado uma camara de pressao de
Scholander (Model 1515D Pressure Chamber Instrument) uma folha trifoliolada foi coletada
em cada repeticdo de cada tratamento aos 9 e 15 DAL Para a medi¢do do potencial hidrico
foliar, as folhas foram coletadas as 4h da manha, sendo envolvidas em papel aluminio e
armazenadas em geladeira para posterior leitura. As leituras foram realizadas entre 7 e 9h da
manha, utilizando-se uma camera de pressdo tipo Scholander (modelo 1515D Pressure
Chamber Instrument (EUA). A escolha do horario se deve ao fato de que o potencial hidrico
foliar medido na antemanha ¢ um indicativo do estado hidrico das plantas. A folha foi inserida
na camara da bomba deixando-se a base do peciolo aparente sendo aplicada uma pressdo em
carga crescente e gradual até a seiva xilematica comecar a surgir na superficie do peciolo, cuja
observagao foi feita com auxilio de luz artificial e lente de aumento (lupa). Nesse momento,
realizou-se a leitura do manometro e a pressao observada corresponde ao potencial hidrico da
seiva xilematica.

3.8 Analises bioquimicas

Amostras de folhas e raizes foram coletadas nos dias 9, e 15 DAI, levadas para o
laboratorio, pesadas (0,2 g) e maceradas em nitrogénio liquido em almofariz até a obtengao de
um po fino, que foi homogeneizado em 1,5 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8)
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) 2% (m/v). Posteriormente o material foi

centrifugado a 12000 rpm por 15 min, a 4 ° C transferindo-se o sobrenadante para tubos de
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Eppendorf, armazenados a -20 °C, até a pratica das atividades enzimaticas. Os sobrenadantes

foram utilizados para determinar a atividade das enzimas SOD, CAT, POX e APX.

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢do de 60 pL do extrato em 1,94 mL de
mistura de reacdo constituida de tampao fosfato de s6dio 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM,
azul de p-nitro-tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al.
1993). A reagdo ocorreu a 25 °C sob iluminag¢do de lampadas de 15 W. Apods 10 min de
exposicao a luz, a iluminacao foi interrompida e a formazana azul, produzida pela foto reducao
do NBT, foi medida em espectrofotometro (Evolution 60, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts - EUA), a 560 nm (Giannopolitis e Ries 1977).

As amostras controle tiveram suas absorbancias medidas a 560 nm utilizando-se
mistura de reacdo mantida no escuro por 10 min. Os valores obtidos foram subtraidos das
leituras das amostras das repeti¢des dos tratamentos que receberam iluminag¢do. Uma unidade
da SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a foto redugao
do NBT

A atividade da CAT foi determinada pelo método de (Cakmak e Marschner 1992). A
mistura de reagdo foi constituida de tampao fosfato de potassio S0 mM (pH 6,8) e de peroxido
de hidrogénio H2O> 25 mM em um volume de 250 pL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 5
pL do extrato foliar e a atividade foi determinada pelo consumo de H>O; a 240 nm, durante 1
min, a 25 ° C. O coeficiente de extingdo molar de 36 M™! cm™ Anderson et al. (1995), foi usado
para determinar a atividade das CAT, a qual foi expressa em mmol min™! mg™! de proteina.

A atividade da POX foi determinada pela oxidagdo do pirogalol, de acordo com a
metodologia proposta por Kar e Mishra (1976). A mistura de reacao foi constituida de tampao
fosfato de potassio 63 mM (pH 6,8), pirogalol 50 mM e H202 20 mM em um volume de 2 mL.
A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 2 pL do extrato foliar e a atividade foi determinada pelo

consumo de H>O; a 420 nm, durante 1 min, a 25 °C. O coeficiente de extingao molar de 2,47
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mM! cm™ Chance e Maehley (1955), foi usado para calcular a atividade da POX, a qual foi
expressa em pmol de purpurogalina produzida em min! mg™! de proteina.

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada (1981). A mistura
de reacdo foi constituida de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), H2O2 5 mM e
ascorbato 4 mM, em um volume de 250 microlitros. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 10 pL.
do extrato foliar e a atividade foi medida pela oxidag¢do do ascorbato a 290 nm, durante 1 min,
a 25 °C. O coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™!' cm™! Nakano e Asada (1981), foi usado
para calcular a atividade da APX, a qual foi expressa em pmol min' mg™! de proteina.

A atividade da PAL foi avaliada seguindo o método proposto por Guo et al. (2007) com
algumas modifica¢des. Primeiro, a reagdo foi iniciada pela adicdo de 100 pL de extrato
enzimatico bruto a 0,9 mL de uma mistura de rea¢do contendo tampao borato de sédio 40 mM
(pH 8,8) e L-fenilalanina 20 mM. A mistura reagdo foi incubada a 30°C durante 1 h. Para as
amostras controle, o extrato foi substituido por tampao borato. A reagdo foi interrompida pela
adicao de 50 uL de 6 N HCI. A absorbancia dos derivados do 4cido trans-cindmico foi registada
a 290 nm. A atividade da PAL foi estimada usando um coeficiente de extincdo de 10 M/cm
(Zucker 1965). As atividades das enzimas foram expressas com base em proteinas. A
concentragdo de proteina em cada amostra foi determinada de acordo com (Bradford 1976).

3.9. Analise estatistica dos Dados

Os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente causalizado em
esquema fatorial 3x2 com (cinco) repetigdes. Os fatores estudados foram resisténcia de
cultivares (suscetivel, e resistente) e inoculagdo de plantas (inoculado e ndo inoculado). Cada
unidade experimental correspondeu a um vaso plastico contendo trés plantas de feijao. Os dados
das analises epidemiolodgicas, bioquimicas, e fisiologicas foram submetidos a analise de
variancia e as médias dos tratamentos serdo comparadas pelo teste de tukey (P < 0,05) e teste ¢

utilizando-se o programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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4. RESULTADOS

Os sintomas de murcha de fusarium em feijdo-caupi surgiram inicialmente como
murchas foliares nos periodos mais quentes do dia, evoluindo posteriormente para uma murcha
persistente, amarelecimento, necrose e desfolha, sendo estes sintomas em maior intensidade nas
plantas da cultivar BR-17 Gurguéia (75-100%) em relacdo as plantas das cultivares Miranda
IPA 207 (10-25%) e MNCOL (0-10%) (Figura 1 A, B).

As folhas das plantas da cultivares Miranda IPA 207 ¢ MNCOI1 apresentaram,
respectivamente, niveis superiores em 29-31 % e 36-49 % para clorofila a, 29-30 % e 35-48 %
para clorofila b e 38-47 % e 31-66 % para carotenoides comparados a cultivar BR-17 Gurguéia
aos 9 e 15 DAI com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. Para todos os pigmentos
analisados, foi observada uma redu¢do significativa nas folhas inoculadas da cultivar -17
Gurguéia em relacdo ao controle nio inoculado (Figura 2). Para os niveis de fluorescéncia,
houve um aumento significativo nos niveis de Fv/Fm somente aos 15 DAI sendo as cultivares
Miranda IPA 207 ¢ MNCOI1 inoculadas com Fot estatisticamente maiores em 22% e 28%,
respectivamente, quando comparadas a cultivar BR-17 Gurguéia. Para este mesmo periodo, o
nivel de fluorescéncia foi reduzido em 30% em folhas inoculadas com Fot quando comparado
ao controle sem inoculacao (Figura 3).

O potencial hidrico foi reduzido significativamente nas plantas inoculadas da cultivar
BR-17 Gurguéia, com reducgdes de 65-95 % comparado a cultivar Miranda IPA 207 e de 78-
93% comparado a MNCOI. Esse mesmo efeito foi percebido quando comparado as respectivas
plantas NI, com estas reducdes de 75% aos 9 DAI e 95% aos 15 DAL Similarmente, esse efeito
foi de 38 % para a cultivar Miranda IPA 207 aos 9 DAL (Figura 4). A murcha de fusarium
também reduziu o vigor vegetativo de plantas de feijdo-caupi. Esse fato se deve a reducao
significativa do didmetro do caule nas plantas da cultivar BR-17 Gurguéia, sendo uma reducao
de 75% e 94% em relacdo as cultivares Miranda IPA 207 e MNCOI, respectivamente, aos 15

DAL Similarmente essa redu¢do também foi observada na altura das plantas em 70% e 89 % e
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para nimero de folhas em 57% e 82 %. Somente a cultivar resistente MNCO1, por resistir a
doenga manteve o didmetro similar ao controle NI aos 15 DAI, tendo esse efeito ndo ocorrido
para a cultivar BR-17 Gurguéia e Miranda IPA 207 que tiveram suas alturas reduzidas,
respectivamente, em 75% e 95 % neste periodo. As plantas de feijdo-caupi inoculadas
apresentam reducdo em altura aos 9 e 15 DAL respectivamente, de 29,4- 48,3% para MNCO,
32,9 -95,5% para BR-17 Gurguéia e 43,5-87,3% para Miranda IPA 207 quando comparadas
aos pares nao inoculados. Essas redugdes também foram observadas nos niveis de desfolha das
plantas inoculadas das cultivares BR-17 Gurguéia (70,5-86,5%) e Miranda IPA 207 (38,3-
57,2%) (Figura 5).

As atividades das enzimas do sistema antioxidativo foram influenciadas pelo nivel de
intensidade da doenca encontrada nas cultivares. Para a SOD houve nas plantas inoculadas
atividades significativamente maiores aos 9 DAI para a cultivar Miranda IPA 207 (33,1%) e
aos 15 DAI para a cultivar BR-17 Gurguéia (34,3%), Miranda I[PA 207 (29,8%) em relagdo as
folhas inoculadas do genotipo MNCOI. Comparado as folhas NI, folhas inoculadas
apresentaram um aumento significativo de atividade da SOD para cultivares Miranda IPA 207
(33,8%) aos 9 DAI e Gurguéia (24,9%) ao 15 DAL Comparado ao padrido suscetivel, foi
observado um aumento significativo da atividade de POX (36,1%) e CAT (47,3%) aos 15 DAL,
da APX (33,9%) e CAT (48,9%) para MNCOI1 aos 9 DAI. Similarmente para Miranda IPA
207, este efeito foi observado aos 15 DAI para a CAT (43%) (Figura 6). Em relagdo ao
Gurguéia, houve aumento significativo das atividades de enzimas antioxidantes APX (14,1%)
no gendtipo MNCO1 aos 9 DAI e para a SOD (55,8%), POX (30,3%), CAT (51,7%) e APX
(20,3%) aos 15 DAI nas raizes. Similarmente para a Miranda IPA 207, esse aumento de
atividade ocorreu para APX (13,7%) aos 9 DAI e para a SOD (42,9%), POX (16,5%) aos 15
DAL (Figura 7). De forma geral, foi observado um aumento das atividades destas enzimas em

folhas e raizes aos 9 e 15 DAI de plantas inoculadas quando comparadas aos respectivos pares
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ndo inoculados, com destaque para a cultivar MNCO1 que apresentou aumento de atividades
de forma mais intensa diante da inoculagdo do patégeno (Figura 7, 8).

A atividade da FAL foi aumentada somente nas raizes de plantas de feijao-caupi,
ocorrendo um aumento significativo de 41,4 e 48,6% na atividade em raizes de MNCOI e
Miranda IPA 207 aos 15 DAI em relagdo a atividade encontrada na cultivar Gurguéia. Em
relagdo ao efeito da inoculagdo, foi observado um aumento de 40% na atividade da FAL nas
folhas aos 9 DAI na cultivar Gurguéia quando comparado aos controles ndo inoculados.
Similarmente aos 15 DAL, este efeito foi de 45% para a Gurguéia e 54,8% para a MNCOI1. Em
relagdo as raizes nao inoculadas, houve aumento da PAL 30,8% e 35,6%, somente aos15 DAI,
respectivamente para a cultivar MNCO1 e Miranda IPA 207 (Figura 8).

5. DISCUSSAO

O presente estudo fornece, até o nosso conhecimento, as primeiras evidéncias de
mecanismos bioquimicos de resisténcia em raizes feijao-caupi operando contra a infec¢do de
Fot. De fato, o presente trabalho mostrou que as cultivares Miranda IPA 207, e principalmente,
a cultivar MNCO1 expressaram altas atividades das enzimas do sistema antioxidativo. Esta
ultima apresentou aumento significativo da atividade da enzima de defesa PAL, enzima chave
na rota de defesa das plantas. E bem reconhecida a importancia das enzimas de defesa, como a
FAL, para a resisténcia de muitas espécies de plantas em resposta a infeccdo por patdgenos
(Lozovaya et al. 2004; Sahoo et al. 2009; Gnanamangai et al. 2011; Leite et al. 2014;
Nascimento et al. 2016). Todos estes mecanismos contribuiram para uma menor intensidade de
sintomas de murchas e, consequentemente, uma maior eficiéncia fisioldgica destas plantas (aqui
denotadas pelo potencial hidrico, pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia clorofila @). Foi
verificado que o genotipo MNCO1-649F-2-1 apresentou um alto padrio de resisténcia em todos
os experimentos aqui realizados. O gendtipo MNCO1-649F-2-1 também foi recentemente
identificado como um material promissor, com plantas sem sintomas da doenga ou com menos

de 10% da folhagem apresentando clorose e/ou murcha (Noronha et al. 2013; Silva et al. 2021).
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A capacidade fotossintética das folhas de feijao-caupi infectadas por Fot foi prejudicada
com base na menor eficiéncia do fotossistema II nestas plantas. As disfungdes no nivel
fotoquimico causadas pela murcha foram maiores para as folhas da cultivar Gurguéia. Os
valores de F\/F,, foram proximos de 0,80 para as folhas infectadas de plantas dos genotipos
resistentes Miranda IPA 207 e, principalmente, MNCO1 sugerindo a auséncia de fotoinibigao
cronica a fotossintese. Sabe-se que valores maiores de F,/F;, indicam uma melhor capacidade
de fotoprote¢ao das plantas infectadas devido a redug@o do dano fotooxidativo (Rolfe e Scholes
2010). Similar aos valores de F\/F,, observados nas folhas das cultivares resistentes. De fato,
estas plantas sofreram menor perda de pigmentos fotossintéticos, especialmente clorofilas a e
b. Estes resultados indicam que o desempenho fotoquimico das plantas da cultivar Miranda IPA
207 e MNCOI, foram preservados mesmo apo6s a infec¢ao de Fot. Contribuindo para este efeito,
os niveis de carotenoides nestas plantas foram maiores refletindo em uma maior capacidade
destas plantas infectadas em regular seus mecanismos de fotoprote¢ao (Rolfe e Scholes 2010),
resultando em menor dano fotooxidativo as folhas infectadas. O menor nivel de perturbagao
fotoquimico para folhas infectadas sugere uma maior oferta de ATP e, consequentemente,
maior poder de assimilagdo de CO; (Rolfe e Scholes 2010). A maior assimilagcdo também foi
otimizada devido a manutenc¢do da area foliar nestas plantas, permitindo a maior interceptagao
de luz solar. A otimizagao de todos estes parametros fisiologicos nas plantas resistentes permitiu
a maior efetividade fotossintética e contribuiram para um maior vigor vegetativo destas plantas,
como verificado pela maior altura de plantas e didmetro de caule.

As EROs desempenham um papel fundamental na defesa do hospedeiro contra o ataque
de patogenos (Doke et al. 1996). Objetivando prevenir o dano celular induzido por EROs, as
plantas possuem uma ampla gama de mecanismos antioxidantes para regular o equilibrio entre
sua produgdo e eliminagdo durante a infec¢ao por patdégenos de diferentes estilos de vida (Del

Rio 2015). No presente estudo, folhas e, principalmente, as raizes infectadas de plantas de
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feijdo-caupi resistentes foram menos propensas a EROs em comparacao as folhas da cultivar
suscetivel. A SOD atua como a primeira linha de defesa contra ROS por dismutar Oz em H20»
(Apel e Hirt 2004). A atividade da SOD aumentou nas folhas e raizes a medida que os sintomas
da murcha se desenvolveram (15 DAI), enquanto nas folhas das plantas ndo inoculadas sua
atividade se manteve menor ao longo do tempo avaliado. Além disso, a atividade da SOD
aumentou em menor magnitude nas folhas e raizes da cultivar suscetivel, sugerindo a ocorréncia
de menor concentragdo de Oy". Segundo Govrin e Levine (2000), as EROs podem beneficiar
alguns patogenos devido ao aumento da disponibilidade de nutrientes nos sitios de infeccao que
maximiza a colonizacdo do tecido hospedeiro. A homeostase do H>O> nas células vegetais ¢
mantida pelas enzimas CAT, APX, e POX na tentativa de remover as ROS geradas em resposta
ao ataque de patogenos (Magbanua et al. 2007). No presente estudo, folhas infectadas de plantas
resistentes Miranda IPA 207 e MNCO1 apresentaram aumentos proeminentes nas atividades
de CAT, APX, e POX em comparagdo as folhas oriundas de plantas suscetiveis.
Hipoteticamente, nestas plantas suscetiveis ocorreram um aumento na concentragdao de H,O>
em seus tecidos gerando uma perda do controle celular sobre os processos oxidativos nos sitios
de infecgdo, o que resultou em sintomas mais severos de murcha.

No presente estudo, a atividade da FAL aumentou em raizes das cultivares resistentes,
indicando a importancia da via dos fenilpropanoides na resisténcia do feijao-caupi a murcha. A
alta atividade da FAL nestes genotipos foi observada nos estadgios intermediarios de infec¢ao
fingica. Aqui, a alta atividade da FAL foi de grande importancia para a resisténcia, pois
converte a L-fenilalanina em 4acido trans-cindmico, que ¢ o precursor de varios fendlicos e
flavonoides com agdo antimicrobiana (Dixon et al. 2002; Hao et al. 2011; Borges et al. 2012).
A FAL também ¢ uma enzima chave para a biossintese de acido salicilico que esta envolvida
na resisténcia sistémica adquirida em plantas (Gruner et al. 2013; Malamy et al. 2014). Nossos

resultados sdo consistentes com relatos anteriores mostrando a importancia do FAL para a
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resisténcia de vdrias culturas a patdgenos de diferentes estilos de vida (Sana et al. 2010; Giberti
et al. 2012; Gupta et al. 2012; Li et al. 2013; Zhang et al. 2013; Kim e Hwang 2014; Riaz et al.
2014; Bhat et al. 2014; Tatagiba et al. 2016). No presente estudo, pode-se sugerir que alta
atividade de FAL nas raizes dos genotipos resistentes resultou em maior produgdo de compostos
fenodlicos e lignina, o que pode ter retardado o estabelecimento do patdgeno. Sabe-se que a
deposicdo de lignina pode reforgar a parede celular vegetal proporcionando uma barreira
estrutural para retardar ou evitar a colonizac¢ao de patégenos e o crescimento de patdogenos pode
ser inibido por precursores fenolicos de lignina (Venere 1980; Ride 1983; Reimers e Leach
1991; Naoumkina et al. 2010). Além disso, a ligagdo covalente da lignina a polissacarideos e
hemiceluloses na parede celular aumenta sua resisténcia mecanica, o que pode afetar a difusao
de enzimas hidroliticas e toxinas ndo seletivas ao hospedeiro liberadas por patdogenos durante o
processo de infec¢dao (Chabannes et al. 2001).

Em conclusdo, os resultados do presente estudo indicaram que a colonizagdo de tecidos
radiculares de feijao-caupi por Fot foi reduzida nos gendtipos Miranda IPA 207 e,
principalmente, MNOCO1 devido ao menor estresse oxidativo e maior atividade da FAL.
Consequentemente, menores danos radiculares permitiram a preservacdo do processo

fotossintético e, consequentemente, um maior desenvolvimento dessas plantas.
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Figure 2. Concentracao de clorofila (Chl) a, Chl b e carotenoides determinadas em folhas de
gendtipos de feijao-caupi (MNCO1-649F-2-1, BR-17 Gurguéia e Miranda IPA 207). Plantas
foram ndo inoculados (NI) ou inoculados (Inoc) com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum.
As médias dos tratamentos dos gendtipos dentro de cada tempo de avaliagao que sdo seguidas
de letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste de tukey. As médias
dos tratamentos nao inoculado e inoculado dentro de cada tempo de avaliagdo que sdo seguidos
pelo simbolo (V) s3o significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As barras

representam o desvio padrao das médias. n = 5.



o (o] ~N [e)] (S, ] E=y w N

[ Y
= O

79

1.2 1 . NI - Inoc
: OGourguéia A
O Miranda B
B MNCO1-649F-2-1
09 N a v A
a @ a
g 1 i a
LL\> T
0.6 - - I
0.3 -
0.0

é 1.5 9

Days after Inoculation
Figure 3. Valores de fluorescéncia (Fv/Fm) determinados em folhas de genétipos de feijao-
caupi (MNCO1-649F-2-1, BR-17 Gurguéia e Miranda IPA 207). Plantas foram ndo inoculados
(NI) ou inoculados (Inoc) com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. As médias dos
tratamentos dos gendtipos dentro de cada tempo de avaliacdo que sdo seguidas de letras
diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste de tukey. As médias dos
tratamentos ndo inoculado e inoculado dentro de cada tempo de avaliagdo que sdo seguidos
pelo simbolo (V) s3o significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As barras

representam o desvio padrao das médias. n = 5.



O 00 N o v b~ W N

(R
= O

80

i NI v - Inoc
1.2 O Gourguéia a 2 A
@ Miranda B
B MNCO1-649F-2-1
E 0.9 - a .
=S
3 v
S 0.6 a ;
E T
.8
Q
=i
L
£ 03 - .
0.0 4
9 15 9 15

Days after Inoculation

Figura 4. Potencial hidrico (Mpa) determinado em folhas de genotipos de feijao-caupi
(MNCO1-649F-2-1, BR-17 Gurguéia e Miranda IPA 207)). Plantas foram nao inoculados (NI)
ou inoculados (Inoc) com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. As médias dos tratamentos
dos genotipos dentro de cada tempo de avaliagdo que sdo seguidas de letras diferentes sdo
significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste de tukey. As médias dos tratamentos nao
inoculado e inoculado dentro de cada tempo de avaliagdo que sdo seguidos pelo simbolo (V)
sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As barras representam o desvio padrao

das médias. n = 5.
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(E, F) dos genotipos de feijao-caupi (MNCO1-649F-2-1, BR-17 Gurguéia e Miranda IPA 207).
Plantas foram ndo inoculados (NI) ou inoculados (Inoc) com Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum. As médias dos tratamentos dos genotipos dentro de cada tempo de avaliagdo que
sdo seguidas de letras diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05) pelo teste de tukey.
As médias dos tratamentos ndo inoculado e inoculado dentro de cada tempo de avaliacao que
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Figura 6. Atividades da superdxido dismutase (SOD) (A e B), peroxidase (POX) (C e D,
catalase (CAT) (E e F) e ascorbato peroxidase (APX) (G e H) determinadas a partir de folhas
de gendtipos de feijao-caupi (MNCO1-649F-2-1, BR-17 Gurguéia e Miranda IPA 207) que ndo

foram inoculados (NI) ou inoculados (Inoc) com Fusarium oxysporum f. sp. traheiphilum foram
significativamente diferente (P < 0,05) pelo teste de Tukey. As médias dos tratamentos nao
inoculados e inoculados dentro de cada tempo de avaliagao que sao seguidos pelo simbolo (V)
sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As barras representam o desvio padrao

das médias. n = 5.
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Figura 7. Atividades da superoxido dismutase (SOD) (A e B), peroxidase (POX) (C e D,
catalase (CAT) (E e F) e ascorbato peroxidase (APX) (G e H) determinadas a partir de raizes
de gendtipos de feijao-caupi (MNCOI1-649F-2-1, Gurguéia e Miranda) que ndo foram
inoculados (NI) ou inoculados (Inoc) com Fusarium oxysporum f. sp. traheiphilum foram
significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste de Tukey. As médias dos tratamentos ndo
inoculados e inoculados dentro de cada tempo de avaliagcdo que sdo seguidos pelo simbolo (V)
sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As barras representam o desvio padrao

das médias. n = 5.



O 00 N o v b~ W N

(R
= O

12

13
14
15
16
17
18

84

2.0 - NI _ Inoc
. OGurguéia A B
-% mEMiranda
I BMNCO1-649F-2-1
als - . a
=
g
- a
o
.= 1.0 + a
g
—= v
g a
§0.5 4
A
<

0.0

2.0 q _

. C

K=

2

% 1.5 A v i
- a a

o v

g a

10 - ]
g a a 4

=

g

£ 0.5 1 .
i

=

0.0 1]

9 15 9 15

Days after Inoculation

Figura 8. Atividade da fenilalanina amoénia liase (PAL) em folhas de feijdo-caupi (A, B) e
raizes de feijao-caupi (C, D) dos genoétipos MNCO1-649F-2-1, BR-17 Gurguéia e Miranda
IPA207. Aqueles nao foram inoculados (NI) ou inoculados (Inoc) com Fusarium oxysporum f.
sp. traheiphilum. As médias dos tratamentos dos genotipos dentro de cada tempo de avaliagao
que sdo seguidas de letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste de
tukey. As médias dos tratamentos ndo inoculado e inoculado dentro de cada tempo de avaliagao
que sao seguidos pelo simbolo (') sao significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As

barras representam o desvio padrao das médias. n =5
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CAPITULO IV

Efeito de nanoparticulas de cobre e prata sobre a murcha de Fusarium em feijao-caupi.
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RESUMO

A murcha de fusario, causada por Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum (Fot) ¢ uma doenga
considerada de grande importancia para o feijao caupi, que afeta o rendimento e produtividade
desta cultura. No solo, Fot pode sobreviver inativo por longo periodo através de estruturas de
resisténcia. Considerando a dificuldade de se estabelecer medidas de controle para a murcha de
fusarium, este trabalho objetivou avaliar o efeito de Nanoparticulas de Prata (AgNPs) e Cobre
(CuNPs) sobre essa doenca. Primeiramente, testes in vitro foram realizados para verificar o
crescimento de Fot em placas de Petri com doses crescentes de ambas NPs. Posteriormente um
experimento in vivo foi instalado em casa de vegetacdo com delineamento inteiramente
casualizado em quatro repeti¢des, sendo utilizadas a cultivar feijdo-caupi BR17 Gurguéia. Os
tratamentos utilizados foram: agua destilada (tratamento controle), Acibenzolar-S-Metil
(ASM), AgNPs (5 pL L") e CuNPs (5 uL L). Esses tratamentos foram aplicados pelos
métodos de inundagdo do solo na regido proxima ao colo da planta ou pulverizando folhas. A
inoculagdo com Fot foi realizada 24 horas apos a aplicacdo dos tratamentos utilizando a
concentragdo de 1 x 10° conidios mL™!. Para o teste in vitro, os ajustes da regressdo linear para
o indice de velocidade de crescimento micelial e o didmetro da colonia de crescimento de Fot
em placas de Petri demonstraram uma redugdo dessas varidveis a medida que as doses de
CuNPs e AgNPs aumentaram. A severidade da doenca foi reduzida em 65% em plantas tratadas
pelo método de inundagdo com CuNPs. Para o método de pulverizacao, houve uma reducao
significativa para a severidade da ordem de 30, 28 e 72% para os tratamentos CuNPs, ASM e
AgNPs, respectivamente. Diante desses resultados, observou-se que as NPs apresentam
potencial para serem incluidas como uma das estratégias de manejo da murcha de fusarium,

sendo esta resposta dependente do método de aplicagdo utilizado.

Palavras-chave: Feijao-caupi, murcha de fusarium, nanotecnologia, atividade antiflingica
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ABSTRACT

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum (Fot) is a disease considered
of great importance for cowpea, which affects the yield and productivity of this crop. On the
ground, Fot can survive inactive for long periods through resistance structures. Considering the
difficulty of establishing control measures for fusarium wilt, this study aimed to evaluate the
effect of Silver Nanoparticles (AgNPs) and Copper (CuNPs) on this disease. First, in vitro tests
were performed to verify the growth of Fot in Petri dishes with increasing doses of both NPs.
Subsequently, an in vivo experiment was carried out in a greenhouse with a completely
randomized design in four replications, using the cowpea cultivar BR17 Gurguéia. The
treatments used were: distilled water (control treatment), Acibenzolar-S-Methyl (ASM),
AgNPs (5 pL L-1) and CuNPs (5 pL L-1). These treatments were applied by soil flooding
methods in the region close to the plant collar or by spraying leaves. Inoculation with Fot was
performed 24 hours after application of treatments using a concentration of 1 x 106 conidia mL-
1. For the in vitro test, the linear regression adjustments for the mycelial growth velocity index
and the diameter of the Fot colony growth in Petri dishes demonstrated a reduction of these
variables as the doses of CuNPs and AgNPs increased. Disease severity was reduced by 65%
in plants treated by the flooding method with CuNPs. For the spraying method, there was a
significant reduction for the severity of the order of 30, 28 and 72% for the treatments CuNPs,
ASM and AgNPs, respectively. In view of these results, it was observed that NPs have the
potential to be included as one of the management strategies of fusarium wilt, and this response

depends on the application method used.

Keywords: Cowpea, wilt, nanotechnology, antifungal activity
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1. INTRODUCAO

A cultura do caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) ¢ umas das espécies de leguminosas
tradicionalmente cultivada nas regides Norte e Nordeste do Brasil, e vem se expandindo cada
vez mais para a regido Centro-Oeste, principalmente durante a entressafra da soja (Zilli et al.
2011). A cultura representa grande importancia em locais menos desenvolvidos, uma vez que
ela representa uma atividade de subsisténcia, gerando emprego, renda e por ser uma excelente
fonte de proteina e nutrientes essenciais (Santos et al. 2009; Vasconcelos et al. 2010) .Apesar
de o feijdo-caupi ser uma planta rastica, que se adapta a diferentes condigdes edafoclimaticas,
sua producdo ¢ afetada por diversas doencas, dentre elas a murcha de fusarium causada pelo
fungo de solo Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (Fot) (E.F. Smith) Synder & Hasen.
(Assuncdo et al. 2006). Este fungo sobrevive no solo na forma de clamiddsporos, por varios
anos mesmo na auséncia de seu hospedeiro, o que lhe permite aguardar a renovagdo do
desenvolvimento do novo ciclo do hospedeiro (Rejeki et al. 2014; Sampaio et al. 2020). Esta
espécie possui todos os tipos de esporos, macroconidios, microconidios e clamiddsporos.
(Gordon 2017). A capacidade desse patdgeno de sobreviver no solo dificulta seu controle, sendo
o controle quimico inviavel e por apresentar alto risco a de contaminag¢do ao meio ambiente, o
manejo por meio de rotacdo de cultura tem efeito limitado devido a presenga de estruturas de
sobrevivéncia. Diante disso novas estratégias surgem para controle dessa doenga (Santiago et

al. 2017), a exemplo do uso de nanoparticulas.

Uma das grandes inovagdes deste século ¢ a nanotecnologia, podendo ser utilizada em
diferentes ferramentas agricolas como na producdo de nanofertilizantes, nanocidas ou
pesticidas encapsulados em nanoparticulas para liberagdo lenta, além de nanosensores na
agricultura de precisdo (Furlaneto 2011). Nanotecnologia ¢ a ciéncia envolvida na sintese,
caracterizacdo e aplicagdo de materiais e dispositivos cuja estrutura encontra-se em escala

nanométricas com dimensdes entre 1- 100 nm (Ferreira e Rangel 2009; Clark e Pazdernik



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

90

2016). As nanoparticulas metalicas, tém sido cada vez mais exploradas. Os estudos apontam
que elas tém fortes caracteristicas antifungicas, e estdo sendo amplamente desenvolvidas contra
fitopatdgenos. Diversos autores tém comprovado a eficiéncia de NPs para controle de doengas
e pragas (Choudhury et al. 2010; Rai e Ingle 2012). As NPs de prata (AgNPs) sdo um dos
metais mais estudados na literatura (Frattini et al. 2005), por apresentar atividade
antimicrobiana e pela sua baixa toxicidade para os seres humanos (Edwards-Jones 2009;
Sintubin et al. 2012). Varios trabalhos prévios t€ém mostrado o potencial e impacto das AgNPs
contra Cladosporium cladosporoides, o Aspergillus niger, Candida albicans (Kim et al. 2009);
0 Rhizopus sp., o Aspergillus sp. (Medda et al. 2015); Bipolaris sorokiniana (Shoemaker 1959)
e Magnaporthe grisea (Jo et al. 2009); Fusarium culmorum (Kasprowicz et al. 2013);
Colletotrichum spp. (Lamsal et al. 2011); Rhizoctonia solani, Botrytis cinérea, Sclerotinia
sclerotiorum (Krishnaraj et al. 2012); Phytophthora spp. (Ali et al. 2015). O Cobre ¢ um
micronutriente essencial aos vegetais. Esta envolvido em muitos processos fisiologicos, tais
como, respiracao, fotossintese, metabolismo da parede celular e lignificacao (Dalcorso et al.
2014). O mecanismo de agao de Nps de cobre (CuNPs) ainda ¢ pouco conhecido, o que se sabe
¢ que elas danificam a membrana celular do patogeno (Raffi et al. 2010; Deryabin et al. 2013;
Shende et al. 2015) e degradam o seu DNA (Rai et al. 2018). Assim como as AgNPs as CuNPs
sao comprovadamente eficazes na protecdo vegetal contra varios fungos fitopatogénicos, a
exemplo de Phytophthora infestans (Giannous et al. 2013), Phoma destructiva, Curvularia
lunata, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Penicillium italicum, Penicillium digitatum
e Rhizoctonia solani (Pariona et al. 2019).

Considerando a necessidade de se utilizar produtos alternativos para manejo da murcha
de fusarium, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da aplicagao preventiva de
AgNPs e CuNPs sobre o desenvolvimento do fungo Fot em experimentos in vitro, bem como

no controle dos sintomas da murcha de fusarium em experimentos in vivo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Experimento in vitro

O experimento in vitro foi conduzido no laboratério de Interagao Patégeno Hospedeiro
da Universidade Federal Rural de Pernambuco. O ensaio foi realizado para examinar a
sensibilidade de Fot as crescentes doses de AgNPs e CuNPs. Em meio de cultivo de batata-
dextrose-adgar autoclavado, ainda fundente, foram adicionadas doses de AgNPs e CuNPs em
concentragdes crescentes (1; 5; 10; 25; e 50 uL L!). Posteriormente, a concentracio de cada
tratamento foi ajustada e o meio vertido com um volume de 10 mL por placa de Petri. Em
seguida, um disco de BDA (8 mm de didmetro) contendo micélio fungico obtido da borda de
uma colonia de Fot com 10 dias de idade, foi colocado no centro das placas de Petri, que foram
mantidas em uma camara de crescimento (25 °C e fotoperiodo de 12 h). A coldnia do fungo em
cada placa de Petri foi medida para obter seu didmetro em duas direcdes ortogonais as 48, 96,
144 horas apds a repicagem do fungo usando um paquimetro digital. O experimento foi
instalado em delineamento inteiramente causalizado (DIC), com 10 repeti¢des (placas) para
cada concentragao das NPs. Como testemunha, foram utilizadas placas de Petri contendo BDA
sem nanoparticulas. O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi calculado

segundo adaptacao da férmula proposta por Maguire (1962):

IVCM= (C1 /N1) + (C2 /N2) + ....+(Cn /Nn)
Em que: C1, C2 e Cn = didmetro da coldnia na primeira, segunda e n-ésima avaliagdo; N1, N2,
Nn = niimero de dias ap6s a instalagdo do ensaio.

2.2 Experimento in vivo

Os Experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Recife-PE, localizado nas coordenadas geograficas 08° 00’ 59,9 S e
34° 56’ 38,6’” W. Foi utilizado o genotipo BR-17 Gurguéia (padrdo de suscetibilidade) (Silva

et al. 2021). Um total de 120 sementes foram semeados em copos plésticos contendo substrato
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composto de uma mistura de 1: 1: 1 de casca de pinheiro, turfa e vermiculita expandida
((Basaplant ®, Artur Nogueira, Sao Paulo, Brazil). O substrato em cada vaso foi fertilizado com
uma solugio nutritiva contendo o seguinte em g L-': 6,4 KCI; 3,48 K2SO4; 5,01 MgS04.7H>0;
2,03 (NHz) 2CO; 0,009 NH4sMO7024.4H20; 0,054 H3BOs; 0,222 ZnS0O4.7H20; 0,058
CuS04,5H,0; 0,137 MnCl»,4H,0; 0,27 g L' de FeS04.7H,0 e 0,37 g L' de EDTA bisédico
(Xavier filha et al. 2011). Um volume de 25 mL de solucdo nutritiva foi aplicado semanalmente
em cada vaso, apds a emergéncia das mudas. O experimento foi conduzido até as plantas
apresentarem trés pares de folhas desenvolvidas.

2.2.1 Aplicacio dos tratamentos e procedimentos de inoculacio

Os tratamentos utilizados nos experimentos foram: controle inoculado, AgNPs (5 pL L~
!, pH ajustado de 6,5), CuNPs (5 pL L™}, pH ajustado de 6,5) e acibenzolar-S-metil (ASM) (25
g / ha, BION, Syngenta). Esses produtos foram aplicados 24 horas antes da inocula¢do das
plantas com a suspensdo de Fot. Dois métodos de aplicagdo foram testados sendo: i)
pulverizacao foliar de todos os tratamentos usando um atomizador VL Airbrush (Paasche
Airbrush Co, Chicago, IL) ou ii) inundag¢do utilizando uma pipeta onde foram colocados 500
microlitros em dois pontos no solo proximo ao caule da planta. Apds um periodo de 24 horas
apos aplicacdo dos tratamentos todas as plantas foram inoculadas utilizando a metodologia de
imersdo de raizes em suspensdo de conidios (Pastor-Corrales e Abawl 1987). A producdo do
inéculo de Fot foi conduzida por meio do cultivo do isolado CMM-732, o qual foi obtido junto
a Colecao de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Prof.* Maria Menezes” — CMM, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Esse isolado usado apresenta alto nivel de
agressividade, sendo comprovado em estudos realizados anteriormente (Veloso 2013; Noronha
et al. 2013; Silva et al. 2021). Apds a repicagem, o fungo foi cultivado por sete dias em placas
de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar), ¢ mantidas em cAmara de
crescimento sob temperatura de 25 °C e luminosidade constante. No dia da inoculagao, as placas

foram raspadas e a suspensdo de conidios foi filtrada em gaze dupla e ajustada para 1x10°
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conidios/mL"' com o auxilio da cAmera de Neubauer.

2.2.2 Avaliac¢ao da intensidade da doenca

A severidade da murcha de fusarium foi avaliada 15 dias apds a inoculagdo com
patdgeno nas plantas, com o auxilio de uma escala de notas adaptada de Schoonhoven e Pastor-
Corrales 1987, onde: 0 = planta sem sintomas externos; 1 = menos de 10% da folhagem com
clorose e/ou murcha; 2 = aproximadamente 25% de folhas com clorose e/ou murcha; 3 =
aproximadamente 50% das folhas e ramos com clorose e/ou murcha, com as plantas
manifestando nanismo; 4 = aproximadamente 75% ou mais das folhas e ramos com murcha,
nanismo severo e desfolha prematura, frequentemente resultando na morte da planta. O valor
médio das notas considerando as trés repeticdes em cada genotipo foi utilizado para discriminar
os gendtipos em classes de reagdo, sendo: 0 a 1,0 = resistente (R); 2,1 a 4,0 = suscetivel (S).

A altura da planta, foi mensurada utilizando-se uma régua a partir do nivel do solo até a
base da inser¢do do broto terminal e dada em centimetro, para cada tratamento foram medidas

quatro plantas.

2.3 Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados no delineamento inteiramente causalizado. Dentro de
cada periodo avaliado, as médias das doses de cada tratamento foram submetidas a analise de
regressdo. Os experimentos in vivo foram realizados em casa de vegetacdo no esquema fatorial
(4 x 2) sendo o primeiro fator tratamentos (aplicacdo de AgNPs e CuNPs, ASM e 4gua) e o
segundo fator métodos de aplicacdo (inundagdo e pulverizacdo foliar) dos tratamentos. Cada
unidade experimental consistiu em um vaso de plastico contendo trés plantas. Os dados de todas
as variaveis foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA). Dentro de cada tempo de
amostragem, as médias dos tratamentos foram comparadas utilizando teste de tukey (P <0,05).
Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software SAS (v. 6.12; SAS Institute,

Inc.)
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3. RESULTADOS
3.1. Testes in vitro

Para todos os testes in vitro, os ajustes de regressao linear para o IVCM e diametro da
colonia de crescimento micelial de Fot demonstraram uma redugao destes parametros a medida
que as doses (0, 1, 5, 10, 25 e 50 uL) de AgNPs e CuNPs aumentaram (Fig. 1). O crescimento
micelial, medido nas placas de Petri, permitiu quantificar o efeito das AgNPs e CuNPs sobre
Fot. Foi observada uma reducdo do IVCM de 84 e 87% nas doses de 5 e 10 pL de NPs de
Cobre, respectivamente comparado ao controle. Similarmente para o diametro micelial, esta
reducdo foi de 87 e 90% (Figura. 2A). J& para AgNPs o IVCM teve uma redugdo de 77, 86 e
86 % para as doses 1, 5 e 10 uL respectivamente, comparado ao controle. Similarmente para o
diametro micelial, esta reduc¢do foi de 76, 87 e 88% (Figura. 2B). A dose mais eficaz, que

resultou reducao significativa do [IVCM nas nanoparticulas de cobre e prata foi 5 pL.

Para as andlises estatisticas qualitativas dos parametros do teste in vitro, foram
selecionadas somente as doses de 5 pL de ambas as NPs. Assim, houve uma redugdo
significativa do IVCM de 84 e 86% para os tratamentos com AgNPs e CuNPs, respectivamente,
em comparagao com o tratamento controle. Similarmente para o diametro micelial, esta reducao

significativa foi de 87 e 87% (Figura. 3).

3.2 Experimentos in vivo

A intensidade da murcha de fusarium foi méxima nas folhas do tratamento controle
apresentando sintomas de clorose, amarelecimento e murcha das folhas (Figura 4 A, B), sendo
esses sintomas influenciados pelos tratamentos aplicados. A severidade da doenga foi
significativamente reduzida em 65% em plantas tratadas pelo método de inundacdo com
CuNPs. Quando as plantas foram tratadas pelo método de pulverizacao, houve uma redugao
significativa para a severidade de 30 e 28% para os tratamentos com CuNPs e ASM,

respectivamente. O efeito mais elevado para o tratamento pulverizado com AgNPs que reduziu
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em 72% a severidade da doenca (Figura 4C). Diante desses resultados, observou-se que os trés
tratamentos testados influenciaram a severidade da doenca para a cv. BR-17 Gurguéia, sendo

esta resposta dependente do método de aplicagdo.

A murcha de fusarium reduz o vigor vegetativo de plantas de feijao-caupi, sendo
observado um negativo desenvolvimento das plantas nos tratamentos controle. A altura de
plantas em todos os tratamentos foi significativamente maior que o controle a niveis superiores
a 90%, independentemente do método de inoculacdo utilizado (Figura 4D).

4. DISCUSSAO

O manejo de doengas flingicas em culturas alimentares ¢ economicamente
importante. De modo recente, mais esfor¢os tém sido feitos para desenvolver métodos de
manejo seguros que representem menos risco para humanos, animais € meio ambiente, € tém
se concentrado na superacdo de deficiéncias de fungicidas sintéticos. O presente estudo
apresenta informagdes importantes e inéditas no controle de murcha de fusarium em plantas de
feijdo-caupi. Aqui, os testes in vitro demonstraram que as NPs apresentam um efeito indireto
sobre Fot, com menor desenvolvimento de coldnias. Adicionalmente, a aplicagdo prévia em
plantas, principalmente, pelo método de inoculagdo reduziu a intensidade de murcha em folhas
das plantas. Essa mesma eficiéncia ¢ relatada para outros patégenos como B. sorokiniana e
Magnaporthe grisea (Jo et al. 2009); Fusarium culmorum (Kasprowicz et al. 2010);
Colletotrichum spp. (Lamsal et al. 2011a), Botrytis cinerea (Krishnaraj et al. 2012) e
Phytophthora spp. (Ali et al. 2015). Bipolaris oryzae (Souza 2021) Colletotrichum
lindemuthianum (Siqueira et al. 2019), Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (Rodrigues et
al. 2000).

Para determinar a atividade antifiungica das AgNPs e CuNPs sobre Fot foram realizados
ensaios in vitro onde o crescimento micelial do fungo foi avaliado por meio de diferentes

variaveis. Os resultados encontrados neste estudo demonstram que ambas as NPs apresentam



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

96

efeitos inibitorios significativos ou atividade antifungica durante a formagao de coldnias de Fot.
De fato, foi constatada uma inibicao significativa do crescimento e do didmetro fungico a partir
da concentragdo de 5 u L' para CuNPs e de 1 p mL™! para AgNPs. Outras pesquisas também
demonstraram que o uso de CuNPs inibiu o crescimento micelial de outros fitopatdgenos
Alternaria alternata, Botrytis cinerea, € Monilia fructicola (Ouda et al 2014; Malandrakis et al.
2019). Similarmente, as AgNPs também inibiram o crescimento in vitro de Fusarium solani,
Aspergillus flavus, Alternaria alternata, Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Botrytis Cinerea Curvularia lunata e Bipolaris oryzae (Krishnaraj et al.
2012; Villamizar-Gallardo, Cruz e Ortiz-Rodrigues, 2016). Kim et al. (2009) testaram uma
maior concentracdo de diferentes formas de nanoparticulas de prata e confirmaram um forte
efeito fungistatico nas hifas fingicas e na germinacdo de conidios de o patdégeno do carvalho
Raffaelea sp. Assim com os resultados de Kim et al. (2009) os aqui apresentados mostraram

que os fungos reagem mesmo a concentragdes muito baixas de nanoparticulas de prata.

O mecanismo de a¢do das NPsAg ndo ¢ completamente elucidado. Contudo, sua atuacao
resulta em inibi¢do do crescimento e perda da inefetividade, impossibilitando os processos que
ocorrem na superficie e no interior da célula dos microorganismos (Morones et al. 2005;
Sharma et al. 2009). Em fungos, o efeito de NPs de prata tem sido explanado e associado a
inibi¢do da respiracdo celular, inativacdo de enzimas, disturbios da funcdo de proteinas e a
interagdo com o fosforo em moléculas de DNA levando ao comprometimento da replicacao
celular (Prathna et al. 2011; Ocsoy et al. 2013). Além disso, podem causar transformagdes
estruturais em hifas, deformagdes da parede celular, danos a membrana e alteracdes
morfoldgicas dos esporos durante a germinacdo (Lamsal et al. 2011; Villamizar-Gallardo, Cruz
e Ortiz-Rodrigues, 2016). Da mesma forma, NPs a base de cobre danificam a membrana
celular, alterando sua permeabilidade, causando assim lise e morte celular (Chatterjee et al.

2014; Yadav et al. 2017; Rai et al. 2018; Pariona et al. 2019). Outros estudos relatam que as
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NPs de cobre podem interromper os processos bioquimicos e estruturais do fungo, associado a
inibi¢do da expressao génica de fatores de viruléncia no patéogeno (Yadav et al. 2017; Chen et

al. 2019).

Os resultados do ensaio in vivo demostraram que a aplicacdo preventiva de AgNPs,
CuNPs e ASM reduzem os sintomas da murcha de fusarium em BR-17 Gurguéia. Estudos
envolvendo NPs tém apresentado atividade antifingica em trabalhos utilizando pulverizagao
prévia (Lamsal et al. 2011; Carvalho et al. 2019) ou apo6s a inoculagdo do patogeno (Mishra et
al. 2014), tendo apresentado eficacia de controle variavel de acordo com os patossistema.
Siqueira et al. (2019), estudando a eficiéncia do Bion em diferentes doses aplicadas previamente
em feijao infectados com Colletotrichum lindemuthianum URM 5771 observaram uma maior
reducdo da severidade dos sintomas na maior concentragcdo. Resultados semelhante foi
encontrado por Rodrigues et al. (2006) ao estudar o efeito do Bion em cultivares de BR-17
Gurguéia e IPA-206, cultivares de caupi inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum, relatado uma reducao de 68,90% e 71,59% da doenca respectivamente.

Nesta pesquisa, a prévia aplicagdo de NPs proporcionou nivel de controle satisfatorio a
murcha de fusarium, sendo este efeito possivelmente associado a presenga residual das NPs nas
folhas que afetaram direta e negativamente o processo infeccioso de Fot. De forma adicional,
espera-se um efeito indireto quando a prévia aplicagdo de NPs de prata e cobre aumentariam as
respostas de defesa das plantas de feijdo contra o patogeno. De acordo com Elmer et al. (2018)
nanoparticulas de prata e cobre podem estar relacionadas com a ativagao de respostas de defesa
da planta. Mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo 376/4 tratadas com nanoparticulas de prata
e cobre proporcionaram maiores teores de lignina e compostos fenolicos reduzindo a infec¢ao
de Cercospora coffeicola. (Carvalho et al. 2019). As nanoparticulas de prata e cobre
apresentaram resultados promissores in vitro e in vivo, contudo a aplicacdo preventiva destas

sdo uma alternativa no controle da murcha de fusarium em feijdo-caupi, no entanto devido ao
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maior uso de AgNPs como agente antimicrobiano, mais pesquisas sao necessarias para elucidar
a toxicidade bem como, o mecanismo exato de interagdo AgNPs com as células fungicas. A
aplicacdo pelo método de pulverizagdo apresentou melhores resultados no efeito sobre os
sintomas de murcha em relagdo ao método de inundacdo. Diante desse resultado, pode-se
hipotetizar um possivel efeito de aumento das respostas no sistema radicular da planta, mesmo
com a aplicacdo de NPs sendo realizada na parte aérea. Para efeitos ambientais esta resposta se
torna importante uma vez que o efeito da aplicagdo direta do produto sobre a microbiota no solo
¢ desconhecido.

Contudo, o presente trabalho concluiu que o uso de NPs pode ser adotado como um
potencial estratégia de manejo contra patdogenos. Novos estudos devem ser realizados para
determinar os mecanismos de defesa que sdo ativados em plantas de feijdo-caupi infectadas por
Fot. Além disso, o uso de NPs deve ser estudado em relagdo aos seus efeitos ecoldgicos, sendo

importante determinar o efeito destas sobre a populacdo microbiana no solo.
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(2]

(cm) (A, B) e o indice velocidade de crescimento micelial (IVCM) (C, D) de Fot
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Figura 2. Efeito de Nanoparticulas (NPs) de cobre (A) e NPs de prata (B) sobre o indice

velocidade de crescimento micelial (IVCM) e o diametro micelial (cm) de Fot. Para cada

variavel, as médias de cada tratamento que sdo seguidas com letras diferentes sao

significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. As barras indicam os

desvios padrao das médias. n = 10.
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CONCLUSOES GERAIS

O genotipo de feijao-caupi Miranda IPA207 apresenta a heranca genética da resisténcia
a Fot controlada por dois genes dominantes complementares, € pode ser recomendado
o retrocruzamento como método de melhoramento.

A colonizag¢do de tecidos radiculares de feijao-caupi por Fot foi reduzida no gendtipo
Miranda IPA 207 (resistente), e principalmente no gendtipo, MNOCO1 (resistente)
devido ao menor estresse oxidativo e maior atividade da FAL. Consequentemente,
menores danos radiculares permitiram a preservagdo do processo fotossintético e,
consequentemente, um maior desenvolvimento dessas plantas.

As nanoparticulas de Cobre e Prata foram eficientes em reduzir o desenvolvimento de
Fot in vitro e os sintomas de murcha de fusarium nas plantas de caupi em casa de

vegetacao.
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