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RESUMO

ANDRADE, Elisangela Knoblauch Viega; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2020. Interacdo de plantas com patdgeno e
praga: métodos de andlises da resisténcia em feijao-comum, tomate e pimentao.
Orientadora: Rosana Rodrigues; Conselheiros: Valdirene Moreira Gomes e
Geraldo de Amaral Gravina.

Novos métodos para se estudar a interacdo das plantas com patdgenos e pragas
sdo necessarios, a fim de auxiliar melhoristas na identificacdo, selecdo de
genodtipos resistentes e minimizar o uso de agrotoxicos na agricultura. A
termografia infravermelha e os indices de vegetacado séo técnicas promissoras na
deteccdo pré-sintomatica de doencas e na fenotipagem de plantas.
Concomitantemente, estudos com proteinas e peptideos antimicrobianos (AMPSs)
tém demonstrado o seu papel de defesa contra uma ampla gama de insetos e
microrganismos. O primeiro capitulo objetivou-se desenvolver um novo protocolo
na deteccdo precoce do mofo cinzento em frutos poés-colheita de tomate e
pimentdo, com base na aplicacado da termografia infravermelha. Este trabalho foi
realizado no IFAPA, Sevilla-Espanha. Frutos de tomate e pimentdo foram
inoculados por infiltracdo [Botrytis cinerea, 1,7x10° esporos.mL™], incubados em
camara de crescimento. Apos 24h, os frutos foram fotografados com uma camera
termografica, durante 13 dias. Os resultados mostraram uma temperatura mais
baixa nos frutos de tomate e pimentédo infectados, trés dias antes dos sintomas

visiveis aparecerem. No segundo capitulo, objetivou-se desenvolver um protocolo

viii



na deteccdo pré-sintomética do crestamento bacteriano comum (CBC) em
feijoeiro, com base na aplicagdo da termografia infravermelha e dos indices de
vegetacdo. Oito acessos foram testados em casa de vegetacdo, com cinco
repeticbes. Quinze dias ap0s a semeadura, a folha central de cada planta foi
inoculada por infiltracdo [Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli-Xap]. Apés 24h,
as plantas foram avaliadas por uma camera termogréfica, espectrometro foliar,
periodo de incubac&o-PI e escala de notas (para célculo da Area Abaixo da Curva
de Progresso da Doenca-AACPD), durante cinco dias. Observou-se uma
temperatura elevada nas folhas inoculadas. O acesso UENF 2252 foi resistente
ao CBC, pela termografia, AACPD e PI. Todos os métodos de avaliacao indicaram
0 acesso UENF 2365 como suscetivel ao CBC. No terceiro capitulo, objetivou-se
identificar AMPs em acessos de Phaseolus vulgaris e avaliar o seu papel
biologico na defesa das sementes. Dezenove acessos de feijdo-comum foram
submetidos a extracdo proteica e estas foram separadas por eletroforese em gel
de tricina. A atividade inibitéria das a-amilases, tripsina e desenvolvimento dos
fungos (Colletotrichum lindemuthianum e Fusarium solani) foram determinados
em 50 pg.mL?. Para avaliara taxa de postura e o desenvolvimento do
Callosobruchus maculatus foram realizados experimentos com sementes naturais
de feijao-comum e sementes artificiais (Vigna unguiculata com tegumento de P.
vulgaris). Proteinas transportadoras de lipideos-LTPs foram identificadas em nove
acessos, ja as defensinas em todos os acessos. Todos 0s extratos inibiram a
atividade das a-amilases, e 78,9% inibiram a tripsina. Nenhuma atividade
antifangica foi detectada. Sementes naturais ndo inibiram a oviposicdo, no
entanto, as larvas nao sobreviveram apds a dieta com estas sementes. Sementes
artificiais inibiram a oviposi¢ao, indicando que o tegumento da semente foi
também repelente para insetos. Termografia e indices de vegetacao representam
ferramentas promissoras para detectar precocemente doencas em vegetais.
Identificou-se a presenca de AMPs como LTPs e defensinas de plantas, com
capacidade de inibir as enzimas a-amilases e tripsina relacionadas a defesa
contra insetos, em sementes de feijoeiro, podendo colaborar para uma melhor

compreensao da interacao de planta com patégeno e praga.

Palavras-chave: X. axonopodis pv. phaseoli, Botrytis cinerea, imagem térmica,

indices de vegetacao, proteinas de defesa, tegumento de semente.



ABSTRACT

ANDRADE, Elisangela Knoblauch Viega; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; February, 2020. Interaction of plants with pathogen and
pest: methods of analysis for resistance in common bean, tomato and bell pepper.
Advisor: Rosana Rodrigues. Commitee members: Valdirene Moreira Gomes and
Geraldo de Amaral Gravina.

New methods to study plant interaction with pathogens and pests are necessary in
order to assist improvers in the identification, selection of resistant genotypes and
minimize  the use of pesticides in agriculture.  Thermography imaging and
vegetation indexes are promising techniques in early presymptomatic detection of
diseases and phenotyping of plants. Concomitantly, studies with antimicrobial
proteins and peptides (AMPs) have demonstrated their defense role against a
wide range of insects and microorganisms. The first chapter, the objective was to
develop a new protocol for the early detection of gray mold in post-harvest in
tomato fruits and bell pepper, based on the application of infrared thermography.
This work was carried out at IFAPA, Sevilla-Spain. Tomato and bell pepper fruits
were inoculated by infiltration  [Botrytis cinerea, 1.7x10®° spores.mL],
incubated in a growth chamber. After 24h, the fruits were photographed
with a thermographic camera, for 13 days. The results showed a lower
temperature in the infected tomato and bell pepper fruits, three days before the
visible symptoms appeared. In the second chapter, the objective was
to develop a protocol for the presymptomatic detection of common bacterial blight

(CBB) in common beans, based on the application of infrared thermography and
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vegetation indexes. Eight genotypes were tested in a greenhouse, with five
replications. Fifteen days after sowing, the central leaf of each plant was
inoculated by infiltration [Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli-Xap], 10° cfu.mL"
1. After 24h, the plants were evaluated by a thermographic camera,
leaf spectrometer, incubation period-IP and scale of notes (for calculation of Area
Under Disease Progression Curve-AUDPC), for five days. A higher temperature
was observed in the inoculated leaves. UENF 2252 access was resistant to CBB
by thermophyfia, AUDPC and IP. All methods indicated UENF 2365 access as
susceptible to CBB. In the third chaper, the objective was to identify AMPs in
Phaseolus vulgaris accessions and evaluate their biological role in the defense of
seeds. Nineteen common bean accessions were subjected to protein extraction
and separated by tricine gel electrophoresis. The inhibitory activity of a-amylase,
trypsin and fungal development (Colletotrichum lindemuthianum and Fusarium
solani) were determined at 50 pg.mLt. To evaluate the rate of oviposition and
development of Callosobruchus maculatus, experiments were carried out with
natural seeds common bean and artificial seeds (Vignha unguiculata with seed
coats of P. wvulgaris). Lipid transfer proteins-LTPs were identified in nine
accessions whereas defensins were present in all accessions. All
extracts inhibited the activity of a-amylases, and 78.9% inhibited trypsin. None
antifungal activity was detected. Natural seeds did not inhibit oviposition
however, the larvae did not survive after feeding on these seeds. Artificial seeds
inhibited the oviposition, indicating that the seed coat was also repellent to insect.
Thermography and vegetation indexes represent promising tools for early
detection of plant diseases. The presence of AMPs such as LTPs and plant
defensis was identified, with the ability to inhibit the enzyme a-amylases and
trypsin related to defense against insects, in bean seeds, that can collaborate for a
better understanding of the interaction plant with pathogen and pest.

Keywords: X. axonopodis pv. phaseoli, Botrytis cinerea, thermal imaging,

vegetation indexes, defense proteins, seed coat.
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1. INTRODUCAO GERAL

Diversos tipos de patégenos de plantas sao responsaveis por grandes
perdas econémicas na agricultura em todo o mundo a cada ano (Agrios, 2005;
Barén et al., 2016). A preocupacdo da sociedade com o impacto negativo da
agricultura convencional sobre as questdes ambientais, e a salude de agricultores
e consumidores, vem alterando o cenario agricola, em buscas de medidas
alternativas em relacdo aplicacdo de agroquimicos para o controle de pragas e
doencas na lavoura (Pérez-Bueno et al., 2016a). Dados da FAO em 2013
apontam o Brasil como um dos principais paises consumidores de agrotéxicos do
mundo, com gasto em média de US$ 10 bilhdes por ano.

Solanaceas, como o tomate (Solanum lycopersicum L.) e o pimentdo
(Capsicum annuum L.), sdo altamente suscetiveis ao ataque de varios tipos de
patégenos, principalmente por fungos, como Botrytis cinerea, responsavel pela
doenca do mofo cinzento. O fungo é cosmopolita, e 0 sintoma comum € um bolor
cinzento, que pode infectar diversos 6rgéos da planta (Agrios, 2004; Bower, 2007,
Mitcham, 2007), podendo provocar grandes perdas, principalmente na fase de
pos-colheita (Productores de Hortalizas 2004; Lopes e Avila, 2005).

No feijoeiro-comum (Phaseolus wvulgaris L.) a maior perda da
produtividade ocorre devido a ocorréncia de pragas e doencas, que afetam sua
producdo (Carneiro et al., 2015). Umas das principais doencas nessa cultura € o
Crestamento Bacteriano Comum (CBC), causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Thung e Sartorato, 2002; Bianchini et al., 2005). A



doenca se manifesta em toda a parte aérea da planta. Os sintomas caracteristicos
nas folhas sdo pequenas areas encharcadas e, a medida que se desenvolvem, 0s
tecidos foliares se tornam secos e quebradicos, circundados por estreito halo
amarelo (Sartorato e Rava, 1994).

Praticas de controle para essas doencas nas variedades tradicionais sédo
basicamente com a aplicagdo de agrotoxicos, entretanto, o uso indiscriminado e a
ma aplicacdo destes na agricultura geram dano econdémico e impacto ecoldgico
(Ribas e Matsumura, 2009). Conforme o Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos, 6% das amostras de feijdo, 12% de tomate e 90% dos
pimentdes analisados estavam insatisfatorios, tanto pela presenca de residuos de
agrotoxicos acima do limite maximo permitido, quanto pela presenca de residuos
de produtos néo autorizados para a cultura (ANVISA, 2013).

Novas tecnologias agricolas com base em métodos ndo destrutivos e nédo
invasivos sao essenciais para detectar precocemente doencas em plantas, a fim
de reduzir a fonte de inéculo e facilitar as praticas de protecdo em vegetais,
minimizando o uso de defensivos agricolas (Khirade e Patil, 2015; Barén et al.,
2016). Dentre esses métodos, a termografia por infravermelho e os indices de
reflectancia foliar fornecem informacfes importantes para a rapida tomada de
decisbes no controle, pois é possivel a acdo de patégenos ser detectada (Singh et
al., 2016; Mahlein et al., 2016).

A termografia infravermelha consiste em capturar imagens com uma
camera térmica, que mede a temperatura do vegetal e tem a possibilidade de ser
utilizada como um método de fenotipagem e diagnose precoce de doencas,
causadas por organismos diversos (Mahlein et al., 2016; Mahlein et al., 2019). A
temperatura do vegetal esta correlacionada com a perda de vapor de agua por
transpiracéo (Jones et al.,, 2002; Costa et al., 2013b), devido a algum tipo de
estresse, como a atuacdo de agentes patogénicos, podendo a técnica da
termografia ser usada no diagnéstico precoce de doengas de plantas (Oerke et
al., 2006; Baron et al., 2016). A mensuracao da doenca é feita pelo diferencial de
temperatura, entre o tecido vegetal doente com o saudavel, assim, a doenca pode
ser detectada antes do aparecimento dos primeiros sintomas visiveis.

Medidas de reflectancia foliar tém sido utilizadas em diferentes situacdes
de estresse em culturas agricolas, através de alteragcfes biofisicas e bioquimicas

da planta, como reducéo da biomassa, ter de clorofila, antocianina e carotenoide,



bem como transformac¢des na morfologia interna das folhas (Gitelson et al., 2001,
Barton, 2012; Mahajan et al., 2014). A avaliacdo da doenca € feita através da
reflectancia da radiacdo solar em certos comprimentos de onda e, estimada por
sensores espectrais (Dalla Pria e Silva, 2010). Isso é possivel porgue as plantas
doentes apresentam diferencas nos espectros de reflectancia quando comparada
com as plantas saudaveis (Marin et al.,, 2019a), uma vez que 0S agentes
patogénicos alteram o estado fisiologico da planta.

Na literatura, trabalhos tém abordado o emprego de imagens
termograficas e dos indices de vegetacdo no diagnéstico precoce de doencas em
plantas. Na termografia, a maioria deles é focada em infec¢cbes fungicas
(Lindenthal et al., 2005; Oerke et al., 2006; Oerke et al., 2011; Wang et al., 2012;
Belin et al., 2013; Raza et al., 2015a; Raza et al., 2015b; Jafari et al., 2016; Jafari
et al., 2017; Mahlein et al., 2019; Wen et al., 2019), alguns poucos relatos em
bactérias (Chiwaki et al., 2005; Pérez-Bueno et al., 2015; Pérez-Bueno et al.,
2016a; Pérez-Bueno et al., 2016b) e virus (Chaerle et al., 1999; Chaerle et al.,
2004; Chaerle et al., 2006). No entanto, pesquisas com indices de vegetacdo sao
menos populares, alguns trabalhos foram relatados com fungos (Silva et al., 2009;
Hikishima et al., 2010; Boechat et al., 2014, Lin et al., 2018; Arantes et al., 2019;
Mahlein et al., 2019; Marin et al., 2019b), bactérias (Marin et al., 2019a; Pedrali et
al., 2019) e virus (Steddom et al., 2003; Janeczko et al., 2018). Entretanto, ainda
nao foi descrito a aplicacdo dessas técnicas nos patossistemas P. vulgaris — X.
axonopodis pv. phaseoli, tomateiro — B. cinerea e pimentdo — B. cinerea.

Estudos com proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana (AMPS)
tém demonstrado o seu papel de defesa contra uma ampla gama de insetos e
microrganismos patogénicos (Games et al., 2008; Egorov e Odintsova, 2012;
Mello et al., 2014; Campos et al., 2018). Estes AMPs tém despertado o interesse
da engenharia genética para o desenvolvimento de cultivares resistentes a
doencas causadas por agentes patogénicos, de forma a reduzir,
significativamente, o uso excessivo de produtos agrotéxicos nas culturas agricolas
(Reddy et al., 2004; Holaskova et al., 2015).

As sementes de leguminosas sao uma importante fonte de nutrientes para
o homem e para os animais. No entanto, parte da producdo de sementes é
perdida devido a ataques de insetos, principalmente, pelo gorgulho

Callosobruchus maculatus. Este inseto é de consideravel importancia como uma



praga cosmopolita, pois ataca diversas espécies de leguminosas importantes
como Glycine max, Lens culinaris, Canavalia ensiformis, Phaseolus lunatus,
Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata (Staneva, 1982; Kingsolver, 2004). Um
meétodo eficiente de controlar a infestacdo de semente é o uso de cultivares
resistentes a insetos (Cruz et al., 2016). Diversas pesquisas descreveram que a
toxicidade do tegumento de sementes de leguminosas afetou o desenvolvimento
de larvas e insetos de C. maculatus (Moraes et al., 2000; Silva et al., 2004; Cruz
et al., 2016; De Sa et al., 2018), e também devido presenca de fitoquimicos
téxicos e/ou repelentes (De Sé et al., 2014).

Novas abordagens de deteccdo com mais precisdo e rapidez sao
necessarias na diagnose de doencas em plantas. A utilizacdo de métodos de
analises como imagens termograficas e de indices de vegetacdo fornecem um
diagndstico mais preciso, objetivo e, mais rapido do que as avaliagBes visuais.
Concomitantemente, pesquisas vém demonstrando a funcdo de proteinas e
peptideos com atividade antimicrobiana, em diferentes espécies de plantas e
sementes, contra uma vasta gama de microrganismos patogénicos e insetos.
Estas novas ferramentas de analises geram informacdes importantes para um
maior entendimento da interacdo de plantas com patégeno e praga para 0

desenvolvimento de cultivares resistentes.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer protocolos otimizados de estudos da interacdo de plantas
com patdgeno e praga por meio de métodos de analises da resisténcia a doengas
em feijdo-comum, tomate e pimentao.

2.2. Objetivos Especificos

I.  Analisar a reacao de frutos de tomate e pimentao na fase de pos-colheita,
guanto ao mofo cinzento, por meio de imagens termogréaficas, para a
deteccéo pré-sintomatica da doenca em frutos;

[I. Analisar a reacdo de acessos de feijdo-comum quanto a resisténcia ao
crestamento bacteriano comum, por meio de imagens termogréficas,

indices de reflectancia foliar e escalas denotas de severidade da doenca;

[ll. Indicar germoplasma resistente ao crestamento bacteriano comum, para
uso em programas de melhoramento de feijdo-comum visando o

desenvolvimento de cultivares resistentes;



VI.

Identificar a presenca de peptideos antimicrobianos e investigara atividade
inibitéria dos extratos proteicos de diferentes acessos de feijao-comum
sobre as a-amilases salivar humana e larval do inseto Callosobruchus
maculatus, a enzima da tripsina, bem como o crescimento dos fungos

Colletotrichum lindemuthianum e Fusarium solani;

Investigar o efeito de sementes naturais de feijdo-comum e sementes
artificiais cobertas com tegumento de sementes de feijdo-comum sobre a

oviposicéo e desenvolvimento de insetos C. maculatus;

Identificar a resisténcia multipla em feijdo-comum ao crestamento

bacteriano comum e ao inseto C. maculatus.



3. CAPITULOS

3.1. TERMOGRAFIA POR INFRAVERMELHO NA DETECCAO PRECOCE DO
MOFO CINZENTO EM FRUTOS DE TOMATEIRO E PIMENTAO NA FASE DE
POS-COLHEITA

3.1.1. INTRODUCAO

A deteccéao precisa e precoce de patdbgenos no monitoramento de doencas
em plantas é a chave para reduzir a propagacado de microrganismos e facilitar as
praticas de controle. Além disso, é importante identificar e selecionar genoétipos
resistentes para mitigar as perdas no campo e reduzir a aplicacdo de
agroquimicos (Khirade e Patil, 2015; Barén et al., 2016).

No diagnostico de doencas, os métodos mais utilizados séo as escalas de
notas, escalas diagramaticas e contagem de nuamero e diametro de lesdes (Vale
et al., 2004a). Monitorar e diagnosticar doengas de plantas visualmente € uma
tarefa muito intensa, exige uma grande quantidade de trabalho, além de pessoas
qualificadas para o diagnostico de doencas vegetais, 0 que demanda um tempo
maior para o processamento de dados (Khirade e Patil, 2015). Além disso, a
doenca sO pode ser identificada apds o surgimento dos primeiros sintomas,

juntamente com sinais visiveis do patégeno.



A agricultura moderna necessita de novas ferramentas para otimizar o
diagnostico de doencas em plantas, visto que a detecgdo pré-sintomatica de
anomalias em plantas € ainda uma area em desenvolvimento (Sankaran et al.,
2010; Raza et al., 2014; Raza et al., 2015).

A adocao de métodos nado invasivos € um pré-requisito importante para o
controle preciso de pragas e doencas em sistemas de produgdo agricola
(Sandmann et al., 2018). Dentre estas ferramentas atualmente disponiveis, tem-
se a termografia por infravermelho, uma técnica promissora para o estudo da
interacdo planta-patdgeno. Essa técnica € uma alternativa ndo-destrutiva que
fornece informacdes cruciais para a rapida tomada de decisdo na deteccao
precoce de estresses abioticos e bidticos em plantas (Singh et al., 2016).

A termografia permite 0 monitoramento por meio de imagens capturadas
por uma camera térmica por infravermelho, e pode ser usada para diagnosticar
precocemente diversos tipos de doencas em plantas (Lindenthal et al., 2005;
Oerke et al., 2006; Raza et al., 2015; Mahlein et al., 2019; Wen et al., 2019). As
imagens térmicas avaliam a temperatura da planta e tém a capacidade de
visualizar mudancas na transpiracao foliar durante o ataque de patdégenos, pois
esta relacionada com seu estado hidrico que pode alterar a temperatura na
superficie do 6rgado (Jones et al., 2002; Oerke et al., 2006; Barén et al., 2016). O
perfil térmico e/ou espaco de tempo entre o inicio e a aparéncia visivel de doenca
podem variar dependendo do sistema patolégico. Esta informacdo € um passo
importante para a deteccdo precoce de uma possivel patologia,
independentemente do tipo de doenca ou de cultura agricola (Raza et al., 2015).

Em diversas culturas de plantas, os fungos podem causar danos
econdbmicos mais do que qualquer outro grupo de microrganismo, com perdas
estimadas em mais de 200 milhdes de dolares por ano (Birren et al., 2002).
Dentre os patdgenos fungicos que mais causam problemas fitossanitarios no
tomateiro e no pimentdo estdo aqueles causadores de doencas de podridao,
dentre os quais, se destaca o mofo cinzento causado por Botrytis cinerea Pers.
Fr. (teleomorphic Botryotinia fuckeliana [de Bary] Whetzel).

A doencga do mofo cinzento é caracterizada por um bolor cinzento, uma das
doencas fungicas mais comuns e amplamente distribuidas no mundo (Agrios,
2004; Bower, 2007; Mitcham, 2007), que pode infectar flores, frutos, folhas e

caules (Elad et al., 2004). O fungo é um fitopatdogeno necrotrofico ndo especifico,



capaz de colonizar mais de 235 espécies de plantas cultivadas, e causar grandes
perdas e danos econdmicos em culturas e em frutos pds-colheita (Williamson et
al., 2007; Tofoli et al., 2011). A infeccdo de plantas por B. cinerea pode levar a
desfolha severa, morte de flores (Shtienberg et al., 1998), reducdo no valor de
mercado, lesbes de caule e, consequentemente, morte das plantas (Dik et al.,
1999). Para que a infec¢ao ocorra, o patdgeno necessita de temperatura entre 18
e 23 °C, sendo que temperaturas acima de 24 °C inibem a germinacdo dos
conidios (Vale et al., 2004b).

Em tomateiro (Solanum lycopersicum L.), o sintoma tipico de infeccao por
B. cinerea é o surgimento de uma podriddo mole dos frutos, acompanhada por
colapso e imersdo de agua nos tecidos do parénquima, seguido por um rapido
aparecimento de bolor cinzento de conidios (Williamson et al., 2007). Nos frutos
maduros de tomates, além da podriddo mole, observa-se nos frutos infectados o
desenvolvimento de uma coloracao que varia de bege ao cinza, que se dissemina
a partir do apice do fruto ou do pedicelo, que fica coberta por um bolor cinzento.
Nos frutos verdes de tomate, a doenca surge em forma de anéis esbranquicados
com um ponto necrético no centro, um sintoma incomum que é associado a
defesa do hospedeiro, embora seja bem-sucedida do ponto de vista de defesa,
torna os frutos ndo comercializaveis (Williamson et al., 2007; Tofoli et al., 2011;
Romanazzi e Feliziani, 2014).

Em pimentdo (Capsicum annuum L.), as les@es iniciais sdo pontuais e
caracterizadas por aspecto aquoso. A medida que a doenca progride, essas
lesGes evoluem para manchas de coloracdo verde-amarelado ou cinzento-
amarelada, Umidas, irregulares, macias com textura esponjosa em estadios
adiantados do mofo cinzento (Tofoli et al., 2011).

A deteccao precoce de doencas em frutos pés-colheita merece atencéo,
nao somente pelas perdas econbmicas que 0s agentes infecciosos provocam,
mas também para se otimizar praticas de manejo voltadas a reducdo do uso de
agroquimicos, que visem aumentar a vida de prateleira dos produtos. Este
trabalho reporta o estabelecimento de um protocolo de deteccdo de resposta da
interacdo planta-patdgeno por meio do uso de imagem termografica que traz
maior robustez nas analises de reacdo a doencas em frutos na fase de pés-
colheita, utilizando como modelos os patossistemas Solanum lycopersicum L. — B.

cinerea e Capsicum annuum L. — B. cinerea.
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3.1.2. REVISAO DE LITERATURA

3.1.2.1. A Familia Solanaceae

A familia Solanaceae A. L. Jussieu (1789), pertence ao grupo
das dicotiledéneas considerada uma das mais representativas entre as
angiospermas, reunindo cerca de 2500 espécies agrupadas em aproximadamente
100 géneros (Olmstead e Bohs, 2007). Esta familia é conhecida principalmente
pela sua grande importancia econémica, e entre 0os géneros agrupados em
Solanaceae, cinco deles reanem cerca de 50% de todos os representantes da
familia, sendo o género Solanum L., o mais diverso (1500 espécies). Possui
ampla distribuicdo geografica em todo o mundo (Knapp, 2002).

O principal centro de diversidade taxondmica e possivel centro de origem
da familia Solanaceae € o continente americano (América Central e do Sul), cerca
de 50 géneros e mais de 400 espécies ja foram evidenciadas (D’Arcy, 1991;
Olmstead, 2013). Inclui espécies com grande valor econdmico, como
tomate (Solanum lycopersicum), batata (Solanum tuberosum), beringela (Solanum
melongena), pimentdo (Capsicum annum L.) e pimentas em geral (Capsicum
spp.), entre outras espécies de grande importancia para alimentacdo humana
(Hawkes, 1999). Ainda nesta familia sdo encontradas espécies como o
tabaco (Nicotiana tabacum), plantas ornamentais, como o manaca-de-cheiro
(Brunfelsia uniflora D. Don), algumas espécies de petlnia, como Petunia hybrida
E.Vilm. e as damas-da-noite (Cestrum spp.) (Souza e Lorenzi, 2012), além de

plantas invasoras de culturas (Martins e Figueiredo, 1998).

3.1.2.1.1. Aspectos gerais da cultura do tomateiro

A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.), olericola pertencente a
familia Solanaceae, é de grande importancia econémica e social. Ha algum tempo
essa especie foi reclassificada e reagrupada no género Solanum, anteriormente
Lycopersicum esculentum Mill (Peralta et al., 2006). Este género é o maior e mais
complexo, com um total de 1500 espécies descritas (Agra, 1999). Esta presente
diariamente na dieta de grande parte da populagdo mundial, seja pelo consumo in

natura ou para produtos industrializados (Naika et al., 2006).
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O tomateiro € uma espécie autégama, dipldide, com 2n= 2x= 24
cromossomos, e adapta-se bem ao cultivo em clima tropical e subtropical, durante
todas as estacdes do ano, em diversas regides do mundo (Peralta et al., 2006). E
uma solanacea herbacea perene, mas se comporta como planta anual (Naika et
al., 2006; Filgueira, 2008).

A arquitetura do tomateiro estd intensamente correlacionada com seu
habito de crescimento, a qual pode ser do tipo determinado ou indeterminado. O
hébito indeterminado tem a finalidade para a producao de frutos para consumo in
natura, ocorre na maior parte das cultivares, que sao tutoradas e podadas e
podem ultrapassar dois metros de altura. O determinado destina-se para a
industria de alimentos processados, caracteristico das cultivares adaptadas,
especialmente para a cultura rasteira, e suas hastes podem atingir em torno de
um metro de altura (Filgueira, 2008). As flores sdo pequenas e de coloracao
amarelada, com formato de cachos ou racemo. Possui sistema sexual
hermafrodita, o que aumenta a taxa de autopolinizacdo. A inflorescéncia tipo
cimeira é de forma simples, bifurcada ou ramificada (Silva e Giordano, 2000). Os
frutos sé@o do tipo baga, com diferentes tamanhos e formatos, com pelicula, polpa,
placenta e sementes (Melo, 1989).

O tomateiro possui centro de origem na regido andina, que abrange parte
do Chile, Colédmbia, Equador, Bolivia e Peru. Embora as formas ancestrais do
tomateiro sejam de origem dessa regido, sua ampla domesticagdo ocorreu no
México, considerado o centro de origem secundaria (Colariccio, 2000; Alvarenga,
2013). A introducdo da cultura na Europa se deu no inicio do século XVI, pelos
espanhdis, e sua aceitacdo como uma cultura agricultada e alimenticia foi
relativamente lenta. A partir do século XVII, os europeus expediram a cultura do
tomate para a China e para paises do sul e sudeste asiatico e, no século XVIII,
para os Estados Unidos e Japdo. No século XIX, a producdo e o consumo do
tomate se intensificaram, e rapidamente se estendeu nos Estados Unidos, onde,
seus produtos derivados ja eram consumidos regularmente de diversas formas,
tais como sopas, molhos, bebidas e catchup (Harvey et al., 2002).

No Brasil, a introducdo da cultura do tomate foi através de imigrantes
europeus, principalmente italianos, espanhdis e portugueses, no final do século
XIX (Alvarenga, 2013). Hoje, a cultura esta espalhada por todo o mundo. E uma

hortalica de grande importancia econdémica, sendo hoje o segundo produto
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olericola mais cultivado no mundo, superada apenas pela batata. Em 2016, a
producgéo de tomate no Brasil esteve em torno de 3,7 milhGes de toneladas, com a
area plantada de 58,5 mil hectares, tanto para tomate de mesa como para
industria de processamento. Os estados mais produtores sdo Goias (978.258 mil
toneladas), S&o Paulo (753.283 mil toneladas) e Minas Gerais (702.510 mil
toneladas) (IBGE, 2017).

Os Estados Unidos é o maior produtor mundial de tomate, seguida pela
China e Italia. O Brasil ocupa a sétima colocacdo no ranking da producdo mundial
de frutos (Carvalho et al., 2016). Em relacdo ao tomate para a industria, os paises
que mais produzem sdo Estados Unidos, China, Itdlia, Espanha e Turquia. O
Brasil estd no oitavo lugar na lista do Conselho Mundial de Tomate para
Processamento — World Processing Tomato Council (WPTC, 2017) com 1,25
milhdes de toneladas de frutos (Carvalho et al., 2016).

A cultura do tomateiro, embora seja uma atividade agricola de grande
importancia socioeconémica, € bastante sensivel a problemas fitossanitarios, uma
vez que esta sujeita a uma ampla gama de pragas e doencas, exigindo intenso
manejo desde o plantio até a pos-colheita (Lopes e Avila, 2005). A tomaticultura é
um dos setores agricolas que mais consome agrotéxicos, com um custo médio
anual de R$ 3.961,67/ha (Agrianual, 2015).

Doencas de origem flngicas sao as principais causas de perdas na poés-
colheita da cultura do tomate. Varios autores relataram doencas causadas por
fungos na fase de pés-colheita, dentre as mais severas, destacam-se: pinta preta
— Alternaria spp. (Cota et al., 2007; Fagundes et al., 2015; Palaretti, 2018) e, mofo
cinzento — Botrytis cinerea (Diaz et al., 2002; Liu et al., 2007; Charles et al., 2008;
Charles et al., 2009; Wang et al., 2010; EI Oirdi et al., 2011; Ahmed et al., 2016;
Palaretti, 2018).

3.1.2.1.2. Aspectos gerais da cultura do pimentao

O pimentdo (Capsicum annuum L.), pertence a familia Solanaceae,
incluindo todas as plantas do género Capsicum, entre elas as pimentas
(Pozzobon et al., 2006; Moscone et al., 2007). E um dos géneros mais

importantes de Solanaceae, devido ao aspecto social e econémico, pois estao
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fortemente associados a agricultura familiar, gerando emprego e renda, o que
contribui para manter os trabalhadores nas é&reas rurais, pois necessita de
elevada demanda de mao de obra (Sudré et al., 2010).

O género Capsicum agrupa mais de 30 espécies, mas apenas cinco
dessas espécies sao domesticadas: Capsicum annuum, C. chinense, C.
frutescens, C. baccatum e C. pubescens (Pozzobon et al., 2006; Moscone et al.,
2007; Dias et al., 2013), sendo C. annuum de grande importancia econdmica,
sobretudo pelo seu valor agronémico como especiaria. Esta cultura ocupa papel
significativo na olericultura mundial, popularmente conhecida e amplamente
cultivada em todo o mundo (Mahmoud e El-Eslamboly, 2015). Os frutos do
pimentdo sado ricos em vitamina C e utilizados como matéria-prima na indastria
alimentar (Casali e Stringheta, 1984; Reifschneider, 2000).

As plantas de pimentdo sdo autdgamas, diploides, com 2n= 2x= 24
Cromossomos, porém os citétipos mais comuns em espécies silvestres sao 2n=
26 cromossomos (Moscone et al., 2007). Possuem haste semi-lenhosa,
podendo atingir até um metro de altura. Os frutos sdo do tipo baga, com estrutura
oca e diferentes formatos, geralmente cbnico ou cubico, de tamanhos
variados e de coloracdo passando por verde, vermelho, amarelo, dentre outras
cores, quando maduros. A cultura € cultivada como planta herbacea anual,
embora seja uma espécie perene (Vifals, 1996; Reifschneider, 2000; Filgueira,
2008).

O centro de origem do género Capsicum é o sul do México e a América
Central, incluindo as Antilhas, segundo estudos de Nikolai Vavilov (Lam-Sanchez,
1992). O Brasil € um importante centro secundario de diversidade desse género,
resguardando espécies domesticadas, semidomesticadas e silvestres
(Reifschneider, 2000; Barboza e Bianchetti, 2005). Com base em evidéncias
arqueoldgicas, analises genéticas e classificacbes modernas de plantas,
pesquisadores indicam que a espécie de C. annuum foi inicialmente domesticada
no México ou no norte da América Central (Pickersgill, 1986; Eshbaugh, 1993).

No ranking mundial dos cinco paises que mais produzem Capsicum in
natura, a China estd em primeiro lugar (17,8 milhdes de toneladas/ano), seguida
pelo México (3,3 milhGes de toneladas/ano), Turquia (2,6 milhdes de

toneladas/ano) e Espanha (12,8 milhdes de toneladas/ano), com um total de mais
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de 36 milhdes de toneladas de pimentas e pimentdes produzidos mundialmente
(FAOSTAT, 2017).

No Brasil € a terceira espécie da familia das Solanaceae mais cultivada,
estando atras apenas da batata e do tomate (Sacchi et al., 2003). De acordo com
a Embrapa Hortalicas (2015), a area ocupada com pimentdo, equivale a 13 mil
hectares/ano com producao de 350 mil toneladas/ano de frutos.

Uma das grandes dificuldades para a producdo de pimentdo € o
surgimento de doencas causadas por diferentes agentes patogénicos,
principalmente por fungos, que comprometem ndo apenas rendimentos, mas
também a qualidade dos frutos (Productores de Hortalizas 2004; Régo et al.,
2011). Varios estudos relataram doencas fungicas na fase de pés-colheita, que
afetam a cultura do Capsicum spp. Dentre as mais comuns, temos: antracnose —
Colletotrichum gloeosporioides (Kim et al., 2001; Park et al., 2012; Ko et al., 2016;
Bento et al., 2017) e o mofo cinzento — Botrytis cinerea (Garcia et al., 2015; Polat
et al., 2018).

3.1.2.2. Mofo cinzento — Botrytis cinerea

A espécie Botrytis cinerea Pers. Fr. (teleomérfico Botryotinia fuckeliana
[de Bary] Whetzel), causa a doenca do mofo cinzento, caracterizada por um bolor
cinzento, uma das doencas de origem fangica mais comum e de distribuicdo
mundial (Agrios, 2004; Bower, 2007; Mitcham, 2007). O fungo pertence ao género
Botrytis, filo Ascomycota e familia Sclerotiniaceae. Devido a sua ampla
adaptabilidade, pode ser encontrado em diversas regides geograficas de acordo
com a natureza de seu hospedeiro (Grabke, 2014; Jin et al., 2017).

E caracterizado como um fungo polifago, necrotréfico ndo especifico, por
iISso sua viruléncia varia em diferentes hospedeiros de plantas (Derckel et al.,
1999; Mirzaei et al.,, 2009). Foi relatado que B. cinerea infecta mais de 235
espécies de culturas em todo o mundo, entre frutas e hortalicas, como tomate,
morango, uva, pepino, pimentdo, batata, tabaco entre outras, capaz de causar
grandes danos e perdas econdmicas tanto no campo como na fase pos-colheita
(Williamson et al., 2007; Tofoli et al., 2011; Zhang e Van Kan, 2013). Essa ampla
gama de hospedeiros se deve a capacidade do fungo de colonizar diferentes

orgaos e tecidos vegetais como folhas, flores, frutos, caules, e em alguns casos a
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parte superior da raiz, a base do caule e 6rgdos de armazenamento, como a
cenoura (Droby e Lichter, 2007; Elad et al., 2004).

B. cinerea pode sobreviver no solo de forma saprofitica associado a
matéria organica ou por meio de estruturas de repouso (esclerédios ou micélio
dormentes). O fungo produz conidios que sao dispersos pelo ar e/ou pela agua e,
pela intensa esporulacdo, que sdo uma constante ameaca para as culturas
suscetiveis ao patégeno. A germinacdo dos conidios € favorecida por
temperaturas entre 18 a 23 °C e alta umidade relativa em torno de 90 a 100%
(Vale et al., 2004b). Esse fungo penetra com facilidade e rapidez nos tecidos dos
hospedeiros pela acdo direta do apressoério, por intermédio da secrecdo de
enzimas degradadoras da parede celular, ou por ferimentos (Elad et al., 2015).

O sintoma caracteristico de B. cinerea € o surgimento de uma podridao
mole do fruto, seguidos por colapso e imersdao de &gua nos tecidos do
parénquima e cobertos por um bolor cinzento de conidios (Williamson et al.,
2007). Os sintomas em frutos de tomates maduros disseminam a partir do apice
do fruto ou do pedunculo, deixando os frutos com aspecto de podriddo mole com
uma coloracdo bege a cinzenta, cobertos por um bolor cinzento. Em frutos de
tomates imaturos os sintomas tipicos da doenca aparecem em forma de anéis
esbranquicados com um ponto necrético no centro (mancha fantasma). Este
sintoma raro em tomate verde que € associado a uma defesa do hospedeiro bem-
sucedido, mas o sintoma torna os frutos ndo comercializaveis (Williamson et al.,
2007; Tofoli et al., 2011; Romanazzi e Feliziani, 2014). Enquanto que, em frutos
de pimentéo, as lesdes inicialmente se caracterizam pelo aspecto aquoso, depois
as lesbes evoluem para manchas de coloracdo verde-amareladas ou cinzento-
amareladas, com o avanco da doenca. As lesBes se tornam Umidas, irregulares,
macias com textura esponjosa em estadios adiantados do mofo cinzento (Tofoli et
al., 2011).

B. cinerea & de dificil controle devido a uma variedade de modos de
ataque do patdgeno, diversas culturas hospedeiras como fontes de indculo, além
de poder sobreviver como micélio e/ou conidios ou por periodos prolongados
como esclerotos detritos de colheita. O mofo cinzento pode ser controlado por
diversas praticas culturais, uma vez que a alta umidade favorece a infeccao de B.
cinerea e sua disseminacdo nas plantas, a pratica comum para o manejo desse

patogeno é limitar o uso da agua de irrigacado sobre 6rgdos vegetais suscetiveis
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(Elad, 2016). Todavia medidas de controle basicamente sdo com fungicidas para
as variedades tradicionalmente cultivadas, que s&@o suscetiveis ao patdgeno
(Morandi, 2005; Kurozawa, et al., 2005; Fillinger e Walker, 2016).

No entanto, o uso excessivo de fungicidas na agricultura levou a
preocupacdes publicas devido a efeitos negativos ao meio ambiente, e dos riscos
gerados a saude humana, com a intoxicacdo de individuos na lavoura, e pelos
efeitos residuais do produto colhido, em virtude do uso indiscriminado dessa
medida (Ribas e Matsumura, 2009). Por estas razdes, ha uma busca constante
por cultivares para o controle dessa doenca, todavia ndo ha cultivares com

resisténcia genética ao mofo cinzento em nenhum patossistema.

3.1.2.3. Imagem termografica por infravermelho

A termografia por infravermelho € uma técnica avancada de inspecédo e
testes ndo destrutivos que permite detectar a radiacdo infravermelha emitida
pelos corpos convertendo-a em imagens na zona do visivel (RGB — Red, Green,
Blue) contendo informacdo sobre a temperatura na superficie dos corpos
(termogramas) (Costa et. al., 2013b). A principal vantagem da imagem térmica € a
natureza ndo-invasiva e sem contato da técnica quando se trata de determinar a
temperatura do objeto durante um curto periodo de tempo (Vadivambal e Jayas,
2011). A radiacgédo infravermelha emitida na faixa do infravermelho térmico de 8 a
12 mm pode ser detectada por cameras termogréaficas por infravermelho, e é
ilustrada em imagens em cores falsas, onde cada pixel de imagem contém o valor
de temperatura do objeto medido (Mahlein, 2016).

A termografia por infravermelho pode ser aplicada em diferentes
segmentos, tais como: atividades militares, aeroportos, construcéo civil, sistemas
eletrbnicos e mecanicos, processos industriais, na medicina humana e animal e,
na agricultura (Kaplan, 2007; Gowen et al.,, 2010; Costa et al.,, 2013b). Na
agricultura, essa técnica é bastante relatada para monitorar estresse hidrico das
culturas agricolas, para aumentar a eficiéncia no uso da agua (Costa et al.,
2013a; Lima et al., 2016; Garcia-Tejero et al., 2016; Garcia-Tejero et al., 2017).
Essa técnica também vem sendo empregada para monitorar doengas em plantas,
pois ela examina a temperatura do vegetal que esta relacionada com seu estado

hidrico e com as mudancas na transpiracdo, devido a alteracdes fisiologicas da
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planta causadas por agentes patogénicos (Jones et al., 2002; Oerke et al., 2006;
Baron et al., 2016).

A imagem termografica permite que as heterogeneidades de transpiracao
espacial e temporal causadas por infeccbes de plantas sejam visualizadas e
monitoradas tanto pré-sintomaticamente quanto ao longo do desenvolvimento da
doenca (Mahlein et al., 2012), sendo possivel detectar uma ampla gama de
doencas em plantas, antes dos sintomas visiveis aparecerem (Nilsson, 1991). A
deteccdo pré-sintomatica da diagnose em plantas pode ser usada como uma
ferramenta de intervencdo imediata (por exemplo, através da aplicacdo do
controle quimico ou de outras medidas de controle), sendo de suma importancia
para controlar a disseminacao e propagacéo de agentes patogénicos, que podem
resultar em grandes perdas econdmicas na agricultura (Oerke et al., 2010).

Pesquisas anteriores relataram o uso da termografia por infravermelho
com sucesso para monitorizar e detectar precocemente doencas fungincas, tais
como: beterraba — Cercospora beticola (Chaerle et al., 2004), pepino —
Pseudoperonospora cubensis (Lindenthal et al., 2005; Oerke et al., 2006; Wang et
al., 2012; Wen et al., 2019), maca — Venturia inaequalis (Oerke et al., 2011; Belin
et al.,, 2013), tomate — Oidium neolycopersici (Raza et al., 2015a; Raza et al.,
2015b), rosa — Podosphaera pannosa e Botrytis cinerea (Jafari et al., 2017) e trigo
— Fusarium spp. (Mahlein et al., 2019).

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Localizag&o e Germoplasma

Os ensaios foram realizados no Instituto Andaluz de Investigacion y
Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), no Centro de Las Torres, Sevilla,
Espanha, no periodo de novembro de 2018 a abril de 2019.

Frutos em poés-colheita de tomate cultivar Boludo, e de pimentdo Dulce
Italiano variedade Nabone Fi1, ambos suscetiveis ao mofo cinzento provocado por

B. cinerea foram utilizados em ensaios.
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3.1.3.2. Obtencéo e preparo do inéculo fungico

O isolado de B. cinerea da colecdo do IFAPA foi utilizado para a producao
do in6culo (Figura 1A). Para recuperar a viruléncia do isolado foi necessario uma
etapa de inoculacéo, depositando discos de 5 mm de diametro de meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA) contendo B. cinerea em frutos de tomateiro cultivar
Boludo. Os frutos de tomate foram inicialmente desinfectados por imersdo em
solucéo de hipoclorito de sodio (2% NaClO), durante 3 min, seguido por imersao
em 4gua destilada autoclavada (Figura 1B), e colocados para secagem em fluxo
laminar por 1h (Figura 1C). ApOGs a secagem, dois frutos de tomate foram
acondicionados em recipientes selados com filme plastico, em incubadora BOD a
20 £ 2 °C, umidade de 80% e fotoperiodo 12/12h para recuperacéo da viruléncia
do patdégeno (Figura 1D).

Apos 10 dias, o isolado de B. cinerea foi repicado (Figura 1E) e cultivado
em meio de BDA, acrescido de antibidticos (sulfato de estreptomicina, cloridrato
de tetraciclina, cloranfenicol), colocados em placas de Petri, e incubados por 14
dias em BOD, nas mesmas condicbes observadas para a recuperacdo da
viruléncia do patégeno (Figura 1F).

AplOs este periodo, as suspensdes de esporos foram preparadas
adicionando agua destilada estéril as placas de Petri. Os esporos foram
cuidadosamente liberados no meio de cultura com o uso de um bisturi.
Posteriormente, foi realizada a filtragem dessa suspensdo em camada dupla de
gaze e o ajuste da concentracédo da suspenséo de conidios (1.7x10° conidios.mL"
1) (Diaz et al., 2002) (Figura 1G). A contagem de conidios nas suspensées foi

realizada por meio de uma camara de Neubauer e um microscoépio optico.

3.1.3.3. Inoculacéao e incubacéao dos frutos

Frutos sadios de tomate e pimentdo foram desinfectados e secados
superficialmente, nas mesmas condi¢cdes descritas acima. Apds a secagem, 0S
frutos foram dispostos em bandejas plasticas de polietileno, com o fundo coberto
com papel filtro esterilizado e umedecido com &gua destilada estéril.

Posteriormente, em cada fruto de tomate e pimentédo, foram infiltrados 0,50 mL de
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suspensdo de conidios (1,7x108 esporos.mL) de B. cinerea, com o auxilio de

uma seringa hipodérmica (1mL) (Figura 1H).

Figura 1. Etapas de obtencdo, preparo do inéculo fangico, inoculacdo e
incubacédo dos frutos; (A) Cultura de Botrytis cinerea cultivado em meio de cultura
BDA, em BOD (22 + 2 °C, 12h de luz); (B) Desinfeccao dos frutos com NaClO
(2%), durante 3 min, seguido por imersdo em agua destilada autoclavada; (C)
Secagem dos frutos em fluxo laminar, durante 1h; (D) Recuperacgédo da viruléncia
de B. cinerea em condi¢cdes controladas, usando frutos de tomateiro cultivar
Boludo; (E) Repicagem de B. cinerea cultivado durante 10 dias em frutos de
tomateiro, para serem cultivado em meio de cultura BDA; (F) Repicagem de B.
cinerea cultivado em meio de cultura BDA, ap6s 14 dias; (G) Raspagem do meio
de cultura para preparo da suspensédo de conidios de B. cinerea (1.7x10°
conidios.mL™?); (H) Inoculacéo artificial com o fungo B. cinerea (0,5 mL).

As inoculag¢des foram realizadas no mesmo dia do preparo da suspenséo
de esporos. Como controle, frutos ndo inoculados da mesma idade foram
infiltrados com 0,50 mL de agua destilada estéril. As bandejas contendo os frutos
inoculados ou néo inoculados com B. cinerea foram acondicionadas em um saco
plastico estéril e, posteriormente mantidas em camara climatizada (22 + 2 °C, 12h
de luz), e umidade de 80%, a fim de fornecer condi¢gdes oOtimas de infeccéo.
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3.1.3.4. Avaliagcéao da reagao ao Mofo Cinzento

3.1.3.4.1. Imagem termografica por infravermelho

As imagens térmicas foram obtidas utilizando uma camera por
infravermelho (Flir SC660, Flir Systems, USA), comum a sensibilidade espectral
variando de 7 a 13 um, com uma resolucdo de 640x480 pixels, e emissividade
fixado em 0,99 (Figura 2).

As imagens foram registradas 24h apoés a inoculagdo com o fungo, a uma
distancia de aproximadamente 50 cm dos frutos, perpendicular a superficie dos
frutos. O horario avaliado foi entre 12:00h as 14:00h, correspondendo ao periodo

mais quente do dia, durante 13 dias.

Figura 2. Camera termogréafica por infravermelho (Flir SC660, Flir Systems,
USA).

Para fins comparativos do espectro visivel, imagens digitais das mesmas
amostras de frutos utilizados nas imagens térmicas foram registradas por meio de
uma camera digital. Ao capturar as imagens do espectro visivel, a camera foi
posicionada nas mesmas condicdes da camera por infravermelho para o
monitoramento preciso do desenvolvimento da doenca e os efeitos térmicos
relacionados.

As imagens termograficas foram analisadas por meio do software FLIR
Tools. A paleta de cores utilizada para medicdo da temperatura foi a Rainbow

(arco-iris) que varia do branco ao violeta.
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O diferencial de temperatura média (AT) foi calculado nos espectros das
regibes entre as temperaturas médias dos frutos inoculados menos a temperatura
média dos frutos ndo inoculados (controle), a fim de visualizar o efeito da
infeccdo, de acordo com a temperatura foliar, ao longo do tempo (Gomez, 2014,

Pérez-Bueno et al., 2015), pela expressao:
AT =| Tinoculado — Tcontrole
Em que:

AT= Diferencial de temperatura média;
Tinoculado= TE@MpeEratura média do fruto inoculado com o B. cinerea;

Teontrole= Temperatura média do fruto controle (n&o inoculado).

A temperatura maxima e minima dos frutos inoculados também foi
registrada, por meio do diferencial de temperatura maxima (DTM) entre a
temperatura mais alta da area dos frutos inoculados menos a temperatura mais
baixa, dentro da mesma area do fruto. Assim comparou-se a area doente com a
area saudavel dos frutos inoculados (Lindenthal et al., 2005; Oerke et al., 2006),

pela expresséao:
DTM =| Tox— Tmil

Em que:
DTM = Diferencial de temperatura maxima;
T mx= Temperatura maxima do fruto inoculado com B. cinerea,
Tmi= Temperatura minima do fruto inoculado com B. cinerea.
3.1.3.5. Anélise estatistica

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em Dblocos,

considerando trés repeticbes por fruto e tratamento, sendo quatro frutos de

tomate e trés frutos de pimentdo por replicacdo. Para cada dia de monitoramento,
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foi realizada uma analise descritiva das leituras térmicas; aplicando um teste de
Levene, a homogeneidade da variancia. Apos isso, foi realizada uma ANOVA
unidirecional seguida de um teste t-Student para localizar as diferencas
significativas (p<0,05) entre os tratamentos.

Todas as analises foram realizadas usando o software SPSS15.0
(Statistical Package for the Social Sciences Inc., Chicago, IL, USA). O

experimento foi realizado em duplicado.

3.1.4. RESULTADOS

Alteracbes nos frutos inoculados de tomate e pimentdo na fase poOs-
colheita, como uma resposta ao desenvolvimento do mofo cinzento, conforme
detectadas com as imagens térmicas foram observadas desde o primeiro dia ap6s
a inoculacdo (DAIl) com B. cinerea. Enquanto que, 0s sintomas visuais
apareceram somente no terceiro dia apds a inoculacao (Figuras 3, 4).

Comparando as imagens digitais, as mudancas na cor das imagens
térmicas por infravermelho eram mais notaveis em comparagdo com as
observacdes visuais. A colora¢cdo do sintoma da doenca nas imagens térmicas foi
inicialmente verde para os frutos de tomate e, tornam-se gradualmente um azul
mais escuro com o desenvolvimento dos sintomas ao longo do tempo (Figura 3).
Para os frutos de pimentédo, o sintoma apresentava uma coloracdo alaranjada ao
logo de todo o experimento (Figura 4). No controle, a cor dos frutos de tomate e
pimentdo observados pela imagem térmica ndo diferiu visualmente ao longo do

experimento.
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Inoculado Controle

2 dai

3 dai

7 dai

9 dai

13 dai

Figura 3. Desenvolvimento de lesdes causadas por B. cinerea em frutos de
tomateiro (A) imagem térmica e (B) imagem digital de frutos inoculados com o
fungo;(C) imagem térmica e (D) imagem digital de frutos controle; 1, 2, 3,7,9 e 13
dias apo6s a inoculagdo (DAI).

Inoculado

Controle

Figura 4. Desenvolvimento de lesbes causadas por B. cinerea em frutos de
pimentdo. (A) imagem digital e (B) imagem térmica de frutos inoculados com o
fungo; (C) imagem digital e (D) imagem térmica de frutos controle; 1, 2, 3 e 6 dias
apos a inoculagéo (DAI).



24

Verificou-se ao longo do experimento, que ambos os frutos de tomate e
pimentdo inoculados com B. cinerea continham significativamente uma
temperatura mais baixa em comparacdo aos frutos controle (Figuras 5A, B).
Frutos de tomate e pimentdo infectados mostraram um AT em torno 1,83 °C (2
DAI) e 2,19 °C (1 DAI) mais baixo, respectivamente,quando comparados aos
frutos controle, antes do aparecimento de sintomas visiveis, que surgiram trés
dias ap0s a inoculacdo (DAI). O maior valor de AT ocorreu no ultimo dia apés a
inoculacédo (13 DAI), tanto para frutos de tomate (3,55 °C), quanto para frutos de
pimentdo (2,45 °C) (Figuras 5A, B). Durante o experimento foi possivel observar
aumento e diminuicdo na temperatura, respectivamente, nos frutos controle e

inoculados que foram explicados tendo como padréao a temperatura ambiental.

34 -
32
30 -
28 -
26 -

—&— Controle
——- B. cinerea

24 - Ambiente
22

Temperatura°C
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1 2 3 6 7 8 10 13

Dias apos a inoculagao
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30 - * % *
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=l—B. cinerea
24 -

Temperatura°C
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22 -
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1 2 3 6 7 8 10 13

Dias apos a inoculagao
Figura 5. Evolucdo diaria da temperatura média em frutos de tomate (A) e
pimentdo (B) na fase pés-colheita, entre o tratamento controle e o inoculado com
Botrytis cinerea, ao longo de 13 dias ap0s a inoculagdo. Cada ponto representa o

valor médio de duas experiéncias. *Indica diferenca significativa (teste t, p<0,05);
ns= nao significativo (p=0,05).
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Nos frutos de tomate e pimentdo inoculados com B. cinerea verificou-se
que as temperaturas das areas sintomaticas eram também mais baixas em
comparacdo com aquelas das areas saudaveis. O diferencial de temperatura
maxima (DTM) foi observado desde o primeiro dia apds a inoculacédo, em torno de
3,24 °C para os frutos de tomate, e 1,73 °C para os frutos de pimentéo, antes do
aparecimento dos sintomas visiveis (Figura 6A, B).

32 -
30 -
28 —+—Area saudavel

26 | A " * —m—Area sintomatica

24 - Ambiente
22 -

20 T T T T T T T 1

Temperatura °C
*
*

Dias apos a inoculagao

* *

28 - ¢ —+—Area saudavel
26 - —m—Area sintomatica
24 - Ambiente

Temperatura °C
*

1 2 3 6 7 8 10 13
Dias apos a inoculagao

Figura 6. Evolugdo diaria entre a temperatura das areas saudaveis em
comparacao a area sintomatica para os frutos de tomate (A) e pimentdo (B), ao
longo de 13 dias apds a inoculacdo. Areas sintomaticas desenvolveram apos a
inoculagcdo com Botrytis cinerea. Cada ponto representa o valor médio de duas
experiéncias. *Indicam diferenca significativa (teste t, p <0,05).

Curiosamente, o ponto de temperatura minima, para ambos os frutos
ocorreu no terceiro dia apos a inoculacdo (3 DAI), quando os sintomas se

tornaram visiveis. Registrou-se um DTM de 2,31 °C para frutos de tomate e 1,32
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°C para frutos de pimentdo, e subsequentemente, a temperatura aumentou
quando a infec¢cdo progrediu até o oitavo dia, e depois a temperatura diminuiu.

O maior DTM, entre as areas sintomaticas e as areas saudaveis, foi
observado no décimo dia de avaliacdo para os frutos de tomate (4,57 °C) (Figura
6A), e no ultimo dia de avaliacdo (13 DAI) para os frutos de pimentdo (2,3 °C)
(Figura 6B).

3.1.5. DISCUSSAO

Métodos nédo invasivos de analise em plantas tém atraido um interesse
expressivo de pesquisas, principalmente na éarea diagnose de doencas em
plantas (Mahlein et al., 2018). A deteccéo precoce e o monitoramento de doencas
em plantas usando sensores como a termografia por infravermelho pode
aumentar o nosso conhecimento para melhorar o manejo de doencas (Mahlein et
al., 2019). No inicio da ultima década, o uso desses métodos foi considerado de
grande potencial para desempenhar um papel importante na fenotipagem, na
deteccdo e no monitoramento de doencgas de plantas nos préoximos anos (Lucas,
2010). No entanto, ainda sdo escassas pesquisas com 0 uso da termografia por
infravermelho para detectar doencas em frutos, considerando os aspectos
promissores dessa abordagem, em especial quando se trata de frutos em fase de
pés-colheita.

Neste trabalho foi apresentada uma nova abordagem para deteccdo nao
invasiva e precoce do mofo cinzento em frutos de tomateiro e pimentdo em fase
pos-colheita. Verificou-se que a imagem térmica por infravermelho foi capaz de
identificar mofo cinzento em frutos de tomate e pimentdo antes do surgimento dos
sintomas visiveis. Os sinais iniciais de infeccdo nas imagens térmicas foram
observados no terceiro dia apos a inoculagdo com B. cinerea (Figuras 3, 4) e uma
temperatura mais baixa nos frutos infectados foram observadas desde o primeiro
dia ap6s a inoculacdo (Figuras 5, 6). B. cinerea causou uma diminuicdo
significativa da temperatura no ponto de inoculagéo dos frutos, comparando o AT
[tomate= 1,83 °C (2 DAI) e o pimentdo= 2,19 °C (1 DAI)] (Figura 5A, B) e 0o DTM
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[tomate = 3,24 °C (1 DAI) e pimentédo = 1,73 °C (1 DAI)] (Figura 6A, B) antes que
0S sintomas aparecessem visualmente.

Sintomas de B. cinerea sdo normalmente associados a podriddo mole,
pois o fruto apresenta-se mole, aquoso, com extravasamento do conteudo celular,
fazendo com que a temperatura diminua como resultado da presenca de 4gua no
tecido vegetal (Tofoli et al., 2011). Este aumento no teor de agua provoca uma
diminuicdo da temperatura dos frutos infectados em comparacdo com o controle.
E importante observar que nem todas as doencas resultam em uma eventual
diminuicdo da temperatura da planta. Isso dependera de vérios fatores, incluindo
o tipo de sintomas relacionados ao patégeno, a proporcdo da area afetada em
relacdo a area total do 6rgdo ou parte da planta, da fase da doenca e da taxa de
crescimento do patégeno no hospedeiro, que por sua vez, € influenciado pela
temperatura ambiental.

Estudos anteriores com doencas foliares por meio de imagens
termograficas por infravermelho demonstraram uma reducdo pré-sintomatica da
temperatura nas folhas inoculadas com fungos em diferentes patossistemas. Na
interacdo Cucumis sativus (pepino) — Pseudoperonospora cubensis, o agente
causal do mildio das cucurbitaceas, observou-se uma reducdo na temperatura
foliar de 0,8 °C, em comparacdo ao controle (Lindenthal et al., 2005). Em
macieiras, folhas inoculadas com Venturia inaequalis, a termografia foi capaz de
detectar uma diminuicdo da temperatura foliar, antes do aparecimento de
sintomas visiveis, e 0 DTM observado esta fortemente correlacionado ao tamanho
dos locais de infeccdo (Oerke et al., 2011). No patossistema beterraba —
Cercospora beticola foi observada uma temperatura mais baixa nas folhas
infectadas, numa fase pré-sintomatica com o fungo, antes que os sintomas se
tornassem visiveis (Chaerle et al., 2004). Folhas de rosaceas (cultivar Angelina)
inoculadas com Podosphaera pannosa exibiram uma redugcdo na temperatura
foliar de até 2,3 °C, nas fases iniciais de infec¢do do patdégeno (Jafari et al., 2016).
Sinais iniciais de infec¢des provocadas por B. cinerea, em flores de rosaceas
(cultivar Angelina) foram registrados rapidamente por meio da termografia, com a
deteccdo de uma temperatura mais baixa em pétalas das flores infectadas em
comparacdo com as pétalas saudaveis circundantes, apenas 12h ap0ls a

inoculacao (Jafari et al., 2017).
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Por outro lado, a deteccéo precoce em outros patossistemas com 0 uso
da termografia foi associada com temperaturas mais elevadas antes dos sintomas
se tornarem visiveis. Wang et al. (2012) observaram que no quinto dia de
avaliacdo apos a inoculacdo em folha de pepino com Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum havia um aumento de 3,4 °C na temperatura foliar em relacdo ao
controle (folha ndo inoculada). Gomez (2014) relatou uma temperatura mais
elevada em folhas de roseira infectadas com o fungo Peronospora sparsa. O virus
do mosaico do tabaco (TMV) causou um aumento da temperatura foliar de tabaco
(Chaerle et al.,, 1999; Chaerle et al., 2004). A fusariose da espiga do trigo,
causada por Fusarium spp. foi relacionada a temperatura foliar mais elevada, em
comparacao com o tratamento controle (Mahlein, et al., 2019).

A deteccdo precoce de doencas em vegetais € uma area em expansao,
sobretudo para a horticultura associada a agricultura de precisao e fenotipagem
em larga escala. A aplicacdo da termografia infravermelha para detectar
precocemente doencas em diferentes partes da planta, em especial quando se
consideram os diversos estadios de desenvolvimento de frutos e flores, deve ser
estimulada, a fim de aumentar seu papel em setores que lidam com o manejo e
prevencao de perdas ocasionadas por doencas patogénicas. A deteccao precoce
de doencas em plantas por termografia obterd aplicacbes especificas de
pesticidas e fungicidas como estratégias de protecdo de culturas de preciséo, o
que podera implicar em reducdo no uso de defensivos com consequente reducéo
do custo de producdo e de impactos ecolégicos nos sistemas de producéo
agricola (Gebbers e Adamchuk, 2010). Especificamente, no campo da pés-
colheita, a termografia por infravermelho pode ser uma ferramenta muito eficiente
para ajudar a mitigar as perdas em todo o mundo, sobretudo na &rea horticultura.
Do ponto de vista pratico, a rapidez e a eficiéncia na deteccédo pré-sintomatica,
associado ao baixo custo por amostra analisada e o carater ndo destrutivo da
andlise, reforcam o potencial da técnica como uma abordagem viavel para
produtores e gerentes de producao, em especial para frutos de hortalicas que sao
altamente pereciveis. A identificacdo precoce de lotes de frutos contaminados
pode auxiliar na adocdo de medidas profilaticas na reducédo de perdas pos-
colheita. Além disso, devem ser estabelecidos, otimizados e validados protocolos
para 0 uso da termografia infravermelha para os diferentes patossistemas,

trazendo maior uniformidade no uso da técnica para diversos fins. De acordo com
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os resultados obtidos nesta pesquisa, sugerimos que frutos de tomate e pimentao
com diferengas significativas de temperatura (AT ou DTM) de 1,7 °C indica que
algo pode estar ocorrendo, algum tipo de estresse causado por microrganismos.
Isso pode facilitar a identificacéo e eliminacéo de frutas infectadas, antes do inicio
dos sintomas, reduzindo as perdas econOmicas tanto no campo quanto nas
prateleiras.

O uso rotineiro da termografia na deteccdo de doencas em plantas
também podera ser muito util para diferentes areas da pesquisa em ciéncias
agrarias, tanto na fitopatologia e fisiologia pos-colheita de frutos, como também no
melhoramento de plantas visando a resisténcia a doencgas. A fenotipagem
precoce de centenas de plantas ou frutos em programas de selecéo pode tornar a
identificacdo de gendtipos resistentes por melhoristas de plantas mais rapida,
eficiente e precisa,contribuindo assim para um melhor entendimento da interacao

planta-patégeno.

3.1.6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

— A termografia por infravermelho € uma ferramenta eficiente e confiavel
para ser usada na deteccdo e monitoramento precoces da infeccdo por B. cinerea

em frutos de tomate e pimentéo po6s-colheita;

— O uso dessa tecnologia facilitara a identificacdo e eliminagéo dos frutos
infectados antes do inicio dos sintomas, reduzindo as perdas econdémicas devido

a destruicéo pés-colheita;

— A otimizacdo desse sensor ¢ptico econdémico na deteccdo de doencgas de

plantas em condi¢des de campo deve ser encorajadora.
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3.2. DETECQAO PRE-SINTOMATICA DO CRESTAMENTO BACTERIANO
COMUM EM Phaseolus vulgaris L., POR MEIO DE IMAGENS
TERMOGRAFICAS E DE INDICES DE REFLECTANCIA FOLIAR

3.2.1. INTRODUCAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas mais
importantes da alimentacdo humana, por fornecer uma excelente fonte proteica,
além de possuir bom conteudo de carboidratos e ser rico em ferro (Carneiro et al.,
2015). Esta leguminosa esté presente diariamente na mesa dos brasileiros, sendo
de grande importancia socioecondmica, com consumo per capita em torno de
15,0 kg/hab/ano (CONAB, 2016).

Inimeras doencas tanto da parte aérea quanto de solo, de origem
fungica, bacteriana e viral afetam o feijoeiro e compdem uma das principais
limitagGes na reducgdo significativa da sua produtividade, depreciando a qualidade
do produto ou mesmo inviabilizando determinadas areas para o cultivo (Paula
Juanior e Zambolim, 2006). Dentre as principais doencas da cultura em termos de
importancia econémica, destaca-se o crestamento bacteriano comum (CBC),
causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Thung e Sartorato,
2002; Bianchini et al., 2005).

A doenca do crestamento bacteriano comum causa sintomas em todos os
orgdos aéreos do feijoeiro-comum, principalmente em regiées Umidas e com

temperaturas acima de 28 °C, sobretudo no cultivo das aguas. Nas folhas
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formam-se pequenas manchas aquosas e translicidas, que se manifestam de
forma irregular, tornam-se marrons e aumentam de tamanhos. Os tecidos
infectados ficam com aspecto de queimadura ou crestamento, com um estreito
bordo amarelo. Em ataques severos pode ocorrer o desfolhamento total da planta
(Sartorato e Rava, 1994).

A maioria das cultivares de feijao-comum utilizados no Brasil € suscetivel
ao CBC. Para o controle, recomenda-se utilizar somente sementes sadias e de
boa qualidade sanitaria, realizar rotacdo de cultura com espécies nao
hospedeiras, eliminar plantas daninhas e insetos disseminadores da bactéria,
aplicar agrotéxicos em doses recomendadas e utilizar cultivares resistentes
(Carneiro et al., 2015). Destas, a medida de controle, a mais viavel é o plantio de
cultivares resistentes, pois ndo causa nenhum tipo de impacto negativo ao meio
ambiente e é perfeitamente compativel com outras medidas alternativas de
controle, além de reduzir os custos de producéo (Costa e Rava, 2003; Trindade et
al., 2015).

Na conducdo de um programa de melhoramento de plantas visando a
resisténcia a doencas, é necessario identificar o0 método mais adequado de
screening das plantas e, ou linhagens sob sele¢cdo. Os métodos mais usuais na
diagnose de doencas em plantas s@o as escalas diagraméticas, escalas de notas,
contagem de numero e didmetro de lesbes (Vale et al., 2004a). No entanto, é
muito laborioso diagnosticar e monitorar manualmente doencas em plantas
causadas por patdgenos diversos, pois necessita de grande quantidade de
pessoas e mao de obra qualificada. Isto ocasiona maior tempo para a andlise e
processamento de dados (Khirade e Patil, 2015). Outra dificuldade é o diagndstico
tardio da doenca que sO pode ser identificado apds o surgimento dos primeiros
sintomas e/ou sinais visiveis do patdgeno.

Vérias técnicas tém sido relatadas na agricultura moderna para facilitar a
deteccgdo pré-sintomatica de doencas de plantas, de forma rapida e ndo destrutiva
(Belin et al., 2013; Singh et al., 2016; Mahlein et al., 2016). Tais como, a imagem
térmica e os indices de reflectancia foliar, que representam técnicas promissoras
para a deteccdo precisa e precoce de estresses em plantas, tanto bidtica como
abidtica (Singh et al., 2016; Mahlein et al., 2016).

A termografia por infravermelho mede a temperatura da planta,por meio

de imagens capturadas por uma camera térmica. Essa temperatura esta
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correlacionada com o balanco hidrico e com alteragbes na transpiragdo da planta
(Jones et al., 2002; Costa et al., 2013b), que podem ser prejudicadas pela acéo
de patogenos (Oerke et al., 2006; Bardon et al., 2016). Trabalhos anteriores
investigaram o uso da termografia no diagnostico de doencas bacterianas em
alguns patossistemas como: Solanum lycopersicum (tomate) — Ralstonia
solanacearum (Chiwaki et al., 2005); P. vulgaris (feijao-comum) — Pseudomonas
syringae pv. tomato e Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Pérez-Bueno et
al., 2015); Nicotiana benthamiana (tabaco) — Dickeya dadantii (Pérez-Bueno et al.,
2016a); Cucumis melo (melédo) e Cucurbita pepo (abobrinha) — Dickeya dadantii
(Pérez-Bueno et al., 2016b).

indices de reflectancia foliar podem ser empregados para avaliar e
monitorar varias culturas agricolas na interacéo planta-patégeno (Hikishima et al.,
2010; Boechat et al., 2014; Janeczko et al., 2018; Arantes et al., 2019; Marin et
al., 2019a; Marin et al., 2019b). Estes indices sdo capazes de estimar e detectar
mudancas fisiolégicas da planta causada por uma ampla gama de agentes
patogénicos, atraveés de alteracdes biofisicas e bioquimicas, como diminuicdes de
biomassa, degradacéo da clorofila e mudancas nas estruturas internas das folhas
entre outros (Barton, 2012; Mahajan et al., 2014). A doenca é avaliada por meio
de sensores espectrais que calculam diferencas da reflectancia da radiacao solar
em dois ou mais comprimentos de onda (Dalla Pria e Silva, 2010; Wéjtowicz et al.,
2016), uma vez que os patégenos mudam o estado fisiolégico da planta, como
perda de umidade e teor de clorofila (Boechat et al., 2014).

O uso de métodos rapidos e precisos na diagnose precoce do CBC em
feijoeiro pode facilitar praticas de controle e de manejo da doenca, auxiliar
melhoristas na identificacdo e selecdo de cultivares geneticamente resistentes,
bem como reduzir o uso de agrotoxicos no ecossistema. Este trabalho relata o
desenvolvimento de um protocolo de deteccdo pré-sintomatica por meio do uso
de imagens termogréaficas e de indices de reflectancia foliar, quanto a reacdo ao
crestamento bacteriano comum, utilizando como modelo o patossistema P.

vulgaris L. — Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli.



33

3.2.2. REVISAO DE LITERATURA

3.2.2.1. Aspectos gerais da cultura do feijoeiro-comum

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), pertence a classe Dicotileddnea,
familia Leguminosae (Fabaceae), subfamilia Papilionoidae (Faboideae) e género
Phaseolus (Santos e Gavilanes, 2008). O género Phaseolus engloba,
aproximadamente, 55 espécies das quais, apenas cinco, sdo cultivadas: o feijao-
comum (Phaseolus vulgaris); o feijao de lima (P. lunatus); o feijdo ayocote (P.
coccineus); o feijao tepari (P. acutifolius); e o P. polyanthus (Embrapa, 2008). O
feijdo-comum é a espécie mais cultivada e consumida mundialmente, ocupando
mais de 85% da area de producdo semeada com todas as espécies de Phaseolus
em diversos paises (Singh, 2001).

Evidéncias arqueologicas indicam que o feijoeiro teve origem no
continente americano, sendo uma das primeiras plantas cultivadas nas Américas,
onde populacdes silvestres de P. vulgaris sdo consideradas como ancestrais das
atuais plantas cultivadas e se desenvolveram desde o Norte do México
(Chihuahua) até o Norte da Argentina (San Luis), em altitudes de 500 e 2.000 m
(Gepts e Debouck, 1991; Vieira et al., 2005). O feijao-comum foi domesticado no
México ha mais de 7 (sete) mil anos (Vieira, 1967) e, tém sua importancia tao
antiga que relatos historicos de cerca de 1.000 a.C. fazem referéncias aos feijdes
na Idade do Bronze, na Suica, entre os Hebraicos, e ruinas da antiga Tréia
mostraram evidéncias de que o feijdo era o prato favorito dos robustos guerreiros
troianos (Yokoyama, 2002). Na literatura sao citados trés centros de
domesticacdo do feijdo-comum: Mesoamericano (México e Ameérica Central),
regiao Andina (sul do Peru, Bolivia e norte da Argentina) e Coldémbia, sendo
América Central o principal centro de diversidade genética (Gepts e Debouck,
1991).

O feijao-comum € uma espécie autégama, porém pode apresentar taxa de
fecundacgao cruzada de aproximadamente de 3%, dependendo de fatores como
umidade relativa do ar, temperatura, distancia de semeadura entre as cultivares,
coincidéncia e duragcdo do periodo de florescimento, atividade de insetos

polinizadores e tamanho de flor, podendo atingir valores mais elevados (Marques
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Junior e Ramalho, 1995). As espécies de Phaseolus séo diploides, com 2n= 2x=
22 cromossomos (Singh et al., 1991).

O habito de crescimento é definido pelo desenvolvimento do caule e
habito de florescimento da planta, entre outras caracteristicas, podendo
apresentar-se de duas formas, determinado ou indeterminado. As plantas de
hébito de crescimento determinado caracterizam-se por ter o caule e os ramos
laterais com inflorescéncia no apice, apresentam numero limitado de nés e o
florescimento inicia-se do apice para a base da planta. O habito indeterminado é
caracterizado por possuir os meristemas apicais do caule e dos ramos laterais
vegetativos durante o florescimento, numa sucessdo de nds e entrends; as
inflorescéncias sdo axilares, isto é, desenvolvem-se nas axilas das folhas, e a
floracao inicia-se da base para o apice da planta (Silva, 2011a).

O feijdo-comum é a leguminosa de grande importancia socioecondmica,
devido a sua relevancia nutricional e cultural na culindria de diversos paises e
etnias. O ciclo dessa cultura é relativamente curto, variando de 70 a 110 dias
(Barbosa e Gonzaga, 2012). O Brasil destaca-se como 0 maior consumidor
mundial dessa cultura, sendo seu cultivo realizado em todo o pais. Na safra
2016/17, obteve-se um crescimento de 13% na area plantada, passando de
aproximadamente 980 mil hectares para mais de 1.100 mil hectares. A
produtividade média obtida foi em torno de 1.200 kg/ha, na média nacional
(CONAB, 2016). Para a dieta humana, proporciona uma importante fonte de
proteina, aproximadamente 22%, vitaminas (acido félico) e minerais (Ca, Cu, Fe,
Mg, Mn, Zn) (Beebe, 2012). O feijoeiro representa cerca de 50% dos gréaos
leguminosos consumidos mundialmente. De acordo com o MAPA (2013) a cada
dez brasileiros, sete consomem feijdo diariamente, sendo o consumo médio per
capita dos brasileiros em torno de 15,0 kg/hab/ano (CONAB, 2016). E cultivada
por pequenos e grandes produtores em todas as regides brasileiras, tendo a
agricultura familiar como responsavel por 61% do feijdo-comum produzido no pais
(IBGE, 2006). No entanto, o feijao-comum é suscetivel a um grande nimero de
pragas e doencas que reduzem seriamente a producéo e qualidade das sementes
(Boersma et al., 2015; Carneiro et al., 2015).

Na literatura sao relatadas mais de 300 doencas, de maior ou menor
importancia, incidindo sobre o feijoeiro. Dentre as mais comuns, no Brasil, estéo:

antracnose (Colletotrichum lindemuthianum), mancha-angular (Pseudocercospora
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griseola= Phaeoisariopsis griseola) (Pereira, 2007), ferrugem (Uromyces
appendiculatus), mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), oidio (Erysiphe polygoni)
e murcha-de-fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli), de origem etiologica
fungica; crestamento bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli)
de origem etiolégica bacteriana e mosaico-dourado (geminivirus) e mosaico-
comum (potyvirus), de origem etiologica viral (Paula Junior e Zambolim, 2006;
Viecelli et al., 2010). Dentre estas, o crestamento bacteriano comum esta entre as

principais doencas bacterianas da cultura do feijoeiro (Thung e Sartorato, 2002).

3.2.2.2. Crestamento Bacteriano Comum (CBC)

O crestamento bacteriano comum (CBC) é considerado como uma das
principais doencas de etiologia bacteriana na cultura do feijoeiro no Brasil (Diaz et
al.,, 2001; Miklas et al., 2003), causada pela Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (Xap). Esse patdgeno ocasiona grandes perdas na producao,
principalmente, na safra das “aguas”, quando as condi¢cdbes ambientais sao
favoraveis a disseminacdo do patégeno e ao desenvolvimento da doenca
(Carneiro et al., 2015).

A bactéria é descrita como baciliforme, Gram-negativa, mével por um
flagelo, estritamente de respiracdo aerdbica. Pertence ao género Xanthomonas,
do qual faz parte um vasto numero de fitopatdgenos cosmopolitas, isto €, que
atacam uma ampla gama de variedades de plantas, incluindo varias espécies
agricolas de interesse econdémico como o feijdo (X. axonopodis pv. phaseoli —
Xap), os frutos citricos (X. axonopodis pv citri — Xac), o arroz (X. oryzae pv.
oryzae), e 0s cereais e gramineas (X. translucens). Infec¢cBes provocadas por
espécies de Xanthomonas ocorrem em pelo menos 68 familias de plantas
monocotiledéneas e em mais de 240 géneros (Hayward, 1993).

A disseminacdo da bactéria na lavoura ocorre por meio de sementes
infectadas com a Xap. Estas sementes normalmente tém aparéncia enrugada e
podem apresentar descoloracdo na regido do hilo. Plantas originadas de
sementes infectadas crescem relativamente pouco. A bactéria também pode ser
disseminada por insetos, por implementos agricolas, pelo vento e pela agua da
chuva e de irrigagao. Altas temperaturas acima de 28 °C e elevada umidade

relativa do ar favorecem a ocorréncia da doenca, por isso ha maior prevaléncia da
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doenca nos paises tropicais onde o feijoeiro-comum é produzido (Shi et al., 2011;
Carneiro et al., 2015).

Os sintomas do CBC ocorrem em todos os 6rgdos aéreos do feijoeiro-
comum, afetando folhas, caules, vagens e sementes. A Xap penetra nas folhas
via estdbmatos ou feridas, e, posteriormente, invade o0s espacgos intercelulares,
causando uma dissolu¢cdo gradual da lamela média. Nas folhas observam-se
pequenas manchas encharcadas (anasarca) e translucidas; as les6es tornam-se
pardas e ocupam grandes areas da folha, e a medida que se desenvolvem, os
tecidos infectados tornam-se secos e quebradicos. As lesdes podem estar
esparsas no limbo, ou na parte marginal da folha e, normalmente, sao
circundadas por halo amarelo, sintoma mais frequente. Em caules e vagens, as
lesbes podem ser deprimidas e encharcadas, as vezes avermelhadas. As
sementes podem apodrecer e enrugar, ou ainda apresentar descoloracdo na
regido do hilo, se a infeccdo ocorrer quando as vagens sdo novas. Quando o
clima é favoravel a Xap, desfolha, estrangulamento e queda de caules e hastes
podem ocorrer (Sartorato e Rava, 1994; Thung e Sartorato, 2002; Bianchini et al.,
2005; Carneiro et al., 2015).

Diversas estratégias tém sido propostas para o controle do CBC em
feijoeiro-comum, tais como o uso de sementes livres do patdgeno e certificadas,
rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras, destruicdo de restos culturais,
eliminacdo de hospedeiros alternativos, aplicagdo de agroquimicos em
doses recomendadas e a utilizagdo de cultivares resistentes (Carneiro et al.,
2015). A mais atrativa estratégia de manejo de doencas é a utilizacdo de
cultivares geneticamente resistentes, principalmente, para o cultivo em areas com
alto potencial de infestacdo do patégeno, podendo ainda ser utilizada com as
demais medidas de controle. Além disso, é de facil adocdo pelos produtores
agricolas em razdo de seu baixo custo, minimizando o uso indiscriminado de
defensivos agricolas e os impactos causados ao meio ambiente (Costa e Rava,
2003; Trindade et al., 2015).

3.2.2.3. indice de reflectancia foliar

Na agricultura, na ultima década,estdo sendo realizadas pesquisas que

utilizam técnicas de sensoriamento, que podem reduzir o impacto ambiental e os
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custos com produtos fitossanitarios, uma vez que contribui para uma rapida
diagnose e deteccao pré-sintomética de doencas, a fim de evitar o surgimento dos
primeiros sinais de distarbios (Sankaran et al., 2010; Mahlein et al., 2012;
Barbedo, 2013; Chemura et al., 2016), sendo uma maneira alternativa aos
métodos tradicionais de analise de doenca.

indices reflectancia foliar ou também indices de vegetacdo tém sido
utilizados para compreender diversos parametros fisiolégicos da planta. Esses
indices podem servir de base em muitas aplicacdes de sensoriamento remoto
para 0 manejo de varias culturas economicamente importantes, visto que estdo
correlacionados com diversas propriedades biofisicas importantes (Ahamed et al.,
2011). Dentre estas propriedades, tais como cobertura vegetal, biomassa, indice
de area foliar, distirbios nutricionais, estimativa da produtividade, condi¢cdes
fisico-quimicas do solo (Ponzoni e Shimabukuro, 2009), teor de antocianina e
carotenoide (Gitelson et al., 2001; Gitelson et al., 2002), clorofila (Smith et al.,
1995), pigmentos fotossintéticos (Gamon et al., 1992) senescéncia (Merzlyak et
al., 1999), conteudo de agua (Pefiuelas et al., 1997).

Segundo Mahlein et al. (2010), indices de vegetacdo podem ainda ser
empregados para diferenciar entre plantas sadias e doentes; para a quantificagéo
de doencas. A aplicacdo de indices de reflectancia foliar para deteccdo de
doencas em plantas é possivel porque as plantas infectadas mostram diferentes
espectros de reflectancia quando comparada com plantas saudaveis (Marin et al.,
2019a) ou avaliando o progresso da doenca ao longo do tempo. Essa reflectancia
na folha alterada nas faixas dos espectros infravermelhos visiveis é por causa de
uma série de reacdes fisioldégicas provocada na planta, como perda de agua e
degradacédo da clorofila (Zhang et al., 2003; Boechat et al., 2014).

Existem diversos indices de reflectancia foliar que visam explorar as
atividades espectrais das plantas na faixa do visivel e do infravermelho proximo
(Ponzoni e Shimabukuro, 2007). Entre eles, destacam-se: a) indice de reflectancia
de antocianina (Anthocyanin Index Reflectance 1 — ARl 1) e b) indice de
reflectancia de antocianina (Anthocyanin Reflectance Index 2 — ARI 2), estes
indices estao associados a concentracao de antocianina na planta (Gitelson et al.,
2001); c) indice de reflectancia de carotenoide (Carotenoid Reflectance Index 1 —
CRI 1) esta relacionado com concentracdo de carotenoide na planta (Gitelson et

al., 2002); d) indice de verde (Green Index — G) esta associado a intensidade de
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coloracéo verde presente nas folhas (Smith et al., 1995); e) indice de vegetacio
por diferenca normalizada (Normalized Difference Vegetation Index — NDVI) é
amplamente utilizado na estimativa de biomassa (Rouse et al., 1974); f) indice de
reflectancia fotoquimica (Photochemical Reflectance Index - PRI) esta
correlacionado com mudancas na intensidade de reflectancia em torno de 531 nm
e informa sobre as alteragdes do pigmento no ciclo xantdéfilo (Gamon et al., 1992),
que geralmente acompanham o estresse (Gamon et al., 1997); g) Indice de
senescéncia de plantas (Plant Senescence Reflectance Index — PSRI) determina
0 estadio de senescéncia das folhas e amadurecimento dos frutos com alto grau
de precisao, pois é sensivel a retencéo de clorofila/carotenoide presente na folha
e nos frutos (Merzlyak et al., 1999); h) indice de pigmento insensivel & estrutura
(Structure-Insensitive Pigment Index — SIPl) é associado a propor¢cao de
carotenoides totais para Clorofila a (Pefiuelas et al., 1995); i) indice da banda de
agua (Water Band Index — WBI) foi definido na faixa de reflectancia de 950 nm. O
WBI foi usado para rastrear mudancas no conteudo relativo de agua, potencial
hidrico foliar e condutancia estomética (Pefiuelas et al., 1993). Quanto a detecc¢ao
de estresse, o WBI é um bom indicador do estado da 4gua em plantas expostas
ao estresse por salinidade (Pefiuelas et al., 1997).

A maioria desses indices vem sendo empregado para estresse abidtico
em vegetais (Mahajan et al., 2014; Oliveira et al., 2017). No entanto, a utilizac&o
destes indices para diagnosticar doencas de plantas em estadio inicial de
infeccdo, ainda é raro na literatura. Recentemente alguns trabalhos relataram
estudos em diferentes patossistemas, tais como: Glycine max — Phakopsora
pachyrhizi (Silva et al., 2009; Hikishima et al., 2010; Arantes et al., 2019); P.
vulgaris — Sclerotinia Sclerotiorum (Boechat et al., 2014); Triticum spp. — Oidio
(Lin et al., 2018); Capsicum spp. — Tobamovirus (Janeczko et al., 2018); Coffea
arabica — Pseudomonas syringae pv. garcae (Marin et al., 2019a) e, Cercospora
coffeicola (Marin et al., 2019b); Eucalyptus spp. — Erwinia psidii (Pedrali et al.,
2019); Trigo — Fusarium spp. (Mahlein et al., 2019).
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3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Germoplasma

Foram utilizados oito acessos de feijao-comum, sendo sete previamente
investigados quanto a sua divergéncia genética por Cavalcanti (2018). Estes
acessos pertencem ao Banco de Germoplasma (BAG) da UENF, que é composto
por exemplares coletados de diversos municipios e comunidades do estado do
Rio de Janeiro. A cultivar BAC-6 foi utilizada como padrdo de moderada
resisténcia ao CBC (Rodrigues et al., 1999; Ferreira et al., 2003; Trindade et al.,
2015) (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo, descricdo e origem dos acessos de P. vulgaris, coletados
no estado do Rio de Janeiro. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

N° Identificacdo Descrigdo do Acesso Origem

1 UENF 2250 Feijdo cor sim - cor ndo Itaocara

2 UENF 2252 Feijdo Preto Macaée

3 UENF 2263 Feijao Vermelho Casimiro de Abreu
4 UENF 2267 Feijdo Mulatinho Pardo Silva Jardim

5 UENF 2276 Feijdo Castanho escuro Campos

6 UENF 2328 Feijdo Rosinha Porciuncula

7 UENF 2365 Feijdo Bege-rosado Varre-Sai

8 BAC-6 Feijdo Carioca IAPAR

*Informacdes extraidas de Rodrigues et al. (1999) e Cavalcanti (2018).

3.2.3.2. Localizacéo e condi¢cdes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo, na Unidade de Apoio
a Pesquisa (UAP), na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), localizada em Campos dos Goytacazes-RJ (latitude 21°19' e longitude de
41°19', a 13 m de altitude), no periodo de maio a julho de 2018.

O clima da regidao é tropical umido (Aw), com verdao chuvoso e inverno
seco, com temperatura média anual € de 22,4 °C e precipitacdo media anual de

1.125 mm, de acordo com a classificacdo de Kdppen (Alvares et al., 2013).
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com oito
tratamentos (acessos) e cinco repeticdes, sendo cada parcela constituida por uma
planta, disposta em fileiras duplas, totalizando 40 plantas.

As plantas foram cultivadas em vasos de polietileno com capacidade de 5
L, envelopados com papel aluminio para isolamento térmico (Figura 1A). Foram
semeadas trés sementes por vaso e, apos a germinacéo, foi realizado o desbaste,
deixando-se apenas uma planta. A adubacdo do solo foi feita de acordo com o
Manual de Adubac&o para o estado do Rio de Janeiro e a analise de solo. O
sistema de irrigagdo utilizado foi por gotejamento. Os demais tratos culturais
foram realizados segundo as recomendacdes para a cultura do feijoeiro (Carneiro
et al., 2015).

3.2.3.3. Preparo do in6culo bacteriano

Foi utilizado o patdgeno de origem etiolégica bacteriana Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (isolado 139-y) (Figura 1C), pertencente a cole¢do do
Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV), da UENF.

A estirpe bacteriana foi cultivada em placas de Petri, contendo meio de
cultura solido DYGS (Dextrose Yeast Glucose Sucrose) (2g de glicose; 1,59 de
peptona; 2g de extrato de levedura; 0,5g de KH2POa4. 7H20; 0,5g de MgS0a4.7H20;
1,59 acido glutamico; e 18g agar, pH 7,0) (Rodrigues Neto et al., 1986; Souza et
al., 2008; Trindade et al., 2015), incubada a uma temperatura de 28 + 2 °C. Apo6s
36h, a concentracdo de células foi ajustada para 10° ufc.mL?, em
espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 640 nm (Arnaud-Santana et al.,
1994) e 0,460 de absorbancia (Ferreira, 2002). As inocula¢des foram feitas no
mesmo dia do preparo da suspensao bacteriana, ao final da tarde (Rodrigues et
al., 1999; Trindade et al., 2015).

3.2.3.4. Inoculacao em folhas

As inoculacbes foram realizadas quando as plantas atingiram o primeiro
trifélio completamente expandido (estadio Vs/V4), aproximadamente 15 dias apés
a emergéncia. Foi selecionado o foliolo central de cada planta, os quais foram

previamente identificados com fios de |4 para diferenciar das folhas néo
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inoculadas (Figura 1B). Cada foliolo foi inoculado com aproximadamente 1 mL da
suspensdao bacteriana [10° ufc.mL™1], pelo método de infiltragdo, com uma seringa
hipodérmica (1 mL) (Pérez-Bueno et al., 2015) (Figura 1C).

Figura 1. Etapas para a inoculacdo de X. axonopodis pv. phaseoli em folhas de P.
vulgaris L. (A) Experimento conduzido em casa de vegetacdo na UAP/UENF; (B)
Folha central de P. vulgaris identificada com fios de 1&; (C) Inoculacdo com a Xap,
estirpe 139-y [10° ufc.mL?], por infiltracdo em folhas de P. vulgaris. UENF,
Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

3.2.3.5. Avaliagdo dareacédo ao CBC
3.2.3.5.1. Imagem termogréafica por infravermelho
Imagens termograficas foram obtidas utilizando uma camera por

infravermelho (T450sc, FLIR Systems, Inc., EUA) (Figura 2). Esta camera possui
um sistema FLIR - Foward Looking Infra Red (visdo dianteira por infravermelho),
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com uma sensibilidade espectral variando de 7,5 mm a 13 mm, resolugao de 320
x 240 pixels, e emissividade fixada em 0,95 (FLIR Systems, 2020).

A faixa de temperatura padrdo da camera varia entre -40 °C a 1500 °C,
com alta precisédo 1 °C ou +1%. As ferramentas de analise incluem medidores de
ponto, deteccdo isotérmica de marcadores automaticos de quente ou frio. A
principal vantagem desta camera termografica € ampliar os campos de visdo o
que permite a visualizacdo tanto em imagem por infravermelho (IR) como da
imagem digital (RGB), obtendo uma melhor visualizacdo de todos os detalhes do
alvo e, melhorando os relatorios de termografia (FLIR Systems, 2020).

As imagens térmicas foram registradas 24h apds a inoculagdo com a Xap,
diariamente, durante cinco dias, em folhas de feijoeiro inoculadas com a Xap e
nao inoculadas (controle). As plantas foram avaliadas em casa de vegetacado, no
horario de 12h as 14h30, a uma distancia em torno de 30 cm das folhas (Oerke et
al., 2006; Gomez, 2014). Ao capturar as imagens, a camera foi posicionada sobre

um trip€, para fornecer uma maior estabilidade.

Figura 2. Camera termografica por infravermelho (T450sc, FLIR Systems, Inc.,
EUA). UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

3.2.3.5.2. indices de reflectancia foliar

Nove indices de reflectancia foliar foram medidos utilizando o mini
espectrometro foliar portatil CI-710 (CID Bio-Science, Inc., Camas, Washington,
USA) (Figura 3, Tabela 2). Estes indices foram escolhidos com base em
parametros fisiolégicos, calculados automaticamente, por meio de férmulas pré-

estabelecidas comuns a espectrometria.
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Figura 3. Mini espectrémetro foliar portatil CI-710 (CID Bio-Science, Inc., Camas,
Washington, USA). UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

O mini espectrdmetro foliar foi conectado a um computador portétil touch
screen. Este espectrometro realiza mensuracdes de absorbancia, transmitancia e
reflectancia da luz de substancias bioldgicas, na regido visivel ao infravermelho
préximo nos comprimentos de onda entre 400 e 950 nm, de acordo com o
software interno do sistema. A faixa espectral fornecida é por meio de uma luz de
LED azul e lampada incandescente (CID Bio-Science, 2020). Este equipamento
foi configurado de acordo o recomendado no manual, no modo de reflectancia,
adotando o tempo de integracdo do sinal ajustado para 300 ms, fator de
Integration Time em seu valor mais elevado, relagcéo sinal: ruido Scans Average 2
e valor 10 para Boxcar Width (Oliveira et al., 2017; Janeczko et al., 2018). Antes
de se proceder a leitura espectral, foi realizada a leitura do branco padréo,
utilizado para calibrar o aparelho.

O equipamento pode ser utilizado para diversas finalidades como
quantificacdes de concentracdes, analise de cor, estudo de rea¢bes fotoquimicas
como fotossintese, e para quantificar as propriedades fisicas ou Opticas como
espessura de filme, indice de refracdo e coeficiente de extingdo. Aplicavel em
monitoramento de metabolismo envolvendo fotossintese, estado de nutrientes
absorvidos pelas plantas, mudancas no conteddo quimico em érgaos de plantas,
deteccao de plantas doentes (CID Bio-Science, 2020).

As plantas foram avaliadas em casa de vegetacdo, 24h apos a
inoculacdo, no horério de 10:00h as 11:30h, com cinco repeti¢cdes por tratamento
(uma repeticdo = uma folha de uma planta), durante cinco dias. As leituras foram
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feitas no lado superior da lamina foliar, no mesmo ponto onde foi feito a

inoculacdo com a Xap (Figura 3).

Tabela 2. indices de reflectancia foliar. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

N° indice Equacéo Relacionado Referéncias

1 ARI1 (1/Rsso0) — (1/R700) Antocianina (Gitelson et al., 2001)
2 ARI2 Rsoo* (1/Rss0) — (1/R7o0)  Antocianina (Gitelson et al., 2001)
3 CRI1 (1/Rs10) — (1/Rss0) Carotenoide (Gitelson et al., 2002)
4 G (Rss4/ Re77) Clorofila (Smith et al., 1995)

5 NDVI  (Resoo—Reso) / (Reoo+Reso) Biomassa, area (Rouse et al., 1974)
foliar

6 PRI (Rs31—Rs70) / (Rs31+Rs70)  Pigmentos (Gamon et al., 1992)
Fotossintéticos

7 PSRl (Reso— Rso0) / R7s0 Senescéncia (Merzlyak et al., 1999)
8 SIPI  (Rsoo—Russ) / (Reoo+Reso) ~ Carotenoides/  (Pefiuelas et al., 1995)
Clorofila a

9 WBI  (Rooo/ Revo) Conteldo de (Pefiuelas et al., 1997)
agua

1-ARI 1= indice de reflectancia de antocianina 1; 2-ARI 2= indice de reflectancia de antocianina 2;
3-CRI 1= indice de reflectancia de carotenoide; 4-G= indice de verde; 5-NDVI= indice de
vegetacdo por diferenca normalizada; 6-PRI= indice de reflectancia fotoquimica; 7-PSRI= indice
de senescéncia de plantas; 8-SIPI= indice de pigmento insensivel & estrutura; 9-WBI= indice da
banda de agua. *R= corresponde a reflectancia em comprimentos de ondas especificos.

3.2.3.5.3. Escala de notas de severidade

Para determinar a severidade do CBC foi utilizada uma escala de notas
variando de um a cinco (1 a 5), em plantas individuais, de cada acesso. A
avaliacdo foi realizada diariamente, durante cinco dias apés 24h da inoculagéo
com a Xap, de acordo com Pastor-Corrales et al. (1981) e Rodrigues et al. (1999),

com modificagOes (Tabela 3; Figura 4).
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Tabela 3. Escore, incidéncia da doenca e nivel de resisténcia com base nos
sintomas do crestamento bacteriano comum, ocasionado pela X. axonopodis pv.
phaseoli, em acessos de P. vulgaris. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

Escore Incidéncia dadoenca Nivel de resisténcia
1 Sem sintomas Altamente Resistente
2 Presenca de lesao clorética Resistente
Presenca de lesao clorética com

3 QN L. Moderado
pontuacdes necroticas
Lesdo necrbtica com presenca de halo .

4 L P ¢ Suscetivel
clorético
Coalescimento das areas necroética com .

5 Altamente Suscetivel

presenca de halo clorético

\AAASM

Figura 4. Escala de notas de severidade para a avaliacdo do crestamento
bacteriano comum, causada pela bactéria X. axonopodis pv. phaseoli, em P.
vulgaris. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

3.2.3.5.4. Periodo de Incubacéo (PI)

A quantificacdo do Pl correspondeu ao periodo em dias entre a
inoculacdo da Xap, até o surgimento dos primeiros sintomas do CBC na folha. A
avaliacdo foi realizada em plantas individuais, de cada acesso P. vulgaris,

diariamente durante cinco dias, apos 24h da inoculagdo com a bactéria.
3.2.3.6. Analise estatistica
Todas as analises foram realizadas usando o software SPSS15.0

(Statistical Package for the Social Sciences Inc., Chicago, IL, USA). Diferencas

significativas entre as temperaturas dos tratamentos (inoculado e controle) e dos
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indices de vegetacao (1 DAI e 5 DAI) foram analisadas independentemente (teste
t, p<0,05) para comparacéao.

Valores médios dos acessos de feijdo-comum (p<0,05), para cada
parametro avaliado (AT= diferencial de temperatura média, indices de reflectancia
foliar, AACPD e PI), foram submetidos a ANOVA e, realizado um teste de Duncan

para comparacédo entre as médias de tratamento (p<0,05).
3.2.3.6.1. Imagem termografica por infravermelho

As imagens termograficas foram analisadas através do software FLIR

Tools. A paleta de cores utilizada para medicdo da temperatura foi a Iron.
Calculou-se o diferencial de temperatura média (AT), nos espectros das
regides entre as temperaturas médias das folhas inoculadas com as temperaturas
médias das folhas ndo inoculadas (controle), a fim de visualizar o efeito da
infeccdo, de acordo com a temperatura foliar, ao longo do tempo (Gomez, 2014;

Pérez-Bueno et al., 2015), pela expressao:

AT =| Tinoculado — Tcontrolel

Em que:

AT= Diferencial de temperatura média,
Tinoculado= T€MpeEratura média da folha inoculada com a Xap;

Tcontrole= Temperatura média da folha controle (n&o inoculadas).
3.2.3.6.2. indice de reflectancia foliar

A leitura espectral foliar foi realizada por meio do SpectraSnap! (Software
versao 1.1.3.150, CID Bio-Science), que acompanha o aparelho CI-710.

Graficos de dispersdo com valores da reposta espectral média de cada
um dos indices de vegetacado, para cada acesso, comparando o primeiro dia (1
DAI) com o ultimo dia (5 DAI), ap6s a inoculagdo com a Xap, foram gerados, com
a finalidade de estudar o comportamento espectral no progresso da doenca do

CBC, utilizando o Excel. Posteriormente, realizou-se uma analise usando
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correlacdo de Pearson para compreender o grau de associagcdo entre as

variaveis, por meio do software JMP Trial 15.0.
3.2.3.6.3. Escala de notas de severidade

Os resultados da avaliacdo pela escala de notas foram utilizados para o
célculo da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), segundo

Shaner e Finley (1977), pela expressao:

n—1

y; + ¥ :
AACPD = Z (%)(rzﬂ —t)
1

Em que:

n = nimero total de observacoes;
yi = proporc¢ao da doencga na i-ésima observagao;

ti = tempo (dias) na i-ésima observacgéo.

3.2.4. RESULTADOS

3.2.4.1. Anélise de variancia

Houve efeito significativo (p<0,05), para a fonte de variacdo genotipos em
todos os parametros de resisténcia avaliados (AT, indices de reflectancia foliar,
AACPD e PI) denotando a variabilidade existente entre os acessos do banco de

germoplasma (Tabela 4, 5 e 6).

Tabela 4. Estimativas dos quadrados médios obtidos pela analise de variancia
para o diferencial de temperatura média (AT), em oito acessos de P. vulgaris, um,
trés e cinco dias apos a inoculacédo (DAI) com X. axonopodis pv. phaseoli. UENF,
Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

AT °C
FV GL 1 DAI 3 DAI 5 DAI
Gendtipo 7 0,945* 2,389* 1,019*
Residuo 32 0,235 0,569 0,346
Média 1,87 2,19 2,32
CV (%) 33,25 48,83 32,88

*Indica diferenca significativa (p<0,05) pelo teste F.



Tabela 5. Estimativas dos quadrados meédios obtidos pela anélise de variancia para os nove indices de reflectancia foliar, em oito
acessos de P. vulgaris, um e cinco dias apos a inoculacdo (DAI), com X. axonopodis pv. phaseoli. UENF, Campos dos Goytacazes-

RJ, 2020.
1 DAI
FV GL ARIL ARI 2 CRI 1 G NDVI PRI PSRI  SIPI WBI
Genétipo 7 0,105°  0,277™ 0,002  0,00043°  0,0007" 0,007 0,521" 0,00014™  0,0006"
Residuo 32 0,127 0,481 0,005 0,00032  0,0002 0,010 0379 000013 ~ 0,0014
Média 0,00057 0,028 0,0207 2,10 0,615 0,0273 -0,0098 0,670 0,846
cV (%) 11,04 42,56 4,07 5,82 8,28 6,06 2753 6,20 47,68
5 DAI
FV GL ARI 1 ARI 2 CRI 1 G NDVI PRI PSRl SIPI WBI
Genétipo 7 0,188 0,175" 0,006  0,003* 0,0010*  pogg* 0,205« 0,0003"™  0,0003"
Residuo 32 0,071 0,063 0,011 0,001 0,0008 0,048 0,162 00004 0,0008
Média 0,0033 0,187 0,0192 1,872 0,574 0,0096  0,0097 0,654 0,868
cV (%) 11,74 35,59 5,89 13,62 12,59 2877 2246 10,31 43,46

*Indica diferenga significativa (p<0,05) e ns= nao significativo (p=0,05) pelo teste F.

8y
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Tabela 6. Estimativas dos quadrados médios obtidos pela analise de variancia
para area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e periodo de
incubacédo (Pl) em oito acessos de P. vulgaris, inoculados com X. axonopodis pv.
phaseoli. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

FV GL AACPD Pl
Genotipo 7 51,024* 2,118*
Residuo 32 5,437 0,758
Média 15,47 3,15
CV (%) 24,88 28,82

*Indica diferenca significativa (p<0,05) pelo teste F.

Os coeficientes de variacao (CV) variaram de 4,07 a 47,68 para todos os
caracteres de resisténcia avaliados (Tabela 4, 5 e 6). O coeficiente de variagédo é
um parametro Util para especificar com certa eficiéncia a exatiddo dos resultados
experimentais permitindo comparacdes entre variaveis de naturezas distintas e

fornecendo uma ideia de preciséao.

3.2.4.2. Avaliagédo dareagédo ao CBC

3.2.4.2.1. Imagem termografica por infravermelho

As imagens termograficas detectaram diferencas de temperatura
significativas da interacdo entre X. axonopodis pv. phaseoli e 0s acessos de
feijoeiro-comum, desde o primeiro dia apdés a inoculacdo (1 DAI), antes de
qualquer sintoma visivel aparecer,como uma resposta ao desenvolvimento da
doenca do CBC (Figura 7). Observou-se uma coloracdo amarelo-alaranjada no
local inoculado com a Xap, na parte inferior da folha, ao logo dos cinco dias de
avaliacdo (Figura 7). Verificou-se que nas folhas inoculadas com a bactéria Xap a
temperatura foliar foi significativamente maior em comparacgéo com as folhas nao-
inoculadas (controle) (Tabela 7).

No primeiro dia de avaliagdo apos a inoculacdo, observou-se que 0s
genotipos BAC-6, UENF 2276 e UENF 2250 apresentaram os menores AT 1,03
°C, 1,50 °C e 1,55 °C, respectivamente. Enquanto o acesso UENF 2365 obteve o
maior diferencial de temperatura média com 2,52 °C, nao diferindo dos acessos
UENF 2267 (2,27 °C), UENF 2252 (2,22 °C) e UENF 2263 (2,17 °C) (Tabela 7).



BAC6 UENF 2252 UENF 2365 BAC6 UENF 2252 UENF 2365

RGB

1 dpi 5 dpi

Figura 7. Desenvolvimento de lesfes causadas por X. axonopodis pv. phaseoli, em folhas de trés acessos de P. vulgaris,
visualizadas por imagens termogréficas por infravermelho (IRT) e imagens digitais (RGB), um e cinco dias apés a inoculagédo (DAI),
na parte adaxial da folha (seta). UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.
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Sintomas visuais apareceram aos trés dias apds a inoculacdo, em todos
0S acessos inoculados, exceto para o acesso UENF 2252, o qual obteve o menor
valor de AT (1,47 °C). O acesso UENF 2365 obteve o maior AT (4,27 °C) mais

elevado do que o controle, diferindo dos demais acessos (Tabela 7).

Tabela 7. Comparacdo entre os valores médios das temperaturas dos oito
acessos de P. vulgaris inoculados com a X. axonopodis pv. phaseoli e controle, e
o diferencial de temperatura meédia (AT), um, trés e cinco dias apos a inoculacéo
(DAI). UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

DAI Acessos T °C Inoculado T °C Controle AT °C
UENF 2250 26,25* 24,70 1,55 ab
UENF 2252 27,47* 25,25 2,22 bc
UENF 2263 26,93* 24,76 2,17 bc

1 UENF 2267 27,00* 24,73 2,27 bc
UENF 2276 26,46* 24,96 1,50 ab
UENF 2328 26,80* 25,13 1,67 ab
UENF 2365 27,80* 25,28 2,52 ¢c
BAC-6 25,97* 24,94 1,03 a

T ambiente: 34,6 °C
UENF 2250 26,57* 24,70 1,87 a
UENF 2252 26,17* 24,70 1,47 a
UENF 2263 26,57* 24,57 2,00 a

3 UENF 2267 25,23* 23,13 2,10 a
UENF 2276 26,63* 24,56 2,07 a
UENF 2328 26,52* 24,48 1,72 a
UENF 2365 29,50* 25,23 427Db
BAC-6 25,77* 24,07 1,70 a
T ambiente: 34,6 °C
UENF 2250 27,75* 25,93 1,82 abc
UENF 2252 27,37* 25,75 1,62 a
UENF 2263 28,77* 25,90 2,87 cd

5 UENF 2267 28,87* 26,07 2,80 bcd
UENF 2276 27,56* 24,96 2,60 bcd
UENF 2328 28,30* 26,57 1,73 ab
UENF 2365 27,65* 24,55 3,10d
BAC-6 26,57* 24,57 2,00 abc

T ambiente: 33,2 °C

*Indica diferenca significativa (teste t, p<0,05) entre o tratamento inoculado e controle. Médias
seguidas pela mesma letra na coluna, dentro do mesmo dia de avaliagdo, ndo diferem entre si,
pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.

No ultimo dia de avaliacdo (5 DAI), o acesso UENF 2252 obteve o menor
valor do diferencial de temperatura (1,62 °C), sem apresentar sintomas visiveis.

Este ficou classificado junto ao padrdo de resisténcia BAC-6 (2,00 °C), que
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diferiram significativamente dos acessos UENF 2365, UENF 2263, UENF 2267 e
UENF 2276, que apresentaram os maiores valores do AT (3,10 °C), (2,87 °C),
(2,80 °C) e (2,60 °C), respectivamente, sendo considerados suscetiveis ao CBC
(Tabela 7). O acesso UENF 2328 obteve um AT constante ao longo das
avaliacdes, com valores de 1,67 °C (1 DAI), 1,72 °C (3 DAI) e 1,73 °C (5 DAI)
(Tabela 7).

O segundo e o quarto dia de avaliacdo apds a inoculagdo nao
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao AT (dados ndo mostrados)
pela termografia, devido a grande influéncia das condi¢des climéticas observadas
no dia dessas avaliacbes, pois a radiacdo solar foi baixa por causa da

nebulosidade.

3.2.4.2.2. indice de reflectancia foliar

3.2.4.2.2.1. Analise espectral

indices de reflectancia foliar foram aplicados com o intuito de verificar o
desenvolvimento do CBB em acessos de feijao-comum. Comparou-se 0 primeiro
(1 DAI) e o ultimo dia (5 DAI), apos a inoculacdo com a Xap, para verificar o
comportamento espectral no progresso da doenca do CBC (Figura 8). Os indices
de reflectancia foliar que evidenciaram regides afetadas pela doenca, com maior
dispersédo dos dados dos acessos, ao nivel de significancia (p<0,05) foram: ARI 1,
ARI 2, G, NDVI, PRI e PSRI. No entanto, nos demais indices (CRI 1, SIPI e WBI)
nao foram detectados diferenca significativa (p<0,05), entre os dias avaliados
(Figura 8) e nem entre os acessos de feijdo-comum (Tabela 8).

Para os indices de reflectancia ARI 1, ARI 2 e PSRI houve um aumento
significativo dos seus valores, com o progresso da doenca. Enquanto que, nos
indices G, NDVI, PRI ocorreu um decréscimo nos valores médios, ao final do
experimento (5 DAI) (Figura 8, Tabela 5).

Quando se comparou apenas as primeiras 24h apos a inoculagéo (1 DAI),
para cada indice de vegetacdo, apenas os acessos UENF 2276 e UENF 2365
para ARl 1 e, os acessos UENF 2250 e UENF 2267 para o indice G
proporcionaram diferenca significancia (p<0,05). Os demais indices nao

apontaram diferenca no primeiro dia (Tabela 8).
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Os indices de reflectancia ARI 1 e ARI 2 apresentaram um aumento nos
valores médios, ao final do experimento (5 DAI), para todos os acessos de P.
vulgaris, devido ao ataque do patdgeno. No entanto, os gendtipos UENF 2263 e
BAC-6 ndo diferiram significativamente, quando se comparou o0 primeiro dia
avaliado com o ultimo dia de avaliacdo (Figura 8, Tabela 5). Para o indice ARI 1
apenas o acesso UENF 2365 (0,0056) diferiu significativamente do genétipo BAC-
6 (0,0022) no quinto dia avaliado (Tabela 8). Quanto ao indice ARI 2, 0s acessos
UENF 2365 (0,315) e UENF 2250 (0,273) diferiram significativamente do genétipo
padrdo BAC-6 (0,124), uma vez que proporcionaram os maiores valores meédios.
Observou-se que o acesso UENF 2263 obteve o menor valor médio, tanto para
ARI 1 (0,0018) como para ARI 2 (0,1008), entre todos os acessos, inclusive ao
padrdo de resisténcia, apesar de ndo haver diferenca estatistica entre o BAC-6
(Tabela 8).

Para o CRI 1 ndo houve diferenga significativa entre os dias (1 DAI x 5
DAI) e nem entre os acessos de P. vulgaris (Figura 8, Tabela 5). Os valores
meédios variaram de 0,020 a 0,022, apos 24h da inoculacédo (1 DAI), e no ultimo
dia entre 0,017 a 0,022 (5 DAI) (Tabela 8). Este indice esta relacionado com a
producéo de carotenoide na planta. Valores desse indice podem variar de 0 a 15
(Gitelson et al., 2002).

Para o indice de verde (G) os acessos UENF 2263 (1,98), UENF 2252
(1,96) e UENF 2276 (1,88) apresentaram os maiores valores médios e ndo
diferiram do genétipo padrdo de resisténcia BAC-6 (1,95) (5 DAI). Estes quatro
acessos diferiram significativamente do acesso UENF 2365, que obteve o menor
valor médio (1,72) e, maior porcentagem de reducéo (19%), quando comparado
ao primeiro dia (1 DAI), sendo considerado o mais suscetivel (Tabela 8). A
maioria dos acessos de P. vulgaris reduziu significativamente os valores médios
de G, exceto UENF 2263 e o gendtipo BAC-6 que ndo tiveram diferenca
estatistica ao longo do experimento (Figura 8).

Menores valores médios de NDVI foram observados ao final da avaliagdo
(5 DAI) para todos os acessos, devido ao avanco da doenca do CBC (Figura 8,
Tabela 5). Entretanto, apenas os acessos UENF 2263 e UENF 2276 néo
apresentaram diferenga significativa quando comparado ao primeiro dia de

avaliacao (1 DAI) (Figura 8).
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Figura 8. Relacdo entre os nove indices de reflectancia foliar, quanto a reacédo a X. axonopodis pv. phaseoli, em oito acessos de P.
vulgaris (1=UENF 2250, 2= UENF 2252, 3= UENF 2263, 4= UENF 2267, 5= UENF 2276, 6= UENF 2328, 7= UENF 2365 e 8= BAC-
6), comparadas entre o primeiro (1 DAI) e o ultimo dia apés a inoculagéo (5 DAI), pelo teste t (p<0,05); ns= nédo significativo (p=0,05).
UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.
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N&o foi observada diferenca significativa entre os acessos de P. vulgaris,
ao longo do experimento (Tabela 8). Valores médios de NDVI variaram de 0,603 a
0,624 apoés 24h da inoculacdo (1 DAI), e no ultimo dia entre 0,520 a 0,605 (5 DAI)
(Tabela 8). Valores desse indice podem variar de -1 a 1, mas geralmente variam
de 0,2 a 0,8 (Rouse et al., 1974).

O indice PRI obteve menores valores médios significativos para todos os
acessos, ao final do experimento (5 DAI), quando comparado as primeiras 24h de
avaliacao (1 DAI), devido a gravidade da doenca bacteriana (Figura 8, Tabela 5).
O padrdo BAC-6 obteve o maior valor médio (0,0175), apesar de nédo diferir dos
demais acessos, exceto do acesso UENF 2365, que detectou o menor valor
meédio (-0,0019), sendo considerado suscetivel ao CBC (5 DAIl) (Tabela 8).
Valores de PRI podem variar de -1 a 1, mas € mais comum variar de -0,2 a 0,2
(Gamon et al., 1992).

Valores médios negativos de PSRI foram observados no primeiro dia
apos a inoculacdo (1 DAI) e, ao longo do experimento. No entanto, com o
progresso da doenca do CBC, os valores tornaram-se todos positivos (5 DAI)
(Figura 8, Tabela 5). O genétipo padrdo BAC-6 obteve o menor valor médio
(0,0031) (5 DAI), apesar de nao diferir dos demais, exceto do acesso UENF 2365,
qgue detectou o maior valor (0,0269) (Tabela 8). Valores desse indice podem
variar de -1 a 1, mas é mais comum variar de -0,1 a 0,2 (Merzlyak et al., 1999).

Para os indices SIPI e WBI, ndo houve diferencas significativas entre os
dias avaliados e nem entre os acessos (Figura 8, Tabela 8). Para SIPI, os valores
médios variaram de 0,660 a 0,681, apos 24h da inoculacdo (1 DAI), e no ultimo
dia de avaliacao variaram de 0,639 a 0,668 (5 DAI) (Tabela 8). Este indice esta
associado a propor¢cdo de carotenoides totais para Clorofila a. Valores desse
indice podem variar de 0 a 2, mas normalmente variam de 0,8 a 1,8 (Pefiuelas et
al., 1995). Quanto ao WBI, no primeiro dia de avaliacédo, os valores variaram de
0,818 a 0,882 (1 DAI), e no ultimo dia apdés a inoculacdo, os valores medios
variaram de 0,844 a 0,896 (5 DAI) (Tabela 8). Valores préximos de 1 indicam
maior conteudo de agua na folha. Esse indice pode variar de 0,8 a 1,2 (Pefiuelas
et al., 1997).



Tabela 8. Valores médios dos indices de reflectancia foliar, avaliados em oito acessos de P. vulgaris, inoculados com X. axonopodis
pv. phaseoli. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

indice de Reflectancia

N° Acessos
DAI ARI 1 ARI 2 CRI1 G NDVI PRI PSRI SIPI WBI

1 UENF 2250 0,0006ab 0,037a 0,021a 2,171a 0,603a 0,025a -0,005a 0,673a 0,859a
2 UENF 2252 0,0007ab 0,035a 0,020a 2,120ab 0,609a 0,025a -0,010a 0,662a 0,827a
3 UENF 2263 0,0006ab 0,030a 0,020a 2,060ab 0,616a 0,028a -0,0097a 0,669a 0,854a
4  UENF 2267 10 0,0004ab 0,011a 0,020a 2,013b 0,615a 0,027a -0,0136a 0,660a 0,818a
5 UENF 2276 -0,0003a -0,013a 0,021a 2,101ab 0,614a 0,028a -0,0100a 0,671a 0,835a
6 UENF 2328 0,0004ab 0,024a 0,022a 2,121ab 0,621a 0,027a -0,0088a 0,676a 0,854a
7  UENF 2365 0,0015b 0,068a 0,022a 2,121ab 0,624a 0,026a -0,0024a 0,681a 0,882a
8 BAC-6 0,0007ab 0,030a 0,020a 2,114ab 0,616a 0,033a -0,0192a 0,671a 0,839%a
1 UENF 2250 0,0050bc 0,273bc 0,020a 1,809ab 0,567a 0,003ab 0,0160ab 0,648a 0,851a
2  UENF 2252 0,0023ab 0,146ab 0,017a 1,963a 0,586a 0,009ab 0,0080ab 0,639a 0,865a
3 UENF 2263 0,0018a 0,1008a 0,022a 1,982a 0,600a 0,009ab 0,0040a 0,665a 0,896a
4  UENF 2267 co 0,0024ab 0,150ab 0,018a 1,865ab 0,553a 0,017a 0,0036a 0,654a 0,862a
5 UENF 2276 0,0025ab 0,154ab 0,019a 1,886a 0,605a 0,014a 0,0055a 0,664a 0,856a
6 UENF 2328 0,0043abc  0,233abc 0,019a 1,810ab 0,570a 0,010a 0,0102ab 0,653a 0,885a
7  UENF 2365 0,0056¢ 0,315c 0,018a 1,718b 0,520a -0,0019b 0,0269b 0,642a 0,883a
8 BAC-6 0,0022ab 0,124a 0,021a 1,949a 0,591a 0,0175a 0,0031a 0,668a 0,844a

ARI 1= indice de reflectancia de antocianina 1; ARI 2= indice de reflectancia de antocianina 2; CRI 1= indice de reflectancia de carotenoide; G= indice de verde;
NDVI= indice de vegetacdo por diferenca normalizada; PRI= indice de reflectancia fotoquimica; PSRI= indice de senescéncia de plantas; SIPI= indice de
pigmento insensivel & estrutura; WBI= indice da banda de agua.*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, dentro do mesmo dia de avaliagdo, ndo diferem
entre si, pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.

9G
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3.2.4.2.2.2. Anédlise de correlacao

O calculo dos coeficientes da analise da correlacdo de Pearson permitiu
verificar que seis indices de vegetacdo estdo fortemente correlacionados (Figura
9). Para os indices ARI 1, ARI 2 e PSRI houve uma alta correlagédo positiva com
valores variando entre 0,92 a 0,99 (5 DAI). No entanto, esses indices tiveram forte
correlacdo negativa com G, NDVI, PRI,com valores variando entre -0,76 a -0,94 (5
DAI). O indice de reflectancia WBI n&o apresentou nenhuma correlacdo
significativa (5 DAI) (Figura 9).
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Figura 9. Coeficientes de correlacdo simples de Pearson em nove indices de
reflectancia foliar: ARI 1= indice de reflectancia de antocianina 1; ARI 2= indice de
reflectancia de antocianina 2; CRI 1= indice de reflectancia de carotenoide; G=
indice de verde; NDVI= indice de vegetacdo por diferenca normalizada; PRI=
indice de reflectancia fotoquimica; PSRI= indice de senescéncia de plantas; SIPI=
indice de pigmento insensivel & estrutura; WBI= indice da banda de agua, no
altimo dia de avaliacéo (5 DAI). UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.
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3.2.4.2.3. Escala de notas de severidade
3.2.4.2.3.1. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Na andlise quantitativa da resisténcia Area Abaixo da Curva de Progresso
da Doenca (AACPD) (Figura 10), o acesso UENF 2252 foi considerado resistente
(nota 2) ao CBC, pois obteve a menor média (9,0), em relacdo ao padrdo de
resisténcia BAC-6 (média 12,33) (classificado com resisténcia moderada ao CBC)
(Rodrigues et al., 1999), no ultimo dia de avaliacdo. Os acessos UENF 2365
(19,5), UENF 2263 (17,63), UENF 2267 (17) e UENF 2328 (16,4) foram 0s mais

suscetiveis, ndo sendo observada diferenca significativa entre eles.
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Figura 10. Médias para Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD),
guanto a reacdo a X. axonopodis pv. phaseoli, em oito acessos de P. vulgaris,
avaliadas durante cinco dias. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade. UENF, Campos
dos Goytacazes-RJ, 2020.

Valor da AACPD

O objetivo de se calcular a AACPD, é avaliar a resisténcia de acessos
guanto aos patogenos. Dessa forma, deseja-se que 0s acessos registrem baixos
valores para esse parametro, pois sugere que a severidade da doenca foi menor,

OU Seja, 0S acessos sao resistentes.
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3.2.4.2.4. Periodo de Incubacéo (PI)

Para o periodo de incubacdo (Pl) (Figura 11), ndo houve diferenca
significativa entre o acesso UENF 2252 e o padrdo de resisténcia BAC-6, que
apresentaram os maiores valores médios de PI (4 DAI). Os menores valores
médios de PI foram observados nos acessos UENF 2365 (2 DAI), UENF 2267 (2
DAI) e UENF 2263 (3 DAI) (Figura 11).

Ao contrario da AACPD, nesse parametro é desejavel que os acessos
possuam maiores valores. O PI significa o periodo compreendido em dias, entre o
estabelecimento da infeccdo, até o aparecimento dos primeiros sintomas da
doenca (Chiwaki et al., 2005).
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Figura 11. Médias do periodo de incubacédo (Pl), quanto a reacdo a X.
axonopodis pv. phaseoli, em oito acessos de P. vulgaris, avaliadas durante cinco
dias. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ,
2020.

Valor do PI

3.2.5. DISCUSSAO

Nos dultimos anos, novas ferramentas tecnolégicas com diferentes
estratégias para melhorar a avaliacdo de doencas estdo sendo exigidas. Neste

contexto, hd um crescente interesse no uso de técnicas ndo destrutivas e mais
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precisas, como a termografia por infravermelho e o uso de indices de reflectancia
foliar, para melhorar o diagnéstico de doencas causadas por agentes patogénicos
diversos.

A deteccdo pré-sintomatica por meio da imagem térmica por
infravermelho pode monitorar doencas em plantas e aumentar 0 nNOSSO
conhecimento para uma melhor gestdo de doencas (Mahlein et al., 2019). Neste
trabalho, verificou-se que a termografia por infravermelho foi capaz de identificar o
desenvolvimento do CBC em folhas de feijoeiro-comum, desde o primeiro dia
apos a inoculacdo, antes que os sintomas visuais pudessem aparecer, quando
comparados com o tratamento controle (Figura 7, Tabela 7). Trés dias ap0s a
inoculacdo foram observados os primeiros sintomas da doenca. Foi detectada
uma maior temperatura nas folhas infectadas quando comparada com as folhas
controle, durante o experimento.

Os sintomas do desenvolvimento da Xap sédo observados principalmente
nas folhas, inicialmente as lesdes ficam clorGticas e evoluem para necrose.
Posteriormente, as lesfes se tornam secas e quebradicas, circundadas por um
estreito bordo amarelo, normalmente, associadas com aspecto de queimadura ou
crestamento (Sartorato e Rava, 1994), com isso a temperatura tende a aumentar
devido a presenca de lesbes secas e quebradicas no tecido infectado.

Os resultados obtidos com a imagem termografica apontam os acessos
UENF 2365, UENF 2263, UENF 2267 e UENF 2276, como 0s mais suscetiveis a
doenca do CBC, pois alcancaram os maiores valores do AT, no ultimo dia de
avaliacao (5 DAI). O acesso UENF 2252 foi considerado resistente ao CBC, pois
obteve o menor valor de AT, inclusive ao genétipo padrao de resisténcia BAC-6,
sem apresentar sintomas visiveis da doenca (Figura 7, Tabela 7). Curiosamente,
0 acesso UENF 2252 no primeiro dia de avaliagcdo obteve um dos maiores valores
de AT (2,22 °C), tendo diferenca estatistica apenas entre o genétipo BAC-6. Uma
hipétese para esse fenbmeno é que pode conter algum mecanismo de defesa no
acesso UENF 2252 que impediu o desenvolvimento da doenca do CBC, nas
primeiras 24h, e fez com que aumentasse o valor de AT e nos demais dias
avaliados diminuisse gradualmente.

Estudos anteriores utilizando a termografia por infravermelho na deteccao
precoce de doencas bacterianas foliares, também verificaram temperaturas mais

elevadas na folha inoculada, antes dos sintomas visiveis aparecerem. Chiwaki et
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al. (2005) observaram que folhas de tomateiro infectadas com Ralstonia
solanacearum continham uma temperatura de 0,8 °C mais elevada do que folhas
nao infectadas, 12 dias antes do aparecimento dos sintomas visiveis. Pérez-
Bueno et al. (2015) investigaram dois patovares de Pseudomonas syringae
(tomato e phaseolicola) em feijoeiro e observaram um aumento no AT de cerca de
0,3 °C em apenas 3h, e até 0,6 °C em 24h apés a inoculagdo, em comparacao as
folnas controle. Pérez-Bueno et al. (2016a) avaliaram plantas de tabaco
inoculadas com Dickeya dadantiie observaram uma temperatura mais alta do que
as plantas nédo infectadas. Folhas de meldo e abobrinha, infectadas com D.
dadantii apresentaram um AT de até 2 °C mais elevada, em comparacdo com 0S
tratamentos controles, em estadios iniciais da infeccdo (3 DAI) (Pérez-Bueno et
al., 2016b).

indices de vegetacdo tém sido cada vez mais explorados para serem
utilizados na agricultura de precisdo para o diagnostico e monitoramento de
doencas de diversas culturas agricolas (Hikishima et al., 2010; Janeczko et al.,
2018; Arantes et al., 2019; Marin et al., 2019a; Marin et al., 2019b), cujas técnicas
baseiam-se nas propriedades espectrais que detectam mudancas na vegetacao
causada por agentes patogénicos de diversos tipos. Identificar a planta infectada
€ de extrema importancia para tomar medidas adequadas no manejo fitossanitario
na lavoura (Moriya, 2015).

Neste estudo, indices de vegetacdo espectrais relacionados com
parametros fisioldgicos foram calculados e correlacionados com a gravidade da
doenca do CBC. Do total de nove indices utilizados, seis (ARI 1, ARI 2, G, NDVI,
PRI e PSRI) foram os que melhor se relacionaram com a reacdo da doenca do
CBC (Figuras 8, 9). Os demais indices ndo apresentaram nenhuma contribuicdo
para a deteccao das regides infectadas com o CBC (Figura 9).

Os indices ARI 1 e ARI 2 estdo correlacionados com a concentracdo de
antocianina presente nas plantas (Gitelson et al., 2001). Antocianinas Ss&o
pigmentos responsaveis por uma gama de cores que variam do vermelho vivo ao
violeta e azul, e sédo encontradas em frutas, flores e folhas (Bobbio et al., 1995).
Estes pigmentos possuem propriedades de defesa quando em contato com
agentes patogénicos aumentam a sua producado (Lev-Yaudan e Gould, 2009). De
forma geral, o feijoeiro-comum em contato com a Xap ativou o mecanismo de

defesa e elevou a producéo de antocianina, com o progresso da doenca (Figura
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8). Os resultados mostraram que os acessos UENF 2250 e UENF 2365 foram
mais suscetiveis ao ataque da Xap, com maiores valores médios de ARI 2 e,
apenas o acesso UENF 2365 para ARI 1, em relacdo ao genotipo padrao de
resisténcia ao crestamento bacteriano comum BAC-6 (Figura 8, Tabela 8).
Viswanathan et al. (2000) constataram que quanto mais proximo da regido de
infeccdo do patdégeno, aumenta a concentragdo de antocianina, o que indica que
a planta ao sofrer um ataque passa a produzir maior quantidade de antocianina
nos locais afetados. Moriya et al. (2017) utilizando indices de vegetacdo para
avaliar virus em cana-de-agucar observaram um aumento de antocianina, por
meio do indice ARI 2.

Os indices de vegetacdo G, NDVI e PRI estdo associados a concentracao
de clorofila. Baixos valores desses indices indicam menores intensidades de
coloracdo verde na folha (Gamon et al., 1992; Smith et al., 1995; Gamon et al.,
1997; Gamon et al., 1999), o que é esperado em plantas suscetiveis e infectadas,
ou que estdo tendo algum tipo de estresse fisioldgico. Com o progresso da
doenca do CBC foi observado que os niveis de clorofila, por meio destes trés
indices, se tornaram mais baixo para todos os acessos de P. vulgaris, ao final do
experimento (Figura 8).

Para os indices G e NDVI nédo houve diferenca significativa, ao comparar
1 DAI com o 5 DAI para os acessos UENF 2263 e UENF 2276 (Figura 8). Os
acessos UENF 2263, UENF 2252 e UENF 2276 apresentaram 0s maiores valores
médios de G, ndo havendo diferenca estatistica do genétipo padrédo de resisténcia
BAC-6, enquanto o acesso UENF 2328 foi considerado o mais suscetivel, por
apresentar baixo valor médio de G e diferir do BAC-6 (Tabela 8). Para o indice
NDVI, ndo houve diferenca significativa entre os acessos avaliados, tanto no
primeiro dia avaliado quanto ao ultimo dia apos a inoculacao (Tabela 8). Steddom
et al. (2003) encontraram valores de NDVI significativamente menores nas folhas
de beterraba infectadas, quando comparadas as folhas saudaveis, indicando
reducdo dos niveis de clorofila. Marin et al. (2019b) relataram correlacdo
significativa entre o NDVI e a incidéncia de cercosporiose nas folhas de cafeeiro,
podendo ser explicada em razdo do menor vigor vegetativo das plantas com a
presenca dessa doenca. Mahlein et al. (2019) observaram um NDVI menor nas
folhas de trigo infectadas com F. graminearum e F. culmorum, a partir de 12 dias

apos a inoculacdo. Para o indice PRI, o acesso UENF 2365 foi considerado
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suscetivel ao CBC, pois obteve o menor valor médio e diferiu significativamente
do padrao de resisténcia BAC-6 (Tabela 8). Janeczko et al. (2018) observaram
uma queda substancial no indice PRI nas folhas de pimenta infectadas com virus.

O indice PSRI indica o estadio fisiologico das plantas, e tem sensibilidade
a fixacdo de clorofila/carotenoide presente nas folhas senescentes e nos frutos
em maturacdo (Merzlyak et al., 1999). Valores positivos de PSRI indicam que as
folhnas sdo senescentes, ou seja, a proporcdo clorofila/carotenoide na folha néo
estd em equilibrio, devido ao contato com algum agente patogénico, que pode
resultar em folhas amareladas e necrosadas, e consequentemente perda
prematura de area foliar verde, reducdo na taxa fotossintética e na produtividade
da planta. Uma planta saudavel possui valores negativos de PSRI, pois a
concentracdo dos pigmentos fotossintéticos esta equilibrada. De acordo com Ren
et al. (2017) o valor de PSRI aumenta durante a senescéncia foliar devido ao
aumento na proporcdo de carotenoide para clorofila. Nas primeiras 24h de
avaliacdo (1 DAI) observou-se que todos o0s acessos continham valores
negativos, no entanto, ao final do experimento quando a doenca se alastrou, 0s
valores tornaram-se todos positivos (5 DAI) (Figura 8). O gendétipo padrdo de
resisténcia BAC-6 obteve o menor valor médio positivo de PSRI e diferiu
significativamente do acesso UENF 2365, que alcancou o maior valor médio
positivo, sendo considerado suscetivel ao CBC (Tabela 8). Pedrali et al. (2019)
observaram um aumento do indice PSRI em folhas de eucalipto infectadas com a
bactéria Erwinia psidii, e concluiram que esse indice € o mais adequado para
diferenciar os niveis de severidade da doenca seca-de-ponteiros.

Correlacdes de Pearson entre os indices de vegetacdo foram bastante
promissoras. Houve uma correlacdo positiva e altamente significativa entre os
indices ARI 1, ARI 2 e PSRI. Valores altamente positivos desses parametros
significam que a planta ndo esta saudavel, ou seja, a planta estd com algum tipo
de estresse. Estes indices quando correlacionados aos indices G, NDVI e PRI,
apresentaram uma relacdo inversa, isto é, uma correlacdo negativa e fortemente
significativa, indicando a influéncia da Xap em reduzir esses parametros. Visto
que, para esses indices sdo esperados valores menores com 0 progresso da
doenca (Figura 9). Lin et al. (2018) constataram que os indices PRI, PSRI e ARI
aumentaram significativamente a precisdo precocemente da classificacao de

varios niveis do oidio em trigo.
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Os resultados da AACPD apontam o acesso UENF 2252 como resistente
ao CBC superando o genotipo padrao de resisténcia BAC-6. Os acessos UENF
2365, UENF 2263, UENF 2267 e UENF 2328 foram classificados como
suscetiveis, uma vez que apresentaram os maiores valores da AACPD (Figura
10). O célculo da AACPD tem sido relatado com sucesso em diversos estudos no
melhoramento de plantas, visando a resisténcia a doenca do CBC ao feijao-
comum (Diaz et al., 2001; Fininsa, 2003; Shi et al., 2012; Trindade et al., 2015).

Menores valores de PI correspondem a maiores valores de AACPD. Os
acessos UENF 2365, UENF 2267 e UENF 2263 foram de acordo a esses dois
pardmetros, sendo classificados como suscetiveis ao CBC (Figuras 10, 11).
Embora na AACPD, o acesso UENF 2252 tenha apresentado uma resisténcia
superior ao genotipo BAC-6, no Pl ndo houve diferenca significativa entre eles. O
nivel de resisténcia esta diretamente correlacionado ao periodo de incubacédo do
patégeno, sendo que, quanto maior essa resisténcia do hospedeiro a colonizacao,
maior sera o valor de Pl. Genétipos que possuem elevado valor de PI, a
probabilidade € maior de reduzir a taxa de progresso da doenca, evitando a
epidemia ou diminuindo o potencial de infestacdo, quando as condicdes
adequadas a ocorréncia da doencga persistir por periodos prolongados (Lobo et
al., 2005; Marquez et al., 2007).

Neste trabalho foi apresentada uma nova abordagem para detecgéo pré-
sintomética do CBC em feijdo-comum. Os resultados da presente pesquisa
podem abrir novos caminhos para a diagnose em plantas por meio de imagens

termografica e indices de vegetacéo.

3.2.6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

— Técnicas de imagens termograficas e dos indices de reflectancia foliar
podem ser utilizadas na deteccdo pré-sintomatica do crestamento bacteriano

comum;
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— A termografia por infravermelho detectou a doenca do CBC antes que

0s sintomas se tornassem visiveis;

— Seis indices de reflectancia foliar: ARI 1, ARI 2, G, NDVI, PRI e PSRI
melhor contribuiram para deteccéo de regifes infectadas com o CBC em feijoeiro-

comum;

— O acesso UENF 2365 foi classificado como o mais suscetivel para todos

0s parametros avaliados (imagem térmica, indices de reflectancia, AACPD e PI);

— O acesso UENF 2252foi classificado como o mais resistente para os
parametros: imagem térmica, AACPD e PI, sendo o mais indicado para uso em
programas de melhoramento de feijdo-comum visando o desenvolvimento de

cultivares resistentes.
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3.3. IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E BIOLOGICA, E
PAPEL DAS PROTEINAS DE DEFESA A PARTIR DESEMENTES DE
GENOTIPOS DE FEIJAO-COMUM EM RESPOSTA A INFESTACAO DE

Callosobruchus maculatus

3.3.1. INTRODUCAO

O feijdao-comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa de grande
importancia socioecondmica e nutricional, amplamente cultivada em todo o
mundo (Messina, 2014). Esta espécie de plantas tem mecanismos de defesa
bioguimicos e estruturais que funcionam como barreiras contra varios agentes
patégenos, tendo desenvolvido esta capacidade durante a evolugdo da espécie.
Mecanismos estruturais de defesa limitam infecgcbes do patégeno e envolvem
adaptacdes relacionadas ao aumento da espessura da cera, cuticula, estbmatos,
lenticelas, tricomas e pelos (Glas et al., 2012; Malinovsky et al., 2014). Peptideos
antimicrobianos (AMPs) servem como um mecanismo bioquimico de defesa e séo
um componente chave na imunidade inata da planta (Egorov e Odintsova, 2012;
Campos et al., 2018).

Os AMPs sao essenciais na defesa contra patdégenos, e sdo vastamente
encontrados em todas as espécies de plantas e animais (Silva et al., 2011b;
Egorov e Odintsova, 2012; Campos et al., 2018). AMPs geralmente tem um baixo

peso molecular (<10kDa),de 10 e 100 residuos de aminoacidos, com
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propriedades  fisico-quimicas  importantes, tais como anfipaticidade,
hidrofobicidade e cationicidade (Ponnappan et al., 2015; Budagavi et al., 2017).

Nas plantas, os AMPs protegem contra varias condi¢cdes adversas,
incluindo o ataque por patdogenos, e um amplo espectro de atividade contra
fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, virus envelopados e
parasitas (Nguyen et al., 2011; Scorciapino et al., 2017). AMPs foram isolados a
partir de diferentes espécies de plantas e de diferentes 6rgaos, incluindo flores,
folhas, frutos, tubérculos, raizes e especialmente sementes (Pelegrini et al., 2008;
Carvalho e Gomes, 2009; Nawrot et al., 2014). Muitas proteinas de defesa tém
sido identificadas em sementes de leguminosas, especialmente no género
Phaseolus, incluindo defensinas (Games et al.,, 2008; Mello et al., 2014),
proteinas de transferéncia de lipideos (LTPs), inibidores de proteinase e inibidores
a-amilase, entre outros (Moreno et al.,1990; Ye et al., 2001; Carlini e Grossi-de-
S4, 2002).

O tegumento da semente € a primeira barreira protetora contra a
penetracdo de insetos, incluindo insetos da familia Chrysomelidae, tais como o
Callosobruchus maculatus (F.) (Souza et al., 2011; De Sa et al., 2014; De Sa et
al., 2018). Estudos anteriores relataram que a toxicidade do tegumento de
sementes, como Phaseolus lunatus, Phaseolus vulgaris, Canavalia ensiformis,
Vigna unguiculata, Glycine max, Albizia lebbeck entre outras prejudicaram o
desenvolvimento de C. maculatus (Moraes et al., 2000; Silva et al., 2004; Souza
et al., 2011; Cruz et al., 2016; Silva et al., 2016; Silva et al., 2018; De S4 et al.,
2018). De S& et al. (2014) mostraram que o numero de ovos de C. maculatus
postos sobre o tegumento de sementes de P. vulgaris diminuiu cerca de 48%.
Uma elevada taxa de mortalidade (80%) foi observada em larvas alimentadas
com farinha de tegumento de sementes de P. vulgaris e as larvas sobreviventes
apresentaram reducdes de aproximadamente 50% da massa corporal (De Sa et
al., 2014). Estes resultados indicam a presenca de fitoquimicos téxicos/repelentes
em tegumentos de sementes P. vulgaris.

Nos ultimos anos, AMPs, tém estimulado o interesse em desenvolver
variedades de plantas geneticamente modificadas resistentes aos agentes
patogénicos, de forma a minimizar o uso excessivo de produtos agroquimicos na

agricultura (Holaskova et al., 2015). O objetivo deste estudo foi identificar os
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AMPs em gendtipos de feijdo-comum, por andlises bioquimicas e enziméticas e,

avaliar o seu papel bioldgico na defesa das sementes.

3.3.2. REVISAO DE LITERATURA

3.3.2.1. Mecanismo de defesa das plantas

Durante o periodo evolutivo as plantas desenvolveram diversos
mecanismos de defesa, tanto bioquimicos quanto morfologicos, para a sua defesa
(Hammond-Kosack e Jones, 2000; Castro e Fontes, 2005). Apesar de serem
organismos incapazes de se locomover e, portanto vulneraveis a acdo de
diversos fatores que causam estresse bibticos (pragas e doencas causadas por
fungos, virus, bactérias, protozodrios, leveduras) e abibticos (temperatura,
fotoperiodo, umidade e pH) (Mithéfer e Boland, 2012; Dang et al., 2015), as
plantas, entretanto, apresentam um certo grau de resisténcia e/ou protecao frente
aos fatores diversos. Essa resisténcia foi gragas a um longo processo evolutivo,
em que as tornaram capazes de perceber e responder a essas diferentes
alteracdes, a fim de garantir a sua sobrevivéncia (Hammond-Kosack e Jones,
2000; Castro e Fontes, 2005). De acordo com Wit (2007), a resisténcia de plantas
frente ao ataque de agentes patogénicos, pode ser entendida como a habilidade
em que elas evoluiram em prevenir, impedir ou retardar a penetracdo de
patbgenos em seus tecidos.

O mecanismo de defesa das plantas esta dividido em dois grupos:
defesas constitutivas (pré-formadas) e as defesas induzidas (pés-contato). As
defesas constitutivas estao presentes de forma inata no hospedeiro, e agem como
barreiras quimicas e/ou fisicas, que protegem as plantas, em um primeiro
momento, sem a necessidade de um ataque ou injuria causadas por pragas e
doencas (Heath, 1997; Heath, 2000; Van Loon et al., 2006; Hématy et al., 2009).
Enquanto que, as defesas induzidas s&o aquelas que estdo envolvidas
diretamente na resposta a infeccdo por fitopatdbgenos ou quando a planta sofre
algum dano e, também devido a fatores ambientais (Heil, 2010; Candido et al.,
2011; Mithofer e Boland, 2012).
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As repostas produzidas pelas barreiras fisicas (espinhos, tricomas,pelos,
ceras, tegumento resistente nas sementes, entre outros) e quimicas (substancias
guimicas nos mecanismos pelos quais elas se protegem, de natureza protéica ou
nao proteica) integram tanto na defesa constitutiva bem como na defesa induzida
(Garcia-Olmedo et al., 2001; Nishimura e Dangl, 2010; Mithéfer e Boland, 2012).

As barreiras quimicas nas respostas da defesa constitutiva s&o
evidenciadas pela producdo de aminoacidos nao proteicos, flavonoides,
alcaloides, entre outros compostos de baixo peso molecular, podendo também ser
principalmente decorrentes da presenca de proteinas, toxicas e AMPs, 0s quais
sdo componentes chaves na defesa das plantas (Garcia-Olmedo et al., 2001;
Nishimura e Dangl, 2010). J4 as barreiras quimicas nas defesas induzidas
ocorrem uma resposta de hipersensibilidade (HR), seguida pela morte celular
programada; fabricacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS); alteracdes no
pH; fortalecimento da parede celular proximo ao sitio de infeccéo; lignificacdo do
tecido e aumento na concentracdo ou sintese de varios AMPs e proteinas PR,
gue estdo relacionadas a patogénese (Cohn, 2001; Heil, 2010). De modo geral, as
respostas das defesas induzidas sdo mais significativas para as partes
vegetativas das plantas, tais como raiz, caule e folha, ao passo que, as defesas
constitutivas sdo mais expressivas para as sementes (Xavier-Filho, 1993; Candido
et al., 2011).

Diversas proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana (AMPs) em
vegetais foram identificadas em sementes de leguminosas, principalmente as
sementes do género Phaseolus, que englobam a familia das defensinas (Games
et al., 2008; Mello et al., 2014), e a familia das proteinas transferidoras de
lipideos (LTPs), inibidores de proteinases, inibidores de a-amilase, entre outras
(Moreno et al., 1990; Ye et al., 2001; Carlini e Grossi-de-Sa, 2002).

3.3.2.2. Peptideos antimicrobianos de plantas (AMPSs)

Nas ultimas décadas, uma grande variedade de peptideos que possuem
atividade antimicrobiana e/ou inseticidas, tém sido isolados de plantas. Estudos
tém demonstrado que estes peptideos além de serem ativos contra uma ampla
variedade de patdgenos (bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas,

fungos, virus envelopados e parasitas), sdo também ativos contra insetos e,
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portanto, uma estratégia comum aplicada pelas plantas como uma resposta de
defesa (Ribeiro et al., 2007; Leonard et al., 2011; Nguyen et al., 2011; Nawrot et
al., 2014; Dang et al., 2015; Scorciapino et al., 2017).

Peptideos antimicrobianos (AMPs) s@o encontrados de forma constitutiva
em diferentes 6rgdos das plantas como flores, folhas, frutos, tubérculos, raizes, e
especialmente em sementes, em praticamente todas as espécies de vegetais
(Broekaert et al., 1997; Pelegrini et al., 2008; Benko-Iseppon et al., 2010; Nawrot
et al., 2014). Os AMPs possuem caracteristicas similares, tais como: baixa massa
molecular que pode variar de 3 a 10 kDa, carga liquida positiva em pH fisioldgico,
propriedades anfipéticas, ricos em residuos de cisteinas que se conectam em
pontes dissulfeto (2, 3 ou 4), formando pontes dissulfeto, conferindo alta
estabilidade a esses peptideos (Broekaert et al.,1997; Astafieva et al., 2013). Os
AMPs podem ser classificados em diferentes familias com base na similaridade
das suas estruturas primarias, como numero de residuos, pontes dissulfetos e
atividade inibitoria (Tabela 1) (Ribeiro et al., 2007; Benko-Iseppon et al., 2010;
Gomes et al., 2011). Dentre os AMPs mais estudados destacam-se as defensinas

de plantas e as LTPs.

Tabela 1. Familias de peptideos antimicrobianos de plantas.

[o]
N Familia N° de Pontes  Isolada Atividade inibitéria
Residuos Dissulfeto inicialmente
90-95 (1) Bactérias G*, fungos,
1 LTPs ou 3-4 a- amilase de inseto e
70-75 (I mamiferos
Defensinas Hordeum Bactérias G, fungos,
2 de plantas 45-54 4 vulgar a-amilase de inseto
. Solanum Bactérias G*e G'e
3 Snakinas 61-70 6 tuberosum fungos
4 Tioninas 45-47 3.4 Trltlpum Bactérias G'e G e
aestivum fungos
5 Hevelnas— 43 4 Igtex dg Fungos
like seringueiras
6 Knotinas- 36-37 3 S Bactérias G*e G e
. Mirabilis jalapa
like fungos
7 seferdinas 28-38 0 Capsella ' Bactérias e fungos
bursapastoris
8 MBP-1 33 2 Zea mays Bactérias G* e fungos
o Familias das  Bactérias G* e
9 Ciclotideos 29-31 3 Rubiaceae e  fungos
Violaceae
10 Ib- AMPs 20 2 Impatiens Fungos
balsamina

Adaptado por Ribeiro et al. (2007), Benko-Iseppon et al. (2010) e Gomes et al. (2011).
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3.3.2.3. Caruncho — Callosobruchus maculatus

O caruncho Callosobruchus maculatus (F.) (Coleo6ptera: Bruchidae) é
considerado um dos principais insetos-pragas de grdos armazenados,
especialmente de feijdes, por reduzir a qualidade e o valor nutricional e comercial
das sementes (Sousa et al., 2005). E conhecido popularmente como gorgulho do
feijdo-de-corda ou feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.,], por ser a praga
mais importante desse feijdo armazenado, em regides tropicais e subtropicais
(Pereira et al., 2008).

Perdas em grdos armazenados, causadas pelo inseto C. maculatus
podem chegar a até 100% em épocas de alta infestacdo, num periodo de seis
meses (Hall et al., 1997). A infestacdo de sementes afeta severamente a
qualidade do gréao nutricional e potencial de germinacgéo, resultando em perdas
econdmicas consideraveis (De Sé et al., 2014). Além disso, a perda poés-colheita
de sementes devido a infestacdo por insetos-pragas de armazenamento € um
problema importante que afeta sementes de leguminosas em todo o mundo.

O inseto C. maculatus pode causar diversos danos nas sementes, como
perda de peso, pureza fisica e qualidade fisioldgica. A larva penetra e se alimenta
no interior dos gréos, reduzindo o peso, poder germinativo e a qualidade das
sementes, bem como o valor nutricional dos gréos, associado ao grau de higiene
do produto, devido a presenca de excrementos, ovos e insetos tornando a
semente invidvel (Dongre et al., 1996; Almeida et al., 2005). No armazenamento,
a infestacdo do caruncho pode resultar na destruicdo completa de um lote de
sementes dentro de dois a quatro meses, se nao forem tomadas medidas de
controle ao bruquideo. Sementes infestadas com insetos ndo sdo adequadas para
0 consumo humano, comercializagao e cultivo (Williams, 1980).

C. maculatus se desenvolve em temperaturas ideais entre 20 a 30 °C,
com 60% de umidade relativa, sendo o seu periodo médio de desenvolvimento de
23 dias (Mookherjee e Chawla, 1964). As fémeas adultas pdem em média 50
ovos na superficie de cada semente. Os ovos ficam aderidos ao tegumento e
possuem coloracéo branca e forma subeliptica, com comprimento de cerca de 0,5
mm e largura de 0,3 mm (Southgate, 1979; Credland e Dendy, 1992).

As larvas de C. maculatus possuem coloracdo branca e forma curva,

enquanto que a pupa € de coloracdo marrom e nos estadios finais apresentam
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vestigios de asas, patas e olhos (Bastos, 1981). O desenvolvimento embrionario
larval ocorre durante aproximadamente seis dias, quando as larvas atravessam o
tegumento da semente e penetram no cotilédone, onde se alimentam de forma
intensiva para completar o seu ciclo de desenvolvimento (Southgate, 1979;
Credland, 1987).

Os insetos adultos de C. maculatus emergem entre 25 a 30 dias ap06s a
oviposicdo e, se envolvem rapidamente na reproducdo e na postura de ovos,
cerca de um ou dois dias, sendo a longevidade média do adulto em torno de nove
a onze dias (Mookherjee e Chawla, 1964). Os adultos completamente
desenvolvidos medem cerca de 2,5 a 3,0 mm de comprimento; possui cabeca de
coloracdo preta com antenas contendo 11 segmentos ligeiramente serrilhados,
térax de cor preto com pubescéncia dourada, €élitros de cor marrom com manchas
pretas. O fémur é aproximadamente do tamanho da tibia, porém duas vezes mais
grosso, e o fémur da pata posterior traz um dente agudo e reto (Credland, 1987;
Southgate, 1979; Williams, 1980; Bastos, 1981).

O controle desse bruquideo é geralmente realizado por meio de
aplicacfes de inseticidas. No entanto, as perdas tanto na pré e/ou pés-colheita
ainda é de cerca de 15% da producéo total, mesmo com o uso de produtos
quimicos (Araujo et al., 2005). Além disso, 0 uso indiscriminado desses produtos
e, a preocupacdo dos consumidores quanto a qualidade dos alimentos e aos
danos ao meio ambiente tém incentivado estudos relacionados a novas técnicas
de controle de pragas.

Uma alternativa ao meétodo de controle quimico convencional € o
desenvolvimento de cultivares resistentes, por meio da manipulagdo genética de
genes identificados como envolvidos nas respostas de defesa de plantas (Appleby
e Credland, 2004), o que vem estimulando os estudos dos mecanismos naturais
de resisténcia como a toxicidade no tegumento de sementes que causou danos
ao desenvolvimento de C. maculatus (Moraes et al., 2000; Silva et al., 2004;
Souza et al., 2011; De Sa et al., 2014; Cruz et al., 2016; De Sa et al., 2018).



3.3.3.1. Sementes

regides (Norte e Lagos) do estado do Rio de Janeiro foram utilizados neste estudo
(Tabela 2). Estes acessos foram previamente investigados quanto a sua
divergéncia genética por Cavalcanti (2018). Estas sementes pertencem ao Banco

de Germoplasma (BAG) da UENF, que é composto por exemplares coletados de

Dezenove acessos de feijoeiro-comum, coletados on farm em duas

3.3.3. MATERIALE METODOS

diversos municipios e comunidades do estado do Rio de Janeiro.

Tabela 2. Identificacdo, descricdo e origem dos acessos de P. vulgaris, coletados

no estado do Rio de Janeiro. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

N° Identificacéo Descricdo do Acesso Origem

1 UENF 2239 Feijao 8e 9 Araruama

2 UENF 2240 Feijao Vermelho Araruama

3 UENF 2251 Carioca Macaé

4 UENF 2252 Feijdo Preto Macaé

5 UENF 2253 Feijdo Vermelho Macaé

6 UENF 2256 Preto Combrasil Casimiro de Abreu
7 UENF 2260 Feijao Balinha Casimiro de Abreu
8 UENF 2263 Feijao Vermelho Casimiro de Abreu
9 UENF 2264 Feijao Preto Casimiro de Abreu
10  UENF 2265 Feijdao Xodo Casimiro de Abreu
11 UENF 2266 Feijdo Pitanga Casimiro de Abreu
12 UENF 2267 Feijdo Mulatinho Pardo Silva Jardim

13 UENF 2268 Feijdo Preto Esplendor Silva Jardim

14 UENF 2271 Carioca Preto Silva Jardim

15 UENF 2274 Vermelho grande Campos

16 UENF 2275 Cinza esverdeado Campos

17 UENF 2276 Feijdo Castanho escuro Campos

18 UENF 2277 Feijdo cor sim - cor néo Itaocara

19 UENF 2278 Feijao Vermelho Casimiro de Abreu

*Informacdes extraidas de Cavalcanti (2018).

gorgulho) foram obtidas comercialmente de mercados locais (Campos dos

Sementes de Vigna unguiculata (L.) (cv. Fradinho) (suscetiveis ao

Goytacazes, RJ, Brasil) e armazenadas a -20 °C.



74

3.3.3.2. Microrganismos

Fungos fitopatogénicos Colletotrichum lindemuthianum e Fusarium solani
foram cultivados em meio de cultura agar Sabouraud e preservados no
Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM), do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da UENF.

3.3.3.3. Insetos

Os insetos da espécie Callosobruchus maculatus (gorgulho do feijao-de-
corda) (Coleoptera: Bruchidae) foram obtidos de uma colbnia mantida no
Laboratério de Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos (LQFPP) da UENF. A
colénia foi mantida em camara de crescimento nas sementes de V. unguiculata
(cv. Fradinho), a temperatura de 28 °C, 70% de umidade relativa e fotoperiodo de

12/12h ciclo de luz-escuro.

3.3.3.4. Localizagao dos ensaios laboratoriais

Os ensaios foram conduzidos na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), no periodo de abril de 2017 a julho de 2018.
No Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM) foram
realizados os ensaios com os AMPs, a-amilases, tripsina e dos fungos C.
lindemuthianum e F. solani. Enquanto que, 0s ensaios com as sementes naturais
e artificiais com o inseto C. maculatus foram conduzidos no Laboratério de

Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos (LQFPP).

3.3.3.5. Extracdo de Proteinas

3.3.3.5.1. Preparo da farinha

As sementes dos 19 acessos de feijao-comum foram primeiramente

removidas o tegumento. ApGs este procedimento foi realizada a maceracdo do

cotilédone, de cada acesso individualmente, com o auxilio de gral, pistilo e
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nitrogénio liquido, até a formacdo de uma farinha de granulacdo bem fina.
Posteriormente, submetidas a extracéo protéica.

3.3.3.5.2. Extracao de proteinas

As proteinas das sementes (sem tegumento) de 19 acessos de feijéo-
comum foram extraidas de acordo com a metodologia descrita por Terras et al.
(1993) (Esquema 1), com modificacdes. Inicialmente, 40 g de farinha da semente
foram extraidas em tampao fosfato (NazHPO4 0,01 M, NaH2P040, 015 M, KCI0,1
M, EDTA 1,5%, pH 5,4) na proporcao de 1:5 (farinha: tampéo), por 2h sob
agitacdo constante a 4 °C. O homogeneizado obtido foi centrifugado (6.800 x g
por 45 min a 4 °C), o sedimento foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado
sulfato de aménio a 70% de saturacdo, durante 16h a 4 °C. Apés este processo
de pré-purificacdo, o sobrenadante resultante do fracionamento a 70% de
saturacdo foi submetido a nova centrifugagcédo (6.800 x g por 45 min a 4 °C). O
precipitado resultante foi ressuspenso em 6 mL de agua destilada e aquecido a 80
°C por 15 min. ApGs o0 aquecimento, as amostras foram centrifugadas (6.800 x g
por 30 min a 4 °C). O precipitado foi descartado e o sobrenadante obtido foi
dialisado contra agua destilada (membranas com poros de 1.000 Da) a 4 °C,
durante trés dias (com trés trocas diarias), liofilizadas, e utilizadas em etapas
posteriores de caracterizacdo bioquimica e atividades enzimaticas e inibitérias.

Este processo foi realizado separadamente para cada acesso.
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Sementes de feijao-comum

|

Homogeneizado

Maceracéo
- Agitacao por 2h,
- em tampéao Fosfato pH 5,4 (proporgéol:5),

Centrifugacéao (6.800 x g / 45 min)

Sedimento

l

Sobrenadante
- adicdo de sulfato de amonio a 70%
de saturacao, “overnight”a 4 °C

- Centrifugacgéo (6.800 xg/ 45 min)

Precipitado

Sobrenadante
- Dissolucao em agua destilada
- aquecimento por 15 min a 80 °C
- centrifugacao (6.800 x g / 30 min)

Precipitado

Sobrenadante
- didlise

- liofilizagao

Extrato bruto rico em proteinas

Esquema 1. Obtencdo do extrato bruto a partir de sementes de Phaseolus

vulgaris.
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3.3.3.6. Quantificacdo de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método do acido bicinconinico
(BCA), descrito por Smith et al. (1985), com modificacdes, utilizando a ovalbumina

como padréo de proteina.

3.3.3.7. Eletroforese em gel de tricina

A eletroforese em gel de tricina foi executada com base no método de
Schagger e Von Jagow (1987). O gel de separacgéo utilizado foi acrilamida/bis-
acrilamida (16,4%) e o gel de concentracdo usado foi acrilamida/bis-acrilamida
(3,9%). O gel foi corado em 30 min em Coomassie Blue R (0,05%) e preparada
em metanol 40% e &cido acético 70%. Subsequentemente, a solugdo corante foi
removida, e o gel foi transferido para solucédo descorante de metanol 40% e acido

acético 7%, até a visualizacdo das bandas.

3.3.3.8. Western Blotting

Western blotting foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Towbin et al. (1979). Apds a eletrotransferéncia das proteinas, as membranas
foram incubadas em tampéo bloqueador contendo o anticorpo primério [anti-LTP
(1: 1000), e anti-defensina (1: 200)] e 2% de leite em pé desnatado, durante 16h a
4 °C. Em seguida, as membranas foram lavadas dez vezes, durante 5 min em
solucdo de tampéo fosfato-salino (PBS) (NaH2PO4 10uM + NaCl 0,15M, pH 7,4) a
temperatura ambiente. Apés as lavagens, as membranas foram incubadas com o
anticorpo secundario (1: 500), conjugado com peroxidase, diluido em tampéo PBS
contendo 2% de leite em po, por 1h sob agitacdo, em temperatura ambiente, e
lavada como descrito acima. Ao término destas lavagens, foi feita a revelacao
com diaminobenzidina (DAB) imergindo as membranas na solugao reveladora
(Tris-HCI 40 puM, pH 7,5, DAB 1 mg/mL, imidazol 100 puM e peroxido de hidrogénio
0,03%) até a visualizacdo das bandas coradas.
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3.3.3.9. Ensaio de inibicdo das a-amilases

Larvas do inseto C. maculatus, com aproximadamente 16 dias de idade,
foram dissecadas, e seus intestinos, juntamente com o conteddo luminal
extraidos. Os tecidos foram macerados em solucao salina (0,9%) e centrifugados
(12.000 x g por 10 min). O sobrenadante foi quantificado pelo método de Bradford
(1976), e utilizado em ensaios de atividade a-amilasica. Amostras de a-amilase de
saliva humana (500 pL) foram coletadas e centrifugadas (12.000 x g por 10 min) a
4 °C. O sedimento contendo restos celulares e muco foi descartado, e o
sobrenadante coletado, quantificado pelo método de Bradford (1976), e entédo
armazenado a -20 °C até o uso.

O ensaio da atividade a-amilasica foi realizado para identificar inibidores
da a-amilase salivar humana e da a-amilase de larvas de insetos C. maculatus,
segundo a metodologia de Bernfeld (1955). Os extratos brutos de diferentes
sementes de feijdao-comum (50 pug.mL™?) ricos em peptideos foram suspensos em
agua ultrapura e incubados com 10 U de cada a-amilase (a-amilase salivar
humana e a-amilase larval do inseto C. maculatus), e cada mistura de enzima foi
incubada em banho-maria a 37 °C, durante 15 min. Apds este periodo, 25 uL de
solucdo de amido 1% foram adicionados e novamente as amostras foram
incubadas em banho-maria a 37 °C, durante 15 min (a-amilase salivar humana), e
por 30 min (a-amilase de C. maculatus). Em seguida, as amostras foram
removidas do banho-maria com 400 uL de 3,5 &cido dinitrossalicilico (DNS). Cada
amostra foi entdo fervida, durante 5 min, e apés o resfriamento, 400 pyL de agua
foram adicionados a cada amostra. A hidrélise do substrato pela enzima foi
determinada ap0s leitura da absorbancia a 540 nm usando um espectrofotébmetro
(LGS53, BEL Photonics). Uma unidade de a-amilase foi definida como uma
variacdo de 0,1 de absorbancia a 540 nm por 30 min de reacdo, como descrito

por Franco et al. (2000).
3.3.3.10. Ensaio para a atividade da tripsina residual
A inibicdo da enzima foi determinada por ensaio da atividade da tripsina

residual usando o substrato BApNA (estoque 5 uM), apds pré-incubacdo com os

peptideos. A atividade proteolitica foi determinada pela incubacdo de 10 pL de
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cada extrato de sementes de feijao-comum (50 yg. mL1) com 50 pL de tripsina e
25 pL de BApNA em tampéo Tris-HCI 50 uM (pH 8,0), a 37 °C, num volume final
de 200 uL. O controle foi realizado sem a adicdo do extrato. A reacao foi
interrompida pela adicdo de 100 ul de &cido acético 30% (v/v). A hidrélise do
substrato foi quantificada medindo-se a absorbancia da p-nitroanilina liberada a
405 nm (Macedo et al., 2007).

3.3.3.11. Efeito da proteina sobre o crescimento fungico

Inicialmente, os esporos de C. lindemuthianum e F. solani foram
cultivados em placa de Petri contendo meio agar Sabouraud por 11 dias a 30 °C.
Apébs esse periodo, os fungos foram utilizados em ensaios isolados no qual, foi
adicionado 10 mL de meio agar Sabouraud, onde os conidios foram liberados
com auxilio de uma al¢ca de Drigalski. A suspensdo de esporos foi filtrada para
eliminar detritos miceliais. Posteriormente, foi realizada a quantificacdo dos
conidios em uma camara de Neubauer por meio de um microscépio Optico
(Axioplan, Zeiss).

O ensaio quantitativo para inibicdo do crescimento fungico foi realizado
seguindo o protocolo desenvolvido por Broekaert et al. (1990), com modificacdes.
Esporos flngicos (1x10% conidios.mL?) foram incubados em meio Sabouraud
contendo os diferentes extratos brutos de sementes de feijao-comum (50 pg.mL"
1), em um volume final de 100 pL. O ensaio foi realizado em placas de cultura de
96 pocos, a 30 °C em incubadora BOD. Leituras Opticas em 620 nm foram

tomadas no tempo zero e a cada 6h, num periodo total de 48h.

3.3.3.12. Sementes naturais de feijdo-comum infestadas com C. maculatus

Sementes naturais de feijdo-comum foram transferidas para tubos de
ensaio de vidro (tamanho 12,0 x 1,5 cm). Cada tubo de ensaio continha uma
semente de cada acesso de feijdo-comum, e foram infestados com cinco fémeas
férteis de C. maculatus (2 dias de idade) durante 24h, numa incubadora BOD, a
28 °C. Os tubos foram vedados com um filme plastico e perfurados com uma
agulha para oxigenacdo. Apos 24h, as fémeas foram removidas dos tubos e o
numero de ovos postos foram contados. Aos 15 dias apds a oviposicao (DAO), as
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sementes foram fotografadas para observar a formagéo das larvas e os ovos

foram removidos para observar a penetracéo das larvas.

3.3.3.13. Sementes artificiais cobertas com tegumento de sementes de feijao-

comum infestadas com C. maculatus

Sementes de P. vulgaris de cada acesso foram descascadas, e 0
tegumento foi separado e macerado com nitrogénio liquido, para se obter uma
farinha fina. Sementes artificiais cobertas com tegumento de sementes de P.
vulgaris foram preparadas de acordo com a metodologia proposta por De Sa et al.
(2014), com modificacoes.

Farinha de cotilédone de V. unguiculata (cv. Fradinho) foi moldada como
cotilédone artificial e farinha de tegumento de sementes de P. vulgaris de cada
acesso foi utilizada para moldar tegumento de sementes artificiais. Para a
confeccdo da semente artificial, 20 mg de farinha de tegumento de sementes de
P. vulgaris foram transferidas no fundo de um molde cilindrico e coberto com 400
mg da farinha de cotilédone de V. unguiculata. O molde cilindrico foi prensado
com auxilio de uma prensa manual e, posteriormente a semente artificial foi
retirada do molde. Apds o preparo das sementes, o tegumento de sementes de P.
vulgaris foi sobreposto sobre as mesmas. Sementes controle foram preparadas
somente com farinha de cotilédone de V. unguiculata (cv. Fradinho).

As sementes artificiais e o controle foram transferidos para tubos de
ensaio de vidro (tamanho 12 x 1,5 cm). Cada tubo de ensaio continha uma
semente, e foram infestados com trés fémeas férteis de C. maculatus (2 dias de
idade) durante 24h, numa incubadora BOD, a 28 °C. Os tubos foram vedados
com um filme plastico e perfurados com uma agulha para oxigenacéo. ApGs este
periodo, as sementes foram desinfetadas, e 0 excesso de ovos postos removidos,
deixando-se apenas trés ovos por tegumento de semente artificial. As sementes
foram incubadas numa incubadora BOD, a 28 °C. Aos 15 DAO as sementes

foram abertas para observar a presenca de larvas sobreviventes.
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3.3.3.14. Andlise estatistica

Todos os dados foram obtidos a partir de ensaios em triplicata, com trés
repeticdes de cada acesso de P. vulgaris. Os dados sobre inibidores da a-amilase
salivar humana e a-amilase larval do inseto C. maculatus, inibicdo do crescimento
dos fungos, atividade da tripsina, e de oviposi¢cdo de insetos de C. maculatus
foram submetidos a teste t. Diferencas médias (p<0,05) foram consideradas
significativas.Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software

GraphPad Prism (versao 5.0 para Windows).

3.3.4. RESULTADOS

3.3.4.1. Perfis Eletroforéticos das Proteinas

Os perfis eletroforéticos das proteinas dos extratos brutos de sementes
dos 19 acessos de feijdo-comum, obtidos apds extracdo proteica estédo
apresentados na Figura 1. Em 13 raias correspondente a 13 acessos (UENF
2239, UENF 2240, UENF 2251, UENF 2253, UENF 2263, UENF 2264, UENF
2265, UENF 2266, UENF 2267, UENF 2268, UENF 2286, UENF 2287 e UENF
2288) foi possivel observar a presenca majoritaria de uma banda proteica de 26,6
kDa. Em 15 raias correspondentes a 15 acessos (UENF 2239, UENF 2240, UENF
2251, UENF 2253, UENF 2256, UENF 2260, UENF 2263, UENF 2264, UENF
2265, UENF 2266, UENF 2267, UENF 2271, UENF 2275, UENF 2286 e UENF
2287) continham bandas proteica de 6,5 e 17.0 kDa. A raia UENF 2275 exibiu
uma banda proteina menor que 6,5 kDa. As raias correspondentes aos acessos
UENF 2252 e UENF 2274 ndo continham bandas de proteina detectaveis.
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Figura 1. Visualizacdo eletroferética de proteinas dos extratos proteicos em sementes de P. vulgaris, em gel de tricina corado com
Coomassie Blue. (M) marcador de baixa massa molecular (kDa). Os numeros representam diferentes acessos de P. vulgaris do

Banco de Germoplasma. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

8
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3.3.4.2. Western Blotting

Os resultados de Westen blotting indicaram que os extratos proteicos de
nove acessos de sementes de feijdo-comum UENF (2240, 2253, 2264, 2265,
2266, 2274, 2275, 2287 e 2288), eram positivos para peptideos da familia LTP
(Figura 2), e os extratos proteicos de todos os acessos foram positivos a

peptideos da familia da defensiva (Figura 3).
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Figura 2. Western Blotting contendo o anticorpo primario anti-LTP dos extratos
proteicos de sementes de P. vulgaris. Uma concentracédo de 1: 1000 foi utilizada
em todos os extratos testados. Os numeros representam diferentes acessos de P.
vulgaris do Banco de Germoplasma. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.
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Figura 3. Western Blotting contendo o anticorpo priméario anti-defensina dos
extratos proteicos de sementes de P. vulgaris. Uma concentracdo de 1: 200 em

todos os extratos testados. Os numeros representam diferentes acessos de P.
vulgaris do Banco de Germoplasma. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.
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3.3.4.3. Atividade inibitéoria das enzimas a-amilases

Todos o0s extratos proteicos de sementes de feijdo-comum inibiram
significativamente a atividade inibitéria das enzimas a-amilases salivar humana e
larval do inseto C. maculatus (Figura 4A, B). A porcentagem de inibicdo da
enzima a-amilase salivar humana na maioria dos acessos (16 extratos proteicos)

variou de 81,8 a 98,6%. O extrato proteico UENF 2256 obteve a maior inibigao



84

cerca de 100%. A menor porcentagem de inibicdo foi observada nos extratos
proteicos UENF 2240 (41,1%) e UENF 2271 (62,24%) (Figura 4A). Para a
atividade inibitéria da a-amilase larval do inseto C. maculatus a maioria dos
acessos (17 extratos proteicos) variou entre 81,7% a 93,4%. A atividade inibitéria
mais elevada foi observada no extrato proteico UENF 2251 cerca de 100%,
enguanto que, a mais baixa no extrato proteico UENF 2271 (66,3%) (Figura 4B).

150

(%) Atividade a-amilase

(%) Atividade a-amilase

Figura 4. Efeito dos extratos proteicos das sementes de P. vulgaris (50 ug.mL™?),
sobre a atividade enzimética da: (A) a-amilase salivar humana; (B) a-amilase
larval do inseto C. maculatus. Os valores representam médias (xSD) de
triplicatas. *Indicam diferencas (p<0,05) entre o tratamento experimental e
controle. Os numeros representam diferentes acessos de P. vulgaris do Banco de
Germoplasma. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.
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3.3.4.4. Atividade inibitéria da tripsina

Os resultados indicaram que 79% dos extratos proteicos de sementes de
feijdo-comum inibiram significativamente a atividade da tripsina, e a percentagem
de inibicdo variou entre 37,2 a 97,9%. Os extratos de proteinas a partir dos
acessos UENF 2239, UENF 2268, UENF 2271 e UENF 2288 né&o inibiram a

atividade da tripsina (Figura 5).
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Figura 5. Efeito dos extratos proteicos das sementes de P. vulgaris (50 ug.mL™?),
sobre a atividade enzimatica residual da tripsina. Os valores representam médias
(xSD) de triplicatas. *Indicam diferencas (p<0,05) entre o tratamento experimental
e controle. Os numeros representam diferentes acessos de P. vulgaris do Banco
de Germoplasma. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

3.3.4.5. Efeito da proteina sobre o crescimento fungico

O efeito dos extratos protéicos das sementes de feijoeiro-comum sobre a
inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos (C. lindemuthianum e F. solani)
foi determinado. Nenhum dos acessos avaliados inibiu o crescimento dos fungos

(Figuras 6A, B).



86

2.0

154

1.0

0.5

Absorbancia 620 nm
9. 9.9.90.9.90.9.0.900.904

)

RRMMIIITIIMMININNNNNY

;.'0..'0'0’.'0'.‘0'0‘.'0"'0"
a0 00000 %% % %% % %"

0
X2

YA,

$’
S

.
*

0.0 - T A
S ELPPFFFLLL P

&

'Oq';\'ﬁbm"\'&f&'&\

*b

15

1.0

Absorbancia 620 nm

Figura 6. Ensaio de inibicdo de crescimento dos fungos: (A) C. lindemuthianum e
(B) F. solani, na presenca de extratos proteicos das sementes de P. vulgaris (50
pg.mL?). O crescimento foi observado por 48h. Os valores representam médias
(xSD) de triplicatas. *Indicam diferencas significativas (p<0,05) entre o tratamento
experimental e controle. Os numeros representam diferentes acessos de P.
vulgaris do Banco de Germoplasma. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

3.3.4.6. Desempenho e sobrevivéncia de C. maculatus em sementes naturais

de feijdao-comum

A oviposicdo de C. maculatus sobre as sementes naturais de P. vulgaris
foi observada em todos os acessos (Figura 7A). O niumero de ovos postos variou
amplamente entre os acessos, menos de 20 ovos nas sementes naturais do
acesso UENF 2266 até 190 ovos no acesso UENF 2260 (Figura 7B). Embora a
oviposicdo tenha sido evidente em todas as sementes, a eclosdo larval foi
reduzida para zero%, as larvas foram mortas dentro dos ovos ou na superficie
dos cotilédones aos 15 DAO (Figura 7A, B). Aos 15 DAO, os ovos foram

fotografados e os tegumentos dos ovos foram removidos para observar a
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penetracdo das larvas. Os ovos apresentaram uma aparéncia branca (Figura 7a-
s), indicando o inicio da escavacgdo pela larva e o depdsito da farinha dentro do
ovo. Em todos os acessos, a eclosdo das larvas na penetracdo do cotilédone
foram parciais, embora seja possivel observar um inicio de perfuracdo de

cotilédones na maioria dos acessos (Figura 7a'-s').

w2280 w2240 n225]1 w2252

2253 »225% w230 w233
- N2264 m2255 w2256 2267
w2258 m227]1 w2274 w2275
w2285 m2287 2288

Numero de ovos ou larvas
=]

8 & 8 8

o

Ovos ovipositados Ecloséo larval Sobrevivéncia larval

Figura 7. Desempenho e oviposi¢do de lavras deC. maculatus sobre sementes
naturais de P. vulgaris aos 15 DAO. (A) Fotos dos ovos sobre a superficie de
tegumento dos cotilédones sobre sementes naturais. a-s: ovos no tegumento de
sementes de P. vulgaris. a', f ', ¢, I', ', K, m', n', q": Perfuracdo que intercepta o
tegumento da semente (setas) b-e',h', 1',o0', p', r', s Superficie do cotilédone
mostrando o inicio da perfuracdo pelas larvas (setas). (B): Numero de ovos
postos, eclosao larval e, sobrevivéncia aos 15 DAO. Os numeros acima da figura
representam diferentes acessos de P. vulgaris do Banco de Germoplasma. UENF,
Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.
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3.3.4.7. Desempenho e sobrevivéncia de C. maculatus em sementes
artificiais cobertas com tegumento de feijdo-comum

As sementes artificiais contendo tegumento de P. vulgaris compostas por
100% de farinha de cotilédone de V. unguiculata inibiram 100% a oviposicao da
fémea de C. maculatus (Figura 8).
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Figura 8. Interferéncia do tegumento de sementes artificiais P. vulgaris sobre o
desenvolvimento da oviposicdo de C. maculatus. O niumero de ovos postos em
sementes artificiais compostas exclusivamente de farinha de cotilédone de V.
unguiculata (sementes controle) foi considerada como 100%. Os numeros
representam diferentes genoétipos de P. vulgaris do Banco de Germoplasma.
UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

3.3.5. DISCUSSAO

Inicialmente investigamos a presenca de proteinas de defesa, tais como
LTPs e defensinas a partir de extratos proteicos de sementes de feijdo-comum.

LTPs foram detectados em nove extratos de feijao-comum (Figura 2), enquanto
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que as defensinas foram detectadas em todos os extratos proteicos (Figura 3).
Estudos anteriores de caracterizacdo de defensinas em plantas em sementes de
P. vulgaris e de V. unguiculata (Wong et al., 2006; Games et al., 2008; Mello et
al., 2011), mostrou que estes peptideos foram capazes de inibir a a-amilase em
C. maculatus e também em outros insetos como Acanthoscelides obtectus
(Coleoptera,  Chrysomelidae) e  Zabrotes  subfasciatus  (Coleoptera,
Chrysomelidae) (Pelegrini et al., 2008; Santos et al., 2010).

Diversas proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana que podem
inibir a a-amilase tém sido descritos (Pereira et al., 2018). Estas enzimas séo
essenciais para os insetos, e seus inibidores sdo componentes chaves no sistema
de defesa de plantas frente ao ataque de pragas (Payan, 2004; Silva et al., 2014).
A capacidade de AMPs, especialmente defensinas e LTPs, para inibir a-amilase
tem sido relatado (Carvalho e Gomes, 2011; Diz et al., 2011, Zottich et al., 2011).
Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que todos os extratos proteicos
de sementes feijdo-comum inibiram significativamente a atividade da enzima a-
amilase salivar humana e a-amilase larval de C. maculatus (Figura 4A, B), o que
sugere que estas duas classes de AMPs podem estar presentes nestes acessos.
Ha uma similaridade estrutural e funcional entre as a-amilases salivar humana e
larval de inseto que hidrolisam as ligacbes a-1,4-glicosidica de amido (Silano et
al., 1975; Feng et al., 1996; Santos et al., 2017). Portanto, a a-amilase salivar
humana pode ser usada como modelo para estudos de prospecgao e
caracterizagdo de inibidores de proteinases com potencial para o
desenvolvimento de farmacos e inseticidas. Dada a importancia do controle de
insetos-pragas através da inibicdo da enzima a-amilase e privando insetos da
energia proveniente da degradacdo do amido, defensinas de plantas pode ajudar
a desempenhar um papel na defesa dos vegetais contra insetos-pragas (Bloch et
al., 1991; Osborn et al., 1995). Carvalho e Gomes (2011) tém mostrado que os
insetos possuem um mecanismo de interrupcao do crescimento devido ao contato
com defensinas vegetais, e este fendmeno esta diretamente relacionado com a
inibicdo de insetos por enzimas digestivas, tais como proteases e a-amilases.

Os inibidores de tripsina sao proteinas de defesa de plantas
frequentemente encontradas em leguminosas que inibem a atividade proteolitica
de enzimas digestivas. Tripsinas sao moduladoras por estresse de seca,

salinidade e ferimento, e de lesdes, e protegem as plantas contra agentes
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patogénicos (Alves et al.,, 2010; Chan et al.,, 2013). Neste estudo, 0s extratos
proteicos a partir de 15 acessos de feijao-comum inibiram a atividade da tripsina
(Figura 5).

Foi também realizado um ensaio de inibicdo de crescimento C.
lindemuthianum e F. solani com diferentes extratos proteicos de sementes de
feijjao-comum. Os extratos nado inibiram significativamente o crescimento dos
fungos (Figura 6). Este resultado pode ser devido a utilizacdo de extratos totais
das sementes. Estas sementes contém diversas proteinas diferentes, incluindo
proteinas de reserva, tais como globulinas e leguminas, que ndo tém ou
apresentam baixa atividade antimicrobiana (Derbyshire et al., 1976; Casey et al.,
1986; Muntz, 1996; Gomes et al., 1997). Portanto, a concentracdo de peptideos
com potencial de atividade antimicrobiana e diretamente envolvida com a defesa
dos microrganismos pode ser baixa, o que limita a deteccdo desta atividade em
ensaios in vitro (Egorov e Odintsova, 2012).

Sementes de P. vulgaris sdo constantemente atacadas, durante o
armazenamento, por insetos bruquidae, principalmente o Z. subfasciatus e A.
obtectus. No entanto, essas sementes sdo relativamente resistentes a infestacéo
de insetos de C. maculatus, e esta resisténcia esta relacionada com a presenca
de proteinas de defesa, tais como inibidores de a-amilase e protease (Huesing et
al., 1991). Devido a presenca destas importantes atividades de defesa nos
cotilédones de acessos Phaseolus estudados neste trabalho, foi interessante
tentar relacionar a presenca dessas proteinas classicas de defesa nos cotilédones
com a resisténcia dessas sementes a infestacéo de C. maculatus.

Embora fémeas de C. maculatus tenham sido capazes de ovipositar em
sementes naturais de acessos de P. vulgaris, ndo foi observada nenhuma
incubacdo de larvas e sobrevivéncia (Figuras 7A, B). Estes resultados
mostraram que todas as sementes de P. vulgaris eram resistentes a infestacao de
C. maculatus e que as larvas morreram durante a penetracdo no tegumento das
sementes. Assim, para investigar a relagcdo da resisténcia de sementes de P.
vulgaris com propriedades do tegumento de sementes foram feitas sementes
artificiais contendo tegumento de sementes artificiais compostas por 100% de
farinha de tegumento de sementes de P. vulgaris. Apos a infestacao da fémea de
C. maculatus observou-se uma inibi¢cao total na oviposicéo (Figura 8). A presenca

de proteinas, tais como vicilinas, proteases, quitinases, peroxidases e inibidores
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de proteases, tem sido mostrada na camada de sementes de C. ensiformis, G.
max, A. lebbeck, P. vulgaris e tem sido relacionada com a defesa de insetos
(Oliveira et al., 1999; Silva et al., 2004; Souza et al., 2012; Silva et al., 2016; Silva
et al., 2018).

Duas abordagens diferentes sdao comumente usadas para avaliar a
resisténcia de insetos: antibiose, no qual a planta tem um efeito deletério sobre os
insetos, incluindo a inibicdo de crescimento, desenvolvimento, fecundidade e
sobrevivéncia; e antixenose (ou nao-preferéncia), em que o inseto € repelido ou
ndo atraido para a sua planta hospedeira (Painter, 1951; Kogan e Ortman, 1978;
Peterson et al., 2017). Antixenose esté relacionado com a presenca de alguma
caracteristica vegetal que afeta diretamente o comportamento dos insetos,
tornando os tecidos vegetais menos favoraveis para alimentacéo e oviposicdo, ou
selecionando como abrigo (Panda e Khush, 1995; Stout, 2013; Boica Junior et al.,
2015). As caracteristicas das plantas que podem afetar o comportamento dos
insetos podem ser estrutural, bioquimica, ou fisica (Stout, 2013; Boica Junior et
al., 2015). Nossos resultados sugerem que a auséncia de oviposicdo pode ser um
efeito bioquimico, isto é, o tegumento de sementes dos acessos de P. vulgaris
podem ter caracteristicas antinutricionais que podem reduzir a oviposicao.
Fémeas selecionam sitios para oviposicado (Craig e Itami, 2008), onde a prole
pode facilmente encontrar abastecimento alimentar adequado, e este
comportamento pode envolver a escolha do hospedeiro ideal para o
desenvolvimento da prole (Jaenike, 1978). A capacidade de fémeas para
selecionar substratos mais adequados para oviposicdo constitui uma fonte
essencial da resisténcia em intera¢des planta-inseto (Schoonhoven et al., 2005).

Houve oviposicdo em sementes naturais de P. vulgaris, mas nenhuma
oviposicdo em sementes artificiais (contendo farinha de tegumento de P. vulgaris),
e isso podem ser devido a presenca de compostos toxicos no tegumento das
sementes. Esta hip6tese foi confirmada pelo fato das larvas terem eclodido, no
entanto, ndo sobreviveram quando alimentadas com uma dieta contendo
sementes naturais de P. vulgaris (Figura 7A, B), o que demonstra que essas
sementes foram téxicas para larvas de insetos de C. maculatus.

As proteinas de defesas, incluindo as quitinases (Silva et al., 2018), as
proteases (Silva et al., 2016) e as proteinas de armazenamento semelhantes a

vicilina-7S (Souza et al., 2012), estdo presentes em semente de leguminosas e
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sdo altamente toxicos para larvas de C. maculatus. Estas proteinas estéao
presentes nas camadas externas do tegumento de sementes de varias
leguminosas, tais como C. ensiformis (Oliveira et al., 1999), P. lunatus (Moraes et
al., 2000) e P. vulgaris (Silva et al., 2004) e sdo toxicas para larvas de C.
maculatus. Estudos anteriores mostraram que o tegumento de sementes de P.
vulgaris foi altamente prejudicial na oviposicdo, desenvolvimento embrionario,
eclosdo das larvas, massa corporal, emergéncia larval e sobrevivéncia de C.
maculatus (Silva et al., 2004; Souza et al., 2011; De S et al., 2014).

Os resultados do presente estudo podem ajudar a caracterizar e isolar
proteinas e/ou peptideos a partir dos acessos UENF (2240, 2251, 2252, 2253,
2256, 2264, 2265, 2266, 2274, 2275 e 2287, os quais foram possiveis identificar a
presenca de defensinas e LTPs na maioria destes, além de inibir a atividade das
enzimas da tripsina e das a-amilases. A caracterizacdo bioquimica de sementes
de Phaseolus é essencial para desenvolver novas cultivares resistentes a pragas
e doencas e melhorar 0 manejo da cultura, para evitar perdas econbmicas e
reduzir o uso excessivo de agroquimicos. Desta forma, esta caracterizacdo pode
contribuir para o melhoramento genético com a aplicacdo biotecnolégica de AMPs
para o controle de insetos e microrganismos fitopatogénicos de importancia

agrondémica.

3.3.6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

— Foi possivel identificar a presenca de AMPs como LTPs em nove
extratos proteicos das sementes de feijdo-comum, e quanto as defensinas em

todos os extratos proteicos;

— Todos os extratos proteicos inibiram significativamente (p<0,05) a

atividade da enzima a-amilase salivar humana e larval do inseto C. maculatus;
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— Quinze extratos proteicos inibiram significativamente (p<0,05) a
atividade da enzima da tripsina;

— Nenhuma atividade antifungica sobre a inibicdo do crescimento dos
fungos C. lindemuthianum e F. solani foi detectada nos extratos proteicos das

sementes de feijdo-comum;

— Sementes naturais de todos 0s acessos nao inibiram a oviposicéo de C.
maculatus, no entanto, as larvas ndo sobreviveram apds a dieta com estas

sementes;

— Sementes artificiais de todos 0s acessos inibiram a oviposi¢cao de C.
maculatus, indicando que o tegumento da semente foi também repelente para os

insetos.
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4. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

— Imagens termograficas e os indices de reflectancia foliar representam
ferramentas promissoras para 0 monitoramento e a deteccéo precoce de doencas

em vegetais;

— A presenca de AMPs como LTPs e defensinas de plantas, com a
capacidade de inibir as enzimas a-amilases (salivar humana e larval do inseto C.
maculatus) e a tripsina, ambas relacionadas a defesa contra insetos, em
sementes de P. vulgaris, podem colaborar para uma melhor compreensao da
interacdo de plantas com patdgeno e praga para o desenvolvimento de cultivares

resistentes;

— Sementes artificiais cobertas com tegumento de todos os genétipos das
sementes de P. vulgaris inibiram a oviposi¢cdo do C. maculatus, indicando que o
tegumento da semente teve efeito repelente ao inseto. Embora as sementes
naturais de P. vulgaris ndo tenham inibido a oviposicdo, as larvas néo
sobreviveram apos se alimentarem com estas sementes, 0 que sugere que seu
mecanismo de resisténcia esta relacionado com a diminuicdo da capacidade

digestiva das larvas de C. maculatus;
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— A resisténcia multipla em P. vulgaris ao crestamento bacteriano comum
e ao inseto C. maculatus foi observada no acesso UENF 2252, sendo o mais
recomendado para o desenvolvimento de cultivares resistentes em programas de

melhoramento de feijao-comum.
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