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Alteracoes quantitativas de compostos fendlicos e flavonoides do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) apos a infeccao por Fusarium oxysporum

RESUMO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma leguminosa amplamente produzida no Brasil e no
mundo, apresentando grande importancia socioecondmica devido seu elevado teor de nutrientes
e proteinas. Porém, sua producao ¢ limitada por diversos fatores abioticos e bidticos. Dentre os
fatores bidticos, destaca-se a Murcha de Fusarium causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.
sp. phaseoli (Fop). Esta ¢ uma das principais doencas acometem o feijdo e vem se tornando um
problema crescente devido ao plantio sucessivo em areas de monocultura, sendo responsavel
por perdas de até 100% na producdo. Os mecanismos de defesa vegetal contra patdogenos sdo
diversos e incluem barreiras fisicas e bioquimicas, como a produgdo de diversos metabolitos
secundarios incluindo compostos com atividade antimicrobiana produzidos apos a indugao por
um elicitor bidtico ou abidtico, também conhecidos como fitoalexinas. O objetivo deste
trabalho foi examinar as altera¢des na produgdo de metabolitos da rota dos fenilpropanoides e
a colonizagdo vascular ao longo do tempo em plantas de feijao suscetiveis e resistentes
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop).A inoculacdo foi realizada através
da imersdo do sistema radicular de plantas de feijao suscetivel (cv. Uirapuru) e resistente
(UFSC-01) em uma suspensdo de macroconidios de Fop. A amostragem foi feita aos 1, 3, 6 ¢
9 dias ap6s a inoculacdo (dai) para as analises bioquimicas (conteido de compostos fendlicos
totais, flavonoides totais, faseolina, compostos com atividade antimicrobiana, lignina e
ergosterol) e aos 30 dai para a avaliagdo da severidade e necrose vascular. O conteudo de
compostos fendlicos totais em raizes e hipocotilos reduziu ao longo do tempo. O conteudo de
flavonoides totais no hipocétilo aumentou ao longo do tempo e ndo sofreu alteragdes nas raizes.
O hipocotilo das plantas apresentou aproximadamente o dobro do contetido de compostos
fenodlicos e flavonoides totais do que as raizes. Ao 1 dai, o contetido de fendlicos totais foi
significativamente maior no hipocoétilo do gendtipo resistente inoculado e ndo inoculado
quando comparado com o genotipo suscetivel inoculado com Fop. O contetido de flavonoides
totais no hipocotilo do UFSC-01 ndo inoculado foi significativamente maior em relacdo ao
hipocétilo do cv. Uirapuru inoculado e ndo inoculado com Fop ao 1 dai. O contetido de
faseolina em raizes e hipocétilos diminuiu ao longo do tempo e foi diferente estatisticamente
quando comparado os tipos de tecido vegetal. Nao foi detectado compostos com atividade
antimicrobiana contra A. brassicicola apds a bioautografia. Nas raizes, o contetdo de lignina
foi diferente estatisticamente entre os 1 e 9 dai, enquanto no hipocétilo permaneceu o mesmo.
O conteudo de ergosterol aumentou nas raizes até o 6 dai e ndo variou no hipocétilo. Os
primeiros sintomas da doenca foram observados aos 14 dai e aos 30 dai a porcentagem de
necrose vascular em plantas suscetiveis foi 6 vezes maior do que em plantas resistentes.

Palavras chave: compostos fenolicos, flavonoides, faseolina, resisténcia genética, Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli.



Quantitative changes of phenolic compounds and flavonoid of bean
(Phaseolus vulgaris 1.) after infection with Fusarium oxysporum

ABSTRACT

Bean (Phaseolus vulgaris L.) is a leguminous vegetable widely produced in Brazil and in the
world, that presents a large socioeconomic importance due to its high nutrient and protein
content. However, bean production is limited by several abiotic and biotic factors. Among the
biotic factors, Fusarium wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop)
stands out. This is one of the main diseases that affect beans and has become a growing problem
in monoculture areas due to successive planting, being responsible for losses of up to 100% in
production. The defense plant mechanisms against pathogens are diverse and include physical
and biochemical barriers, such as the production of several secondary metabolites, including
compounds with antimicrobial activity synthesized after induction by a biotic or abiotic elicitor,
known as phytoalexins. The objective of this work was to study the alterations in the production
of metabolites derived from the phenylpropanoid pathway and the vascular colonization over
time in susceptible and resistant common bean plants after inoculation with Fop. Inoculation
was performed by immersing the root system of the susceptible (cv. Uirapuru) and resistant
(UFSC-01) bean plants in a macroconidium suspension of Fop. Sampling was done at 1, 3, 6
and 9 days after inoculation (dai) for biochemical analysis (content of total phenolic
compounds, total flavonoids, phaseolin, antimicrobial compunds, lignin and ergosterol) and at
30 dai for disease severity and vascular necrosis.

The total phenolic compounds content in roots and hypocotyls decreased over time. The total
flavonoids content in the hypocotyl increased over time and did not change in the roots. The
hypocotyl of the plants showed approximately twice the content of total phenolic compounds
and total flavonoids than the roots. At 1 dai, the total phenolic content was significantly higher
in the hypocotyl of the resistant genotype inoculated and not inoculated when compared with
the susceptible genotype inoculated with Fop. The total flavonoids content in the hypocotyl of
UFSC-01 uninoculated was significantly higher in relation to the hypocotyl of cv. Uirapuru
inoculated and not inoculated with Fop at 1 dai. The content of phaseolin in roots and
hypocotyls decreased over time and was statistically different when compared the types of plant
tissue. No compounds with antimicrobial activity against 4. brassicicola were detected after
bioautography. In the roots, the lignin content was statistically different between 1 and 9 dai,
while in the hypocotyl it remained the same. Ergosterol content increased in roots until 6 dai
and did not vary in the hypocotyl. The first disease symptoms were observed at 14 dai and at
30 dai the percentage of vascular necrosis in susceptible plants was 6 times higher than in
resistant plants.

Keywords: phenolic compounds, flavonoids, phytoalexins, genetic resistance, Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O feijao (Phaseolus vulgaris L..) ¢ uma das leguminosas mais consumidas no mundo,
considerada uma rica fonte de nutrientes e proteinas de grande importancia socioeconomica
(CRUZ et al., 1974; BATISTA et al., 2017). Os principais produtores a nivel mundial sao a
ndia, Myanmar e Brasil (FAO, 2019). No Brasil, a producdo ultrapassou 3 milhdes de
toneladas na safra de 2018/19 (CONAB, 2019). Porém, fatores limitantes como a fertilidade do
solo, estande inicial de plantulas, sistema de cultivo e manejo de plantas daninhas, pragas e
doengas (WORDELL FILHO et al., 2013), apresentam ameagas ao seu rendimento.

Entre as doencas que podem afetar a producdo de feijao, destaca-se a Murcha de
Fusarium, causada pelo fungo de solo Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. phaseoli Kendrick
e Synder (Fop), que vem se tornando um problema crescente devido ao plantio sucessivo em
areas de monocultura em diversos paises produtores da cultura (ABAWI; PASTOR-
CORRALES, 1990; WORDELL FILHO et al., 2013; XUE et al., 2015). Os sintomas externos
da doenga incluem murcha, clorose foliar, desfolha prematura das folhas mais velhas e necrose
do tecido vascular, o que pode levar amorte da planta (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1987,
BURUCHARA; CAMACHO, 2000; XUE et al., 2013). Seu desenvolvimento ¢ favorecido por
temperaturas amenas e alta umidade de solo, podendo ocasionar redu¢do de mais de 80% no
rendimento de cultivares suscetiveis (SARTORATO; RAVA, 1994; FIALHO et al., 2015).

O controle da Murcha de Fusarium ¢ dificil, uma vez que o fungo apresenta ampla
variabilidade genética e pode sobreviver saprofiticamente em restos culturais ou por longos
periodos de tempo na auséncia do hospedeiro através de estruturas de resisténcia (ABAWI;
PASTOR-CORRALES, 1990; DHINGRA et al.,, 2006; YADETTA; THOMMA, 2013).
Atualmente, os principais métodos de controle envolvem a rotagdo de culturas e o uso de
genotipos resistentes, porém ainda ¢ escasso o numero de materiais resistentes disponivel
comercialmente (BURUCHARA; CAMACHO, 2000; SCHWARTZ et al., 2005; de BORBA
et al. 2017). Portanto, ¢ imprescindivel a identificagdo e caracterizacdo de materiais resistente
a Murcha de Fusarium.

Plantas sdao continuamente desafiadas por patdgenos, incluindo os de solo, e por isso
desenvolveram diversas estratégias de defesa contra o ataque destes microrganismos, como a
imunidade inata, barreiras pré- e pds-formadas (THORDAL-CHRISTENSEN, 2003). Os
compostos fenolicos sdo um dos principais grupos de metabolitos secundarios de plantas que
possuem importantes fungdes no seu desenvolvimento e sdao divididos em subgrupos, sendo os

flavonoides os principais compostos fenolicos encontrados em leguminosas (AGUILERA et
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al., 2010). Suas fungdes sdo diversas na resisténcia a estresses e incluem a capacidade
antioxidante, atuacdo como quelantes de ions metélicos e como moléculas sinalizadoras. Além
disso, podem atuar como moléculas sinalizadoras, afetar o crescimento e desenvolvimento
celular, s3o componentes da rizosfera e matéria organica, podem atuar diretamente sobre
microrganismos patogénicos e sdo responsaveis pela coloragdo de 6rgaos vegetais (MAKOI;
NDAKIDEMI, 2007; FERREYRA et al., 2012; MIERZIAK et al., 2014; FAN; BETA, 2017,
KHALID et al., 2019).

Estudos recentes sugerem que uma das estratégias de defesa de plantas contra
patdgenos de solo sdo a exsudagao de metabdlitos pelas raizes, porém, os mecanismos e fungdes
envolvidas nesta estratégia ainda ndo sdo completamente conhecidos. Entretanto, seu papel na
rizosfera ¢ evidente uma vez que possuem a capacidade repelente a patdgenos e atrativa para
microrganismos benéficos, sdo capazes de inibir o crescimento de espécies competidoras e de
alterar propriedades do solo (BAIS et al., 2006; LANOUE et al., 2010; de LA PENA et al.,
2010; WESTON et al., 2012; CONINCK et al., 2015; KHALID et al., 2019). De uma forma
geral, os compostos exsudatos pelas raizes pertencem a classe dos compostos fendlicos e
terpendides, sendo os flavonoides os principais metabolitos derivados da rota dos
fenilpropanoides encontrados em tecidos vegetais (LANOUE et al., 2010; CESCO et al., 2010)

Em estudos sobre a interagdo planta-patdogeno no patossistema feijado-Fop, autores
observaram expressdo génica diferencial, alteracdes morfologicas e metabolicas relacionadas
com mecanismos de defesa da planta neste patossistema (RAMOS et al., 2007; NINO-
SANCHEZ et al., 2015; XUE et al., 2015; GARCES-FIALLOS et al., 2017; de QUADROS et
al.,, 2019). Estes mecanismos de defesa podem ainda incluir o reforco da parede celular,
formagdo de espécies reativas de oxigénio, sinalizacdo da resisténcia sist€émica adquirida e o
acimulo de substancias quimicas com capacidade antimicrobiana, conhecidas como
fitoalexinas (GRAYER; KOKUBUN, 2001).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi quantificar a producao de compostos
sintetizados através da rota dos fenilpropanoides durante a interagao feijao - Fusarium

oxysporum f. sp. phaseoli.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Analisar a produ¢do de metabolitos da rota dos fenilpropanoides e a colonizagdo
vascular ao longo do tempo em plantas de feijdo suscetiveis e resistentes inoculadas com

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop).

2.2. Especificos

¢ Quantificar o contetido de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e faseolina
em raizes e hipocotilos de plantas de feijao suscetiveis e resistentes a Fop,

e Identificar compostos com atividade antimicrobiana presente em raizes e hipocétilos
de feijao suscetiveis e resistentes a Fop através da bioautografia;

e Quantificar o conteudo de lignina em raizes de plantas de feijdo suscetiveis e
resistentes a Fop;

¢ Quantificar a colonizagdo vascular de plantas de feijao suscetiveis e resistentes a Fop
por meio da determinagdo do contetdo de ergosterol;

e Avaliar a severidade da murcha de Fusarium em plantas de feijdo suscetiveis e

resistentes.

3. HIPOTESE

Existe diferenca na produgdo e acimulo de compostos fendlicos totais, flavonoides
totais, faseolina e lignina em plantas de feijao suscetiveis e resistentes inoculadas com

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Colocar avaliacao de severidade, evolucao da doenga.
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1. Cultura do feijao

4.1.1. Caracteristicas gerais

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) (Figura 1) pertencente a ordem Fabales,
familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae.O género Phaseolus abrange
aproximadamente 55 espécies e cinco sdo cultivadas. (VILHORDO et al., 1996). E a espécie
de maior importancia deste género e uma das principais fontes de proteina que complementa
alimentos ricos em carboidratos, como o arroz, milho ¢ mandioca, sendo fundamental para a
nutricdo de mais de 500 milhdes de pessoas em paises em desenvolvimento (GRAHAM;
VENCE, 2003).

A origem do feijao ¢ um assunto muito debatido, porém, evidéncias mostram que a
cultura ¢ originaria de duas populagdes selvagens da regido da Mesoamérica e Andina, que
divergiram de um ancestral comum ha mais de 100.000 anos (MAMIDI et al., 2012).
Aproximadamente 8.000 anos atras se deu o inicio da domesticacao independente destas duas
populagdes selvagens, na regido hoje conhecida como México e América do Sul, dando origem
ao feijdo que cultivamos atualmente. (BITOCCHI et al., 2013; SCHMUTZ et al., 2014;
VLASOVA et al., 2016).

Figura 1. Feijao comum (Phaseolus vulgaris L.)

Foto: Ana Carolina Galdino

O feijao ¢ uma planta cujo sistema radicular pivotante atinge aproximadamente 20 cm de
comprimento, concentrando a maior parte nos 10 cm superficiais do solo. O seu habito de
crescimento pode ser determinado (ereto) ou indeterminado (semiereto, prostrado e trepador).
Seu caule ¢ herbaceo. Suas folhas sdo pecioladas, trifolioladas e alternas, exceto as primarias
que sdo simples e opostas. As flores, cuja cor pode ser branca, rosea ou violeta, sdo agrupadas

em duas ou mais em um pedinculo formando a inflorescéncia. O fruto ¢ uma vagem de formato
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reto ou arqueado, cuja coloragdo varia de verde a marrom de acordo com seu grau de maturagao.
A semente possui alto teor de carboidratos e proteinas além de ampla variedade de cores, que ¢
utilizada na diferenciacao e classificagdo de cultivares de feijao (VILHORDO et al., 1996;
SILVA; COSTA, 2003).

Os estadios fenologicos do feijao comum (Figura 2) sdo divididos em duas fases: a
vegetativa (V) e a reprodutiva (R). A primeira € representada pelos estddios VO, V1, V2, V3 e
V4, enquanto a segunda ¢ representada pelos estadios RS, R6, R7, R8 e R9.

Figura 2. Estadios fenologicos do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.)

Fonte: OLIVEIRA et al., 2018.

O ciclo da cultura varia de 60 a 120 dias, dependendo do genoétipo e das condigdes de
cultivo (SANTOS; GAVILAINE, 2006). A época de semeadura do feijao pode ser dividida em
trés periodos distintos: o feijao das aguas (1?* safra), o feijdo da seca (2° safra) e o feijdo de
inverno (3% safra). O feijao de 1? safra ¢ semeado entre agosto até inicio de dezembro, periodo
que marca o inicio das chuvas, principalmente na regido sul do Brasil, e sua colheita ¢ realizada
de novembro a abril. A semeadura de 2% safra ¢ feita entre janeiro e margco em todos os estados
brasileiros e sua colheita ocorre entre marco e julho. Por fim, a semeadura de 3* safra ¢ feita de
abril a junho, preferencialmente com irriga¢ao suplementar e, sua colheita concentra nos meses
de julho a outubro (POSSE et al., 2010; SILVA, 2015

Diversos fatores climaticos influenciam o desenvolvimento da cultura, sendo a
temperatura e precipitagdo os mais importantes pois em condicoes ideais, determinam o
potencial de produtividade. Regides com temperatura variando entre 15 a 29°C sdo
consideradas aptas para o plantio, sendo 21°C a temperatura ideal de cultivo. Temperaturas
abaixo de 12°C podem reduzir, atrasar ou impedir a germinacdo de sementes e emergéncia de
plantulas, além de causar abortamento floral. Ja as temperaturas acima de 29°C sao prejudiciais
principalmente durante o florescimento pois causam o abortamento de flores e,
consequentemente, diminuem o nimero de vagens por planta (PORTUGAL et al., 2015). A
cultura ¢ bastante sensivel a falta de 4gua durante a floracdo, inicio da formag¢do de vagens e

enchimento dos gridos, uma vez que esse déficit afeta diretamente a producao de
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fotoassimilados. Geralmente, o requerimento total de d4gua da cultura est4 entre 250 a 350 mm

durante o ciclo vegetativo do feijao (OLIVEIRA et al., 2018).

4.1.2. Produtividade e papel socioeconémico

O feijao desempenha um papel social e econdmico importante em diversos paises; faz
parte da dieta da populacdo brasileira e ¢ composto por um elevado teor de proteinas,
aminoacidos essenciais, carboidratos, vitaminas € minerais. Os principais paises produtores sao
[ndia, Myanmar, Brasil, China e Estados Unidos (FAO, 2019). No Brasil, 57,3% do feijao
produzido € o carioca, 27,1% ¢ de feijao preto comum e 15,6% ¢ de feijao-caupi. A principal
regido produtora de feijao ¢ o Sul do Brasil, representando 72% da produgao total (EPAGRI,
2019).

O consumo desta leguminosa no Brasil depende da cor e tipo de grdo bem como de
seus atributos particulares para a culindria nas diferentes regides do pais. O feijdo preto ¢é
consumido principalmente no Rio de Janeiro, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Distrito
Federal, representando 20% do total, enquanto o feijdo carioca ¢ tipo mais consumido no Brasil,
representando 70% do total, principalmente em Sdo Paulo e demais regides do pais (USDA,
2010). Na safra 2018/19 (Apéndice B) a produgao de feijao no Brasil ultrapassou 3 milhdes de
toneladas, sendo o Parand o principal Estado produtor, seguido por Minas Gerais ¢ Mato
Grosso. Na safra em questdo, Santa Catarina foi o 9° maior produtor, com mais de 100 mil
toneladas produzidas (CONAB, 2019), sendo 49% da area plantada com feijao preto (EPAGRI,
2019).

4.1.3. Principais doencas

Devido ao fato de que o feijao ¢ cultivado em vérias areas no Brasil, desde regides de
clima temperado a quente, as condigdes propicias ao cultivo também torna favoravel a
ocorréncia de uma grande diversidade de pragas, plantas daninhas e doencgas, que interferem no
desenvolvimento e produ¢ao da cultura (CARVALHO; PEREIRA, 2015).

Dentre as principais doengas de feijao, pode ser citado a antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum), mancha angular (Phaeoisariopsis griseola), mosaico dourado (BGMV) e a
Murcha de Fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), que podem

reduzir drasticamente a produtividade da lavoura (WORDELL FILHO et al., 2013).
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4.2. Murcha de Fusarium

4.2.1. Ocorréncia

O primeiro relato da doenca foi feito por Harter na Califérnia/EUA em 1929, onde foi
caracterizada por murcha de plantas, amarelecimento, queda das folhas e colonizagdo vascular.
Apos estudos de patogenicidade foi constatado que tal patogeno poderia ser distinguido de
outras formae speciales de Fusarium oxysporum que acometiam o feijao e foi proposto o nome
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (KENDRICK; SNYDER, 1942).

No Brasil, o primeiro relato da doenca foi feito da regido de Laranjal Paulista/SP, em
plantas de feijdo da variedade Rosinha por CARDOSO et al. (1966). Em 1974, CRUZ et al.
diagnosticaram a doenga em cultivos de feijdo vagem em Juquia, Cosmopolis, Campinas, Itariri
e Mogi Guagu no Estado de Sdo Paulo. COSTA et al. (1982) relataram a ocorréncia da murcha
de Fusarium em areas experimentais em Alagoas e Pernambuco, ¢ no ano seguinte, MOHAN
et al. (1983) relataram sua presenca em regides do Estado do Parana. Em 1986, foi constatado
a ocorréncia da doenca em Minas Gerais por ZAMBOLIM et al. (1987) e GOULART (1988).
No nordeste brasileiro foi observado a ocorréncia endémica da doenca por PASTOR-
CORRALES e ABAWI (1987) e, em 1990, BALARDIN et al. relataram um aumento
significativo da doenga em areas de cultivo de feijdo em Santa Catarina.

Atualmente, esta doenca ¢ encontrada em todas as regides produtoras de feijdo dado o
cultivo sucessivo e poucos cuidados no controle preventivo da mesma, principalmente em éareas
de monocultura (WORDELL FILHO et al., 2013). As perdas de produtividade variam de 80 a
100% e estdo relacionadas ao nivel de infestagdo, variedade utilizada, as caracteristicas fisicas,

quimicas e bioldgicas do solo, bem como condi¢des ambientais (FIALHO et al., 2015).
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4.2.2. Etiologia

O agente causal da Murcha de Fusarium ¢ o fungo Fusarium oxysporum Schlecht f.
sp. phaseoli Kendrick & Snyder. Este fungo produz micélio abundante cuja cor pode variar de
branco ao violeta, de acordo com a idade da coldnia (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Os
esporos assexuados (Figura 3) sdo representados por microconidios, macroconidios e
clamidésporos. Os microconidios sdo hialinos, unicelulares, elipticos e produzidos na
extremidade dos conidioforos. Os macroconidios sao produzidos no apice do conidiéforo, em
fidlides curtas, ou na superficie de esporoddquios (conididforos agregados em massa unidos
pela base) e, possuem formato fusiforme, com extremidade pontiaguda, com 3 a 5 septos,
medindo de 3-6 x 25-30 um. Os clamidésporos sao globosos, com parede espessa, podem medir
2-4 x 6-15 um geralmente abundantes e localizados nas extremidades ou intercaladamente nas
hifas, atuando como estruturas de resisténcia (BIANCHINI et al.,, 2005; LESLIE;
SUMMERELL, 2006; BEDENDO, 2018).

Figura 3. Esporos de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.

i

Legenda: (a) microconidios; (b) macroconidios; (c)
clamidosporos terminais (setas); (d) macroconidios em fidlide
(setas). Barra: 20 um. Fotos: Ana Carolina Galdino



22

4.2.3. Taxonomia

O fungo Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder ¢
classificado da seguinte forma (AGRIOS et al., 2005; GEISER et al., 2013):

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Classe: Sordariomycetes

Ordem: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Espécie: F. oxysporum Schlechtendahl emend. Kendrick & Snyder

Forma especial: F. oxysporum f. sp. phaseoli

4.2.4. Sintomatologia

Os sintomas (Figura 4) iniciais da doenga podem ser observados nas folhas primarias
de feijdo, a partir dos 10 dias apds a inoculagdo, sendo caracterizados por clorose, murcha,
nanismo pronunciado, desfolha completa em algumas plantas, além da descoloragdo vascular
na regido da coroa da raiz e hipocétilo, que adquirem uma coloracdo pardo-avermelhada
levando a eventual morte da planta (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1987; BURUCHARA;
CAMACHO, 2000; WORDELL FILHO, 2013; NINO-SANCHEZ et al., 2015; XUE et al.,
2015).

Como consequéncia da infec¢do, as plantas exibem sintomas de forma progressiva nas
folhas, iniciando pelas inferiores até alcancar as superiores, sendo facilmente observados nas
fases de pré-floragao e enchimento de graos, o que pode ocasionar a produgdo de vagens vazias
(BURUCHARA; CAMACHO, 2000; WORDELL FILHO, 2013). No campo, ¢ possivel
observar areas em reboleira com plantas sintomaticas, especialmente em locais recentemente
infestados e, quando a infec¢do € severa, a planta pode secar completamente (WORDELL

FILHO, 2013). Em condi¢des de alta umidade relativa do ar pode-se observar a esporulacao
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rosada do fungo sobre o caule de plantas mortas (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1987;

BIANCHINI et al., 2005).

Figura 4. Sintomas externos da murcha de Fusarium em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.)

(28 dias - 20 dai)

(32 dias ~24-dai) $0 (34 dias - 26 dai) (38 dias - 30 -ﬁ’

Legenda: (a) clorose; (b) murcha; (c) necrose foliar; (d) desfolha; (e) morte e (f) necrose
vascular. Barra: 2 cm. (idade da planta — dias apés a inoculaciio) Fotos: Ana Carolina
Galdino

4.2.5. Ciclo de relacao patogeno hospedeiro

Patogenos vasculares como Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) sao
caracterizados pela sua capacidade de colonizar o sistema vascular do hospedeiro e obter
nutrientes de células do parénquima do xilema (GARCIA- SANCHEZ et al., 2010; NINO-
SANCHEZ et al., 2015; YADETA; THOMMA, 2013).

O ciclo de relacdo patogeno-hospedeiro (Figura 5) tem inicio através da germinacao
de esporos do fungo em resposta aos exsudatos liberados pelas raizes do hospedeiro (YADETA;
THOMMA, 2013). A infeccdo de plantas de feijao ocorre através de ferimentos, aberturas
naturais e, preferencialmente, pela juncdo das raizes laterais e principal (NINO-SANCHEZ et

al., 2015).
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Em seguida, as hifas crescem no espago intercelular da epiderme e cortex da raiz até
atingir o xilema (JIMENEZ-FERNANDES et al., 2013; NINO-SANCHEZ et al., 2015;
GARCES-FIALLOS et al. 2017; de QUADROS, 2019), iniciando o processo de colonizagao
do sistema vascular e parte aérea, induzindo o aparecimento dos sintomas tipicos de murcha
vascular (BURUCHARA e CAMACHO, 2000). Devido ao fato de ser um colonizador vascular
especializado e por razdes ainda desconhecidas, Fop acumula uma maior quantidade de micélio
em regides aéreas da planta (NINO-SANCHEZ et al., 2015) onde esporula produzindo
microconidios que, podem ser levados pela seiva da planta para outras regioes da planta, nas
quais germinam, produzem hifas, penetram a parede dos vasos do xilema, produzindo
microconidios, dando continuidade ao processo de colonizagdo (BECKMAN, 1987; DI
PIETRO et al., 2003; GARCES-FIALLOS et al. 2017).

Figura 5. Ciclo de relacdo patdogeno hospedeiro de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em feijao
(Phaseolus vulgaris L.)

Penetragdo pela jungio daraiz

Germinagdo do esporo

S

Esporos presente em Q0 [} 4/
tecidos infectados ou 4 5 (e
no solo a | ’t

Gomas em células
adjacentes e micélio

Entupimento dos
vasos do xilema

g 9 dai

Conidios formados
em esporoddquio

| —
Txv~ — |
Esporos formados { F

no solo
Planta sintomatica
a partir dos 10 dai
Legenda: (a) microconidios; (b) macroconidios; (c) clamidosporos e (d) micélio.
Fonte: adaptado de BENDENO, 2018.
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Andlises microscopicas de tecidos da raiz e hipocétilo de plantas do cv. Uirapuru e
UFSC-01 feitas por GARCES-FIALLOS et al. (2017) ¢ de QUADROS (2019) revelaram o
processo de colonizagdo vascular por Fop, como segue: ao 1 dai, Fop penetrou o tecido
hospedeiro através da jun¢do das raizes, foi observado na parede externa de células da epiderme
e progrediu para o cortex da raiz onde produziu esporos (conidios e clamidésporos). Aos 3 dai,
o fungo atingiu o espaco intercelular das células do cortex da raiz no gendtipo UFSC-01 e foi
observado o acumulo de compostos similares a carboidratos e fenolicos. Neste momento, no
genotipo Uirapuru o fungo atingiu os espacos intra- e intercelulares dos vasos do xilema. Aos
6 dai, o patdgeno havia colonizado vasos do xilema do hipocoétilo do gendtipo suscetivel e as
células do xilema das raizes do UFSC-01. Por fim, aos 9 dai células do xilema do cv. Uirapuru
foram mais colonizadas do que as do UFSC-01, a destruicao de vasos xilematicos foi observada
apenas no gendtipo suscetivel, o acumulo de carboidratos e fenolicos aconteceu em ambos
gendtipos e Fop foi observado no xilema do hipocoétilo do cv. Uirapuru e UFSC-01. Contado,
em maior intensidade no genotipo suscetivel.

Posterior a colonizagdo dos tecidos aéreos, os vasos do xilema colapsam devido ao
acimulo do micélio do fungo, producdo de toxinas e respostas de defesa do hospedeiro como
géis, gomas, tiloses e outros metabdlitos secundarios, produzindo uma drastica redu¢do no
transporte de 4gua para a parte aérea da planta, acarretando na morte da mesma (DI PIETRO et
al., 2003; RONCERO et al., 2003; DIVON et al., 2006; YADETA; THOMMA, 2013; NINO-
SANCHEZ et al., 2015; GARCES-FIALLOS et al. 2017; de QUADROS et al., 2019). Apos a
morte da célula hospedeira em estdgios avancados da doenga, pode ser observado o
desenvolvimento de clamiddsporos € macroconidios sobre o tecido hospedeiro, induzidos pela
degradacdo das células hospedeiras e necessidade de nutrientes do fungo (BURUCHARA;
CAMACHO, 2000; HALL et al., 2013; NINO-SANCHEZ et al., 2015).

Além disso, uma massa conidial rosada, constituida principalmente por esporoddquios
pode ser observada na superficie do caule de plantas mortas. Estas estruturas podem atuar como
fonte de indculo para plantas sadias adjacentes ou para aumentar o nimero de propagulos no
solo (PASTOR-CORRALES; ABAWI 1987, SALGADO; SCHWARTZ, 1993). Os
clamidosporos, que permanecem no solo ou em restos de cultura por longos periodos de tempo
na auséncia do hospedeiro, atuam como fonte primdria de indculo em novos cultivos
(KENDRICK; SNYDER, 1942; ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990, SOUSA et al., 2014).
A disseminacdo de Fusarium oxysporum dentro da area de cultivo pode ser feita através da dgua
de chuva ou irrigacdo e da movimentacdo do solo no processo de gradagem e aragdo. Ja a

disseminagdo a longa distancia pode ocorrer através de mudas, solos e sementes contaminadas
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(BEDENDO, 2018). As sementes contaminadas s3o a principal forma de disseminacdo desta
doenga a longas distancias, podendo atingir uma taxa de transmissdo de 42,8% (SANTOS et

al., 1996).

4.3. Mecanismos de defesa da planta

As plantas se defendem do ataque de patogenos através da combinacido de dois
mecanismos: 1) caracteristicas estruturais que atuam como barreiras fisicas e inibem a
penetracdao e colonizacao dos tecidos vegetais pelo patdogeno e 2) reagdes bioquimicas em
células e tecidos do hospedeiro, onde sdo produzidas substincias que atuam como barreiras
fisicas e sdo toxicas ao patdogeno que criam condi¢des que inibem o desenvolvimento do mesmo
na planta (AGRIOS et al., 2005). O primeiro também ¢ conhecido como os mecanismos de
defesa pré-formados e o segundo, como os mecanismos de defesa induzidos ou pds-formados.
A combinagdo entre estes mecanismos no processo de defesa da planta é variavel de acordo
com a relagdo patdgeno-hospedeiro, idade da planta, tipo de tecido e 6rgao afetado, condi¢des
nutricionais da planta e condi¢des ambientais (AGRIOS et al., 2005).

Em casos quando os mecanismos de defesa pré-formados (barreiras fisicas ou
substancias de defesa pré-existentes) da planta ndo forem suficientes para impedir a germinagao
do esporo ou penetragao do patdgeno, esta utiliza os mecanismos pos-formados na tentativa de
bloquear ou atrasar a colonizagdo pelo patdogeno através da acdo direta sobre o patdgeno
(GRAYER; KOKUBUN, 2001). Essas respostas sdo induzidas pela ativa¢ao de genes de defesa
da planta relacionados com a imunidade induzida por microrganismos/patégenos (MTI/PTI) ou
pela imunidade induzida por efetores (ETI). A primeira ¢ ativada apds o reconhecimento de
padrdes moleculares associados a microrganismos (MAMP) ou a patdégenos (PAMP), enquanto
a segunda ¢ ativada pelo reconhecimento de proteinas efetoras (YADETA; THOMMA, 2013).

O processo de infec¢do da planta por F. oxysporum € complexo e envolve diversos
estagios de interagdo patogeno-hospedeiro, como por exemplo, o reconhecimento das raizes do
hospedeiro e adsor¢do, penetracdo da hifa em diferentes tecidos da raiz, penetragdo e
colonizacdo do xilema e, adaptacdo ao ambiente interno da planta (ZVIRIN et al., 2010). O
reconhecimento de patdgenos responsaveis pela murcha vascular ¢ mediado por receptores
extra e intracelulares que levam a respostas de defesa nos vasos do xilema através da ativagao
do sistema imune inato da planta (YADETA; THOMMA, 2013).

Mecanismos estruturais de defesa vegetal contra patdgenos vasculares compreendem

a formacao de tiloses, géis, gomas, reforco da parede celular e deposi¢ao de calose (YADETA;
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THOMMA, 2013; GARCES-FIALLOS et al., 2017). J4 os mecanismos bioquimicos de defesa
contra estes patdogenos sao representados pela ativacao de genes de defesa levando ao aumento
da atividade enzimatica e produc¢ao de compostos antimicrobianos como espécies reativas de
oxigénio, compostos fenolicos, enxofre inorganico e fitoalexinas (RAMOS et al., 2007;
AHUJA et al., 2012; NINO-SANCHEZ et al., 2015; XUE et al., 2015; de QUADROS et al.,
2019). Alguns dos compostos quimicos acumulados na seiva do xilema modulam a morfologia
de tecidos do xilema inibindo a colonizagdo vertical e horizontal, enquanto outros possuem
capacidade antimicrobiana e sdo capazes de eliminar o patégeno (YADETA; THOMMA,
2013).

As reacdes bioquimicas que ocorrem nas células do hospedeiro produzem substancias
que se mostram toxicas ao patdogeno ou criam condigdes adversas para o crescimento do mesmo
no interior da planta. Embora os mecanismos estruturais possam atuar em diferentes niveis na
defesa das plantas contra alguns tipos de patdogenos, pesquisas mostram que, na maior parte das
interagdes, sdo substancias produzidas nas células do hospedeiro, antes ou ap6s a infecgdo, que
contribuem significativamente para a resisténcia (PIASECKA et al., 2015).

De maneira geral, para contribuirem para a resisténcia, as substincias pré- ou pos-
formadas devem estar presentes e/ou ser acumuladas em concentragdes adequadas nas partes
invadidas e em formas acessiveis ao patogeno. Além disso, alteragdes na concentra¢do dessas
substancias devem ser correlacionadas com mudancas na expressao da doenca (PASCHOLATT;

DALIO, 2018).

4.3.1. Compostos fenolicos

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, pode ser destacado os compostos fenodlicos
que sdo um grupo diverso de metabolitos secundarios e representam aproximadamente 40% do
carbono orgéanico em plantas. Eles possuem uma ampla variagdo em tamanho e complexidade
da molécula mas, geralmente sdo constituidos de um anel aromatico (Cs) ligado diretamente a
pelo menos um grupo hidroxila ou outros como grupo carboxila e metila, que possuem carater
polar, permitindo sua dissolu¢do em agua (KUTCHAN et al., 2015; KULBAT, 2016).

Os compostos fendlicos sdao metabolitos secundarios de plantas oriundos da rota do
chiquimato-fenilpropanoides-flavonoides. A classificagdo destes compostos foi feita
considerando o esqueleto de carbono inicial e € composta pelas seguintes classes: Ce (fenol
simples, benzoquinonas); Cs-Ci (4acidos fendlicos); C¢-Ca (acido fenilacético, acetofenona); Ce-

C3 (acidos hidroxicindmicos, coumarinas, fenilpropanos, cromonas); C¢-C4 (naftoquinonas);
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Cs-C1-Cs  (xantonas); C¢-Ca-Cs (estilbenos, antraquinonas); C¢-C3-Cs (flavonoides,
isoflavonoides); (Ces-C3)2 (lignanas, neolignanas); (Cs-C3-Ce)2 (biflavonoides); (Ces-C3)n
(ligninas); (Cs)na (catecol melaninas) e (Cs-C3-Ce)n (taninos condensados) (LATTANZIO et al.,
2006).

4.3.2. Flavonoides

Os flavonoides sdo o grupo de compostos derivados da rota dos fenilpropanoides mais
estudados (KUTCHAN et al., 2015) e o principais compostos fenolicos encontrados em
legumes (AGUILERA et al., 2010). Quimicamente, sua molécula possui um esqueleto de 15
carbonos, que consiste em dois anéis aromaticos conectados por 3 carbonos (Ce-C3-Cs)
(KULBAT, 2016).

A biossintese de flavonoides ocorre através de duas rotas: a rota do acetato (anel A) e
arota do chiquimato (anel B em conjunto com a cadeia de ligagdo — anel C — criando o esqueleto
Cs-C3). O anel A ¢ sintetizado a partir de trés moléculas de malonil-CoA oriundas da
transformagdo de glicose, enquanto o anel B ¢ sintetizado a partir de 4-coumarioul-CoA
produzido a partir da fenilalanina na rota do chiquimato (Figura 6). A condensacdo dos anéis A
e B geram a chalcona, que ¢ isomerizada para formar flavonona e entdo ¢ utilizada como
precursor da sintese dos demais flavonoides. Atualmente sdo conhecidos aproximadamente
7000 flavonoides e todos eles possuem esta rota biossintética dos fenilpropanoides em comum,

portanto, compartilham o mesmo esqueleto estrutural basico (NABAVI et al., 2018).

Figura 6. Estrutura geral dos flavonoides
'

Legenda: A e B: benzeno; C: pirona. Os nimeros indicam as posi¢des onde
podem ocorrer saturacdo ou oxida¢do no processo de formagdo de outros
flavonoides. Fonte: NABAVI et al., 2018.

Esta rota bioquimica se ramifica e produz diversas classes de flavonoides incluindo
di-hidrochalconas, auronas, flavanonois, flavonas, isoflavonas, flavonodis, antocianinas,

protoantocianidinas e leucoantocianidinas (KHALID et al., 2019). Devido a estrutura quimica
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diversa e variedade de compostos gerados através da adi¢do de radicais, os flavonoides possuem
diferentes funcdes nas plantas como por exemplo a prote¢ao contra estresses abioticos (radiagao
UV, seca, calor e salinizagdo) e bidticos (ataque de herbivoros e patdgenos); sdo responsaveis
pela sinalizagdo durante o processo de nodulagdo, pela coloragdo de flores e outros 6rgaos
vegetais, pelo aroma e palatabilidade de frutos, pela manutencdo do estado redox em células;
participam do transporte de auxina e da remogao de radicais livres, como as espécies reativas
de oxigénio, em tecidos vegetais (FERREYRA et al., 2012; MIERZIAK et al., 2014; KHALID
etal., 2019).

Os flavonoides relacionados a defesa podem ser divididos em dois grupos: compostos
pré-formados e compostos induzidos. O primeiro grupo corresponde aquelas substancias
sintetizadas durante o desenvolvimento normal do tecido vegetal enquanto o segundo, sdo
produzidos em resposta a estresses bidticos e abidticos. Os flavonoides cuja produgdo ¢
induzida apoOs estresses e possuem acdo antimicrobiana também sdo conhecidos como

fitoalexinas (VANETTEN et al., 1994; TREUTTER, 2006).

4.3.2.1. Fitoalexinas

Um dos relatos mais antigos sobre a produgdo de fitoalexinas foi feito por Noel
Bernard em 1911, ao descobrir que tubérculos de duas espécies de orquideas se tornaram
resistente ao ataque de patdgenos apos a infeccdo com Rhizoctonia repens, através da produgao
de substancias antiflingicas que sdo formadas especificamente quando as plantas sdo atacadas
por fungos (GRAYER; KOKUBUN, 2001). Em 1940, Miiller e Borger demonstraram que a
infeccdo do tubérculo de Solanum tuberosum com uma raca incompativel de Phytophthora
infestans induziu resisténcia contra a subsequente infec¢do com uma raga compativel do mesmo
fungo. A partir disto, os autores propuseram o primeiro conceito de fitoalexinas, baseado na
hipotese de que o tecido da planta, em resposta a rea¢ao incompativel, produzia substancias nao
especificas que inibiam o desenvolvimento do patdogeno e protegiam o tecido contra posteriores
infeccoes por patdogenos compativeis (HAMMERSCHMIDT, 1999; GROBKINSKY et al.,
2012).

Atualmente, as fitoalexinas sdo caracterizadas como um grupo heterogéneo de
metabolitos secundarios de baixo peso molecular, com atividade antimicrobiana, produzidos
por plantas apds a indugao por estresses bioticos e abidticos como por exemplo, a infec¢ao por
microrganismos fitopatogénicos, injurias fisicas e indu¢do com substancias quimicas. Estes

compostos sdo produzidos por células sadias adjacentes a células danificadas no local de
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infeccdo e seu acumulo ocorre tanto em tecido resistente quanto suscetivel, sendo que a
resisténcia ocorre quando a concentragdo de uma ou mais fitoalexinas atinge uma concentra¢ao
suficiente para a restricdo do desenvolvimento do patégeno (AGRIOS et al.,, 2005;
GROBKINSKY et al., 2012).

A sintese destes metabolitos ocorre de novo ap6s a infecgdo do patdégeno, sendo up ou
down-regulated por elicitores enddgenos, como a expressdo de fitohormonios (acido
jasmonico, acido salicilico, etileno, auxinas, acido abscisico, citocininas e, em menor extensao,
giberelinas), por reguladores transcricionais, genes relacionados a defesa da planta, € também
através de elicitores exdgenos e do patégeno, envolvendo a atividade de diversas enzimas, que
exige alta coordenacgdo da transdugdo de sinais e regulacdo da expressao génica. (AGRIOS et
al., 2005; AHUJA et al., 2012; GROBKINSKY et al.,, 2012; JEANDET et al., 2014;
HAMMOND-KOSACK; JONES, 2015). Este mecanismo ¢ uma alternativa economica de
energia gasta pela célula para defesa contra patdgenos uma vez que os recursos energéticos vao
para a sintese de fitoalexinas somente no inicio e no local da infec¢do (GRAYER; KOKUBUN,
2001). As fitoalexinas podem ndo apenas matar o patdgeno invasor, mas também retardar sua
propagacdo, permitindo que a planta ative respostas de defesa mais sofisticadas, porém mais
lentas (GROBKINSKY et al., 2012). A interag¢do entre planta e patogeno depende em grande
parte na habilidade do Ultimo metabolizar as fitoalexinas as quais estd exposto (JEANDET,

2014).
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Andlises fisioldgicas e bioquimicas feitas durante a interagdo planta-patdégeno
revelaram que o espectro destes compostos acumulados em resposta a varios patdégenos
depende fortemente da espécie e familia da planta (GROBKINSKY et al., 2012). As fitoalexinas
sao derivadas do metabolismo central interconectado (Figura 7) que pode ser grosseiramente
separado em metabolismo de alcaldides, isoprenoides (terpendides) e fenilpropanoides. Estas
rotas formam diferentes classes de fitoalexinas dependendo do precursor inicial e conversdes
enzimaticas subsequentes ao longo de ramos metabdlicos especificos (GROBKINSKY et al.,
2012). A fenilalanina, ¢ o substrato para a sintese de vérias fitoalexinas da classe dos
flavonoides ¢ isoflavonoides através agdo da enzima fenilalanina amonia-liase na rota
biossintética dos fenilpropanoides (MANSFIELD, 2000; HAMMOND-KOSACK; JONES,
2015).

Figura 7. Rota biossintética e metabolitos na produgdo de fitoalexinas.
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Os intermediarios derivados do metabolismo primario de carbono sdo utilizados como
precursores da sintese de metabolitos secundérios especificos (em negrito).
Fonte: adaptado de GROBKINSKY et al., 2012.
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4.3.2.1.1. Fitoalexinas em Fabaceae

A familia Fabaceae compreende varias leguminosas comestiveis como a soja (Glycine
max), ervilha (Pisum sativum), grao-de-bico (Cicer arietinum), alfalfa (Medicago sativa),
amendoim (Arachis hypogaea), além do feijdo (Phaseolus vulgaris). O maior niimero de
espécies estudadas na produgdo de fitoalexinas pertence a esta familia, sendo que pelo menos
600 espécies ja foram pesquisadas (HARBORNE, 1999; AHUJA et al., 2012).

A maioria das fitoalexinas produzidas por esta familia pertencem a cinco classes de
isoflavonoides: isoflavonas, isoflavanonas, pterocarpenos, isoflavanos e coumestanos.
Algumas fitoalexinas pterocarpanicas como a pisatina (produzida por Pisum sativum), faseolina
(produzida por Phaseolus vulgaris), gliceolina (produzida por Glycine max) e medicarpina
(produzida por Medicago sativa) sao mais estudadas (Figura 8). Além desses compostos, um
pequeno nimero de leguminosas também produz fitoalexinas ndo isoflavonoides, como

furanoacetilenos e estilbenos (JEANDET et al., 2014).

Figura 8. Biossintese de fitoalexinas derivadas da rota dos fenilpropanoides em Fabaceae
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Legenda: PAL: fenilalanina amonia-liase; CHS: chalcona sintase; CHR: chalcona redutase;
CHI: chalcona isomerase; IFS: isoflavona sintase.
Fonte: adaptado de PIASECKA et al., 2015

4.3.2.1.1.1. Faseolina

A faseolina, uma globulina 7S (classe vicilina), ¢ a principal proteina de

armazenamento em Phaseolus vulgaris L., representando mais de 50% do total de proteinas da
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semente de feijio (YAO et al., 2016). E considerada uma proteina oligomérica composta por
trés subunidades de polipeptideos: a-, B- e y -faseolina, com peso molecular variando de 43 a
53 kDa (BOLLINI; VITALE, 1981; YIN et al., 2010).

A diversidade molecular da faseolina tem sido utilizada como um indicador da
domesticagdo do feijdo comum na regido da América Central e dos Andes (MONTOYA et al.,
2010), uma vez que oferece informagdes botanicas, arqueoldgicas e histéricas devido ao
polimorfismo, estabilidade ambiental e caracteristicas bioquimicas complexas (GEPTS, 1988).

Mais de 40 diferentes tipos de faseolina, de acordo com sua composi¢ao polipeptidica,
jé& foram encontrados em materiais de feijao selvagem e cultivado (MONTOYA et al., 2010).
O feijao possui tipos distintos de faseolina de acordo com seu centro de origem. Os materiais
oriundos da regido da Mesoamérica aprentam faseolina do tipo S (Sanilac), M (Middle
America) ou B (Boyacd), enquanto os materiais originarios da regido dos Andes apresentam
faseolina do tipo T (Tendergreen), C (Contender), H (Huevo de Huanchaco), A (Ayacucho), J
(Jujuy) ou I (Inca) (GEPTS; BLISS, 1986; GEPTS et al., 1986; KOENING et al., 1990).

A faseolina se acumula rapidamente nos cotilédones da semente de feijdo até a
germinagdo, quando entdo ¢ degradada por enzimas proteoliticas presentes em plantulas (SUN
etal., 1978; HALL et al., 1999). Sua producdo em tecidos de feijao pode ser induzida por agdo
de substancias abiodticas como cloreto de cobre (DEWICK; STEELE, 1982; DURANGO et al.,
2002), cloreto de mercurio e acido abscisico (GOOSSENS et al., 1987) e acido salicilico
(DURANGO et al., 2013) e também quando desafiadas por patogenos como Colletotrichum
lindemuthianum (BAILEY, 1974), Rhizoctonia solani (SMITH et al., 1975; GOOSSENS; VAN
LAERE, 1983), e Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (BOZKURT; SOYLU, 2011), ou
com fungos saprofitas (SOLINO et al., 2017).

4.4. Lignina

A lignina ¢ um heteropolimero complexo que consiste primariamente em unidades de
p-hidroxifenil, guaiacil e seringil formadas através da oxidagdo dos dalcoois p-coumaril,
coniferil e sinapil, respectivamente, que sdo produtos da rota dos fenilpropanoides
(VANHOLME et al., 2010). Este polimero ¢ depositado na parede de células especializadas em
tecidos vegetais, na lamela média ou nas paredes primarias e secundarias das células. Possui
fungdes como suporte mecanico, estabilidade para tecidos vasculares do xilema, defesa vegetal
contra pragas e patdogenos e ainda pode atuar como barreira apoplastica e permitir o transporte

de seiva em tecidos vasculares (BARROS et al., 2015) Sua composi¢do quimica dificulta a
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digestao por herbivoros e pode inibir o crescimento de microrganismos patogénicos (HELDT;
PIECHULLA, 2011).

A lignificacdo atua como uma barreira fisica contra a penetragao de patdogenos através
do aumento da resisténcia da parede celular a enzimas degradadoras, e ainda na difusdo de
toxinas do patdgeno em direcdo ao hospedeiro e de nutrientes do hospedeiro em direcdo ao
patoégeno. Além disso, a produ¢do e deposicdo de uma gama de polimeros fenolicos similares
a lignina e espécies de ligninas na parede celular pode ser induzida apos estresses bioticos ou
abioticos, o que limitaria e/ou confinaria o crescimento de patogenos (BHUIYAN et al., 2009;
SATTLER; FUNNEL-HARRIS, 2013; PASCHOLATI; DALIO, 2018). Propriedades
bioquimicas da lignina como concentragdo, composi¢do, estrutura e localizagdo, podem
influenciar as funcdes celulares em diferentes formas, variando dentre as camadas da parede
celular, tipos de células, orgdos, estagio de desenvolvimento, espécie vegetal e condicdes

ambientais (BARROS et al., 2015).

4.5. Ergosterol

O ergosterol ¢ o principal esterol componente da membrana plasmatica de fungos e
ausente em plantas superiores. Suas principais fun¢des envolvem a manutengdo da integridade
e fluidez de membranas, permeabilidade de cations, crescimento celular e atividade de enzimas
de membrana (NIEMENMAA et al.,, 2008; LIU et al., 2013; YUN et al., 2014). Sua
determinag¢do tem sido aplicada quando € necessario o acompanhamento do crescimento
fingico em meio soélido, solos, tecidos vegetais, sedimentos e outros (VARGA et al.; 2006;
NIEMENMAA et al., 2008; BALDRIAN et al., 2013; YUN et al., 2014; GARCES-FIALLOS
etal., 2017).

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Material biolégico

Sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (cv. Uirapuru) e resistente
(linhagem UFSC-01) a Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) (de BORBA et al., 2017) e o
isolado altamente agressivo MANE 174 — raca 6 de Fop, determinada de acordo com ALVES-
SANTOS et al. (2002), mantido em meio BDA a 25°C £ 1°C e fotoperiodo de 12 h, foram

utilizadas nos experimentos.
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O isolado CBS 125088 de Alternaria brassicicola foi utilizado para a deteccdo de
compostos com atividade antimicrobiana presente nos extratos vegetais apds a cromatografia
de camada delgada. O fungo foi mantido em placas de Petri contendo meio V8 a 25°C £ 1°C

no escuro por 15 dias para a esporulacdo (de FREITAS; STADNIK, 2015).

5.2. Condicdes de cultivo de plantulas

Apos a desinfestacdo superficial das sementes por imersdo em etanol 70% por 1 min,
seguida pela imersdo em hipoclorito de sédio 0,5% por 2 min e lavagem em agua destilada, a
semeadura foi feita em bandejas de polietileno de 15 células (234 cm? por célula) contendo
vermiculita esterilizada como substrato. Em seguida, as bandejas foram acondicionadas em
camara de crescimento em condigdes controladas a 25°C £ 1°C e 12 h de fotoperiodo com luz
branca a 180 umol m?s! e a irrigagdo foi realizada de acordo com a necessidade hidrica da

cultura. As plantas foram cultivadas por 8§ dias antes da inoculagao.

5.3. Inoculacao

Para a obtencao do in6culo, Fop foi crescido até a esporulagdo em placas de Petri
contendo meio cravo-agar a 25°C + 1°C e fotoperiodo de 12 h por 3 semanas (LESLIE;
SUMMERELL, 2006). A suspensao de esporos foi preparada através da adicdo de 10 mL de
agua destilada as placas de Petri com meio cravo-agar, seguido de filtragem em camada dupla
de gaze para a remocdo de fragmentos de micélio e ajuste da concentragdo de conidios em
camara de Neubauer para 1 x 10° conidios mL~' (GARCES-FIALLOS et al., 2017).

As plantulas de feijao com 8 dias de idade, no estadio fenoldgico V2 (folhas primarias
totalmente expandidas), foram removidas da vermiculita e suas raizes lavadas em agua
destilada. A inoculagdo foi realizada através da imersao do sistema radicular em uma suspensao
de conidios de Fop na concentra¢io de 1 x 10° conidios mL" por 20 minutos (GARCES-
FIALLOS et al., 2017). Plantulas cujo sistema radicular foi imerso em agua destilada por 20
min foram utilizadas como controle.

Apos a inoculagdo, as plantulas foram transplantadas para bandejas de células e
mantidas nas condigdes descritas anteriormente. A irrigacao foi feita conforme a necessidade
hidrica da cultura com solu¢do nutritiva (Dripsol; Ca, N, P, K, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn
a 0,69; 0,93; 0,19; 1,2; 0,2; 0,3; 0,0015; 0,0007; 0,0075; 0,0025; 0,0002 e 0,004 g L

respectivamente) diluida em agua.
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5.4. Amostragem

Para a determinagdo do contetudo de fendlicos totais, flavonoides, faseolina, lignina e
ergosterol, a amostragem foi realizada aos 1, 3, 6 ¢ 9 dias ap6s a inoculagdo (dai) e para a
avaliacdo da severidade da doenga e necrose vascular a amostragem foi realizada aos 30 dai.
Foram coletadas 16 amostras ao longo do tempo para cada tipo de analise bioquimica e 24
amostras para a avaliagdo de severidade e necrose vascular.

Apo6s a remocao das plantulas do substrato e lavagem das raizes em agua destilada, as
mesmas foram divididas em sistema radicular e hipocétilo. Neste trabalho, foi considerado
como sistema radicular a por¢ao das raizes em conjunto com a coroa da raiz e como hipocétilo,
a por¢ao do tecido aéreo imediatamente superior ao sistema radicular até o local de inser¢ao do
cotilédone (Figura 9). Apods a divisdo, cada regido foi pesada individualmente e imediatamente

acondicionada a -20°C até o momento das analises.

Figura 9. Representagdo das regides de tecido vegetal utilizada nos experimentos.

Hipocoétilo
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

5.5. Determinacio de compostos fenolicos e flavonoides totais

O extrato vegetal foi feito através da homogeneizacao do sistema radicular e hipocotilo

com auxilio de almofariz e pistilo em 5 mL de etanol absoluto e centrifugadas (Centrifuge
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5810R, Eppendorf) por 15 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e utilizado na
determinagdo de compostos fendlicos e de flavonoides totais.

A determinacdo do conteudo de compostos fendlicos totais foi realizada conforme
CHEN et al. (2015). Foram pipetados em microplaca 25 puL do extrato vegetal e 125 uL do
reagente de Folin-Ciocalteu (1:10; v/v) e feita a incubagao por 10 min no escuro a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado 125 pL. de NaxCOs 7,5% (p/v) e novamente incubado por
30 min nas condi¢des descritas acima. A absorbancia das amostras foi determinada
espectrofotometricamente a 765 nm utilizando leitor de microplacas (SpectraMax® Paradigm®
Multi-Mode). O 4cido galico (Sigma) foi utilizado para construir uma curva padrao (Apéndice
A). O conteudo de compostos fendlicos totais foi expresso em pg de equivalente de acido galico
por grama de peso fresco da amostra (ug EAG g'! peso fresco).

Para a determinagao do contetudo de flavonoides totais foram pipetados em microplaca
30 uL do extrato vegetal, 150 uL de etanol absoluto € 30 uLL de AIClz (10%; p/v; preparado em
metanol). A microplaca entdo foi incubada por 30 min no escuro em temperatura ambiente e a
absorbancia das amostras foi determinada espectrofotometricamente a 420 nm utilizando leitor
de microplacas (SpectraMax® Paradigm® Multi-Mode) (DIRAR et al., 2019; com
modificagdes). A quercetina (Sigma) foi utilizada para construir uma curva padrao (Apéndice
B) e o conteudo de flavonoides totais foi expresso em pg de equivalente de quercetina por

grama de peso fresco da amostra (ug EQ g! peso fresco).

5.6. Determinacao de faseolina

Para a obten¢do do extrato vegetal, as amostras foram incubadas em 5 mL de etanol
absoluto por 24h a -20°C. Apos este periodo, foram agitadas por 1 h em agitador orbital a 120
rpm e centrifugadas (Centrifuge 5810R, Eppendorf) por 15 min a 10.000 rpm. O sobrenadante
foi coletado e 300 pL de cada amostra foram pipetados em microplaca e sua absorbancia foi
determinada espectrofotometricamente a 280 nm utilizando leitor de microplacas
(SpectraMax® Paradigm® Multi-Mode). O conteudo de faseolina foi expresso em unidade de
absorbancia por grama de peso fresco da amostra (ABS g™! peso fresco) (SOLINO et al., 2017;

com modificagdes).
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5.7. Detecciao de compostos com atividade antimicrobiana

A deteccao de compostos com atividade antimicrobiana foi realizada através da
cromatografia de camada delgada (TLC) dos mesmos extratos utilizados na determinagao do
conteudo de faseolina. Para isso, apds a determinacdo da faseolina os extratos vegetais foram
condensados em evaporador rotativo (Quimis) a 40°C até a remocao total do etanol e o residuo
foi resuspendido em 2 mL de etanol absoluto. Em seguida, 20 pL de cada amostra foram
pipetados em cromatogramas de TLC (Silica gel 60 F»s4; Sigma) e entdo desenvolvidos em
cuba cromatografica contendo uma mistura de cloroformio:metanol (93:7; v/v). Em seguida, os
cromatogramas foram pulverizados com uma suspensao de conidios de Alternaria brassicicola
na concentragdo de 1 x 10° conidios mL! preparada conforme de FREITAS; STADNIK (2015),
suplementada com meio minimo (7,0 g KH2POs; 3,0 g NaxHPO4e2H,0; 4,0 g KNOs; 1,0 g
MgSO4e7H20; 1,0 g NaCl) e glicose (4 %) antes da pulverizagdo. Os cromatogramas foram
incubados no escuro a 25°C + 1°C por 72 h para a identificagdo de compostos com atividade
antimicrobiana (AZPILICUETA et al., 2004; com modificagdes). O fungicida Daconil

(clorotalonil; 1,7 g/L) foi utilizado como controle positivo.

5.8. Determinacio do conteudo de lignina

A determinagdo do conteudo de lignina foi realizada através da extragdo em acido
tioglicolico de amostras do 1 e 9 dai. Amostras de raizes foram secas a 60°C por 3 horas e
trituradas a um pd com auxilio de almofariz e pistilo. Em seguida, foram incubadas a 95°C por
4 horas em uma mistura de 1,2 mL de &4cido tioglicolico e 5 mL de HCl 2M (v/v). Apos
centrifugacdo e lavagem com agua destilada, o pellet foi incubado por 18 h em 5 mL de NaOH
0,5M (p/v) para a extracdo do acido lignotioglicdlico. O sobrenadante foi coletado apos
centrifugacao, acidificado com 200 pLL de HCI concentrado e incubado em gelo por 4 horas.
Por fim foi feita a centrifugacdo, descarte do extrato acidificado e ressuspensdo do pellet em 2
mL de NaOH 0,5M (p/v). A absorbancia das amostras foi determinada
espectrofotometricamente a 280 nm utilizando leitor de microplacas (SpectraMax® Paradigm®
Multi-Mode) (STADNIK; BUCHENAUER, 2000; com modificagdes). A lignina (Sigma) foi
utilizada para construir uma curva padrao (Apéndice C). O conteudo de lignina foi expresso em

mg de lignina por mg de peso seco (mg lignina mg™! peso seco).
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5.9. Determinacio do conteudo de ergosterol

A quantificagdo de ergosterol foi feita conforme GARCES-FIALLOS et al. (2017). As
amostras foram secas em forno de ar forcado a 60°C por 3 horas, homogeneizadas com
almofariz e pistilo em solugdo alcodlica de hidréxido de potassio (KOH, 4,5 M (p/v) em etanol
39%) na propor¢do de 1:60 para as raizes e 1:30 para o hipocétilo. Apds centrifugacao
(Centrifuge 5810R, Eppendorf) a 10.000 rpm por 15 min, o sobrenadante foi coletado, incubado
a 80°C por 1 h, e resfriado a temperatura ambiente. Os ester6is foram extraidos através da
adi¢ao de 1 mL de agua destilada estéril e 3 mL de n-heptano (Chromasolv Plus 99%; Sigma),
seguido de agitagdo em vortex por 3 min. As amostras foram armazenadas a -20°C por até 24
horas e entdo, foi feita a dilui¢ao de 1 mL da camada clarificada de heptano contendo os esterdis
em 4 mL de -etanol absoluto. A absorbancia do ergosterol foi determinada
espectrofotometricamente a 282 nm utilizando leitor de microplacas (SpectraMax® Paradigm®
Multi-Mode). O ergosterol purificado (ergosta-5,7-22-trien-3-8-ol; Sigma) foi utilizado para
construir uma curva padrdo (Apéndice D). O contetido de ergosterol de plantas controle foi
subtraido das plantas inoculadas e expresso em pg de ergosterol por grama de peso seco (ug

ergosterol g”! peso seco).

5.10. Avaliacao da severidade da doenca e da necrose vascular

A avaliagdo da severidade da doenga foi realizada aos 30 dai de acordo com a escala
CIAT (Tabela 1), cujas notas variam de 1 (sem sintomas visiveis) a 9 (aproximadamente 75%,
ou mais, das folhas apresentando murcha, clorose, necrose, desfolha e morte) (VAN
SCHOONHOVEN; PASTOR-CORRALES, 1987).

A avaliacdo da porcentagem de tecido apresentando necrose vascular (PASTOR-
CORRALES; ABAWI, 1987) também foi feita aos 30 dai. A altura do hipocétilo completo foi
medida utilizando régua. Apos o corte longitudinal do hipocotilo foi feita a medig¢do da area
apresentando descoloragdo vascular para o célculo da porcentagem de area com necrose

vascular.
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Tabela 1- Escala CIAT para a severidade da Murcha de Fusarium

Nota Descricdo
1 Sem sintomas visiveis;
3 Nao mais do que 10% das folhas apresentando murcha;
5 Aproximadamente 25% das folhas apresentando murcha e clorose;
7 Aproximadamente 50% das folhas apresentando murcha, clorose e necrose
limitada;
9 Aproximadamente 75%, ou mais, das folhas apresentando murcha, clorose,

necrose, desfolha, e eventual morte da planta.

Fonte: adaptado de VAN SCHOONHOVEN; PASTOR-CORRALES, 1987

5.11. Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em delineamento completamente casualizado. Os
tratamentos foram compostos por quatro repeticdes e a unidade experimental composta por
duas plantas.

Apos a verificagdo de homocedasticidade de variancias e normalidade, os dados foram
submetidos a andlise de variancia e regressdo. O teste t de Student (P < 0,05) e o teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P < 0,05) foi utilizado para comparacdo em pares. As analises
estatisticas foram feitas utilizando o software Sisvar (versdo 5.6) e Excel (versdo 16.31).

Os resultados expressos sdo a combinag¢do de dois experimentos com resultados

semelhantes.
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6. RESULTADOS

6.1. Compostos fenolicos totais

O conteudo de compostos fenolicos totais reduziu ao longo do tempo (analise de
regressao; P <0,01) nas raizes e hipocétilos de plantas de ambos gendtipos (Uirapuru e UFSC-

Figura 10. Conteido de compostos fendlicos totais (ug EAG g-1 peso fresco) em
hipocotilo e raiz de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru) e
resistente (UFSC-01) ap6s a inoculagdo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
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Asteriscos indicam diferenca significativa no conteudo de fenolicos totais ao longo
do tempo (** P <0,01). Letras minusculas indicam diferenca significativa entre o
slope dos tratamentos Letras maiusculas indicam diferenga significativa no
conteudo de fenodlicos totais entre os tratamentos no mesmo dia (teste Tukey; P <
0,05). ns e NS indicam diferenga ndo significativa.
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01). Apenas ao 1 dai o conteudo de compostos fendlicos totais no hipocétilo de plantas
resistente (UFSC-01) inoculadas e ndo inoculadas diferiu significativamente (teste Tukey, P <
0,05) do conteido em hipocétilos suscetiveis (Uirapuru) inoculados com Fop (Figura 10).

De uma forma geral, o hipocotilo de plantas do cv. Uirapuru e UFSC-01 apresentou
aproximadamente o dobro do conteudo de fendlicos totais presentes nas raizes. Houve uma
reducdo de 23,17% e 20,40%, respectivamente, no contetido de compostos fenolicos totais no
hipocétilo de plantas ndao inoculadas do cv. Uirapuru e UFSC-01. Enquanto em plantas
inoculadas com Fop essa reducdo foi de 18,62% e 24,75% no hipocotilo do cv. Uirapuru e
UFSC-01, respectivamente.

Em raizes, o conteudo de compostos fenolicos totais diminuiu, respectivamente,
62,42% e 57,25%, em plantas nao inoculadas do cv. Uirapuru e UFSC-01, e 54,3% ¢ 53,4% em

raizes do cv. Uirapuru e UFSC-01, respectivamente, inoculadas com Fop.

6.2. Conteudo de flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais no hipocotilo de plantas suscetiveis (Uirapuru) e
resistente (UFSC-01) aumentou ao longo do tempo (andlise de regressdo; P < 0,01). Apesar
deste aumento, a inoculagdo com Fop provocou uma redugdo de 12% no contetido médio de
flavonoides no hipocotilo do UFSC-01 quando comparado ao mesmo gendtipo ndo inoculado.
Os hipocotilos do gendtipo UFSC-01 ndo inoculado apresentou um maior conteudo de
flavonoides totais do que os hipocdtilos suscetiveis ndo inoculados e inoculados com Fop ao 1
dai (teste Tukey, P <0,05) (Figura 11).

Nas raizes de ambos gendtipos houve uma redugdo ao longo do tempo do contetido de
flavonoides totais (analise de regressdo; P < 0,01). Esta reducdo foi de 50,76% e 66,34%,
respectivamente, em raizes ndo inoculadas e inoculadas com Fop do genétipo resistente (UFSC-
01). Embora ndo tenha apresentado diferenca estatisticamente significativa ao longo do tempo,
o contetdo de flavonoides totais no genétipo cv. Uirapuru também exibiu a tendencia de
reducdo ao longo do tempo.

Houve um claro aumento no contetido de flavonoides totais no hipocétilo em relagdo
as raizes. Nos gendtipos Uirapuru e UFSC-01 ndo inoculados, este aumento foi,
respectivamente, de 52,4% e 38,1%. Quando inoculados, 0 aumento no conteudo de flavonoides

totais foi de 56,2% e 39,5%, respectivamente, em plantas do cv. Uirapuru e UFSC-01.
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Figura 11. Contetdo de flavonoides totais (ug EQ g-1 peso fresco) em hipocotilo e raiz de
plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru) e resistente (UFSC-01) apds
a inoculagdo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
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Dias apés a inoculagao

Asteriscos indicam diferencga significativa no conteudo de flavonoides ao longo do tempo
(** P < 0,01). Letras mintsculas indicam diferenga significativa entre o slope dos
tratamentos Letras maiusculas indicam diferenca significativa no contetido de fendlicos
totais entre os tratamentos no mesmo dia (teste Tukey; P <0,05). ns e NS indicam diferenca
nao significativa.

6.3. Conteudo de faseolina

O contetido de faseolina reduziu ao longo do tempo em tecidos do hipocotilo e raizes de

ambos gendtipos (Uirapuru e UFSC-01) ndo inoculados e inoculados com Fop (anélise de
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regressdo; P < 0,01). Nao houve diferenca no contetido de faseolina em hipocétilo e raizes do

Uirapuru e UFSC-01 em ambos tratamentos ao 1 e 9 dai (teste Tukey; P < 0,05) (Figura 12).

Figura 12. Contetido de faseolina (ABS g-1 peso fresco) em hipocotilo e raiz de plantas de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru) e resistente (UFSC-01) ap6s a inoculagdo
com Fusarium oxysporum ft. sp. phaseoli.

3,00 -
Hipocatilo

2,50 - "

2,00 1

1,00 ~

3

o Uirapuru néo inoculado y =-0,1226x +2,2656 ** R?=0,9928 Slope: 0,123 ns

Faseolina (ABS g peso fresco)
o
(=)

0 UFSC-01 ndo inoculado v = -0,11x +2,1533 ** R>=0,9519 Slope: 0,087

0,50
e Uirapuru+ Fop y=-0,1333x +2,4433 ** R2=0,9132 Slope: 0,68
000 1™ UFSC-01 + Fop y=-0,0953x + 2,0706 ** R?=0,9198 Slope: 0,95
0 1 3 6 9
3.00 - NS i
Raiz
[
2,50 Q
a
2,00 A
[=]
L=
g
3
Zz 1,50
=
[y
w2
=2}
< 1,00
g © Uirapuru nao inoculado y = -0,1309x + 2,7988 ** R2=(,9077 Slope: 0,102 ns
% 0.50 0 UFSC-01 néo inoculado v =-0.1735x + 2.5428 ** R2=0.9223 Slove: 0.173
= Y] .
o Uirapuru + Fop y =-0,146x +2,9867 ** R2=0,9068 Slope: 0,146
mUFSC-01 + Fop y=-0,183x +2,6937 ** R2=0,9067 Slope: 0,183
0.00 : : : . : . : : . ,

0 1 3 6 9
Dias apés a inoculacio

Asteriscos indicam diferenga significativa no contetido de faseolina ao longo do tempo (** P <
0,01). Letras minusculas indicam diferenga significativa entre o slope dos tratamentos e letras
maiusculas indicam diferenca significativa no contetido de faseolina entre os tratamentos no
mesmo dia (teste Tukey; P < 0,05). ns e NS indicam diferenga ndo significativa.
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O hipocotilo de plantas do cv. Uirapuru inoculadas com Fop apresentou uma queda de
45,9% no conteudo de faseolina ao longo do tempo e, quando ndo inoculado, essa reducao ao
longo do tempo foi de 46,5%. Ja nos hipocoétilos do gendtipo UFSC-01 o conteudo de faseolina
reduziu, respectivamente, 43,6% e 40% quando ndo inoculados e inoculados com Fop.

Nas raizes nao inoculadas do Uirapuru e UFSC-01 o contetudo de faseolina diminuiu 41%
e 53%, respectivamente. E ndo raizes inoculadas com Fop, essa redugao foi de 46,5% e 43,6%,
respectivamente, no genotipo Uirapuru e UFSC-01.

O conteudo de faseolina foi diferente entre o hipocétilo e raizes do UFSC-01 nao
inoculados e inoculados com Fop e do gendtipo suscetivel (Uirapuru) inoculado com Fop
(Tabela 2). Os tecidos da raiz do genétipo UFSC-01 nao inoculado apresentaram 5,2% a mais
faseolina do que os hipocotilos do mesmo gendtipo. O conteudo de faseolina nas raizes do
genotipo Uirapuru e UFSC-01 inoculados com Fop foi 20,9% e 11,5% maior, respectivamente,

do que nos hipocétilos.

Tabela 2. Slope da andlise de regressao do contetido de faseolina em raiz e hipocoétilo de plantas
de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru) e resistente (UFSC-01) a Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli.

Genétipo Hipocdtilo Raiz
Uirapuru nao inoculado 0,123 £ 0,057 0,102 +0,034' s
UFSC-01 nao inoculado 0,087 +£0,031 0,173 £0,033 *

Uirapuru + Fop 0,068 + 0,033 0,146 + 0,045 *
UFSC-01 + Fop 0,095 +£0,018 0,183 £ 0,023 *

' Média + desvio padrio
Asterisco indica diferenca estatistica no slope dos tratamentos entre hipocotilo e raiz do mesmo

genotipo (teste t de Student; P < 0,05). ns indica diferenca nao significativa.

6.4. Deteccido de compostos com atividade antimicrobiana

Nao foi detectado compostos com atividade antimicrobiana contra Alternaria
brassicicola nos extratos de raiz e hipocétilo de plantas de ambos gendtipos nao inoculados e

inoculados com Fop. O fungicida Daconil apresentou um Rr de 0,89 (Figura 13).
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Figura 13. Bioautografia de extratos de raiz e hipocotilo de plantas de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru) e resistente (UFSC-01) apds a inoculagdo
com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
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Legenda: Extratos vegetais 1 e 5: Uirapuru nao inoculado; 2 e 6: UFSC-01 nao
inoculado; 3 e 7: Uirapuru + Fop; 4 e 8: UFSC-01 + Fop; F: fungicida Daconil.

6.5. Conteudo de lignina

O conteudo de lignina em raizes de ambos genétipos nao inoculados e inoculados
diminuiu ao longo do tempo (teste t de Student; P < 0,05) (Tabela 3). As maiores redugdes
ocorreram no gendtipo Uirapuru, em uma taxa de 77,8% e 71,8%, respectivamente, quando ndo
inoculado e inoculado com Fop. O conteudo de lignina em raizes do gendtipo Uirapuru e
UFSC-01 nao inoculados foi diferente aos 9 dai (teste Tukey; P < 0,05).

No hipocétilo, o conteudo de lignina ndo foi diferente entre os genotipos (teste Tukey;
P < 0,05) nem entre os tempos avaliados (teste t de Student; P < 0,05). O conteudo médio de
lignina nas raizes foi 80,1% e 51,7% superior aos 1 e 9 dai, respectivamente, do que no

hipocotilo.
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Tabela 3. Contetido de lignina (mg lignina mg™! peso seco) em raiz e hipocétilo de plantas de
feijado comum (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru) e resistente (UFSC-01) 1 ¢ 9 dias
apos a inoculagdo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

Conteido de lignina (ug lignina mg™! peso seco)

Tecido vegetal Raiz Hipocotilo

Tratamento 1 dai 9 dai 1 dai 9 dai

Uirapuru ndo inoculado | 193,61 +75,05' * NS 43,08+ 19,608  28,69+9,57 "N 2034 +6,57 ™
UFSC-01 ndo inoculado | 186,67 + 18,87 * 97,84 + 36,164 38,37+ 14,86™ 46,25 + 16,07

Uirapuru + Fop 244,68 + 34,15% 69,19+ 14,0548 41,00 +29,34 ™ 19,77 + 11,98
UFSC-01 + Fop 230,19 +£2750 * 58,01 +15,794B 61,84+0,026 ™ 42,95 +23,90
Média geral 213,78 + 38,89 * 67,03+2140  42,48+£19,92™ 32,33 £ 14,63

' Média = desvio padrio

Asterisco indica diferenca estatistica (teste t de Student; P < 0,05) no conteudo de lignina no
mesmo tecido vegetal do mesmo gendtipo ao 1 e 9 dai. ns = ndo significativo

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica (teste Tukey; P < 0,05) entre os tratamentos no

mesmo dia. NS = ndo significativo.

6.6. Conteudo de ergosterol

Nao houve variagdo significativa no conteudo de ergosterol ao longo do tempo (anélise
de regressao; P < 0,01) em tecidos do hipocoétilo de plantas do cv. Uirapuru e UFSC-01. A
maior quantidade de ergosterol no hipocétilo de plantas de feijao inoculadas com Fop ocorreu
aos 6 dai. Enquanto isso, o conteudo de ergosterol presente nas raizes de plantas do cv. Uirapuru
e UFSC-01 aumentou (analise de regressao; P <0,01) até os 6 dai (Figura 14). As raizes do cv.
Uirapuru apresentaram o maior conteudo de ergosterol aos 3 dai, enquanto as raizes UFSC-01
aos 6 dai.

Em média, as plantas do cv. Uirapuru apresentaram um contetido de ergosterol em
raizes e hipocotilo, respectivamente, 16,2% e 35,2% maior do que plantas UFSC-01. Embora a
quantidade média de ergosterol presente nos tecidos vegetais do genotipo suscetivel (Uirapuru)
tenha sido maior quando comparado ao genotipo resistente (UFSC-01), esta ndo apresentou

diferenca estatistica significativa (teste t de Student; P < 0,05).
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Figura 14. Conteudo de ergosterol (ug g-1 peso seco) em hipocétilo e raiz de plantas
suscetivel (Uirapuru) e resistente (UFSC-01) de feijao (Phaseolus vulgaris L.) apos
a inoculagdo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
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Asteriscos indicam diferenca significativa no conteudo de ergosterol ao longo do
tempo (** P <0,01). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre o slope
dos genotipos (teste t de Student; P < 0,05). ns indica diferenca ndo significativa.

6.7. Severidade da doenca e necrose vascular

A partir do momento da exibi¢cdo dos primeiros sintomas da murcha de Fusarium foi
feito o acompanhamento da evolu¢cdo da doenca através da avaliacdo da severidade (escala
CIAT) em intervalos de 48h (Figura 15). Os sintomas iniciais, clorose e murcha nas folhas
inferiores, da murcha de Fusarium foram manifestados aos 14 dai em plantas da cv. Uirapuru e

as plantas UFSC-01 nao exibiram sintomas visiveis da doenga. Aos 20 dai, 17,46% das plantas
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do genoétipo Uirapuru apresentavam necrose foliar, desfolha e morte do tecido vegetal. Aos 24
dai todas as plantas do cv. Uirapuru exibiam sintomas externos da murcha de Fusarium em
diferentes notas na escala de severidade e aos 26 dai, 57,14% das plantas destas plantas
apresentavam a maior nota (9) na escala CIAT. O gen6tipo Uirapuru apresentou um aumento

significativo (analise de regressdo; P < 0,01) na intensidade dos sintomas da doenca exibidos

ao longo do tempo.

Figura 15. Evolu¢ao da murcha de Fusarium ao longo do tempo (A) e sintomas externos da doenca aos

30 dai (B) em plantas suscetivel (Uirapuru) e resistente (UFSC-01) de feijdo (Phaseolus vulgaris L.)
apods a inoculagao com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
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Asteriscos indicam diferenca significativa da severidade da doenga ao longo do tempo (* P < 0,05).

Aos 30 dai, a severidade da murcha de Fusarium foi significativamente diferente (teste
de Wilcoxon-Mann-Whitney; P < 0,05) em plantas do cv. Uirapuru e UFSC-01. Os geno6tipos
Uirapuru e UFSC-01 atingiram, respectivamente, uma nota de 7,86 e 1,0 na escala CIAT, o que
caracterizou a primeira como suscetivel e a segunda como resistente a Fop. Na avaliagao final
da severidade, 63,49% das plantas do cv. Uirapuru apresentavam necrose foliar, desfolha e
morte da planta, enquanto as plantas UFSC-01 nao apresentavam sintomas externos da doenga.

A necrose vascular em ambos genoétipos apresentou diferenca significativa (teste t de
Student; P < 0,05) aos 30 dai. Plantas do cv. Uirapuru e UFSC-01 apresentaram 27,02% e
4,17%, respectivamente, de necrose vascular no tecido aéreo na ocasido (Figura 16). Em plantas

do cv. Uirapuru a necrose vascular foi observada ao longo das raizes, coroa da raiz e hipocétilo,
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enquanto que em plantas UFSC-01, a necrose vascular foi observada apenas em raizes e regido

da coroa da raiz.

Figura 16. Necrose (A) e descoloracdo vascular (B) em plantas suscetivel (a - Uurapuru ndo inoculado; b -
Uirapuru + Fop) e resistente (¢ - UFSC-01 nao inoculado; d - UFSC-01 + Fop) de feijao (Phaseolus vulgaris
L.) aos 30 dias ap6s a inoculagdo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
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Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos (teste t de Student; P < 0,05). Barra de erro indica o
desvio padrao da média. Barrra: 2 cm.

7. DISCUSSAO

No presente estudo foi observado uma redu¢ao ao longo do tempo no conteudo de
fendlicos e flavonoides totais de raizes de plantas do cv. Uirapuru e UFSC-01 inoculadas e nao
inoculadas com Fop. Esta reducdo pode ser explicada por pelo menos trés razdes: A) houve a
exsudacao destes compostos para a rizosfera na tentativa de impedir a colonizagdo de Fop e B)
estes compostos foram utilizados como precursores de outras moléculas durante a ativagdo de
mecanismos de defesa pos-formados.

A sintese, acimulo e liberacdo de compostos relacionados com a defesa de plantas
pode ser estimulada apds o estabelecimento da interagdo com patdogenos (BAETZ;
MARTINOIA, 2014) e isto foi demonstrado por LANOUE et al. (2010) no patossistema cevada

— Fusarium graminearum, onde a inoculagdo com o patdgeno induziu o acimulo de acido
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cinamico em raizes, aumento da exsudagdo desta substancia e de outros fenolicos, bem como
seu efeito direto sobre a germinagdo de macroconidios. Em um estudo de BANASIAK et al.
(2013) foi demonstrado que ap6s o silenciamento de um transportador ABCG em Medicago
truncatula, responsavel pela modulacdo do transporte entre membranas de compostos
sinalizadores de defesa, houve uma redu¢do da exsudagdo de isoflavonoides pelas raizes,
expondo-as ao ataque de Fusarium oxysporum f. sp. medicaginis, uma vez que esta resposta de
defesa estava inativada.

O aumento do contetdo de fenolicos e flavonoides totais no hipocotilo de ambos
gendtipos é corroborada pela resposta de defesa demonstrada por GARCES-FIALLOS et al.
(2017) e de QUADROS (2019) relacionada a barreiras fisica e bioquimicas conta Fop existente
em tecidos vasculares destes genotipos, responsavel por atrasar a colonizacdo da parte aérea
pelo patdégeno no material resistente. A diferenca encontrada no contetido médio de compostos
fenodlicos e flavonoides totais em diferentes tecidos vegetais também foi observada por CURIR
et al. (2005) durante o acompanhamento do acumulo de um flavonol em genétipo de cravo
resistente a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

Em raizes, flavonoides geralmente sdo acumulados em células da coifa e ponta das
mesmas, enquanto demais em células os flavonoides se acumulam no nucleo, vactolo, parede
e membrana celular, e ainda no citoplasma (HASSAN; MATHESIUS, 2012). Devido ao fato
de que Fop penetra preferencialmente pela jungio de raizes (NINO-SANCHEZ et al., 2015) e
suas hifas crescem no espaco intercelular da epiderme e cortex da raiz até atingir o xilema
(JIMENEZ-FERNANDES et al., 2013; NINO-SANCHEZ et al., 2015; GARCES-FIALLOS et
al. 2017; de QUADRAOS, 2019), locais onde o acumulo de flavonoides ¢ restrito, o efeito direto
destes metabolitos sobre o patdgeno pode ser limitado.

A produgdo de faseolina apds a indugdo com elicitores bidticos e abidticos ¢
frequentemente relatada na literatura (BAILEY, 1974; SMITH et al., 1975; GOOSSENS; VAN
LAERE, 1983; GOOSSENS et al., 1987; BOZKURT; SOYLU, 2011; DURANGO et al., 2013;
SOLINO et al., 2017) porém, ainda ndo havia relatos da sua produ¢do durante a interagdo com
Fop, sendo este o primeiro trabalho a fazé-lo.

O acumulo de faseolina nas raizes foi maior do que no hipocétilo de plantas de feijdo
suscetiveis e resistentes a Fop, corroborando o fato de que fitoalexinas acumulam rapidamente
nos locais de infecao apos o ataque de patogenos tanto em tecido suscetivel quanto resistente
(GROBKINSKY etal., 2012). A redugdo no contetido de faseolina ao longo do tempo em ambos
tecidos vegetais pode estar relacionada com a capacidade de detoxificagdo exibida por fungos

do género Fusarium ja relatada para diversas fitoalexinas produzidas por Fabaceae, como por
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exemplo a propria faseolina através da ac¢do de F. solani f. sp. phaseoli (KISTLER; VAN
ETTEN, 1981), a faseolidina também por F. solani f. sp. phaseoli (TURBEK et al., 1992), a
medicarpina por F. oxysporum f. sp. lycopersici (WELTRING et al., 1983) e a pisiatina por F.
oxysporum f. sp. pisi (DELSERONE et al., 1999).

O maior contetido de lignina em raizes resistentes inoculadas com Fop ao 1 dai pode
estar associado a resposta primaria de lignificagdo na tentativa de impedir a penetragdo e
colonizagdo do patdgeno, através da maior expressdo de genes como polifenol oxidase, com
diversas fungdes na rota dos fenilpropanoides incluindo a produgdo de polimeros de lignina
(STRACK; SCHLIEMANN, 2001), relatada por CHEN et al. (2019). Porém, a reducao do
conteudo de lignina nas raizes em conjunto com a maior quantidade de ergosterol até os 6 dai
seguido pelo redu¢do aos 9 dai, leva a acreditar que os mecanismos empregados pelo patogeno
para favorecer sua colonizagao foram mais eficientes do que aqueles utilizados pela planta para
se defender.

A redugdo ao longo do tempo no conteido de lignina nas raizes encontrada neste
trabalho pode estar relacionada com a capacidade de Fop em modificar a parede primaria,
dissolver o citoplasma e alterar completamente a arquitetura de células do xilema relatada por
XUE et al. (2015) bem como as alteragdes no acimulo de transcritos e metabolitos ligados ao
enfraquecimento de mecanismos de defesa estruturais em raizes de feijao relatadas por CHEN
etal. (2019) em resposta a inoculagdo com Fop em material suscetivel. O conjunto de alteracdes
na arquitetura celular e enfraquecimento estrutural de raizes de feijdo apds inoculagdo com Fop
facilitaria a obtencdo de nutrientes e colonizacdo do tecido suscetivel e resistente, o que pode
ser corroborado pelo aumento do contetido de ergosterol até os 6 dai observado neste estudo.

Em trabalho recente no patossistema feijio — Fop, GARCES-FIALLOS et al. (2017)
determinaram o contetido de ergosterol presente em raiz, hipocoétilo e epicétilo de plantas do
cv. Uirapuru e UFSC-01 inoculadas com Fop durante o periodo de 5 aos 30 dai. Aos 5 dai os
tecidos de raizes, hipocétilos e epicdtilos do gendtipo UFSC-01 apresentavam um baixo
conteudo de ergosterol (0,3 pg g' peso seco no hipocétilo) e ndo apresentou mudanga
significativa ao longo do tempo neste genotipo. Enquanto isso, o conteudo de ergosterol
permaneceu o mesmo em raizes de plantas do cv. Uirapuru e apresentou uma tendéncia de
aumento ao longo do tempo no hipocoétilo. Apesar de se tratar do mesmo patdgeno e hospedeiro,
estas tendéncias ndo foram observadas neste trabalho e uma das provaveis razdes para isto ¢ a
diferencga entre o momento de avaliagdo estabelecido (de 5 a 30 dai no trabalho dos autores

citados e de 1 a 9 dai no presente trabalho). Além disso, ndo se pode excluir a possibilidade de
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uma variacdo na determinacdo do contetido de ergosterol causado por diferentes espécies,
nutricdo mineral e estddio de crescimento da planta (BARAJAS-ACEVES et al., 2002).

O conteido médio de ergosterol superior no tecido do hipocotilo do genotipo
suscetivel em relagdo ao do gendtipo resistente pode ser explicado pelo fato de que o hipocétilo
¢ uma regido onde patdgenos vasculares como Fop adquirem os nutrientes necessarios para seu
desenvolvimento, evitam competicdo com outros microrganismos e esporulam facilitando o
transporte de microconidios para partes mais elevadas do tecido vegetal (YADETTA;
THOMMA, 2013; NINO-SANCHEZ et al., 2015; GARCES-FIALLOS et al., 2017). A redugao
do contetido de ergosterol aos 9 dai no hipocoétilo pode estar relacionado com a diluigdo do
composto devido ao crescimento vegetal, morte do fungo ou degradacdo do composto. Ja o
contetdo de ergosterol nas raizes similar ao longo do tempo e entre o genotipo resistente e
suscetivel encontrado neste trabalho é corroborado pelo relato de GARCES-FIALLOS et al.
(2017) e de QUADROS (2019) que apds observagdes microscopicas do processo de
colonizagdo de Fop em feijao ficou demonstrado que o fungo ¢é capaz de penetrar e colonizar
tanto raizes suscetiveis quanto resistentes.

Os sintomas iniciais da murcha de Fusarium se manifestaram aos 14 dai em plantas do
gendtipo Uirapuru e evoluiram gradativamente até atingir sintomas mais severos, como a
necrose foliar, desfolha e morte de planta aos 30 dai, enquanto plantas do gen6tipo UFSC-01,
oriundo da segregagdo do genotipo Uirapuru (de FREITAS; STADNIK, 2012) e resistente a
Fop (de BORBA et al., 2017), ndo exibiram sintomas externos da doenga. Esta diferenca
fenotipica na exibicdo de sintomas externos da murcha de Fusarium em gendtipos de feijao
resistente e suscetivel a Fop ja foi relatada anteriormente (SALGADO; SCHWARTZ, 1993;
XUE et al., 2015; GARCES-FIALLOS et al., 2017; de BORBA et al., 2017; de QUADROS et
al., 2019) e pode estar associada ao mecanismos de resisténcia de feijao ao patdogeno que atuam
como barreiras fisicas e sdo capazes de impedir ou atrasar a colonizagdo dos tecidos vegetais
acarretando em menor exibi¢do de sintomas externos ou auséncia dos mesmos
(BURUCHARA; CAMACHO, 2000; GARCES-FIALLOS et al., 2017; de QUADROS, 2019).

Embora ndo tenham exibido sintomas externos da murcha de Fusarium, plantas do
genotipo UFSC-01 apresentaram descoloragdo vascular restrita a regido das raizes e coroa da
raiz. A restricao ao sistema radicular e coroa da raiz da necrose vascular no genotipo UFSC-01
pode estar associada a presenca de materiais de oclusdo e metabolitos caracterizados como
carboidratos e fendlicos nestes tecidos que, atuam como barreiras permeéveis bloqueando o
transporte de microconidios de Fop para os tecidos aéreos impedindo o progresso da

colonizagdo ou criando um ambiente indspito para o desenvolvimento do patdgeno (GARCES-
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FIALLOS et al., 2017; de QUADROS, 2019). Em plantas do cv. Uirapuru, a necrose vascular
foi observada tanto no sistema radicular quanto na extensao do hipocétilo, em uma taxa 6,5

vezes maior do que no gendtipo resistente, semelhantemente ao que foi relatado por de

QUADROS et al. (2019).

8. CONCLUSAO

A resisténcia genética do gendtipo UFSC-01 a Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli parece
ndo estar relacionada a a¢do de metabdlitos secundarios como os compostos fenodlicos,

flavonoides, a fitoalexina faseolina e lignina.
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10. APENDICES

10.1. Apéndice A

Curva padrao de acido gélico

Absorbanciaa 765 nm (Folin-Ciocalteu)
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).
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10.2. Apéndice B

Curva padrao de quercetina
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).



10.3. Apéndice C

Curva padrao de lignina

Absorbéncia a 280 nm (Lignina)
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10.4. Apéndice D

Curva padrao de ergosterol
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10.5. Apéndice E

70

Contetdo de fendlicos totais (ug EAG g™ peso fresco) em raizes e hipocétilo de plantas de feijio comum (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru)
e resistente (UFSC-01) 1, 3, 6 ¢ 9 dias ap6s a inoculagdo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

Conteudo de compostos fendlicos totais (ug EAG g peso fresco)

Tecido vegetal Raiz Hipocétilo
Tratamento 1 dai 3 dai 6 dai 9 dai 1 dai 3 dai 6 dai 9 dai
Uirapuru ndo inoculado | 21,74 +2,59! 17,51 +245 13,70+£2,68 8,17+1,37 4333+£363 41,77+423 40,20+4,23 3329+528
UFSC-01 nao inoculado | 20,28 £2,76 1648 +2.84 9,99 +2.83 8,67+ 1,83 49,40+435 4490+3,79 41,19+2,76 39,32 +6,62
Uirapuru + Fop 22,80+3,52 22,02+3,58 14,89+3,55 10,42+240 41,35+546 39,77+1,96 37,90+2,16 33,65+2,46
UFSC-01 + Fop 20,94 +545 1947+241 1295+321 9,75+238 49,73+5,70 44,53 +3,84 38,02+2,87 37,42+2,80
Média geral 21,44+1,08 1887+244 1288+2,09 925+1,02 4995+425 4274+2,43 3933+1,63 3592+294

! Média = desvio padrio
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10.6. Apéndice F

Conteudo de flavonoides totais (ug EQ g!' peso fresco) em raizes e hipocétilo de plantas de feijio comum (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru) e
resistente (UFSC-01) 1, 3, 6 e 9 dias apds a inoculagdo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.

Conteudo de flavonoides totais (ug EQg! peso fresco)

Tecido vegetal Raiz Hipocétilo

Tratamento 1 dai 3 dai 6 dai 9 dai 1 dai 3 dai 6 dai 9 dai

Uirapuru ndo inoculado | 10,84 £5,17'  7,46+4,67 554+2,71 4,99+£299 26,66+4,60 30,31+3,82 37,02+7,63 40,63 £ 7,56
UFSC-01 ndo inoculado | 9,85+ 3,52 8,56+5,03 427+1,23 485+3,64 38,67+4,62 4451+549 50,41+10,19 53,44+9,71

Uirapuru + Fop 9,12+5,76 6,72+5,56 643+284 3,67+194 26,78+5,05 2830+3,81 38,28+8,85 41,84+ 1295
UFSC-01 + Fop 8,35+£3,72 7,19+437 4,73+£095 281+1,81 33,01+£7,81 41,50+3,65 44,15+5,65 46,06 + 8,55
Média geral 9,54 + 1,06 7,48+0,78 524+095 4,08+1,03 31,28+5,75 36,15+8,05 42,47+6,14 45,49 £5,79

I Média + desvio padrio



10.7. Apéndice G

Contetdo de faseolina (ABS g™! peso fresco) em raizes e hipocétilo de plantas de feijio comum (Phaseolus vulgaris L.) suscetivel (Uirapuru) e
resistente (UFSC-01) 1, 3, 6 ¢ 9 dias apds a inoculacao Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

Contetido de faseolina (ABS g! peso fresco)

Tecido vegetal Raiz Hipocdtilo
Tratamento 1 dai 3 dai 6 dai 9 dai 1 dai 3 dai 6 dai 9 dai
Uirapuru ndo inoculado | 2,54 +£0,31' 2,50+0,42 2,17+0,48 146+024 217+050 185+026 1,55+0,28 1,16+0,19
UFSC-01 ndo inoculado | 2,43+0,26 2,07+0,26 1,25+0,41 1,13+0,19 2,13+0,38 1,71+0,38 1,48+0,07 1,20=+1,14
Uirapuru + Fop 2,68+0,18 2,77+048 2,10+£031 1,62+0,55 246+030 1,88=+023 1,57+£0,24 1,33+0,24
UFSC-01 + Fop 2,65+£020 2,09+0,13 133+041 1,23+0,12 2,08+0,12 1,65+044 1,49+020 1,25+0,19
Média geral 2,57+0,11 236+034 171049 1,36+0,22 221+0,17 1,77+0,11 1,52+0,05 1,24+0,07

I Média + desvio padrio
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