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RESUMO

O feijdo preto é um grio de importincia econdmica, social e nutricional para paises da Africa,
Asia e América, como o Brasil. Um dos principais fatores bidticos limitantes a cultura do
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) (CI).
Para o seu controle, a utilizagdo de cultivar (cv.) resistente ¢ o método mais utilizado. Contudo,
os mecanismos de defesa associados a resisténcia genética do feijoeiro a antracnose ainda sao
pouco compreendidos. Entre esses mecanismos, as espécies reativas de oxigénio podem
desempenhar um papel importante na determinagdo da resisténcia, sendo sua produgao e
degradacdo controladas por um complexo enzimatico. Assim, o presente trabalho objetivou
monitorar a atividade de enzimas guaiacol peroxidase (GPX), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD), bem como a quantidade de peroxido de
hidrogénio (H>0,), malonaldeido (MDA) e a frequéncia de células hipersensitivas em feijoeiro
UFSC-01 (resistente) e cv. Uirapuru (suscetivel) contra C/. Para isso, plantas no estadio V3
foram inoculadas com suspensdo de 10° conidios/ml de CI. Suas folhas foram amostradas para
analises bioquimicas e microscopicas as 0, 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo. Além disso,
buscou-se a recuperagdo de C/ a partir de tecidos foliares com lesdes e microlesdes tipicas de
antracnose ¢ de tecidos sem sintomas na forma de controle. As atividades de GPX, SOD e APX
e as quantidades de H>O> e MDA foram maiores em UFSC-01 inoculada, comparando-se com
plantas desse genotipo ndo inoculadas, bem como com cv. Uirapuru inoculada ou ndo. As
atividades dessas enzimas aumentaram no intervalo monitorado ap6s a inoculagdo somente no
gendtipo UFSC-01. Em contraste, as atividades de enzimas oxidativas e as quantidades de
MDA em cv. Uirapuru suscetivel inoculada ndo diferiram estatisticamente das encontradas nos
dois genotipos ndo inoculados. A atividade da CAT nao foi alterada em ambos os gendtipos,
inoculados ou ndo. A frequéncia de células hipersensitivas aumentou em UFSC-01 inoculada
se comparada a cv. Uirapuru inoculada e a feijoeiros ndo inoculados. O CI foi recuperado de
tecidos foliares de ambos os gendtipos, porém com frequéncia inferior em tecidos de UFSC-01
com microlesdes e superior em cv. Uirapuru com lesdes. Diante do exposto, o aumento dos
componentes do metabolismo oxidativo em feijoeiro resistente apds a inoculagdo parece ser
necessario para a resisténcia do feijoeiro a antracnose. A maior frequéncia de células
hipersensitivas em linhagem resistente pode indicar maior restri¢ao do fitopatdogeno nas células
deste genotipo. Ja a recuperagdo de C/ de tecidos foliares em ambos os gendtipos demonstra
que hé infeccao por C/ também no gendtipo resistente. No entanto, algum mecanismo impede
o avanco da colonizagdo do fitopatogeno em tecido de feijoeiro resistente. Assim, o presente
trabalho sugere que o metabolismo oxidativo estd associado a resisténcia e a mecanismos de
defesa do feijoeiro a Cl, abrindo novas possibilidades para a compreensao da resisténcia do
feijoeiro a antracnose.

Palavras chave: Resisténcia genética, metabolismo oxidativo, antracnose, feijoeiro comum.



ABSTRACT

Black beans are a food of economic, social and nutritional importance for countries in Africa,
Asia and America, such as Brazil. One of the main biotic factors limiting the culture of common
bean (Phaseolus vulgaris L.) is anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum) (CI). For its
control, the use of resistant cultivar (cv.) Is the most used method. However, the defense
mechanisms associated with the genetic resistance of common beans to anthracnose are still
poorly understood. Among these mechanisms, reactive oxygen species can play an important
role in determining resistance, their production and degradation being controlled by an enzyme
complex. Thus, the present study aimed to monitor the activity of guaiacol peroxidase (GPX),
catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and superoxide dismutase (SOD), as well as the
amount of hydrogen peroxide (H202), malonaldehyde (MDA) and the frequency of
hypersensitive cells in beans UFSC-01 (resistant) and cv. Uirapuru (susceptible) against C/. For
this, plants in stage V3 were inoculated with a suspension of 10® conidia/ml of CI. Its leaves
were sampled for biochemical and microscopic analysis at 0, 12, 24 and 48 hours after
inoculation. In addition, the recovery of C/ was sought from leaf tissues with lesions and
microlesions typical of anthracnose and in tissues without symptoms in the form of control. The
activities of GPX, SOD and APX and the amounts of H>O, and MDA were higher in inoculated
UFSC-01, compared with plants of this non-inoculated genotype, as well as with cv. Uirapuru
inoculated or not. The activities of these enzymes increased in the monitored interval after
inoculation only in the UFSC-01 genotype. In contrast, the activities of oxidative enzymes and
the amounts of MDA in cv. Susceptible Uirapuru inoculated not differ statistically from those
found in the two non-inoculated genotypes. CAT activity was not altered in both genotypes,
inoculated or not. The frequency of hypersensitive cells increased in inoculated UFSC-01
compared to cv. Inoculated Uirapuru and inoculated beans. C/ was recovered from leaf tissues
of both genotypes, however with a lower frequency in UFSC-01 tissues with microlesions and
higher in cv. Uirapuru with lesions. Considering the above, the increase in the components of
oxidative metabolism in resistant beans after inoculation seems to be necessary for the
resistance of the bean to anthracnose. The higher frequency of hypersensitive cells in resistant
lineage may indicate greater restriction of the phytopathogen in the cells of this genotype. The
recovery of CI from leaf tissues in both genotypes shows that there is infection by C/ also in the
resistant genotype. However, some mechanism prevents the advance of phytopathogen
colonization in resistant bean tissue. Thus, the present work suggests that oxidative metabolism
is associated with resistance and defense mechanisms of beans to C/, opening new possibilities
for understanding the resistance of beans to anthracnose.

Key words: Genetic resistance, oxidative metabolism, anthracnose, common bean.
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1 INTRODUCAO

1.1 A CULTURA DO FEIJOEIRO COMUM (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence a ordem das Fabales, familia
das Fabaceaes e género Phaseolus. Esta leguminosa ¢ uma cultura de ciclo anual e de
habito de crescimento determinado e indeterminado (GRAHAM; RANALLI, 1997; DE
RON et al., 2016). O feijoeiro apresenta sistema radicular pivotante, que ¢ concentrado
nos primeiros 20 cm de profundidade do solo, folhas trifoliadas, alternas e pecioladas, e
inflorescéncia axilar (SINGH; GEPTS; DEBOUCK, 1991; GRAHAM; RANALLI,
1997).

P. vulgaris € originario de duas regides da América, a Andina e a Mesoamericana
(BROUGHTON et al., 2003; ASSEFA et al., 2019). Destes locais, surgiram cinco
espécies (Phaseolus vulgaris, Phaseolus dumosus Macfad., Phaseolus coccineus L.,
Phaseolus acutifolius A. Gray e Phaseolus lunatus L.) a qual o P. vulgaris ¢ o mais
produzido e consumido no mundo (SINGH, 2001; BROUGHTON et al., 2003; DE RON
et al., 2016; PADDER et al., 2017; ASSEFA et al., 2019).

O feijdo preto ¢ importante fonte de alimento em diversos paises. Umas das suas
principais caracteristicas nutricionais sdo a excelente fonte de proteina, carboidratos,
minerais e vitaminas (BROUGHTON et al., 2003; ARNOLDI et al., 2015; ASSEFA et
al., 2019). Devido o feijao ser 6tima fonte de nutrientes, esse grao ¢ também muito
cultivado, comercializado e consumido em algumas regides do mundo, como Africa,
América do Sul e Central e Asia. Estes atributos lhe conferem grande relevancia
econdmica e social nas regides envolvidas, desde cultivo até o consumo (BROUGHTON
et al., 2003; ACOSTA-GALLEGOS; KELLY; GEPTS, 2007; ASSEFA et al., 2019).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de feijdo, com 2.915.030 de
toneladas colhidas em 2018, atras de Myanmar e ndia (FAO, 2018). No entanto, entre os
paises que possuem maior produtividade, o Brasil se encontra na quarta colocagdo, com
1.027 kg/ha (Tabela 1), logo apos a China e Estados Unidos (FAO, 2018). Esta baixa
produtividade se deve a alguns fatores limitantes a cultura do feijoeiro comum, como
fatores bioticos e abidticos (ASSEFA et al., 2019). Entre os fatores bidticos, pode-se
destacar a presenca de plantas daninhas, insetos pragas e fitopatdgenos. J4 entre os fatores
abioticos, destacam-se estresse hidricos, térmicos, entre outros (SINGH, 2001; ASSEFA

et al., 2019).
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Tabela 1 - Producio, produtividade e area plantada dos principais paises produtores de

feijao em 2017.

Pais Produgao (ton) Produtividade (kg/ha) Area plantada (ha)
India 6.220.000 459 13.545.518
Myanmar 4.779.927 1.769 2.701.865
Brasil 2.915.030 1.027 2.837.697
EUA 1.700.510 2.084 815.850
China 1.324.407 1.783 749.860
Tanzania 1.210.359 1.028 1.177.400

Fonte: FAO, 2017.

Dos estados brasileiros produtores, Santa Catarina (SC) se encontra na quinta
posi¢do com producdo total de 123.623 toneladas do grao produzido (IBGE, 2017).
Todavia apresenta consideravel produtividade com 1.733 kg/ha (Tabela 2), porém, ainda
com grandes possibilidades de aumento. Dentro do cenario nacional, cerca de 60% da
produgdo € oriunda da agricultura familiar, visto que os grandes produtores utilizam a
cultura do feijoeiro comum para rotacao de cultura diante de outras cultivos, como soja e
milho (COMISSAO TECNICA SUL-BRASILEIRA DE FEIJAO, 2012). Com o
investimento em incremento de pardmetros produtivos de cultivares de feijoeiros, hd uma

possibilidade de aumento na produtividade e produgdo tanto brasileira quanto catarinense.

Tabela 2 - Produgao, produtividade e area plantada de feijoeiro nos estados brasileiros

no ano de 2017.
Estado Producdo (ton)  Produtividade (kg/ha) Area plantada (ha)
Parana 600.108 1.524 787.388
Minas Gerais 522.338 1.602 664.452
Goias 345.458 2.313 298.778
Mato Grosso 230.897 1.023 477.355
Santa Catarina 123.623 1.733 145.061

Fonte: IBGE, 2017.

Dentre as variedades de feijdo, o feijado preto ¢ preferido pela maioria da
populacao dos estados de SC, Rio Grande do Sul, Parand, Rio de Janeiro e Espirito Santo
(COSTA et al., 2010). Assim, estima-se que parte da populacao destes estados, cerca de
51 milhdes de brasileiros (Apéndice 5) preferem e consomem o feijao preto diariamente,
dando-lhe importante valor econdmico e social. Logo, através de lavouras de feijoeiros
com altas produtividades (kg/ha), é possivel suprir o alto consumo e demanda de feijao

preto desta populagdo, produzindo-o mais na mesma area.
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1.2 ANTRACNOSE DO FEIJOEIRO (Colletotrichum lindemuthianum)

A antracnose do feijoeiro € ocasionada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum, que geralmente ¢ um dos principais fitopatégenos do cultivo de feijao.
Em lavouras de cultivares susceptiveis, este patdgeno comumente ¢ muito agressivo e
pode comprometer até 100% da producdo (PASTOR-CORRALES; TU, 1989; PADDER
etal., 2017).

Os sintomas da doenga podem ser visualizados em estagios fenologicos pos-
emissao das folhas cotiledonares e em qualquer local da parte aérea das plantas, como
folhas, caule, peciolos e vagens. As lesdes geralmente se iniciam na parte abaxial das
folhas. Neste local, tem-se o inicio de manchas pardo-avermelhadas principalmente na
nervura, para posteriormente progredirem em manchas café-escura mais longas a negra
(Figura 1) (ALZATE-MARIN et al., 2007; FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013). No
caule e peciolos, ¢ possivel visualizar lesdes ovaladas escuras e deprimidas (Figura 1). J&
nas vagens, as lesdes normalmente sdo arredondadas, deprimidas e de coloracdo marrom,
podendo também apresentar lesdes de centro claro ou rosa. Este sintoma é comum devido
a esporulagdo do fungo, coberto por uma mucilagem (Figura 1) (PASTOR-CORRALES;
TU, 1989; MOHAMMED, 2013; PADDER et al., 2017).

1.2.1 Etiologia

Oriundo do telemorfo, ou fase perfeita, Glomerella cingulata (Stoneman)
Spauld. & Schrenk f. sp. phaseoli, o Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.)
Scribner ¢ um fungo mitosporico pertencente a classe dos Ascomycetos. Este fungo
produz micélio septado, o qual ap6s envelhecimento, evolui da cor hialiana para a quase
negra (PASTOR-CORRALES; TU, 1989; FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013;
MOHAMMED, 2013).

Os conidios podem ser cilindricos ou oblongos, medem de 40 a 60um e sao
produzidos sobre conidiosforos de coloragdo hialiana, no interior de acérvulos. Suas
estruturas sao envolvidas por mucilagem, uma massa gelationasa de cor rosa (PASTOR-

CORRALES; TU, 1989; MOHAMMED, 2013; PADDER et al., 2017)
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Figura 1 — Sintomas de antracnose do feijoeiro. Manchas necroticas na nervura e peciolo
do feijoeiro (A) e esporulacdo em vagem de feijoeiro (B).

Fonte: autor

1.2.2 Processo infeccioso

O processo de infeccdo do C. lindemuthianum tem inicio apos dispersdo e
deposicdo do seu conidio na superficie foliar do feijoeiro (PADDER et al., 2017). Sob
condi¢cdes favoraveis (temperatura e umidade), esse conidio germina (Figura 2 - C) e
produz de um a quatro tubos germinativos (Figura 2 - Tg) (MENDGEN; HAHN, 2002;
RAWLINGS; O’CONNELL; GREEN, 2007). Logo em sequéncia, um destes tubos se
diferencia, sua ponta incha e, delimitada por um septo, origina-se o apressorio
(O’CONNELL; BAILEY, 1991; PERFECT etal., 1999; MOHAMMED, 2013; PADDER
et al., 2017). Em seguida, o apressorio (Figura 2 - Ap) sofre maturacdao, melaniza-se e da
origem a um novo poro de penetracdo, onde ha a emergéncia da hifa de penetragdo em
direcao ao interior da superficie da folha da planta. A penetragdo intracelular do fungo ¢
via cuticula da epiderme e ¢ realizada de forma conjunta de dois mecanismos distintos,
secrecao de enzimas responsaveis pela degradacdo da cuticula e for¢ga mecanica em
sentido ao interior da célula do hospedeiro (O’CONNELL; BAILEY; RICHMOND,
1985; O’CONNELL; BAILEY, 1991; PADDER et al., 2016; SHAMS; JAVAN-
NIKKHAH; MIRZADI GOHARI, 2020).



18

Vencidas as barreiras fisicas da planta e com o sucesso do mecanismo de
penetracao, inicia-se o processo de colonizagdo. O Colletotrichum lindemuthianum é um
fungo hemibiotréfico (O’CONNELL; BAILEY, 1988; MOHAMMED, 2013; DE
QUEIROZ et al., 2019), ou seja, sua fase inicial ¢ biotréfica (Figura 2 — a) e ocorre nas
primeiras 72 horas apds infeccdo. Em contrapartida, a sua fase subsequente, a
necrotrofica, tem inicio 72 horas apos infeccao (PADDER et al., 2016; SHAMS; JAVAN-
NIKKHAH; MIRZADI GOHARI, 2020). A partir da hifa de penetracdo, a vesicula de
infec¢do (Figura 2 - V) ¢ formada a fim de manter o protoplasma do hospedeiro vivo,
extrair nutrientes e estabelecer relagdes parasitaveis estdveis com o organismo vegetal
(MOHAMMED, 2013; DE QUEIROZ et al., 2019; SHAMS; JAVAN-NIKKHAH;
MIRZADI GOHARI, 2020). Da vesicula surgem as hifas primarias que continuam a
colonizacdo progressiva de novas células epidérmicas e do mesofilo. Oriundas das hifas
primarias, as hifas secundarias ddo inicio a fase necrotrofica de colonizacao (Figura 2 -
b). Estas estruturas ramificam-se nas células dos hospedeiros, matando-as, ao consumir
seus nutrientes de modo necrotrofica (O’CONNELL; BAILEY, 1991; PERFECT et al.,
1999; PERFECT; GREEN; O’CONNELL, 2001; MOHAMMED, 2013; PADDER et al.,
2016).

Figura 2 - Processo infeccioso (A) e estruturas (B) do C. lindemuthianum. C: conidio;
Ap: apressorio; Tg: tubo germinativo; Hpe: hifa de penetragao V: vesicula de infeccao;
Hp: hifa primaria (a-c: biotrofismo, primeiras 72 horas); Hs; hifa secundaria
(necrotrofismo, subsequente as 72 horas de infeccdo). Setas apontam a penetragdo da Hs
na parede celular.

A - Adaptada: Mendgen e Hahn (2002). B - Foto: autor
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1.2.3 Disseminacao

A disseminacao de C. lindemuthianum a feijoeiros ocorre de diferentes maneiras.
A longas distancias este fungo se dissemina por meio de sementes infectadas, enquanto
que a curtas distancias a disseminagdo ¢ por respingos de chuvas sobre vagens contendo
esporulacdo. Sua sobrevivéncia ¢ frequente em forma de micélio no tegumento da
semente, ou em restos culturais, ambos propagados a safras subsequentes (PASTOR-
CORRALES; TU, 1989; KELLY; VALLEJO, 2004). Ja o desenvolvimento da doenga,
apods hospedeiro infectado, ¢ favorecido em temperaturas entre 13°C e 26°C, juntamente
com alta umidade relativa do ar (PASTOR-CORRALES; TU, 1989; MOHAMMED,
2013)

Em consequéncia dos métodos de disseminagdo da antracnose serem via
semente, Montemor et al. (2012) observaram, apos teste fitossanitario com diferentes
lotes de sementes de feijao preto de SC, alta incidéncia de CI/. Os autores sugerem a
necessidade de adocdo de medidas de controle, visando reduzir a incidéncia do

fitopatdgeno na semente genética ou basica.

1.2.4 Controle da antracnose do feijoeiro

Existem diferentes métodos de controle da antracnose do feijoeiro, os mesmos
vao desde evitar a disseminagdo até efetuar o controle pés-infec¢do. Contudo, nem todos
apresentam boa eficiéncia e podem ser agravados por técnicas de cultivo que beneficiam
adoenca (PASTOR-CORRALES; TU, 1989; PADDER et al., 2017). O controle quimico,
através de fungicidas, pode evitar a disseminacao de sementes infectadas via tratamento
de semente, ou pode apresentar efeito curativo, utilizando-os pos-infec¢ao. No entanto, o
uso destes defensivos agricolas geram alto custo ao produtor, nem sempre sdo eficientes
e podem gerar residuos ao meio ambiente e ao grao de feijao produzido (MOHAMMED,
2013; PADDER et al., 2017). A monocultura pode manter o indculo na area de plantio,
por isso a rotagdo de cultura pode evitar a presenca da fonte de inoculo, assim como
interromper a ciclo de vida do C. lindemuthianum (SINGH; SCHWARTZ, 2010;
FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013). Porém, apds a introducao do fitopatdogeno na area
de cultivo, a rotacdo de cultura se torna ineficaz e perde sua eficiéncia (MOHAMMED,

2013).
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1.3  RESISTENCIA GENETICA DO FEIJOEIRO A ANTRACNOSE

O controle genético, através do uso de cultivar resistente, ¢ o método
considerado mais eficiente, menos oneroso ¢ ndo gera residuo ao meio ambiente
(MAHUKU et al.,, 2002; KELLY; VALLEJO, 2004, DAVIDE; SOUZA, 2009;
MOHAMMED, 2013). Dentro do uso de gendtipos resistente, sabe-se que o P. vulgaris
apresenta a resisténcia monogénica (ou vertical) a C. lindemuthianum, ou seja, estd
presente na planta genes “R” de resisténcia. O mesmo o confere resisténcia raca-
especifica, ndo podendo proporcionar o controle a todas as ragas do agente causal da
antracnose (BALARDIN; KELLY, 1998; GEFFROY etal., 2008; FERREIRA; CAMPA;
KELLY, 2013; SHAMS; JAVAN-NIKKHAH; MIRZADI GOHARI, 2020).

O C. lindemuthianum possui alta variabilidade genética, tendo sido identificado
em torno de 100 ragas distribuidas pelo mundo (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013;
DE QUEIROZ et al., 2019) e 50 racas pelo Brasil (DAVIDE; SOUZA, 2009). Existem
alguns fatores que podem indicar esta variabilidade genética, como a coevolugao e origem
do feijoeiro e do C/ partirem da mesma regido, mesoamerica € américa andina
(MAHUKU; RIASCOS, 2004). Outro fator ¢ a distribui¢ao e adaptabilidade de ambos
seguirem para diferentes regides do mundo (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013;
PADDER etal., 2017). Porém, a alta variabilidade deste fitopatogeno € capaz de impactar
na resisténcia genética do feijoeiro, que pode ser quebrada pelo polimorfismo da
viruléncia que sofre populagdes de C/ (PADDER et al., 2016).

Para classificacdo das ragas de C. lindemuthianum encontradas em lavouras de
feijoeiro, foi proposta a utilizagdo de 12 cultivares diferenciadoras, as quais cada uma
possui um codigo binario € um ou mais genes de resisténcia, intitulado de Co- (Tabela 3).
Assim, ragas isoladas recebem uma numeracao, que consiste na somatéria do codigo
binario da(s) cultivar(es) que, apds inoculagdo, apresentou a doenga (Tabela 3) (KELLY;;
VALLEJO, 2004; GEFFROY et al., 2008; FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013).
Mesmo assim, ndo apenas em lancamentos de novas cultivares e linhagens, mas também
em programas de melhoramento de feijoeiros a antracnose, o controle via resisténcia
genética vém perdendo a eficiéncia devido a grande variabilidade genética e capacidade
adaptativa do C. lindemuthianum (KELLY; VALLEJO, 2004; DAVIDE; SOUZA, 2009;
OBLESSUC et al., 2012; FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; PADDER et al., 2017;
DE QUEIROZ et al., 2019).
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Tabela 3 - Cultivares diferenciadoras de racas de antracnose.

cv. Diferenciadora Gene Gene pool Coadigo binario
Michelite - MA 1
Michigan Dark Red Kidney Co-1 A 2
Perry Morrow Co-1° A 4
Cornnel 49242 Co-2 MA 8
Widusa - MA 16
Kaboon Co-12 A 32
Mexico 222 Co-3 MA 64
P1207262 Co-4%, Co-9 MA 128
TO Co-4 MA 256
TU Co-5 MA 512
AB 136 Co-6, co-8 MA 1024
G 2333 Co-4?, Co-5, Co-7 MA 2048

*Adaptado Kelly e Vallejo (2004). MA: Mesoamericano. A: Andino. cv: Cultivar

Os loci de caracteristicas quantitativa (“Quantitative Trait Loci” - QTL) sdo
regides dos cromossomos capazes de determinar uma caracteristica fenotipica, como a
resisténcia a doengas (GONZALEZ et al., 2015). Entre os genes da resisténcia do feijoeiro
a antracnose, existem QTLs conhecidos que controlam a resisténcia a diferentes racas,
sendo 11 grupos de ligagdes (GONZALEZ et al., 2015; MEZIADI et al., 2016). Os QTLs
em feijoeiros controlam a resisténcia e podem estar associados a ativagdo de mecanismos
de defesa (PADDER et al., 2017).

No Brasil, hd uma maior frequéncia das ragas 65, 73 e 81 de C. lindemuthianum
nas lavouras de feijoeiro (DAVIDE; SOUZA, 2009). Da mesma maneira, Santa Catarina
possui também um predominio da raga 65, seguida pela raca 73 (GONCALVES-
VIDIGAL et al., 2008). Todavia, obter informagdes sobre mecanismos de resisténcia de
feijoeiro contra a raga 73 ¢ interessante, visto que, uma variedade resistente a esta raga ¢

também resistente as ragas de numeracao inferiores (Tabela 3).

1.4  MECANISMOS DE DEFESA NA RESISTENCIA DE PLANTAS A
PATOGENOS

A resisténcia de plantas a fitopatdgenos englobam diferentes mecanismo de
defesa. Entre eles, destacam-se os mecanismos estruturais e bioquimicos, ambos podem
estar presentes ou serem ativados depois da interagdo com o patogeno, sendo
caracterizado como pré ou poés-formado (KOMBRINK; SOMSSICH, 1995; AGRIOS,
2005).
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Os mecanismos estruturais consistem em barreiras fisicas que impedem ou
atrasam a penetracao e colonizacao do patégeno, como tricomas e cuticula, os quais sao
classificados como pré-formados. Ja a lignificacdo e a formagao de papilas estdo presentes
no grupo dos estruturais pos-formados. De outra forma, os mecanismos bioquimicos sdo
substancias quimicas com a¢do antagonista e antimicrobiana ao patogeno. Elas podem ser
pré-formados, como fenois e glicosideos, ou pos-formados, como a producao de proteinas
relacionadas a patogénese (PR) e de espécies reativas de oxigénio (ROS) (KOMBRINK;
SOMSSICH, 1995; ODJAKOVA; HADJIIVANOVA, 2001; AGRIOS, 2005;
GARCION et al., 2014).

1.5 METABOLISMO OXIDATIVO NA DEFESA DE PLANTAS A PATOGENO

Logo apds o reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro, a planta pode
desenvolver uma série de respostas bioquimicas e enzimaticas, alterando seu
metabolismo. Essa mudanga metabolica tem como objetivo iniciar uma sinalizagdo de
defesa da planta, ativar mecanismos de defesa e tentar impedir a infecgdo do fitopatdégeno
(KOMBRINK; SOMSSICH, 1995; O’BRIEN et al., 2012). Assim, a alteragdo do
metabolismo oxidativo pode torna-se uma das primeiras respostas na linha de defesa das
plantas, sendo capaz de produzir espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma forte
explosdao oxidativa (TORRES; JONES; DANGL, 2006; BOLWELL; DAUDI, 2009;
CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO, 2016).

A explosdo oxidativa ¢ comumente referida ao rapido acimulo de EROs nos
tecidos e células vegetais, a partir dela ha uma alteragdo na mobilizacdo de proteinas,
influxo de ions, fosforilacdo e mudanga de pH (TORRES, 2010; SHARMA et al., 2012).
As EROs sao moléculas derivadas do Oxigénio (O»), de alta reatividade, que incluem os
radicais livres anion superoxido (O»"), radical hidroxila (OH-) e moléculas ndo radicais,
como peroxido de hidrogénio (H,0») e oxigénio singleto ('0,) (SHETTY et al., 2008;
O’BRIEN et al., 2012; SHARMA et al., 2012). As EROs nos organismos vegetais sao
responsaveis por diferentes fungdes durante a interagcdo planta-patdgeno. Essas fungdes
vao desde agdo antimicrobiana ao patdgeno, até sinalizagdo para ativagdo de genes ou
mecanismos de defesa. Apds sinalizagdo, grandes quantidades de EROs podem possuir
acdo toxica as células do proprio hospedeiro, resultando em morte celular e em reagdo de
hipersensibilidade (MUR et al., 2008; SHETTY et al., 2008; TORRES, 2010; SHARMA
et al.,, 2012; CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO, 2016). Entre as EROs, o
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perdxido de hidrogénio possui importante papel na atividade antimicrobiana e sinalizagao
da célula em resposta as invasdes microbianas. Além de, na maioria das vezes ser a
molécula de EROs produzida em maior quantidade e com maior tempo de vida 1til, de
aproximadamente de 1ms (QUAN et al.,, 2008; O’BRIEN et al., 2012; CAMEJO;
GUZMAN-CEDENO; MORENO, 2016; CERNY et al., 2018).

1.5.1 Enzimas associadas ao metabolismo oxidativo

Para que as EROs possam ser produzidas ou degradas e consigam desempenhar
seus papéis, um complexo de enzimas devem ser ativados ou inativados, afim de aumentar
ou diminuir a produgdo e quantidade de EROs, ou até mesmos degrada-las, resultando
em desintoxicacdo de EROs (“scaveging”) (SHARMA et al., 2012). Esse processo ¢
importante para determinar o sucesso, ou ndo, da infeccdo do patdgeno, através da
autodestrui¢do ou manutenc¢do da viabilidade da célula via balancgo redox presente nesse
organismo vivo. Ao se autodestruir, a célula com a presenga do fitopatdgeno acaba o
impedindo de progredir e continuar a colonizacdo de patogenos biotroficos
(BREUSEGEM; DAT, 2006; TORRES, 2010; BALINT-KURTI, 2019).

Algumas s3o as enzimas produtoras de EROs, destacando-se a superdxido
dismutase (SOD) e algumas classes da peroxidase, como a guaiacol peroxidase (GPX)
(WOJTASZEK; TRETHOWAN; BOLWELL, 1997; ALMAGRO et al.,, 2009;
SHARMA et al., 2012; CERNY et al., 2018). A maioria, a partir de estimulos, produz
H>0: e outros EROs importantes para sinaliza¢do, acdo antimicrobiana e intoxicagdo
celular (BOLWELL; DAUDI, 2009; CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO,
2016). Outras enzimas sdo encarregadas de fazer a desintoxicacao de EROs, entre elas,
pode-se destacar a catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (O’BRIEN et al., 2012;
SHARMA et al., 2012; CERNY et al., 2018). Essa desintoxicagao ¢ crucial para eliminar
e diminuir a quantidade de H>O>, outros EROs e manter a célula vital. No entanto, permite
a proliferacao do agente fitopatogénico biotréfico em células vivas e garante o sucesso da
doenca (QUAN et al., 2008; SHETTY et al., 2008; TORRES, 2010).

Desta maneira, as enzimas de producao e de desintoxicagdo de EROs apresentam
papel importante no metabolismo oxidativo e mecanismo de defesa de plantas. Na forma
de manter o equilibrio redox da célula hospedeira e resultar em manutengao da viabilidade
ou autodestruicao dela (TORRES, 2010; O’BRIEN et al., 2012; SHARMA et al., 2012;
CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO, 2016).
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1.5.1.1 Guaiacol peroxidase (GPX EC 1.11.1.7)

A guaiacol peroxidase (GPX EC 1.11.1.7) ¢ uma enzima pertencente a classe III
das peroxidase (ALMAGRO et al., 2009; CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO,
2016). Formada por heme proteinas, a GPX pode produzir H>O; na presencga de grande
quantidade de O>" ou de outro forte agente redutor (O’BRIEN et al., 2012). A agdo da
peroxidase ¢ formada por dois ciclos, ciclo peroxidase e ciclo oxidase (peroxidase cyle e
oxidase cycle). A partir do ciclo oxidase, a enzima ferrosa pode reagir como o doador de
elétron (O2™ ou outro) e produzir o H>O, possibilitando assim a peroxidase voltar ao seu
estado fundamental (O’BRIEN et al., 2012).

Caracterizada como a principal enzima produtora de H>O> em culturas de
células do feijoeiro (WOJTASZEK; TRETHOWAN; BOLWELL, 1997; BLEE et al.,
2001; BOLWELL et al., 2002), a GPX esta localizada no apoplasto ou parede celular dos
organismo vegetais (O’BRIEN et al., 2012; CAMEJO; GUZMAN-CEDENO;
MORENO, 2016). Além de percursora na produ¢ao de H>O», ¢ também classificada como
proteina relacionada a patogénese (PR) e estd também relacionada com lignificacdo e
reforco da parede celular (KOMBRINK; SOMSSICH, 1995; BOLWELL et al., 2002;
ALMAGRO et al., 2009).

1.5.1.2 Catalase (CATEC 1.11.1.6)

Primeira enzima antioxidante a ser descoberta, a catalase (CAT EC 1.11.1.6)
converte duas moléculas de H>O, em oxigénio e agua (ANJUM et al., 2016). Além de
alta especificidade a peroxido de hidrogénio, a CAT ¢ energeticamente eficiente por ndo
necessitar de agente redutor para seu pleno funcionamento (TORRES, 2010; SHARMA
et al., 2012). Localizada geralmente em peroxissomos, a catalase pode ser também
encontrada em mitocdndrias e citosol (ANJUM et al., 2016; CERNY etal., 201 8) e possui
acdo ndo apenas no metabolismo cotidiano das plantas, mas também na defesa de plantas
contra estresse bidticos e abioticos (MHAMDI et al., 2010; SHARMA et al., 2012;
CERNY et al., 2018).
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1.5.1.3 Ascorbato peroxidase (APXEC 1.11.1.11)

O ascorbato peroxidase (APX EC 1.11.1.11) ¢ uma heme-proteina pertencente a
classe I da familia das peroxidases (SHARMA et al., 2012; ANJUM et al., 2016), com
importante funcao de desintoxicacdo de EROs na célula (TORRES, 2010; ANJUM et al.,
2016; CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO, 2016). Seu principal papel no
metabolismo oxidativo ¢ degradar o perdxido de hidrogénio, reduzindo-o a 4gua e,
consequentemente, gerando duas moléculas de monode-hidroascorbato (MDHA). Para
isso, a APX utiliza duas moléculas de ascorbato (AsA) no ciclo AsA-GSH (ciclo
Ascorbato-Glutathiona) (SHARMA et al., 2012; ANJUM et al.,, 2016). A APX,
dependendo da sua isoforma, localiza-se no citosol, mitocondria ou peroxissomo e pode
também estar associada a mecanismo de defesa a fatores abidticos, como salinidade e

estresses hidricos (SHARMA et al., 2012; ANJUM et al., 2016).

1.5.1.4 Superoxido dismutase (SOD EC 1.15.1.1)

A Superdxido dismutase (SOD EC 1.15.1.1) é uma enzima do grupo das
metaloenzimas que catalisa a dismutagdo do 02" em O; e HO> (SHARMA et al., 2012;
CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO, 2016; CERNY et al., 2018). E considerada
a principal enzima atuante na primeira linha de defesa da planta e sua classificagdo ¢
realizada conforme seus cofatores metalicos: cobre, manganés e zinco (MILLER, 2012;
SHARMA et al., 2012). Dependendo da sua isoforma, a SOD pode ligar-se ao agente
redutor (Cu, Mn, Zn), reduzi-lo e manté-lo na sua forma reduzida (1). Apds esta reacao
(1), a isoforma reduzida, em conjunto com a SOD, pode reagir, oxidar e formar o H,O»
(2) (MILLER, 2012; GILL et al., 2015). A SOD, dependendo do seu cofator, pode estar
localizada na mitocondria, citosol, cloroplasto ou peroxissomos (MILLER, 2012;
SHARMA et al., 2012). Devido a sua grande capacidade de produ¢dao de H>O> e rapida
ativacdo em resposta a agentes estressores, a SOD ¢ imprescindivel durante a alteragcdo
do metabolismo oxidativo associado aos mecanismo de defesa da planta a patdgenos
(O’BRIEN et al., 2012; GILL et al., 2015; CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO,
2016).

0; + H* + SOD.M3*.0H™ - 0, + SOD.M?2*.0H, (1)
05 + H* + SOD.M2*.0H, - H,0, + SOD.M3*.0H"  (2)



26

1.5.2 Compostos bioquimicos associados ao metabolismo oxidativo

Existem inimeros compostos bioquimicos associados ao metabolismo oxidativo
da planta (KOMBRINK; SOMSSICH, 1995; O’BRIEN et al., 2012; SHARMA et al.,
2012). Além de sinalizadores, estes compostos podem servir como indicadores e
substancia toxicos a fitopatdogenos ou as células hospedeira. Entre eles, pode-se destacar
o H>O» e o malonaldeido, que ¢ produto e indicador da peroxidagao lipidica (GARG;

MANCHANDA, 2009; FARMER; MUELLER, 2013).

1.5.2.1 Peroxido de hidrogénio (H>0>)

Geralmente sintetizado pela GPX e SOD, o peroxido de hidrogénio (H20») ¢
uma molécula derivada do O>™ que pode desempenhar varias fungdes na planta (QUAN
et al., 2008; SHARMA et al., 2012). Em baixas concentra¢des, o H>O, normalmente
exerce papel de molécula sinalizadora, j4 em altas concentracdes pode causar dano
oxidativo a célula, orquestrando a morte celular programada e a reagdo de
hipersensibilidade (BREUSEGEM; DAT, 2006; MUR et al., 2008; QUAN et al., 2008).
Outro importante papel desenvolvido pelo H>O», € a acdo antimicrobiana, contudo, isso
irda depender de fatores como concentracao de H,O», sensibilidade do patdgeno e idade
da célula (SHETTY et al., 2008). Assim, a quantidade de H>O; torna-se importante para
determinar ndo apenas em qual momento serd a acao contra o fitopatdgeno, mas também

como sera a agao.

1.5.2.2 Malonaldeido (MDA)

Produto da peroxidacao lipidica, o malonaldeido (MDA) ¢ resultado da oxidagao
de lipidios da membrana celular (MUR et al., 2008; GARG; MANCHANDA, 2009).
Importante nesse processo, algumas EROs possuem radicais livres que podem ser
capturados por acidos graxos poli-insaturados e os oxidarem. Esses dcidos graxos sdo
componentes estruturais dos lipidios da membrana celular (MUR et al., 2008; GARG;
MANCHANDA, 2009; SHARMA et al., 2012). Apos esta reacdo, o dano oxidativo
causado a membrana celular resulta em uma desestruturagdo da célula, colapsando-a e

resultando em morte celular (MUR et al., 2008; SHARMA et al., 2012). Logo, a morte
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celular devido a peroxidacao lipidica possibilita conter o fitopatdgeno presente na célula,

restringindo sua colonizagdo, ou até, interrompendo-a por completo.

1.5.3 Reacao de hipersensibilidade (RH)

A reacao de hipersensibilidade (RH) ¢ definida basicamente pela morte celular
localizada onde ocorre a infecgao do patdogeno e resulta na supressao do progresso da
doenca (MUR et al., 2008). Antecedente a RH, uma sériec de mudancas metabodlicas
ocorrem com objetivo de sinalizar e desencadear a morte celular programada (GARG;
MANCHANDA, 2009; KUNSTLER et al., 2016). Apés o reconhecimento e sinalizagio
devido a presenca do patdégeno, o metabolismo oxidativo se altera para produzir EROs ou
desintoxica-las de células. Diante do exposto, a produ¢do e acimulo de altos niveis de
H>0O, é um fator importante para a morte celular, que resulta em RH (BREUSEGEM,;
DAT, 2006; MUR et al., 2008; KUNSTLER et al., 2016). Outro fator que pode gerar a
RH ¢ alta peroxidagao lipidica, na qual ocorre o dano oxidativo a membrana e morte
celular na regido infectada (GARG; MANCHANDA, 2009; BALINT-KURTI, 2019).

Ao se autodestruir a célula pode restringir o progresso do patdégeno, ao impedir
trés diferentes processos infecciosos. O primeiro ¢ quando a célula com a estrutura do
fitopatdgeno se autodestroi. O segundo consiste na morte de células da superficie onde o
apressorio do conidio empenha-se na penetracdo. O ultimo processo ¢ quando as células
ao redor de uma célula infectada, se autodestroem para evitar a colonizagao e proliferagado
do fitopatdgeno a células adjacentes (MUR et al., 2008; KUNSTLER et al., 2016;
BALINT-KURTI, 2019). No entanto, o sucesso da RH em restringir o progresso da
doenca depende muito do tempo de identificacdo, sinalizagdao e reacao das células da
planta apds interacdo planta-patdégeno. Caso as c€lulas do hospedeiro se atrasem muito
parareagir, a RH pode ser ineficiente e o patdgeno pode vencer este mecanismo, causando
a doenca (GARG; MANCHANDA, 2009; KUNSTLER et al., 2016). Assim, a RH pode
ser fator crucial para determinar resisténcia ou suscetibilidade de algumas plantas a

determinados patogenos (KUNSTLER et al., 2016).
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1.6 METABOLISMO OXIDATIVO NA RESISTENCIA DE LEGUMINOSAS A

Colletotrichum

Diferentes trabalhos apontam a alteragdo do metabolismo oxidativo associado a
mecanismos de defesa de leguminosas a Colletotrichum. Torregrosa et al. (2004)
observaram, em patossistema Medicago truncatula — C. trifolii, a maior presenca de
peroxido de hidrogénio em linhagens resistentes infectadas do que em linhagens
suscetiveis. A alfafa é planta modelo para estudos em leguminosas. Em pesquisas no
patossistema Vigna unguiculata — C. gloeosporioides, também foi observada a maior
presenca de H>O2 em folhas de variedades resistentes infectadas de feijao-de-cordado, do
que em suscetiveis (BARRETO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014). Outros trabalhos
também mostram a presenca de H>O, em células pela resposta ao C. lindemuthianum.
Por exemplo, pesquisas realizadas com culturas de células de feijoeiro tratadas com
elicitores C. lindemuthianum mostraram aumento na atividade de perdxido de hidrogénio
e GPX nas amostras celulares (WOJTASZEK; TRETHOWAN; BOLWELL, 1997;
BLEE et al., 2001; BOLWELL et al., 2002).

Alguns trabalhos nos patossistemas entre leguminosa - Colletotrichum também
relataram a a¢do de enzimas associadas as EROs. Por exemplo, Oliveira et al. (2014)
encontraram na defesa de feijao-de-corda a C. gloeosporioides, alteragdes na atividade da
SOD, CAT, APX e GPX em gendtipo resistente e suscetivel. Esses resultados foram
condizentes ao maior acumulo de H>O,. Variagdes nestas enzimas foram vistos ndo
somente interacdo de leguminosa - Colletotrichum (TORREGROSA et al., 2004;
BARRETO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014; WANG et al., 2017) e feijoeiro comum
a Colletotrichum (DE FREITAS; STADNIK, 2012; CHAKRABORTY et al., 2019), mas
também na interacdo de morango (FANG et al., 2012), meldo (GE; BI; GUEST, 2013) e
maga a Colletotrichum (VELHO et al., 2016).

Logo, entender melhor o metabolismo oxidativo do feijoeiro comum a
Colletotrichum torna-se interessante para compreensao da sua possivel associacdo aos
mecanismos de defesa dessa planta. Com base nos dados obtidos € possivel relatar a
atuacdo do metabolismo oxidativo na defesa P. vulgaris a C. lindemuthianum e gerar
dados para futuras pesquisas moleculares e programas de melhoramento do feijoeiro

comum a antracnose.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivos gerais

Investigar a atividade das enzimas guaiacol peroxidase (GPX), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD), a quantidade de perdxido de
hidrogénio (H>O2) e malonaldeido (MDA), e o nimero de células hipersensitivas em

gendtipo de feijoeiro resistente e suscetivel, na interagdo com C. lindemuthianum.

1.7.2 Objetivos especificos

Avaliar a severidade de antracnose em feijoeiro resistente e suscetivel

Determinar a atividade das enzimas GPX, CAT, APX e SOD em feijoeiro

resistente e suscetivel apos a inoculagdo com C. lindemuthianum.

Quantificar o HxO> ¢ o MDA em feijoeiro resistente e suscetivel, apos a

inoculagao com C. lindemuthianum.

Determinar, via microscopia, a numero de células hipersensitivas em feijoeiro

resistente e suscetivel, apds a inocula¢do com C. lindemuthianum.

Verificar a frequéncia de C. lindemuthianum recuperado de tecidos com lesdes

e microlesoes tipicas de antracnose e sem sintomas de feijoeiro resistente e suscetivel.

1.8  HIPOTESES

Feijoeiro resistente tem a atividade de enzimas GPX, CAT, APX e SOD ¢ a
quantidade de H>O> e o MDA maior que feijoeiro suscetivel, apos a inoculagdo com C.

lindemuthianum.

Feijoeiro resistente tem maior nimero de células hipersensitivas do que feijoeiro

suscetivel, apos a inoculacao com C. lindemuthianum.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1  MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia (LabFitop)
e em casa-de-vegetacdo no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal

de Santa Catarina (UFSC), em Florianopolis-SC.

2.1.1 Obtencao e condi¢des de cultivo de feijoeiro

Para realizagdo dos experimentos, utilizou-se as variedades de feijao preto da
linhagem UFSC-01 e cultivar (cv.) Uirapuru (DE FREITAS; STADNIK, 2012). Assim,
foram semeadas oito sementes, em vaso plastico preto 3L (Plasticofer Ltda.), de forma
equidistante entre si € a 2,5 cm de profundidade. O substrato utilizado foi uma mistura
homogénea de solo (50%) e vermiculita (50%). Os vasos foram mantidos em casa-de-
vegetacdo e irrigados conforme necessidade hidrica da cultura.

Apods a germinacdo das sementes, plantas no estdgio V2 (Tabela 4) foram

desbastadas com objetivo de se obter apenas trés plantas em estagio V3 por vaso.

Tabela 4 - Estadios fenoldgicos para o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), cultivado em
condicdes de casa-de-vegetagao.
Estadio Dias Caracteristicas

VO 3 Germinagao iniciada em 50% das sementes.

Vi 5 Cotilédones de 50% das plantas completamente desenvolvidos.

V2 9 Folhas primérias de 50% das plantas completamente desenvolvidas.
V3 13 Primeiro trifolio de 50% das plantas completamente desenvolvido.
V4 23 Terceiro trifolio de 50% das plantas completamente desenvolvido.

Adaptado de Dourado Neto e Fancelli (2000).

2.1.2 Obtencao de inoculo e inoculagao

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Cl) utilizado foi obtido do isolado
monosporico MANE 001-03 (Micoteca Anne-Lore Schroeder — CCA - UFSC), raga 73.
O fungo foi cultivado em placas de petri contendo meio de cultura BDA (Batata dextrose

agar, 38g/L). Para producao de inoculo, o CI entdo foi repicado para vagens em tubos de
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ensaios contendo agar-agua (20g/L; SmL/tubo) para suportd-las de forma ereta. Os tubos
foram incubados em cdmara de crescimento com temperatura de 23 £ 1 °C e 12 h de
fotoperiodo, durante 15 dias (PAULERT et al., 2009).

Ap6s esporulagdo do C/ em vagens, foi preparado uma suspensdo de esporos
através da adicdo de agua destilada em vagens. Por fim, a concentragdo de conidios foi
determinada com auxilio de cAmara de neubauer e ajustado para 1,0 x 10 conidios/ml. A
solucdo de esporos foi centrifugada por trés vezes, a 8,2 G por 10 minutos a 21 °C. A
cada centrifugagdo a dgua da solugdo de esporos foi substituida por nova adgua destilada
para retirada de mucilagem do esporo.

O inoculo foi aspergido com auxilio de borrifador, aplicando-se
aproximadamente 5 ml de inoculo por planta, as mesmas foram inoculadas quando
atingiram o primeiro trifélio completamente expandido (V3 - Tabela 4). Em seguida, os
feijoeiros foram realocados para camara imida onde permaneceram por 48 horas, sob
umidade e temperatura controlada (99% UR e 21 £ 2 °C). Durante este periodo, foram
retiradas apenas as plantas especificas de cada tempo de amostragem, para a coleta de
amostras. Por fim, as plantas foram novamente realocadas para casa-de-vegetagao para

retomaram seu ciclo de crescimento e serem avaliadas quanto a severidade.

2.1.3 Amostragem

As amostragens foram realizadas as 0, 12, 24 e 48 horas apds a inoculagao (hai).
Do primeiro trifélio da planta de feijoeiro (em estddio V3), foi retirado o foliolo direito
para quantificagdo de compostos bioquimicos, o foliolo esquerdo para determinagao de
atividades enzimaticas e o foliolo central para determinacao de células hipersensitivas.

Dos foliolos centrais, foram retirados dois discos foliares (9 mm de didmetro) de
cada amostra. As demais amostras foram retiradas, imediatamente pesadas,
acondicionadas em sacos plasticos e congeladas em nitrogénio liquido, para

posteriormente serem armazenada em freezer a -80°C.

2.1.4 Avaliacido da severidade

A avaliagdo da severidade foi realizada conforme a escala de notas proposta por

Rava et al (1993). As plantas inoculadas foram avaliadas aos 5, 7,9 11, 13 e 15 dias apos
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a inoculacdo (dai). Esta escala permite avaliar a severidade da antracnose no feijoeiro a

partir dos seus sintomas, atribuindo-lhe uma nota de 1 a 9 (Tabela 5).

Tabela 5 - Escala descritiva da severidade da antracnose do feijoeiro.
Notas Descricido dos sintomas
1 Auséncia de sintomas.

2 Até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas, perceptiveis somente
na face inferior das folhas.

3 Maior frequéncia dos sintomas descritos no grau 2, até 3% das nervuras
afetadas.

4 Até 1% das nervuras apresentando manchas necroéticas, perceptiveis em ambas
as faces da folha.

5 Maior frequéncia dos sintomas descritos no grau 4, até 3% das nervuras
afetadas.

6 Manchas necrdticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces da folha,
presenca de algumas lesdes em ramos e peciolos.

7 Manchas necroticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido do
mesofilo adjacente que se rompe. Lesdes abundantes em ramos e peciolos.

8 Manchas necréticas em quase todas as nervuras, ocasionando ruptura,
desfolhamento e redugdo do crescimento da planta. Lesdes muito abundantes
em ramos ¢ peciolos.

9 Maioria das plantas mortas.

Adaptada Rava et a/ (1993).

2.1.5 Determinacio da atividade enzimatica

As atividades das enzimas GPX, CAT, APX e SOD foram determinadas
conforme De Freitas e Stadnik (2015), com algumas modificagdes. Com o objetivo de se
obter um extrato proteico homogéneo, as amostras foram maceradas em cadinho de
porcelana (100 mL, Nalgon, Brasil) com a presenca de nitrogénio liquido. Em seguida foi
adicionado tampao de extrac¢ao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) na proporg¢do de 1:5
em peso (p) / volume (v). Esse tampao de extracdo continha 1 mM de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Apos a obtencao do extrato bruto, o mesmo foi
transferido para microtubo e centrifugado (modelo 5804R, Eppendorf, Alemanha) a
12.000 rpm por 30 minutos a 1°C. O sobrenadante (extrato proteico) foi coletado e
acondicionado em gelo para determinagdo de atividade enzimatica.

As determinagdes da atividade de enzimas foram realizadas, via
espectrofotometria, pela leitura da reacdo entre o extrato da amostra e o tampao de reagao

especifico para cada enzima, em microplacas, no leitor microplacas (Spectramax



33

paradigm multi-mode detection platform). A unidade utilizada para determinacdo

enzimatica foi pKatal/mg de proteina.

2.1.5.1 Guaiacol peroxidase (GPX)

A atividade enzimatica de guaiacol peroxidase foi determinada pela leitura da
reacdo de 7 uL de extrato enzimatico e 193 pL de tampao fosfato de sodio (10 mM, pH
6,0) contendo 12,6 mM de H»O> e 0,31 M de guaiacol. A reagdo foi mensurada a
absorbancia de 470 nanOmetros (nm), durante 3 minutos, a 30 °C (DE FREITAS;
STADNIK, 2012). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de ¢ =26.6 M ! cm ™.

2.1.5.2 Catalase (CAT)

Para a mensuracao da atividade de catalase, foram adicionados 12 pL de extrato
enzimatico ¢ 180 puL de tampao fosfato de potédssio (50 mM, pH 7,0) contendo 16 mM de
H>0,. A leitura foi feita a 240 nm de absorbancia, durante 3 minutos a 25°C (DE
FREITAS; STADNIK, 2015). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de € = 39.4

M'em™.

2.1.5.3 Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade enzimatica de ascorbato peroxidase foi determinada pela leitura da
reacgdo de 10 pL de extrato enzimatico e de 190 pL tampao fosfato de potassio (50 mM,
pH 7,0) contendo 2 mM de H>O» e 1,5 mM de acido ascorbico. A reagao foi mensurada
a absorbancia de 290 nm, durante 3 minutos, a 30 °C (DE FREITAS et al., 2015). O

coeficiente de extingdo molar utilizado foi de e=2.8 M ' cm ™.

2.1.5.4 Superoxido dismutase (SOD)

Para a determinagdo da atividade enzimatica de superoxido dismutase foram
realizadas duplicatas adicionando em tubos de ensaio com 2 ml tampdo fosfato de
potéssio (50 mM, pH 7,8) contendo 10 mM de metionina e 80 uM de NBT, 24 pL de
amostra ¢ em seguida 24 uL de 1,17 mM de riboflavina. Cada amostra da duplicata foi

agitada e incubada, uma em ambiente escuro e outra em ambiente claro (duas lampadas
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de 15 W) durante 15 minutos, para em seguida, ser realizada a leitura a absorbancia de
560 nm (DE FREITAS et al., 2015). A SOD foi calculada com base em uma curva padrao

crescente de unidade de SOD fornecida comercialmente.

2.1.5.5 Quantificagdo de proteinas totais

A fim de quantificar o contetido de proteinas totais, adicionou-se 7 pL de extrato
enzimatico e 193 pL de reagente Bradford (Sigma-aldrich) em microplaca. O material foi
incubado por 15 minutos e lido a absorbancia de 595nm (BRADFORD, 1976). A curva
padrdo foi determinada pela quantidade de proteina em dilui¢cdes sequenciais da proteina

da albumina de soro bovina (BSA), conforme fabricante.

2.1.6 Quantificacio de compostos bioquimicos

As amostras foram processadas e os estratos foram obtidos conforme o item acima
(2.1.5), exceto pela utilizacdo de tampao de extragdo, o qual neste item foi utilizado o
acido tricloroacético (TCA 0,1%) na proporcao 1:5 (p/v) (DE QUADROS et al., 2019).

Os extratos obtidos foram armazenados em gelo para posterior leitura.

2.1.6.1 Quantificacdo de peroxido de hidrogénio (H203)

A quantificacdo de peréxido de hidrogénio foi realizada adicionando 75 pL de
fosfato de potéssio (10 mM, pH 7,0) e 150 uL de 1 M de iodeto de potassio em 75 puL de
extrato. A reacdo foi incubada durante 15 minutos e lida a 390 nm de absorbancia (DE
QUADROS et al., 2019). A curva padrdo foi determinada pela quantidade de H>O> em

diluigdes sequenciais e expressa em umol.g™! de peso fresco de folha (PF).

2.1.6.2 Quantificag¢do de malonaldeido (MDA)

A peroxidagao lipidica foi mensurada em termos de quantidade de malonaldeido
(MDA) em mmol/g de peso fresco da folha. Dessa maneira, foi adicionado em tubo de
ensaio 250 pL de extrato e 1 ml de reagente contendo 20% acido tricloroacético e 0,5%
de acido tiobarbiturico, os tubos foram incubados a 95 °C a 30 minutos. Apos tal periodo,

as amostras foram resfriadas rapidamente em gelo, realocadas em microtubo e
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centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. A leitura foi realizada a absorbancia de 532
e 600 nm (EL-KOMY, 2014). O calculo foi realizado pela subtragdo da leitura de 532 nm

por 600 nm, divido pelo coeficiente de extingdo molar utilizado de £ = 155mM ' cm ™.

2.1.7 Determinacio das células hipersensitivas

A determinagdo de células hipertensivas foi conduzida conforme De Freitas e
Stadnik (2012). Para isso, os discos foliares foram acondicionados em placas de petri (5
cm de diametro) contendo papel filtro e 5 ml de uma solugdo de 1 mg/ml de
diaminobenzidina (DAB, Sigma-aldrich, EUA), onde permaneceram por 12h, para a
formacao de polimeros de DAB na presenca de peréxido de hidrogénio e peroxidase. Em
seguida, com objetivo de clareamento da amostra, a solu¢do de DAB foi substituida por
solugdo de clareamento contendo acido tricloroacético (0,15%, p/v em alcool etilico:
cloroférmio, 4:1, v/v), por 24 h. Por fim, os discos foram transferidos para uma solu¢do
de conservacdo (acido latico: glicerol: dgua, 1:1:1, v/v/v) para andlise em microscopio
optico (modelo FWL1500T, Feldmann Wild Leitz, Brasil).

Para a contagem de células hipersensitivas, foi contabilizado apenas o niumero
de células marcadas em coloragdo vermelha (DAB) em todo o disco foliar, resultando em

células hipersensitivas/cm?, em cada amostra.

2.1.8 Frequéncia de C. lindemuthianum recuperado de tecidos foliares de feijoeiros

Para recuperagao de C/ de tecidos foliares de feijoeiros, buscou-se o isolamento
do fitopatogeno a partir de tecidos com lesdes e microlesdes tipicas de antracnose e
assintomaticos de feijoeiros de UFSC-01 e cv. Uirapuru inoculados. Para isso, o tecido,
de aproximadamente de 0,04 mm?, foi retirado com auxilio de um bisturi. Esse material
vegetal foi entdo, em camera de fluxo laminar, imergido em alcool 70% por 1 minuto,
retirado e imergido em solugdo de hipoclorito de s6dio (0,5%) por 1 minuto e em depois
lavado em agua destilada esterilizada (ALFENAS; MAFIA, 2016). Em seguida o tecido
foi realocado para placa de petri contendo meio agar dgua (20 g/L) e incubado por 10 dias
em sala de crescimento (23 = 1 °C e 12 h de fotoperiodo). O tecido que houve recuperagao
de CI do seu interior foi contabilizado como tecido com C/ recuperado. Repicagens deste

crescimento de fungo para placas de petri contendo meio BDA (38 g/L) e laminas para
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observagao das estruturas do C/ foram realizados para confirmacdo bioldgica da presenca

de C. lindemuthianum.

2.1.9 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental foi conduzido completamente casualizado, com trés
fatores: gendtipo (resistente e suscetivel), inoculacdo (inoculadas e ndo inoculadas) e
tempo (0, 12, 24, 48 horas apés a inoculagdo), contendo trés repeticdes de cada
tratamento.

A unidade experimental (ue) foi composta por um vaso com trés plantas. Para
atividade enzimatica e compostos bioquimicos, o valor foi obtido pela média de cada
foliolo, de cada planta por ue. Referente a nota da escala de severidade, o valor final de
cada u.e foi composto pela média da nota de cada planta por ue. Para a determinagao de
células hipersensitivas, a ue foi composta pela média de dois discos por foliolo central,
de cada planta por ue. Para verificagdo da frequéncia relativa da recuperagao de C/ do
tecido com sintomas e sadio, a ue foi constituida de 10 tecidos em uma placa de petri, a
frequéncia relativa foi calculada pelo nimero de tecidos com recuperagao de C/ pelo
numero total de tecidos.

Para andlise de variancia dos dados, primeiramente foi testado sua homogeneidade
e normalidade dos dados, para posteriormente ser realizada tal analise. Os testes de
separagdo de médias utilizados foram teste T-student e teste de Tukey (a 5% e 1% de
significancia). A correlagdao foi calculada conforme correlacdo de Pearson (VIEIRA,
2011), sendo considerada a correlagdao pequena (0 - 0,25), fraca (0,26 — 0,50), moderada
(0,51 —0,75) e forte (0,76 — 1). Os dados foram analisados com o auxilio do programa R

Statistic Studio (3.6.1), utilizando-se os pacotes “ExpeDes” e “Agricolae”.
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2.2 RESULTADOS

2.2.1 Severidade da antracnose

A cv. Uirapuru manifestou severidade superior a UFSC-01 ao longo dos dias
ap6s a inoculacao (dai) (Figura 3). Os sintomas na cv. Uirapuru iniciaram aos 5 dai,
ocorrendo até 3% de manchas necrdticas na nervura da face inferior da folha (nota 3 -
Tabela 5). Em seguida, a severidade aumentou de forma progressiva e linear até os 15
dai, quando observou-se manchas necréticas em quase todas as nervuras, ocasionando
ruptura, desfolhamento, redu¢do do crescimento da planta e lesdes abundantes (Figura 4
- C). Por outro lado, os sintomas na linhagem UFSC-01 iniciaram aos 11 dai, com até 1%
das nervuras apresentando manchas necroticas, perceptiveis somente na face inferior das

folhas (nota 2 - Figura 3) (F - Figura 4). Estes sintomas foram constantes até os 15 dai.

Figura 3 — Progresso da antracnose em feijoeiro cv. Uirapuru e UFSC-01 inoculados

com Colletotrichum lindemuthianum (Cl), dos 5 aos 15 dias apds a inoculacdo. Linhas

pontilhadas representam a regressao linear dos sintomas de C/ ao longo do tempo. As
barras representam o desvio padrdo das médias.

®  cv, Uirapuru ﬁ

A UFSC-01

y=1.54+0.45x
T m R2=0.72

Severidade de antracnose
(escala de notas 1-9)*
¥y

AR ‘ : t t t

5 7 9 11 13 15

Dias apds a inoculagdo
*Notas da severidade de antracnose conforme escala de Rava et al (1993).
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Figura 4 - Sintomas de antracnose na parte abaxial (A-B e D-F) e adaxial (C e G) de
folhas de feijoeiro cv. Uirapuru (A-C) e UFSC-01 (D-G), aos 7 (A, D), 11 (B, F) e 15
(C, G) dias apos a inoculagdao com Colletotrichum lindemuthianum. Setas indicam
reacao de hipersensibilidade (RH) observada apenas em linhagem resistente (F-G).
7 dai 11 dai 15 dai

A B

C

Uirapuru

UFSC-01

2.2.2 Atividade enzimatica

2.2.2.1 Guaiacol peroxidase

A atividade de GPX em UFSC-01 inoculada foi maior que em cv. Uirapuru

inoculada as 12 hai e maior que os demais tratamentos as 48 hai (Figura 5). Nesse

primeiro periodo, a atividade foi 55% maior em UFSC-01 inoculada, atingindo 1,66
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uKatal/mg de proteina. As 48 hai, a atividade de GPX em UFSC-01 inoculada foi de 2,38
pKatal/mg de proteina, sendo 43% superior que seu mesmo gendtipo nao inoculado e 47
e 58% maior que a cv. Uirapuru nao inoculado e inoculado, respectivamente. As
atividades de GPX foram iguais em genotipos ndo inoculados e cv. Uirapuru inoculada
apos a inoculagdo (Figura 5).

Ao longo do tempo, a atividade de GPX alterou-se somente em UFSC-01
inoculada, incrementando-se de 0,87 a 2,38 pKatal/mg de proteina (Apéndice 1). Em
contrapartida, a atividade desta enzima ndo se modificou em genétipos ndo inoculadas e

cv. Uirapuru inoculada, ao longo dos periodos.

Figura 5 - Atividade de guaiacol peroxidase (GPX) em plantas de feijoeiro suscetivel
(cv. Utrapuru) e resistente (UFSC-01), inoculados e ndo inoculados (mock) com
Colletotrichum lindemuthianum (CI), as 0, 12, 24 e 48 horas apds a inoculacado (hai).
Letras indicam diferenca significativa entre gen6tipos inoculados e nao inoculados no
mesmo tempo (teste Tukey, P<0,05). ™ ndo significativa entre genotipos inoculados e
nao inoculados no mesmo tempo. As barras representam o desvio padrao das médias.
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2.2.2.2 Catalase

Gendtipos inoculados e ndo inoculados manifestaram atividade de CAT igual
entre sias 0, 12, 24 ¢ 48 hai (Figura 6). A atividade de CAT alterou-se ao longo do periodo
apenas em UFSC-01 inoculadas, a qual permaneceu constante as 0, 12 e 24, e diminuiu

apenas as 48 hai, quando atingiu 0,16 pKatal/mg de proteina (Apéndice 1).
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Figura 6 - Atividade de catalase (CAT) em plantas de feijoeiro suscetivel (Uirapuru) e
resistente (UFSC-01), inoculados e nao inoculados (mock) com Colletotrichum
lindemuthianum (Cl), as 0, 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculacdo (hai). ™ ndo significativa
entre genotipos inoculados e nao inoculados no mesmo tempo. As barras representam o
desvio padrao das médias.
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2.2.2.3 Ascorbato peroxidase

Em UFSC-01 inoculada, a atividade de APX foi maior as 24 hai se comparada a
cv. Uirapuru, e maior as 48 hai comparando-a aos demais tratamentos (Figura 7). As 24
hai, a atividade de APX em UFSC-01 foi de 2,88 puKatal/mg de proteina, sendo 48 e 45%
maior que a cv. Uirapuru inoculada e ndo inoculada, respectivamente. Por outro lado, no
ultimo periodo, a atividade de APX da UFSC-01 atingiu valor maximo de 3,55 pKatal/mg
de proteina. Seu valor foi 23% superior que a UFSC-01 ndo inoculada e, 36 e 25% maior
que a cv. Uirapuru inoculada e ndo inoculada, respectivamente. A atividade desta enzima
foi igual em genotipos ndo inoculados e cv. Uirapuru inoculada ap6s a inoculagao.

A atividade de APX ao longo das hai foi distinta apenas em UFSC-01 inoculada,
diferenciando-se 0 de 48 hai, enquanto que no demais tratamentos a atividade foi igual

(Apéndice 1).
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Figura 7 - Atividade de ascorbato peroxidase (APX) em plantas de feijoeiro suscetiveis
(cv. Uirapuru) e resistente (UFSC-01), inoculados e nao inoculados (mock) com
Colletotrichum lindemuthianum (CI), as 0, 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculacdo (hai).
Letras indicam diferenca significativa entre gendtipos inoculados e nao inoculados no
mesmo tempo (teste Tukey, P<0,05). ™ ndo significativa entre genotipos inoculados e
nao inoculados no mesmo tempo. As barras representam o desvio padrao das médias.
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2.2.2.4 Superoxido dismutase

As 24 hai, a atividade de SOD em UFSC-01 infectada por CI foi de 11,86
pKatal/mg de proteina, 55% maior que seu mesmo genotipo ndo infectado e 60% maior
que a cv. Uirapuru ndo infectada (Figura 8). A atividade de SOD dos genétipos ndo
inoculados e cv. Uirapuru inoculada foram iguais entre si as 0, 12 e 48 hai.

A atividade de SOD ao longo do periodo foi igual ndo somente em cv. Uirapuru
inoculada e nido inoculada, mas também em UFSC-01 ndo inoculada. A atividade desta

enzima diferiu-se ao longo dos periodos apenas em UFSC-01 inoculada (Apéndice 1).

Figura 8 - Atividade de superoxido dismutase (SOD) em plantas de feijoeiro suscetivel
(Uirapuru) e resistente (UFSC-01), inoculados e nao inoculados (mock) com
Colletotrichum lindemuthianum (CI), as 0, 12, 24 e 48 horas ap0s a inoculagao (hai).
Letras indicam diferenca significativa entre gendtipos inoculados e ndo inoculados no
mesmo tempo (teste Tukey, P<0,05). ™ ndo significativa entre genotipos inoculados e
ndo inoculados no mesmo tempo. As barras representam o desvio padrao das médias.
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2.2.3 Compostos bioquimicos

2.2.3.1 Peroxido de hidrogénio

A quantidade de H>Ox por peso fresco de folha foi maior em UFSC-01 inoculada
as 12 hai se comparada a cv. Uirapuru inoculada e ndo inoculada, e as 48 hai se comparada
a cv. Uirapuru inoculada e ao seu mesmo genotipo nao inoculado (Figura 9). Neste
primeiro periodo, a quantidade de H>O; foi de 15,01 umol.g' em UFSC-01 inoculada,
quantidade 52 e 27% superior que na cv. Uirapuru inoculada e ndo inoculada,
respectivamente. As 48 hai, essa quantidade foi de 13,69 umol.g' em UFSC-01 inoculada,
sendo 33% maior que seu mesmo gendtipo nao inoculado e 36% maior que a cv. Uirapuru
inoculada. Em gendtipos ndo inoculados, a quantidade de H,O» por peso fresco de folha
foi igual apds a inoculag¢do. A quantidade de peroxido de hidrogénio em cv. Uirapuru foi
menor que os feijoeiros UFSC-01 4s 12 hai e menor que UFSC-01 inoculada as 48 hai.

Ao longo dos periodos, a quantidade de H>O, foi constante em todos os

genodtipos, inoculados e nao inoculados (Apéndice 2).
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Figura 9 — Quantidade de peroxido de hidrogénio (H.O») em feijoeiro suscetivel (cv.
Uirapuru) e resistente (UFSC-01), inoculados e ndo inoculados (mock) com
Colletotrichum lindemuthianum (CI), as 0, 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo (hai).
Letras indicam diferenca significativa entre gendtipos inoculados e nao inoculados no
mesmo tempo (teste Tukey, P<0,05). ™ nao significativa entre genotipos inoculados e
nao inoculados no mesmo tempo. As barras representam o desvio padrao das médias.
PF: Peso fresco de folhas.
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2.2.3.2 Malonaldeido

A quantidade de MDA em UFSC-01 inoculada foi maior que em cv. Uirapuru
inoculada as 12 hai e maior que os demais tratamentos as 48 hai (Figura 10). As 12 hai, a
quantidade de MDA em UFSC-01 foi de 1,34 mmol/g de peso fresco na folha, quantia
27% maior que na cv. Uirapuru. O acimulo de MDA as 48 hai na UFSC-01 infectada foi
48% superior do que em UFSC-01 ndo inoculado e cv. Uirapuru inoculada. Enquanto que
comparada a cv. Uirapuru ndo inoculado, o aumento foi de 36%. Por outro lado, a
quantidade de MDA em gendtipos nado inoculados e cv. Uirapuru infectada foram iguais
apods a inoculagao.

Ao longo dos tempos, a quantia de MDA foi diferente em UFSC-01 inoculada e
ndo inoculada, ao passo que em cv. Uirapuru inoculada e ndo inoculada esta quantia foi

igual (Apéndice 2).
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Figura 10 - Quantidade total de malonaldeido (MDA) em feijoeiro suscetivel (cv.
Uirapuru) e resistente (UFSC-01), inoculados e ndo inoculados (mock) com
Colletotrichum lindemuthianum (CI), as 0, 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo (hai).
Letras indicam diferenca significativa entre gendtipos inoculados e nao inoculados no
mesmo tempo (teste Tukey, P<0,05). ™ ndo significativa entre genotipos, inoculados e
nao inoculados no mesmo tempo. As barras representam o desvio padrao das médias.
PF: Peso fresco de folha.
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2.2.4 Células com reacio de hipersensibilidade

O ntimero de células hipersensitivas da superficie foliar da UFSC-01 aumentou
progressivamente e foi maior apds 12 hai, se comparado a cv. Uirapuru e a plantas
controle (Figura 11). Houve também aumento progressivo em cv. Uirapuru, no entanto
menor do que em UFSC-01 e superior a plantas controle, ap6s 12 hai. O aumento
progressivo das células hipersensitivas na UFSC-01 foi maior que em cv. Uirapuru
(inclinagao da regressao — Figura 11).

Ao longo do tempo, o numero de células hipersensitivas foi diferente em UFSC-
01, enquanto que em cv. Uirapuru esse numero nao se alterou de 0 até¢ 12 hai e
diferenciou-se apenas de 24 até 48 hai (Apéndice 3). Por outro lado, os nimeros destas
estruturas foram iguais em plantas controle ao longo das hai. As células hipersensitivas

podem ser visualizadas na Figura 12, assim como as estruturas de infec¢ao do CI.
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Figura 11 - Células hipersensiveis por cm? na superficie foliar de feijoeiro suscetivel
(cv. Utrapuru), resistente (UFSC-01) e controle (ndo inoculados), as 0, 12, 24 e 48 horas
apos a inoculagdo com Colletotrichum lindemuthianum (CI). O controle representa
plantas cv. Uirapuru e UFSC-01 nao inoculadas. Linhas pontilhadas representam a
regressdo linear das medias dos genétipos ao longo do tempo. * indica diferenga
significativa entre as médias da inclinagao da reta dos genotipos (teste de t-sudent,
P<0.05). Letras indicam diferenca significativa entre genotipos no mesmo tempo (teste
Tukey, P<0,05). As barras indicam o desvio padrao da média.
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Figura 12 - Estrutura da infec¢do do Colletotrichum lindemuthianum (CI) e células
hipersensitivas em cv. Uirapuru suscetivel (A, C) e linhagem UFSC-01 resistente (B, D)
s 24 (A, B) e 48 (C, D) horas apds a inoculagdo (hai) com CI. c: conidio; a: apressorio;
gt: tubo germinativo; hc: células hipersensiveis. Barras = 10 pm.

Uirapuru UFSC-01

24 hai

48 hai

2.2.5 Frequéncia de C. lindemuthianum recuperado de tecidos foliares de feijoeiros

A frequéncia relativa de CI recuperado foi maior em tecido com lesdes tipicas
de antracnose de cv. Uirapuru do que em tecidos assintomdaticos de mesmo genotipo, bem
como em tecido com microlesdes e assintomatico de UFSC-01 (Figura 13). A frequéncia
relativa de CI recuperado em material vegetal com lesdes em cv. Uirapuru foi de 77% aos
11 dai, alcangou 93% em 13 dai e incidiu 70% aos 15 dai. Por outro lado, em tecidos
assintomatico de ambos os genotipos e UFSC-01 com microlesdes, a frequéncia relativa
de CI recuperado foi de 3% a 7% ao longo dos dias. Houve incidéncia de C.

lindemuthianum em tecidos foliares sintomdticos e assintomaticos de ambos os gendtipos.
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Figura 13 — Frequéncia de Colletotrichum lindemuthianum (Cl) recuperado de tecidos
foliares com lesdes (cv. Uirapuru) e microlesdes (UFSC-01) tipicas de antracnose e de
tecidos assintomaticos de feijoeiros inoculados. dai: dias apos a inoculagdo. Os dados
foram transformados pela raiz quadrada para aplicagdo de andlises estatisticas. Letras
indicam diferenca significativa entre as médias (teste de Tukey, P<0,05)
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Os dados da frequéncia de CI recuperado (Figura 12) foram transformados pela
raiz quadrada de cada dado (Vx+0,1), para aplicacdo dos teste de Tukey e se encontram

no Apéndice 4.

2.2.6 Correlagao entre variaveis respostas

As correlacdes entre as variaveis respostas foram positivas na maioria das
comparagdes entre GPX, APX, SOD, H,O,, MDA e RH. Por outro lado, ha um
predominio de correlacdes negativas entre a CAT, SEV (severidade) e ISO
(isolamento/recuperagdao de C/) se comparado as demais varidveis. A correlacao
considerada positiva e forte foi apenas entre SEV — ISO (0,91), tendo um predominio de

correlagcdes moderadas (10), seguidas por pequena (9), fracas (8) e forte (7).



48

Tabela 6 — Correlagdo de Pearson entre dados de guaiacol peroxidase (GPX), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), superdxido dismutase (SOD), peroxido de
hidrogénio (H20.), células com reacao de hipersensibilidade (RH), severidade de

antracnose (SEV) e, Cl isolado (ISO). * indica diferenca significativa entre as
correlagdes (teste de t-sudent, P<0.05) e ** indica diferenca significativa (teste de t-

sudent, P<0.01).

GPX CAT APX SOD H;O, MDA RH SEV ISO
GPX - -0,21  0,50** 0,42* 0,41** 0,51** 0,68** -0,54** -0,69
CAT -0,21 - -0,18 0,09 0,05 -0,04 -0,17 -0,18 0,10
APX 0,50%* 0,18** - 0,42** 0,23* 0,27 0,55** -0,51* -0,87*
SOD 0,42%* 0,09 0,42%* - 0,30* 0,40** 0,57** -0,51* -0,82*
H.O,  041** 0,05 023* 0,30* - 0,69 0,25 -0,80  -0,93
MDA  0,51** -0,04 0,27 0,40** 0,69 - 0,50** -0,72  -0,87*
RH 0,68** -0,67 0,55** 0,57** 0,25 0,50** - -0,29  -0,88
SEV ~ -0,52** -0,18 -0,51* -0,51* -0,80 -0,72  -0,29 - 0,91%**
ISO -0,69 0,10 -0,87* -0,82* -093 -0,87* -0,88 0,91** -
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2.3  DISCUSSAO

A antracnose ¢ uma doenca muito agressiva ao feijoeiro, caso a cultivar utilizada
na lavoura seja suscetivel, os danos a producdo podem chegar até 100% (PASTOR-
CORRALES; TU, 1989; MOHAMMED, 2013; PADDER et al., 2017). O uso de
cultivares resistentes pode ser uma alternativa para evitar estas perdas. Apos a inoculagao
com Cl, a cv. Uirapuru manifestou severidade de antracnose sempre superior a linhagem
UFSC-01 (Figura 3). Aos 11 dai, a UFSC-01 manifestou os primeiros sintomas, com 1%
das nervuras apresentando manchas necréticas, perceptiveis somente na face inferior das
folhas (Tabela 5). Enquanto que a cv. Uirapuru manifestou sintomas iniciais aos 5 dai,
com 3% de manchas necréticas nas nervuras da face inferior da folha. Esse atraso na
manifestagdo de sintomas na UFSC-01 aponta alguma reacao do feijoeiro para impedir o
progresso da antracnose, impedimento este ndo observado na cv. Uirapuru. Até os 15 dai,
a UFSC-01 expressou sintomas constantes, enquanto que a cv. Uirapuru manifestou alta
severidade, como manchas necrdticas em quase todas as nervuras, desfolhamento,
redu¢do do crescimento da planta e lesdes abundantes. Em pesquisas feitas para busca de
genoétipos resistentes, a nota de 1 a 3 ¢€ atribuida a genétipos resistentes, ao passo que a
nota 4 ou superior ¢ concedida a gendtipos suscetiveis (ALZATE-MARIN et al., 2007,
DAVIDE; SOUZA, 2009). As quantidades de sintomas nos genotipos ao longo do
periodo indicam que a cv. Uirapuru € suscetivel, enquanto que a UFSC-01 ¢ resistente.
As severidades aos 15 dai também indicam que, de algum modo, a UFSC-01 conteve o
C! ao longo do periodo, evento ndo observado na cv. suscetivel Uirapuru. De Freitas e
Stadnik (2012) observaram resultados semelhantes, a mesma cultivar trabalhada
apresentou severidade de 60% de area da folha necrosada, enquanto que a UFSC-01
apresentou poucos sintomas. Em pesquisa similar, Davide e Souza (2009) inocularam
cultivares resistentes e suscetiveis, logo, em seus experimentos, feijoeiros resistentes
apresentararam notas de 1 a 2 e feijoeiros suscetiveis notas de 6 a 9, corroborando com o
presente estudo. Os autores associaram a resisténcia e sucetibilidade aos genes de
resisténcia Co- presentes no feijoeiro, ressaltando efetividade e a acdo da resisténcia
genética do feijoeiro contra ragas de Cl.

Durante os estagios iniciais de infec¢do do C/, inicia-se um série de etapas de
reconhecimento e ativagdo dos mecanismos de defesa do feijoeiro para impedir a
cololizagao deste fitopatogeno (BORGES et al., 2012). Existem diversos mecanismos de

resisténcia associado a defesa da planta, um deles que se destaca ¢ a alteragdo do
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metabolismo oxidativo, resultando em explosdo oxidativa capaz de produzir espécies
reativas de oxigénio (ROS), como o H2O2 e 0 O;” (O’BRIEN et al., 2012; SHARMA et
al., 2012). Oriundo do metabolismo oxidativo, as EROs podem ser produzidas por
enzimas e possuir diversas fun¢des nas células, como acdo antifiingica, sinalizadora e
toxica & celula do proprio hospedeiro (BREUSEGEM; DAT, 2006; SHETTY et al.,
2008). Diante do exposto a alteragao de enzimas produtoras e desintoxicadoras de EROs,
assim como os produtos resultantes deste metabolismo, podem determinar ou ndo a defesa
da planta contra o patégeno (SHETTY et al., 2008; SHARMA et al., 2012; BALINT-
KURTI, 2019).

Nos diferentes periddos de infecdo, houve aumento na atividade de GPX na
UFSC-01 as 12 e 48 hai, quando comparada ao genétipo suscetivel e aos demais
genotipos, respectivamente (Figura 5). Em outras pesquisas, experimentos apontam a
GPX estar associada ao metabolismo oxidativo, explosdo oxidativa e produgdo de
peroxido de hidrogénio em células de feijoeiros desafiados com C/ (WOJTASZEK;
TRETHOWAN; BOLWELL, 1997; BLEE et al., 2001; BOLWELL et al., 2002). Ao
mesmo passo, esse aumento de atividade de GPX em UFSC-01 pode ter aumentado a
produgdo de H>O», corroborando com o incremento da quantidade de perdxido de
hidrogenio na UFSC-01 nos mesmos periodos (Figura 9). Contudo, a mesma acdo da
GPX ndo foi observada em cv. suscetivel e gendtipo resistente ndo inoculado, os quais
mantiveram suas atividades de GPX e quantidades de H>O» constantes. A alta atividade
de GPX em plantas pode acarretar em aumento signficativo de peroxido de hidrogénio,
que influéncia todo o metabolismos oxidativo e sua consequéncia sob hospedeiro e
patogeno (SHETTY et al., 2008; CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO, 2016).
Ao longo dos periodos, a atvidade de GPX alterou-se apenas em genotipo resistente
(Apéndice 1), idicando que a alteracdo e o aumento desta atividade de enzima apds a
infe¢do ¢ crucial para a defesa do feijoeiro & antracnose. Em mesmo patossistema, De
Freitas e Stadnik (2012) encontraram atividade de GPX semelhante a do presente
trabalho, demonstrando também a importancia desta enzima para a defesa da planta. Em
contrapartida, a enzima GPX pode estar envolvida em outros mecanismos de defesa,
como na utilizagdo de H>O» para lignificacdo da parede celular ou até na atividade
antifungica (ALMAGRO et al., 2009; SHARMA et al., 2012; MIEDES et al., 2014).
Resultado similar foi encontrado em pesquisa na defesa de feijdo-de-corda contra
Colletotrichum, onde genotipo resistente obteve maior atividade de GPX as 12 e 24 hai,

se comparado ao gendtipo suscetivel (OLIVEIRA et al., 2014). Logo, na defesa do
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feijoeiro a CI, a atividade de GPX estd associada a produ¢do de H>O», tendo papel
fundamental no metabolismo oxidativo. Outras pesquisas poderiam ser feitas para
observar a atividade de GPX em momentos posteriores ou verificar a possibilidade da
atividade desta enzima estar ligada a outro mecanismo de defesa do feijoeiro. Exemplos
sdo estudos voltados a lignificacdo e metabolismo da rota dos fenilpropandide, visto que
a GPX também pode atuar na lignificacdo da parede celular do hospedeiro.

A atividade de CAT foi semelhante nos diferentes periodos em feijoeiro
resistente e suscetivel, inoculados ou ndo, podendo indicar que a atividade desta enzima
ndo de difere entre os genotipos, até 48 hai (Figura 6). Isso indica que a CAT ndo esta
envolvida na resisténcia do feijoeiro a antracnose nos primeiros periodos de infec¢ao, ndo
havendo a sua participag¢ao na desintoxicagdo de EROs em feijoeiros inoculados até 48
hai. Na defesa do feijoeiro contra Sclerotinia sclerotiorum, a atividade de CAT nao
aumentou nas cultivares resistentes e suscetiveis com a infeccdo do patdgeno até 76 hai
(LEITE et al., 2014). Situagdo semelhante foi vista na infec¢do do Colletotrichum em
leguminosa Stylosanthes guianensis, onde a atividade de CAT permaneceu igual até 48
hai, comparando leguminosa suscetivel infectada a leguminosa controle (WANG et al.,
2017). Estas informagdes indicam que a CAT pode ter agdo apenas em estagios tardios
da infec¢do, retardando a conversdo de H>O, em H>O e O,. Assim, a CAT parece ndo
estar envolvida na defesa do feijoeiro comum a C/ até 48 hai, ndo atuando na
desintoxificacdo de EROs em plantas resistente e suscetiveis. A continuacdo da
determinagdo da atividade de CAT em periodos posteriores as 48 hai poderia trazer
informacdes interessantes se ha desintoxificacdo de EROs nos genotipos durante o final
da fase biotrofica e inicio da necrotrofica do CI.

Importante para o metabolismo oxidativo, a atividade APX foi maior em
genotipo resistente as 24 ha, se comparado a genotipo suscetivel, e maior as 48 hai se
comparado a gendtipo suscetivel e a mesmo genétipo ndo inoculado (Figura 7). A APX
esta associada a desintoxicacao de EROs, ao reduzir H O, em H,O (SHARMA et al.,
2012). Embora a maior atividade de APX possa estar atuando em feijoeiro resistente,
pode ser que esta acdo enzimatica seja insuficiente para desintoxicar a célula de H.O»
com eficiéncia. A quantidade de H>O; diminuiu as 24 e 48 hai em UFSC-01,
corroborando com o aumento da atividade de APX neste mesmo tempo. Ao longo do
periodo, a atividade de APX modifica-se apenas em UFSC-01 resistente, ocorrendo um
aumento de 0 até 48 hai (Apéndice 1). Isso demonstra que a infeccao do fungo altera a

atividade desta enzima, contudo, parece ndo a modificar o suficiente para causar grandes
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desintoxicacdo de EROs. Em experimentos de meldo inoculados com Colletotrichum
(GE; BI; GUEST, 2013) foram observados resultados similares. Nele, a atividade de APX
em cv. resistente foi maior as 12 e 24 hai, enquanto que a cv. suscetivel foi sempre menor,
exceto as 48 hai. Outros trabalhos também demonstraram a atividade de APX igual em
cv. suscetiveis e plantas controle de leguminosa (S. guianensis) inoculada com
Colletotrichum (WANG et al., 2017). Portanto, a infec¢do por C/ altera a atividade de
APX em genotipo resistente UFSC-01, todavia, nao sendo capaz de diminuir a quantidade
de peroxido de hidrogénio e eliminar as consequéncias do alto acumulo de H>O,, como a
RH. Para futuras pesquisas na defesa do feijoeiro comum a antracnose, seria interessante
a determinagdo da atividade da enzima glutationa redutase, para se entender melhor o
balango ascorbato-glutationa e sua interferéncia no estresse oxidativo.

Responsavel pela dismutagdo de O>” em H>O», a SOD possui papel fundamental
na produgdo desta EROs e no metabolismo oxidativo (MILLER, 2012). As 24 hai, houve
incremento na atividade de SOD na UFSC-01 inoculada, se comparada aos genotipos nao
inoculados (Figura 8). A alta atividade de SOD na UFSC-01 infectada por C/ demonstra
uma maior produc¢do de H>O> que em gendtipos nao inoculados (Figura 9), apontando
essa reagdo em defesa ao fitopatdogeno. Por outro lado, a cv. Uirapuru suscetivel ndo
aumentou a acdo de SOD as 24 hai, se comparado aos genotipos ndo inoculados,
sugerindo a auséncia de agdo desta enzima durante o processo de infec¢do do Cl. Ao
longo dos periodos apos a infecgao, a atividade de SOD modificou-se apenas na linhagem
UFSC-01 resistente (Apéndice 1), evidenciando a necessidade da alteracdo deste enzima
no mecanismo de defesa do feijoeiro a antracnose. Resultados semelhantes também foram
encontrados ndo somente nas respostas de defesa em patossistema feijdo-de-corda -
Colletotrichum (OLIVEIRA et al., 2014), mas também em patossistema meloeiros -
Colletotrichum (GE; BI; GUEST, 2013). Em cv. resistente de leguminosa, a atividade de
SOD foi superior as 12 e 24 hai apds inoculagdo, corroborando também com a alta de
H>O, (OLIVEIRA et al., 2014). Na defesa de meloeiro a Colletotrichum foi possivel
observar, também, maior atividade de SOD em cv. resistente se comparado a genotipos
nao inoculados (GE; BI; GUEST, 2013). O Autor relacionou com o aumento intenso de
H>O; presente em cv. resistente.

A quantidade de H>O; na célula ¢ de suma importancia para a defesa da planta
contra o patdgeno. O balango da quantidade desse composto pode ser nocivo a célula do
hospedeiro e ao patégeno, ou nao (SHARMA et al., 2012). Em pequenas quantidades, o

peroxido de hidrogénio pode atuar apenas como um sinalizador da presenca de
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microrganismos indesejaveis, ja em grande quantidade, pode tornar-se toxico a propria
célula da planta, causando a reacao de hipersensibilidade e restringindo o avango do
patogeno (O’BRIEN et al., 2012). A quantidade de H»O; foi maior em UFSC-01
inoculada as 12 e 48 hai, comparando-a ao gendtipo suscetivel e ao seu mesmo genotipo
ndo inoculado, respectivamente (Figura 9). Esse comportamento ¢ explicado pelas altas
das atividades das enzimas produtoras de H,O> em gendétipo resistente, como a SOD
(Figura 8) e GPX (Figura 5). O aumento do acumulo de H,O, pode estar relacionada a
consequéncias as células do hospedeiro. Uma delas é a morte celular devido a alta
concentragdo desta molécula toxica, levando ao aumento do nimero de células que podem
sofrer reacdo de hipersensibilidade (Figura 11). Na defesa do feijao-de-corda a
Colletotrichum, a cv. resistente apresentou aumento na quantidade de H>O; 4,7 vezes
maior as 12 hai do que seu nivel basal as 0 hai. Esse aumento foi compativel a resisténcia
da planta, ao aparecimento de H>O, em células da superficie e a reacdo de
hipersensibilidade demonstrada pela cv. resistente (OLIVEIRA et al., 2014). O mesmo
autor ainda encontrou aumento na cv. suscetivel, no entanto apenas 1,69 vezes maior que
sua concentragdo basal de H-O». Em diferente perspectiva, a quantidade de perdxido de
hidrogénio em gendtipo suscetivel cv. Uirapuru foi menor que o genotipo resistente as 12
hai e menor que UFSC-01 inoculado as 48 hai. Esse resultado aponta que a quantidade
de H2O2 em cv. suscetivel € incapaz de causar danos oxidativos a um niimero de células
suficiente para ocasionar restrigao do progresso do patdogeno e a resisténcia através de
mecanismos de defesa.

Produto da peroxidagao lipidica, a quantidade de MDA foi maior as 12 e 48 hai
em UFSC-01 resistente inoculado, se comparada a cv. Uirapuru inoculada e a ambos os
genotipos, respectivamente (Figura 10). Este resultado indica um aumento na morte
celular em gendtipo resistente devido a peroxidacdo lipidica. A ocorréncia da oxidagdo
de lipidios da membrana celular pode ser induzida decorrente a alta presenga de EROs,
que fornecem radicais livre para serem capturados e oxidados por esses lipidios (MUR et
al., 2008; GARG; MANCHANDA, 2009). Relacionado a esse fendmeno biologico, a alta
da quantidade de peroxido de hidrogénio em UFSC-01 as 12 e 48 hai (Figura 9) pode ter
aumentado a disponibilidade de EROs para peroxidagdo de lipideos da parede celular
deste gendtipo. Em interagdo entre feijdo-fava — Botrytis, leguminosa e fitopatogeno
necrotrofico, observa-se maiores niveis de MDA em cv. suscetivel se compara a cv.
resistente (EL-KOMY, 2014). Contudo, nesta interacao o fungo necrotrofico se beneficia

das células mortas pela peroxidagdo lipidica (EL-KOMY, 2014). Na presente pesquisa, o
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Cl aparenta estar sendo prejudicado por: estar ainda na fase biotrdfica, estimada em 72
horas; e softrer restricao da colonizagao devido a morte celular de células ja infectadas ou
adjacentes as mesmas. Porém, na interagdo feijoeiro comum - C. gloeosporioides, a
peroxidagdo lipidica em cv. suscetivel foi maior apenas aos 4 dai, comparando-a a mesma
cv. ndo inoculada (CHAKRABORTY et al., 2019). Isso pode indicar que a peroxidagao
lipidica pode beneficiar apenas fitopatogenos na fase necrotrofica. A quantidade de MDA
ao longo do periodo altera-se apenas em genotipo resistente (Apéndice 2), inoculado, ou
ndo, indicando que essa alteragdo nao ¢ proveniente a infeccao do CI.

O numero de células hipersensitivas foi maior em UFSC-01 resistente as 12, 24
e 48 hai, se comparada a cv. Uirapuru e a plantas controle (Figura 11). Além disso, o
aumento do nimero de células que sofreram RH também foi maior em gendtipo resistente
do que em gendtipo suscetivel cv. Uirapuru. O incremento de células hipersensitivas na
UFSC-01 indicam a maior capacidade do genotipo resistente em restringir a infec¢ao do
fitopatogeno ao autodestruir células que contenham C/ ou células ao seu redor. A RH
pode ser oriunda de distintos mecanismos de defesa, um deles ¢ a intoxicacao e morte
celular por EROs, mais especificamente o H O, (BREUSEGEM; DAT, 2006; BALINT-
KURTI, 2019). A atual pesquisa apontou maiores niveis de H>O as 12 e 48 hai (Figura
9) em UFSC-01 resistente, corroborando com o niimero de células hipersensitivas (Figura
11). Outra reacao bioldgica relacionada a RH ¢ a peroxidagao lipidica (BREUSEGEM,;
DAT, 2006; MUR et al., 2008; BALINT-KURTI, 2019). Fato que corroborou também
com os resultados aqui obtidos, onde UFSC-01 resistente manifestou maiores niveis de
MDA as 12 e 48 hai (Figura 10). Em diversos trabalhos foram observadas células
hipersensitivas na defesa de plantas a patdogenos, destacando-se em patossistemas como
feijoeiro comum suscetiveis — Colletotrichum (CHAKRABORTY et al., 2019), feijao-
de-corda - Colletotrichum (BARRETO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014), alfafa —
Colletotrichum (TORREGROSA et al., 2004), Stylosanthes guianensis — Colletotrichum
(WANG et al., 2017), entre outros. Na interacdo meldo — oidio, foi observado o maior
numero de células hipersensitivas/mm? em cv. resistente se compara a suscetivel
(ROMERO et al., 2008). Tal aumento foi observado em todos os periodos, exceto em
momentos muito inicias (0 e 2 hai) onde o numero foi igual. Estes resultados se
assemelham com a atual pesquisa, que possuiu maior nimero de células com RH em
UFSC-1 resistente até 48 hai, quando o fungo ainda continua na fase biotrofica. Ao
comparar sintomas em plantas, somente em UFSC-01 resistente foi observado lesdes

tipicas de RH (Figura 4). Ao longo dos periodos, o nimero de células hipersensitivas
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diferiu-se em UFSC-01 e cv. Uirapuru, sendo constante em plantas controles nao
inoculadas (Apéndice 3). Todavia, o numero de células que sofreram RH foi igual as 0 e
12 hai em cv. Uirapuru suscetivel, enquanto em UFSC-01 resistente houve aumento das
0 as 12 hai. Esse resultado pode ser explicado pelo aumento da quantidade de H>O> em
UFSC-01 e pela queda em cv. Uirapuru, ambos as 12 hai. Isso demonstra o atraso da cv.
suscetivel e a rapida resposta da linhagem resistente em restringir o avango do C/ nos
primeiros estagios de infec¢do, podendo ser crucial para determinar a resisténcia ou
suscetibilidade. Logo, sugere-se que células hipersensitivas podem restringir a infe¢do de
C. lindemuthianum em feijoeiro comum resistente e sao fundamentais nesse mecanismos
de defesa (Figura 4). H4 uma predominancia de correlacdes moderadas entre as variaveis
respostas (Tabela 6) do atual trabalho, apontando ligacdo moderada entre os resultados
obtidos.

Mesmo manifestando poucos sintomas de antracnose, a linhagem UFSC-01
resistente inoculada apresentou a presenga de C/ em seu tecido, tanto no tecido
sintomatico, quanto no sadio (Figura 1). O que comprova a eficacia do C/ na penetragao
e infeccao de gendtipo resistente, contudo, o fitopatdogeno ndo consegue avangar em seu
processo de colonizagdo visto que os sintomas nao progridem, até 15 dai (Figura 3). Esse
evento indica que, apds a penetracdo, o feijoeiro resistente ativa mecanismos de defesa
de modo a impedir a colonizag¢do do C/. Assim, com a alteragao do metabolismo oxidativo
e aumento da reagao de hipersensibilidade em UFSC-01 resistente, a atual pesquisa
aponta o metabolismo oxidativo como mecanismo de defesa do feijoeiro comum a

antracnose.
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3 CONCLUSAO

C. lindemuthianum aumentou as atividades das enzimas GPX, APX e¢ SOD,
assim como os niveis de Ho O, e MDA, mas ndo CAT, na linhagem resistente UFSC-01,
em avaliagdes feitas até 48 h apods a inoculagdo. Por outro lado, a inoculagdo ndo alterou
a atividade de GPX, CAT, APX e SOD e a quantidade de MDA na cv. suscetivel
Uirapuru, na qual essas variaveis bioquimicas nao diferiram estatisticamente dos dois
gendtipos ndo inoculados. De maneira semelhante, a interacdo com C/ elevou o niimero
de células hipersensitivas em UFSC-01 se comparado a cv. Uirapuru. C/ foi recuperado
dos tecidos de ambos genotipos, porém com menor frequéncia a partir das microlesoes
observadas na linhagem resistente.

A infeccdo por CI causou modificagdes nos componentes mencionados do
metabolismo oxidativo, as quais foram associadas a resisténcia do feijoeiro comum a
antracnose. A inoculagdo aumentou também o numero de células hipersensitivas em
genotipo resistente, restringindo a colonizagao dos tecidos pelo patogeno. Os resultados
demonstram que existe algum mecanismo capaz de impedir a infec¢@o e/ou colonizagdo
deste fitopatégeno na linhagem resistente. Dessa maneira, o presente trabalho traz
informagdes importantes para a melhor compreensdo de mecanismos bioquimicos que

governam a resisténcia do feijoeiro comum a antracnose.
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APENDICE A — Analises estatisticas dos dados obtidos em experimentos

Apéndice 1 - Atividade enzimatica de guaiacol peroxidase (GPX), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD) em feijoeiros suscetiveis
(cv. Uirapuru) e resistentes (UFSC-01), inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum
(C) e nao inoculados (mock), as 0, 12, 24 e 48 horas ap0s a inoculagdo. Letras
maiusculas indicam diferenca significativa entre colunas e letras mintsculas indicam
diferenca entre linhas (teste de Tukey, P<0,05). *** indica diferenca significativa no
valor de P = 0, ** <0,01 ¢ * < 0,05 no teste ANOVA.

Horas ap6s a inoculagdo
0 12 24 48 Pr(>F)

Enzima Genétipo Inoculado

Uirapuru Inoculado 0.75Aa 0.75Ba  0.87Aa 1,02Ba | 0.129

rx Mock  0.75Aa  1.04ABa 0.78Aa  1.26Ba | 0.098

UFSC-01 Inoculado 0.87Aa 1.66Aab 1.63Aab 2,38Ab | 0.002**

Mock  087Aa 1.0SABa 1.02Aa 137Ba | 0.067
Pr(>F) 0.341  0.024*  0.631  0.005%*

v Inoculado 038Aa 053Aa  048Aa  035Aa | 0.621

Uirapuru  Mock 0.38Aa 0.36Aa 0.39Aa 0.42Aa | 0.660

CAT Inoculado 0.46Aab 0.49Aab 0.70Aa  0.16Ab | 0.797

UFSC-OL\10ck 046Aa  051Aa  039Aa  030Aa | 0.545
PrF) 0.126 0195 0067 0474

. Inoculado 1.79Aa 1.56Aa 1.50Ba  230Ba | 0.086

Uirapuru  Mock 1.79Aa 1.80Aa 1.56Ba 2.67Ba | 0.165

APX Inoculado 2.29Ab  2.82Aab 2.88Aab 3.55Aa | 0.006**

UESC-OL ek 2.29Aa  231Aa 2.02ABa 2.63Ba | 0.387
Pr(>F) 0.097 0081  0.027% 0.008%*

. Inoculado 848Aa  6.50Aa 849ABa 7.58Aa | 0.086

Uirapuru  Mock 848Aa 7.80Aa  485Ba  6.08Aa | 0.050

SOD Inoculado  8.60Aa  7.49Aa  11.86Aa 12.63Aa | 0.016*

UESC-OL ek 8.60Aa  7.75Aa  534Ba  7.93Aa | 0.724
PrF) 0217 0796  0.005** 0072

Valor em pKatal/mg por proteina.
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Apéndice 2 - Quantidade de peroxido de hidrogénio (H>O>) e malonaldeido (MDA) em
feijoeiros suscetiveis (cv. Uirapuru) e resistente (UFSC-01), inoculados com
Colletotrichum lindemuthianum (CI) e ndo inoculados (mock), as 0, 12, 24 e 48 horas
apo6s inoculacdo. Letras maiusculas indicam diferenca significativa entre colunas e letras
minusculas indicam diferenca entre linhas (teste de Tukey, P<0,05). *** indica
diferenca significativa entre o valor de P = 0, ** < 0,01 ¢ * < 0,05 no teste ANOVA.

Horas ap0s a inoculagao
12 24 48 Pr(>F)

Genotipo  Inoculado

cv. Inoculado 12.07Aa 7.30Ca 8.58Aa 8.62Ba | 0.203
0, Uirapuru  Mock 12.07Aa 10.97BCa 10.38Aa 11.20ABa | 0.529
UFSC-01 Inoculado 11.99Aa 15.01Aa 12.76Aa  13.49Aa | 0.687
Mock 11.99Aa 11.84ABa 10.07Aa 9.07Ba | 0.063
Pr(>F) 0.191 0.001** 0.121 0.002**
cv. Inoculado 1.11Aa 0.83Ba 0.91Aa 0.83Ba | 0.104
MDA Uirapuru  Mock 1,11Aa  1.18ABa 1.08Aa 1.01Ba | 0.363
UFSC-01 Inoculado 1.17Aa 1.34Aa 1.47Aa 1.56Aa | 0.034*
Mock 1.17Aa 0.99ABab 0.99Aab 0.81Bb | 0.015*
Pr(>F) 0.145 0.028%* 0.122 0.006**

Valor em pmol/g de peso fresco.

Apéndice 3 - Células hipersensiveis em feijoeiros suscetiveis (cv. Uirapuru), resistentes
(UFSC-01) e controle (feijoeiros ndo inoculadas), inoculados com ndo com
Colletotrichum lindemuthianum (CI), 0, 12, 24 e 48 horas ap0s a inoculagdo. Letras
maiusculas indicam diferenca significativa entre colunas e letras minusculas indicam
diferenca entre linhas (teste de Tukey, P<0,05). *** indica diferencga significativa entre
ovalorde P =0, ** <0,01 ¢ * <0,05 no teste ANOVA.

Horas ap6s a inoculagado

Genotipo 0 12 24 48 Pr(>F)
ov. Uitapuru  1.66Ac  5.27Ac 10.69Ab  16.94Aa 1365+
UFSC-01  1.96Ad  11.66Bc  24.16Bb  46.38Ba 5.15 10k
Control  1.70Aa 1.96Ca 2.01Ca 2.06Ca 0.0621
Pr(>F) 0.837 O10*% [ 355%kk | [350kx

Valor em niimero de células hipersensitivas/cm?
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Apéndice 4 - Frequéncia de Colletotrichum lindemuthianum (Cl) recuperado de tecidos
foliares com lesdes (cv. Uirapuru) e microlesoes (UFSC-01) tipicas de antracnose e de
tecidos assintomaticos de feijoeiros inoculados. dai: dias ap6s a inoculagdo. Os dados

foram transformados pela aplicagdo da raiz quadrada (Vx+0,1) e submetidos as analises

estatisticas. Letras indicam diferenga entre as médias (teste de Tukey, P<0,05)
A

A C1l1dai E13dai E15dai

1,0

0,8

0,6

Frequéncia de Cl recuperado

0,0
Lesdes tipicas Tecido Microlesodes (UFSC- Tecido
(Uirapuru) assintomatico 01) assintomatico
(Uirapuru) (UFSC-01)

APENDICE B — Dados geogrificos populacionais

Apéndice 5 - Estimativa da populagao dos estados brasileiros que preferem o feijao
preto para consumo.

Estado Populagdo (habitantes)
Parana 11.433.957
Santa Catarina 7.164.788
Rio Grande do Sul 11.377.239
Rio de Janeiro 17.264.943
Espirito Santo 4.018.650
Total 51.259.577

Fonte: IBGE (2019).
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