LEANDRO DE CASTRO SILVA

ALTERAQ@ES FISIOLOGICAS E RESPOSTAS OXIDATIVAS EM
FEIJOEIRO INFECTADO POR Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var.
fuscans

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduacao
em Fitopatologia, para obtencéo do titulo
de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T

Silva, Leandro de Castro, 1989-
S586a Alteragdes fisiologicas e respostas oxidativas em feijoeiro
2016 infectado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans

/ Leandro de Castro Silva. — Vigosa, MG, 2016.
vii, 40f. : il. (algumas color.) ; 29 em.

Orientador: José Rogério de Oliveira.
Disserta¢do (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Feijdo - Doencas e pragas. 2. Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli var. fuscans. 3. Fotossintese. 4. Fluorescéncia.
L. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Fitopatologia. Programa de Pos-graduacdo em Fitopatologia.
IL. Titulo.

CDD 22 ed. 635.6529




LEANDRO DE CASTRO SILVA

ALTERACOES FISIOLOGICAS E RESPOSTAS OXIDATIVAS EM
FEIJOEIRO INFECTADO POR Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var.
fuscans

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de P4s-Graduacao
em Fitopatologia, para obtencéo do titulo
de Magister Scientiae.

APROVADA: 28 de julho de 2016.

Hélvio Gledson Maciel Ferraz José Ivo Ribeiro Janior

Fabricio de Avila Rodrigues José Rogeério de Oliveira
(Coorientador) (Orientador)



A minha familia,
meu pai José Antbnio,

minha mae Maria dos Anjos,

e minha namorada VeroOnica.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primariamente a Deus por mais esta oportunidade.

A Universidade Federal de Vicosa, ao Departamento de Fitopatologia e ao Programa
de Pos-graduacdo em Fitopatologia por proporcionarem condicfes de realizar este

trabalho.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio

financeiro.
Ao professor José Rogeério de Oliveira pela orientagédo e confianca.
Ao professor Fabricio Avila Rodrigues pela orientacdo, amizade e confianca.

Ao professor José Eustaquio de Souza Carneiro por nos ceder as sementes de feijoeiro

para a execucao dos experimentos.
Ao professor José Ivo Ribeiro Junior pela orientacdo nas analises estatisticas.

Aos colegas Daniel Debona e Carlos Eduardo Aucique-Pérez pela amizade,

companheirisme ajuda na execucéo dos experimentos.
Aos colegas de mestrado pelo companheirismo e amizade.

A todos os colegas de trabalho do Laboratério da Interacdo Planta-Patégeno e do
Laboratério de Bacteriologia pela amizade, apoio e ajuda na execucdo dos

experimentos.

Aos meus pais José AntornedViaria dos Anjose aminha namorada Veronica pelo

apoio incondicional, dedicacgéo e carinho.

Aos funcionarios do Bpartamento de Fitopatologia, Bruno, Camilo e Sueli.

Muito obrigado!



BIOGRAFIA

LEANDRO DE CASTRO SILVA, filho de José Antonio da SilgaMaria dos

Anjos de Castro Silva, nasceu em 20 de outubro de 1989 em Vicosa - MG.

Em marco de 2009, iniciou o curso de Agronomia na Universidade Federal de

Vicosa em Vicosa, Minas Gerais, graduando-se em agosto de 2014.

Em agosto de 2014, iniciou o Mestrado no Programa de Pés-Graduagdo em
Fitopatologia na Universidade Federal de Vigosa sob orientacdo do Prof. José Rogério
de Oliveira, submetendo-se a defesa da dissertagdo em 28 de julho de 2016.



INDICE
e 1 11V [ PPN Vi
AB ST R A CT et e e e e Vil
1RO 51007\ IR 1
MATERIAL E METODOS ..ottt 3
Crescimento das plantas de feIJORIND..........cooi i 3
Obtencao do indculo de Xapf e inoculacdo das plantas ...............ooevvviiiiiiiiieeeeeeeeee, 3
Avaliacdo da severidade do CBC e determinacéo da area da les@o...........cccceeeeeeeennn. 4
AValiaCa0 das trOCAS JASOSAS .....uvvuuuuuiiiiiiieeeeeeeieeeteeeertru e e e e e eaeaaeerereeerrrnrr 4
Determinacgdo da concentragdo de PIgMENTOS ......cceeviiiiiiiiiiiiiiiiie e 4
Avaliacédo das imagens e dos parametros da fluorescéncia da clorofila a ................... 4
Determinactes DIOQUIMICAS ........vuvuuiiiiiiiee e 6
Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados................ccoevvvviiiiiiiiceennn. 8
RESULTADOS ...ttt e e e e et e e e e e et bt e e e e e e e aa e e e eeeaennaeas 9
Severidade do CBC € &rea da I@SE0.........cuuuiiiiiiiiie e 9
TTOCAS JASOSAS ... eeeeeernuieeeeeeent e e e et et a e e e e e e et e e e e e en s e e e e eeenn e e eeeennnnaeeeennnn e neeeennns 9
Concentracao de PIGMENTOS .......cccoiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e et s e e e e e eeeaaeeeeeeeaerannnn 9
Imagens e parametros da fluorescéncia da clorofila a ............ccccoovvviiiiiiiciii 10
AtIVIdAdES dAS ENZIMAS ....ooviiiiiiieiee et 11
Concentragies de MDA EBh.........ooooiiiiiiiiiii e 12
(0] ¢ (=1 F= Lot 012 TSR UPPPPPUPPUPRRRPT 12
DISCUSSAD ...ttt 13
REFERENCIAS ...ttt 19

TABELAS E FIGURAS ...t 28



vi

RESUMO

SILVA, Leandro de Castro, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2016.
Alteracdes fisioloégicas e respostas oxidativas em feijoeiro infectado por
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscanQrientador: José Rogério de
Oliveira. Coorientador: Fabricio Avila Rodrigues.

O crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli var. fuscans (Xapf), € a bacteriose mais importante da cultura do feijoeiro.
Nesse trabalho objetivage determinar as alteracdes fisioldgicas e bioquimicas em
cultivares de feijoeiro suscetivel (Ouro Negro (ON)) e resistente (Diamante Negro
(DN)) & Xapf. Para isso, os parametros de trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila
a, as atividades das enzimas envolvidas no sistema antioxidativo (superéxido
dismutase (SOD), peroxidases (POX) e ascorbato peroxidase (APX)) e as
concentracbes de pigmentos fotossintéticos, de perdxido de hidrogéfg €H
aldeido malénico (MDA) foram avaliados. Para as plantas da cultivar ON infiltradas
com suspensdo de Xapf, os valores de todos os parametros de trocas gasosas foram
reduzidos em relacdo as plantas da cultivar Bm disso, as concentracfes de
pigmentos fotossintéticos também foram menores para as plantas infiltradas com
suspensao de Xapf na cultivar ON em comparacao as da cultivar DN. As atividades da
SOD, POX e APX foram maiespara as plantas infiltradas com suspenséo de Xapf
em relacdo as infiltradas com solucdo salina nas duas cultivares, mas com maiores
atividades para as plantas da cultivar DN. As concentractegdeide MDAforam

maiores para as plantas infiltradas com suspensdo de Xapf em relacdo as plantas
infiltradas com solucgéo salina principalmente na cultivar &Norimeiras alteracfes

nas imagens da fluorescéncia da clorofila a, obtidas das folhas cotiledonares infiltradas
com suspensao de Xapf, ocorreram a partir das 6 horasaapd#iracdo com
suspensao de Xapf e tornaram-se mais expressivas com o desenvolvimento do CBC,
principalmente, na cultivar ONA area abaixo da curva (AAC) dos parametros da
fluorescéncia da clorofila a foi menor para as plantas infiltradas com suspensao de
Xapf em relacdosinfiltradas com solucéo salina para as duas cultivares, porém com
menor decréscimo para a cultivar DNAAC foi menor para as areas necroticas (Al)

e area intermediaria entre a area assintomatica e a area necrética (A2) das folhas
cotiledonares das plantas infiltradas com suspensao de Xapf em relacdo as infiltradas

com solucao salina.
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ABSTRACT

SILVA, Leandro de Castro, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2016.
Physiological changes and oxidative responses in commom bean infected by
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscan#dviser: José Rogeério de
Oliveira. Co-adviser: Fabricio Avila Rodrigues.

The common bacterial blight (CBB), caused by Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
var. fuscans (Xapf) is the most important bacterial blight of bean crop. In this study
aimed to determine the physiological and biochemical changes in susceptible bean
cultivars (Ouro Negro (ON)) and resistant (Diamante Negro (DN)) to Xapf. For this,
the gas exchange parameters and chlorophyll a fluorescence, activities of the enzymes
involved in the antioxidant system (superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POX)
and ascorbate peroxidase (APX)) and the concentrations of photosynthetic pigments
peroxide of (HO2) and malondialdehyde (MDA) were evaluated. For cultivar ON
infiltrated with suspension of Xapf, the values of all gas exchange parameters were
reduced in relation to cultivar DN. Furthermore, photosynthetic pigments were also
lower for plants infiltrated with suspension of Xapf in the ON cultivar compared to
cultivar DN. The activities of SOD, POX and APX were higher for plants infiltrated
with suspension of Xapf regarding infiltrated with saline two cultivars, but with major
activities for the cultivar DN. The 40> and MDA concentrations were higher for
plants infiltrated of Xapf suspension in relation to plants infiltrated with saline solution
mostly in farming ON. The earliest changes in chlorophyll a fluorescence images
obtained from infiltrated cotyledons with suspension of Xapf occurred from 6 hours
after the infiltration suspension of Xapf and became more significant with the
development oCBB, especially in farming ON. The area under the curve (AUC) of
chlorophyll a fluorescence parameters to was lower for plants infiltrated with
suspension of Xapf regarding infiltrated with saline solution for both cultivars, but less
decrease to cultivate DN. The AUC was lower for the necrotic areas (Al) and the
intermediate area between the area and asymptomatic necrotic area (A2) of the
cotyledonary leaves of the plants infiltrated with suspension of Xapf regarding
infiltrated with saline.



INTRODUCAO

O crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli var. fuscans (Xapf), € a principal doenca bacteriana da cultura do feijoeiro
(Phaseolus wulgaris, L.) podendo causar, em determinadas ocasides, perdas de até 45%
na producao, principalmente, no cultivo das aguas (Diaz et al., 2001; Dursun et al.,
2002; Mahuku et al., 2006; Torres et al., 2009). No Brasil, o CBC ocorre em
praticamente todas as regides produtoras de feijdo, principalmente nos estados de
Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sao Paulo (Torres et al., 2009). Os primeiros
sintomas do CBC aparecem como manchas verdes-escuras encharcadas e de aspecto
oleoso, com o desenvolvimento da doenca, as lesdes expandem e adquirem uma
coloracdo marrom com bordos cloréticos conferindo, assim, ao tecido colonizado pela
bactéria, um aspecto necrético denominado de crestamento (Diaz et al., 2001; Mutlu
et al., 2008). O CBC tem sido controlado utilizando-se sementes livres da bactéria e
cultivares resistentes (Gilbertson et al., 1988; Maringoni et al., 1993; Rava et al., 1990;
Rodrigues et al., 1999; Mutlu et al., 2005; Darrasse et al., 2007).

Entre os processos fisiolégicos das plantas, a fotossintasmads afetada
durante o processo infeccioso dos patdégenos foliares (Bastiaans, 1991; Bassanezi e
al.,, 2002; Dallagnol et al., 2011; Resende et al., 2012; Debona et al., 2014). Dess
forma, uma avaliacdo minuciosa das respostas fotossintéticas nas interacdes patdogeno-
hospedeiro pode proporcionar novas estratégias de controle das doencas (Rolfe &
Scholes, 2010). A fluorescéncia da clorofila a € uma técnica util para monitorar a
atividade fotoquimica da fotossintese e quando associada com a técnica de imagem, as
possiveis alteracdes nos parametros associados com a fotossintese nos tecidos
infectados podem ser mapeadas antes mesmo do aparecimento dos sintomas (Baker
al., 2001; Igbal et al., 2012). Em combinacédo a determinacdo das trocas gasosas, a
fluorescéncia da clorofila a permite que uma analise espaco-temporal detalhada d
resposta da folha infectada a infeccdo por um determinado patdgeno seja
minuciosamente explorada (Baletial., 2001; Igbal et al., 2012).

Em resposta a estresses de natureza abiotica e,/ou, bibtica, a exemplo da infeccéo
por patdégenos, as células vegetais podem aumentar a producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), tais como o peroxido de hidrogénigDdy o anion superéxido (©O
) e o radical livre hidroxila (O, os quais séo altamente citotdéxicos (Medhy, 1994;

Gill & Tuteja, 2010). Um excesso na producdo das EROs ocasiona danos celulares

como a peroxidacdo de lipidios @& alteracdo na estrutura de macromoléculas



essenciais, como o0s acidos nucléicos, os pigmentos e as proteinas (Apel & Hirt, 2004).
Considerando a natureza citotoxica das EROs, sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos
das plantas passam a desempenhar papel fundamental na prote¢éo celular (Scandalios,
1993). Exemplos dessas enzimas sao a superoxido dismutase (SOD), que catalisa a
dismutacdo do © a HO> e constitui a primeira linha de defesa contra as EROs
(Alscher et al., 2002); as catalases (CAT) que convertenOp ¢ agua e oxigénio
(Asada, 1999) e as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, a exemplo das peroxidases
do ascorbato (APX), que reduz o®4 nos plastidios utilizando o ascorbato como
doador de elétrons (Yan et al., 1996).

Considerando a importancia dos processos fisioldgicos e do estresse oxidativo
na resisténcia de plantas a doencgas, o presente trabalho teve como objgtivos: (i
determinar as possiveis alteracées nos parametros de trocas gasosas e da fluorescéncia
da clorofila a em cultivares de feijoeiro resistente e suscetivel a Xap¥erificar a
resposta do sistema antioxidativo dessas duas cultivares em resposta a infeccao por
Xapf.



MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas de feijoeiro

Sementes de feijoeiro das cultivares Ouro Negro (ON) e Diamante Negro (DN),
consideradas suscetivel e resistente, respectivamente, a Xapf (Kobayasti et al., 1999;
Embrapa, 1997), foram semeadas em vasos plasticos contendo 1 kg de substrato
Tropstrat® (Vida Verde, Mogi Mirim, S&o Paulo), composto de uma mistura de casca

de pinus, turfa e vermiculita expandida (1:1:1). Em cada vaso, foram semeadas quatro
sementes e o desbaste foi realizado cinco dias apds a emergéncia deixando-se, apenas,
duas plantulas por vaso. As plantas foram adubadas duas vezes por semana com 100
mL de solucao nutritiva de Clark (1975) com algumas modificacdes como segue: 1,04
mM Ca(NQ)2.4H20, 1 mM NHNO3, 0,8 mM KNG, 0,069 mM KHPQ;, 0,931 mM

KCI, 0,60 mM MgSQ.7H.O, 19 pM H3BOsz, 2 pM ZnSQ..7H0, 0,5 pM
CuSQ.5H0, 7puM MnCl2.4H.0, 0,6puM Na2M00a4.4H.0, 90uM FeSQ.7H0 e 90

UM acido etilenodiamino tetra-acétide sodio (EDTA). As plantas foram crescidas

em casa de vegetacdo com temperatura de 30 = 2 °C e umidade relativa de 70 £ 5%.
Obtencéo do inéculo de Xapf e inoculacdo das plantas

O isoladoUnB 772 de Xapf utilizado no presente estudo foi adquirido do Instituto
Biol6gico de Sdo Paulgreservado em tubos criogénicos contendo glicerol (30%)
esterilizadoe mantidos em ultrafreezer a -80 (Romeiro, 2001). Para obtencéo do
in6culo de Xapf, a bactéria foi repicada para placas de Petri (9 mm de diametro)
contendo meio Kado 523 (Kado e Heskett, 1970), incubadas em camaras de
crescimento tipo B.O.D. (temperatura de°28 por 48 horas. Apés esse periodo, as
colbnias bacterianas foram ressuspendidas em solugéo salina de NaCl estéril (0,85%)
para obtencédo de uma suspensao bacteriana, ajustada em espectrofotometro (600 nm)
para a densidade otica de 0,2 (1 & WEC mL?). Plantas no estadio de crescimento

V2 (Fernandes et al., 1986) (15 dias apds emergéncia) foram mantidas em camara de
nevoeiro por 24 horas e, em seguida, as duas folhas cotiledonares de cada planta foram
inoculadas com a suspenséo bacteriana, utilizando-se seringa hipodérmica de 1 mL
(sem agulha) nos dois lados da nervura central. Como controleseiptantas cujas

folhas cotiledonares foram infiltradas com solucéo salina e as plantas nas quais nao
houve infiltragdo. Apos inoculagéo, as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro
(temperatura de 25 + 2 °C e umidade relativa de 90 * 5%) por 24 horas. ApOs esse

periodo, as plantas foram transferidas para casa de vegetacdo, onde permaneceram até



a finalizacédo do experimento. Um sistema de nebulizacdo em que bicos (model NEB-
100; KGF Company) pulverizaram uma névoa de 4gua a cada 30 min sobre o dossel
das plantas, foi utilizado para manter a umidade relativa acima de 85%.

Avaliacéo da severidade do CBC e determinacéo da area da leséao

Seis folhas cotiledonares por unidade experimental foram coletadas aos 14 dias apos
inoculacéo (dai) para avaliacdo da severidade do CBC e determinacéo do diametro das
lesGes. As folhas cotiledonares foram digitalizadas e as imagens obtidas (resolugcéo de
600 dpi) foram analisadas no software QUANT (Vale et al., 2003) para obtencdo dos
valores da severidade. As lesdes em cada folha cotiledonar foram medidas em dois
sentidos perpendiculares com auxilio de um paquimetro digital. Obteve-se a média dos
valores e a area da lesdo foi calculada utilizando-se a equagdd, em que r
representa o raio da leséo.

Avaliacao das trocas gasosas

As avaliacGes dos parametros de trocas gasosas (taxa liquida de assimilacdo de CO
(A), condutancia estomatica ao vapor de agdae(gaxa de transpiracdo (E)) foram
realizadas no periodo da manha das 9 as 12 horas utilizando-se um analisador de gas
por infravermelho portatil (IRGA, Li-Cor, modelo LI-6400 Nebraska, EUA). Durante

as avaliacdes, a concentracédo de fOmantida em 400 pmol mibde ar e a radiacéo
fotossinteticamente ativa em 1000 pmol fotorissth As avaliagdes foram realizadas

aos 1, 3, 6, 10 e 14 dai em quatro folhas cotiledonares.

Determinacdo da concentracdo de pigmentos

Aos 14 dai, 4 discos foliares (1 &nforam coletados de #lhas cotiledonares das
plantas por unidade experimental. Os discos foliares foram colocados em tubos de
vidro contendo 5 mL de dimetilsulféxido (saturado com 5'gle CaC@) e cobertos

com papel aluminio onde permaneceram por 24 horas a 25 °C. Posteriormente,
mediram-se sabsorbanciadas amostras a 480, 649 e 665 nm em espectrofotémetro.
As concentracdes de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e de carotenoides (Car)
foram estimadas de acordo com Lichtenthaler (1987).

Avaliacdo das images e dos parametros da fluorescéncia da clorofila a

Os parametros e as imagens da fluorescéncia da clorofila a foram obtidos utilizando-
se o fluorbmetro de imagem Imaging-PAM (modelo IMAG - MAX/L) e o software
Imaging Win (Heinz Walz, Effeltrich, Alemanha). Plantas néo infiltradas, infiltradas

com solucéo salina e infiltradas com suspenséo de Xapf foram aclimatadas no escuro



por 30 min e 4 folhas cotiledonares por unidade experimental foram colocadas
individualmente na camara “charge-coupled device” (CCD) para obtengdo das
imagens. Primeiramente, foi calculada a fluorescéncia inicipb{Favés de um pulso

de luz de baixa intensidade (0,5 pmol m? s?, 100 ps, 1 Hz) e, posteriormente, foi

emitido um pulso de luz saturante (2,400 umol m s?, 10 Hz) por 0,8 s para o célculo

da fluorescéncia maxima (J; usada para o célculo do rendimento quantico maximo

do fotossistema Il (FFm = ((Fm - Fo)/Fm))). As folhas cotiledonares foram expostas a

luz actinica durante 4 min para obtencéo da fluorescéncia em estado estacignario (F
e, subsequentemente, um pulso de luz saturante foi aplicado para obtencédo da
fluorescéncia maxima em estado de luz adaptadp @-fluorescéncia inicial (estado

de luz adaptado) ¢F foi estimada de acordo com Oxborough & Baker (1997). Os
demais parametros foram calculados da seguinte forma: rendimento quéantico eficaz
do PSII (Y(Il) = (kv - F)/Fm"), rendimento quantico de dissipacdo de energia regulada
(Y(NPQ) =1-Y(ll) - L/(NPQ + 1 +(Fn/Fo - 1))), rendimento quantico de dissipac¢éo

de energia nao regulada (Y(NO) = 1/(NPQ + 1. ¢Fg/Fo- 1))), quenching néo-
fotoquimico (NPQ = (R - Fm)/Fm"), coeficiente de quenching ndo-fotoquimice £q

(Fm - Fn)/(Fm - Fo")), coeficiente de quenching fotoquimice &q(Fm' - F)/(Fn' - Fo)),
coeficiente de quenching fotoquimica € (Fm' - F)/(Fm' - Fo') X Fo'/F = gp X Fo'/F) e

a taxa de transporte de elétrons (ETR = 0,5 x Yield x PAR x 0,84 p equivalehtes m
s1). Todos os parametros foram calculados com o auxilio do Software Imaging Win
em folhas cotiledonares coletadas as 6, 12 e 24 horas apds inoculacao (hai) e aos 3, 6,
10 e 14 dai. Os parametros foram determinados em areas circeldder8 (cm)

obtidas nas trés regides da folha cotiledonar infiltradas com suspensao de Xapfa saber:
area necrotica (Al), area intermediaria entre a area assintomatica e a area necrética
(A2) e area assintomatica (A3) (Fig. 1). Nas folhas cotiledonares das plantas infiltradas
com solugédo salina, as areas foram assim definidas: area infiltrada (Al), area
intermedidria entre a regido infiltrada e nao infiltrada (A2) e area distante do local de
infiltracdo (A3) (Fig. 1). Nas folhas cotiledonares das plantas do tratamento sem
infiltr acaq astrés areas foram escolhidas ao acaso (Fig. 1). Decréscimo ou aumento
nos valores dos parametros obtidos em cada uma das areas determinadas nos dois lados
das folhas cotiledonares infiltradas com suspenséo de Xapf ou infiltradas com solucéo
salina foram calculados com base nos valores obtidos nas folhas cotiledonares das

plantas do tratamento sem infiltracéo.



Determinacdes bioquimicas

Amostras das folhas cotiledonares das plantas por unidade experimental (4 folhas
cotiledonares por tratamento) foram coletadas aos 1, 3, 6 e 9 dai.. As amostras foliares
foram colocadas individualmente em envelopes de papel aluminio e rapidamente
congeladas em nitrogén{dl.) liquido. Em seguida, as amostras foram armazenadas
em ultrafreezer a -80 °C para posterior analise.

Determinacdo das atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD, EC
1.15.1.1), peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) e ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.11)

Para obter o extrato foliar a ser utilizado nas determinacfes das atividades da SOD,
POX e APX, um total de 0,3 g de fragmentos de tecido foliar foram macerados com
pistilo em almofariz contendo2Niquido até a obtencdo de um pd6 fino. O pé obtido

foi homogeneizado em 2 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8) contendo
EDTA 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénio (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona
(PVP) 2% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g por 15 mina 4 °Ce
o sobrenadante foi utilizado como extrato para as determinagdes enzimaticas.

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢do de 10 pL do extrato foliar em 240 pL

de mistura de reacdo constituida de tampao fosfato de sédio 50 mM (pH 7,8),
metionina 13 mM, azul de p-nittetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A reagdo ocorreu a 25°C sob iluminagéo de
lampadas de 15 W. Apds 10 min de exposicéo a luz, a iluminacao foi interrompida e a
formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT, foi medida em
espectrofotdmetro a 560 nm (Giannopolitis & Ries, 1977). As amostras do tratamento
infiltragdo com solugéo salina tiveram suas absorbancias medidas a 560 nm utilizando-
se mistura de reacdo mantida no escuro por 10 min. Os valores obtidos foram
subtraidos das leituras das amostras das unidades experimentais que receberam
iluminacdo. Uma unidade da SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir a fotoredu¢cdo do NBT em 50% (Beauchamp & Fridovich, 1971

A atividade da POX foi determinada pela oxidacdo do pirogalol de acordo com a
metodologia proposta por Kar & Mishra (1976). A mistura de reacdo foi constituida
de tampéo fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mi¥Q2 2D mM em

um volume de 250 pL. A reagao foi iniciada pela adi¢cao de 10 pL do extrato foliar e a

atividade foi determinada pelo consumo d©Ha 420 nm durante 1 min a 25 °C. O



coeficiente de extingdo molar de 2,47 miMm?* (Chance & Maehley, 1955) foi
utiizado para calcular a atividade da POX, a qual foi expressa em pM de
purpurogalina produzida mirmg? de proteina.

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano & Asada (1981). A
mistura de reacéo foi constituida de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH628), H

1 mM e ascorbato 0,8 mM em um volume de 241 pL. A reagdo foi iniciada pela adigao

de 9 puL do extrato foliar e a atividade foi medida pela oxidagdo do ascorbato a 290 nm

durante 1 min a 25 °C. O coeficiente de extingdo molar de 2,8 ent (Nakano &

Asada, 1981) foi utilizado para calcular a atividade da APX, a qual foi expressa em
umol mint mg? de proteina.

Determinacdo das concentracdes de perdxido de hidrogénia202) e de aldeido
malonico (MDA)

Para determinagéo das concentragbes A B MDA, amostras de 0,2 g de tecido
foliar foram maceradas com pistilo em almofariz contengdiduido até a obtencéo

de um pé6 fino. Para determinar a concentracdo @2 Ho pd obtido foi
homogeneizado em 2 mL constituido de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 6,5)
e hidroxilamina 1 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g durante 15
min a 4 °C (Kuo & Kao, 2003). Foram adicionados 10 uL do sobrenadante ao meio de
reacao constituido de FeMSQs) 100 uM, &cido sulfarico 25 mM, laranja de xilenol

250 pM e sorbitol 2100 mM em um volume de 200 pL (Gay & Gerbicki, 2000). As
amostras foram mantidas no escuro por 30 min e a absorbancia determinada a 560 nm.
A concentracdo de ., estimada com base em uma curva padréo A, Hoi
expressa em pmol Kgle massa fresca. Para determinacdo da concentragdo de MDA,
0 po6 obtido foi homogeneizado em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v).

O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g durante 15 min a 4 °C. Apos
centrifugacdo, 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL da solucdo de acido
tiobarbittrico 0,5% (m/v) (preparado em 20% (m/v) de TCA), incubado em banho-
maria a 95 °C por 30 min e a reacéo foi parada em banho de gelo. As amostras foram
centrifugadas a 10000 x g por 10 min e a absorbancia especifica do sobrenadante foi
determinada a 532 nm. A absorbancia inespecifica foi mensurada a 600 nm e subtraida
do valor da absorbancia especifica. A concentragdo de MDA foi calculada utilizando-
se o coeficiente de extingdo de 155 b’ e foi expressa em pmol kgle massa

fresca (Heath & Packer, 1968).



Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados

Dois experimentos (Experimentos 1 e 2) foram instalados no esquema fatorial 2 x 3
com seis repeticdes por tratamento, sob o delineamento inteiramente casualizado
Neles, foram estudadas as combinacfes de cultivares de feijoeiro (Ouro Negro e
Diamante Negro) com folhas cotiledonares infiltradas (infiltradas com suspenséo de
Xapf, infiltradas com solucdo salina, sem infiltragcdo). Nesses experimentos,
obtiveramse os valores da severidade do CBC, das areas das lesbes, dos parametros
de trocas gasosas, dos parametros da fluorescéncia da clorofila a e da concentracéo de
pigmentos. Para os parametros da fluorescéncia da clorofila a, além dos fatores
citados, considerou-se também as trés areas nas folhas cotiledonares das plantas
infiltradas. Os dados obtidos em cada um dos experimentos foram submetidos a anélise
de variancia e combinados com base na homogeneidade das variancias pelo teste de F
maximo de Hartley (1950). O terceiro experimento (Experimento 3) foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2 com quatro
repeticdes para obtencdo das amostras para as avaliagbes bioquimicas. Os fatores
estudados foram cultivares de feijoeiro (Ouro Negro e Diamante Negro) e plantas
infiltradas (infiltradas com solucdo de Xapf e infiltradas com solugcédo salina). Os
valores dos parametros de trocas gasosas, das atividades das enzimas e das
concentracdes de MDA e de®b foram utilizados para calcular a area abaixo da curva
(AAC) para cada um dos parametros e variaveis avaliados. Para os parametros da
fluorescéncia da clorofila a, os valores dos mesmos foram somados para se obter a
AAC para cada um dos tratamentos apenas aos 14 dai. Em cada um dos experimentos,
a unidade experimental foi constituida de um vaso plastico contendo duas plantas de
feijoeiro (quatro folhas cotiledonares). As médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o software SAS (versao
9.0., SAS Institute Inc., Cary., NC., USA).



RESULTADOS
Considerando que ndo houve diferenca entre os tratamentos folhas infiltradas com
solugéo salina e folhas néo infiltradas nos Experiment®? 1tilizou-se apenas o

tratamento folhas infiltradas com solucéo salina para a apresentacdo dos resultados.

Severidade do CBC e area da leséo

Houve efeito do fator cultivar sobre a severidade do CBC e area de lesdo (Tabela 1).
Nas folhas das plantas da cultivar ON, as lesdes necréticas foram maiores e
apresentaram um halo clorético bem acentuado, enquanto que para a cultivar DN, as
lesdes necroticas foram menores e com halo clorético quase que imperceptivel (Fig.
2A e B). Houve reducdes de 59 e 47%, respectivamente, para a severidade do CBC e
adarea de lesdo na cultivar DN em comparacdo com a cultivar ON (Fig. 2C).

Trocas gasosas

Houve efeito dos fatores cultivares e infiltracdes e da interacdo ente eles para os
parametros A, ge E (Tabela 1). Para a cultivar ON, houve reducdes de 64, 71 e 60%
nos valores da AAC de As® E, respectivamente, para as folhas cotiledonares
infiltradas com suspensédo de Xapf em comparacdo com as folhas cotiledonares
infiltradas com solugéo salina. Para a cultivar DN, reducdes de 46, 56 e 41% nos
valores das AAC de As@ E, respectivamente, ocorreram para as folhas cotiledonares
infiltradas com suspensao de Xapfem contraste com as folhas cotiledonares infiltradas
com solucao salina. Nao houve diferenca entre as cultivares considerando as folhas
cotiledonares infiltradas com solucao salina. Porém, para as folhas cotiledonares
infiltradas com suspenséo de Xapf, houve reducdes de 35, 37, 32% nos valores das
AAC de A geE, respectivamente, para a cultivar ON em comparacao com a cultivar
DN (Fig. 3A-F).

Concentracéo de pigmentos

Houve efeito dos fatores cultivaresinfiltracbes e da interagdo entre eles para a
concentracdo de pigmentos (Tabela 1). Para a cultivar ON, houve reducdes de 80 e
82% nos valores das concentragdes de Chl a+b e de Car, respectivamente, para as
folhas cotiledonares infiltradas com suspenséo de Xapfem comparacdo com as folhas
cotiledonares infiltradas com solugéo salina. Para a cultivar DN, redugdes de 66 e 68%
nos valores das concentragcdes de Chl a+b e de Car, respectivamente, ocorreram para
as folhas cotiledonares infiltradas com suspenséao de Xapf em contraste com as folhas

cotiledonares infiltradas com solucéo salina. Nao houve diferenca entre as cultivares
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considerando as folhas cotiledonares infiltradas com solucdo salina. Porém, para as
folhas cotiledonares infiltradas com suspenséao de Xapf, houve reducdes de 59 e 57%
nos valores das concentracdes de Chl a+b e de Car, respectivamente, para a cultivar
ON em comparacdo com a cultivar DN (Fig. 4A-B).

Imagens e parametros da fluorescéncia da clorofila a

As primeiras alteracfes nas imagens da fluorescéncia da clorofila a obtidas das folhas
cotiledonares infiltradas com suspensdo de Xapf ocorreram a partir dase6 hai
tornaram-se mais expressivas a medida que as lesdes do CBC se expandiram,
principalmente nas folhas cotiledonares das plantas da cultivar ON em comparacao
com a cultivar DN (Figs. 5-6). Os parametragFr, Y (1), Y(NO) e Y(NPQ) foram

mais afetados nas folhas cotiledonares infiltradas com suspenséo de Xapf do que nas
folhas cotiledonares infiltradas com solucé&o salina, principalmente das plantas da
cultivar ON (Figs. 5-6). Alteracfes no parametro Y(Il) em comparacao com os demais
foram mais evidentes as 6 hai. Perda progressiva na atividade fotossintética foi
observada na regido central das lesdes conforme indicada pela coloracdo escura nas
imagens (Figs. 5-6). Em cada les&o, a necrose do tecido foliar, em associa¢gdo com a
perda da propriedade Optica desse tecido, indicquase completa destruicdo do
aparato fotossintético.

Para as folhas infiltradas com solucdo salina, alteracées aparentes nos parametros
avaliados foram quase que imperceptiveis independente da cultivar e da area foliar
avaliada. Os valores do parametro Y(NO) aumentaram com o desenvolvimento do
CBC (Figs. 7-8)enquanto que os valores para os parametros Y(Il), Y(NPQ), NPQ e

gr foram reduzidos. Na area Al, as diferencas nos padrfes de variacdo dos parametros
avaliados foram mais expressivas das 6 as 12 hai, independente da cultivar (Figs. 7-8)
Para a cultivar ON, ao contrario da cultivar DN, os valores dos parametros
apresentaram uma rapida variacdo das 6 hai aos 10 dai, sendo que aos 14 dai tais
variagcdes foram semelhantes nas duas cultivares. Na area A2, ndo houve diferenca
aparente nos padrdes de variacdo dos parametros avaliados das 6 hai aos 3 dai, porém,
a partir dos 6 e 10 dai, tais variagcdes tornaram-se mais perceptiveis, respectivamente,
para as folhas cotiledonares das plantas das duas cultivares. Na area A3, diferencas
nos padrbes dos parametros avaliados tornaram-se notaveis a partir dos 10 dai para a
cultivar ON enquanto que para a cultivar DN tais diferencas nao foram aparentes (Figs.
7-8).
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Houve efeito dos fatores infiltracéo e areas de avaliagcdo, bem como para as interacdes
cultivaresx infiltracaoe infiltracdo x areas de avaliacdo (Tabela 2). Houve reducéo de

38 e 31%, respectivamente, para as cultivares ON e DN, para addAdgcios os
parametros obtidos das folhas cotiledonares infiltradas com suspensao de Xapf em
comparacao com as folhas cotiledonares infiltradas com solugéo salina. Ndo houve
diferenca para a AAC entre as cultivares considerando as folhas cotiledonares
infiltradas com solucéo salina. Porém, para as folhas cotiledonares, houve reducéo de
7% no valor da AAC para a cultivar ON em comparacao com a cultivar DN (Figs. 6-
7). Nao houve diferenca significativa entre as areas Al, A2 e A3 independente da
cultivar. Houve reducdes de 77 e 24% na AAC, respectivamente, para as areas Al e
A2 entre as folhas cotiledonares infiltradas com solucdo salina e infiltradas com
suspensao de Xapf. Para a area A3, ndo houve diferenca entre as folhas cotiledonares
infiltradas com solucéo salirenfiltradas com suspensao de Xapf (Figs..7-8

Atividades das enzimas

Houve efeito apenas do fator infiltragéo e da interacdo cultivairgdtracdo para a
atividade de todas as enzimas avaliadas (Tabela 1). Para as AAC das atividades da
SOD e APX, ndo houve diferenca entre as folhas cotiledonares infiltradas com solugéo
salina e infiltradas com suspenséo de Xapf das plantas da cultivar ON (Fig. 8A e E).
Porém, para a cultivar DN, houve aumento de 38% na AAC da atividade da SOD para
as folhas cotiledonares infiltradas com suspensédo de Xapf em relacdo as folhas
cotiledonares infiltradas com solucéo salina. Para as folhas cotiledonares infiltradas
com solugéo salina, houve aumento de 19% na AAC da atividade da SOD para a
cultivar ON em comparagdo com a cultivar DN. N&o houve diferenca significativa
entre as cultivares considerando as folhas cotiledonares infiltradas com suspenséao de
Xapf (Fig. 9A e B). Houve aumento de 14% para a AAC da atividade da POX para as
folhas cotiledonares infiltradas com suspensdo de Xapf em relacdo as folhas
cotiledonares infiltradas com solucdo salina. Para a cultivar DN, aumentos de 55 e
43% para a AAC das atividades da POX e APX, respectivamente, foram obtidos para
as folhas cotiledonares infiltradas com suspenséo de Xapf em comparagdo com as
folhas cotiledonares infiltradas com solucédo salina. Nao houve diferenca entre as
cultivares considerando as folhas cotiledonares infiltradas com solucéo salina. Porém,

para as folhas cotiledonares infiltradas com suspenséao de Xapf, houve aumentos de 17
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e 13% para a AAC das atividades da POX e APX, respectivamente, para a cultivar DN
em comparacao com a cultivar ON (Fig. 9C-F).

Concentragdes de MDA e kD2

Para a concentracdo de MDA, houve efeito apenas do fator infiltracdo e da interacao
cultivaresx infiltrac&o. Para a concentragao d®k] houve efeito significativo apenas

dos fatores cultivares fator infiltracdo das folhas cotiledonares (Tabela 1). Para a
cultivar ON, houve aumentos de 25 e 84% na AAC das concentracdes de MDA e H
respectivamente, para as folhas cotiledonares infiltradas com suspensao de Xapf em
comparacao com as folhas cotiledonares infiltradas com solugéo salina. Para a cultivar
DN, ndo houve diferenca significativa para a AAC da concentracdo de MDA entre as
folhas cotiledonares infiltradas com solucdo saénafiltradas com suspensédo de
Xapf. A AAC da concentracdo de:B: aumentou significativamente em 52% para as
folhas cotiledonares infiltradas com suspensdo de Xapf em relacdo as folhas
cotiledonares infiltradas com solucéo salina. Nao houve diferenca significativa entre
as cultivares para a AAC das concentracfes de MDACe ebnsiderando as folhas
cotiledonares infiltradas com solugéo salina. Para as folhas cotiledonares infiltradas
com suspenséao de Xapf, houve aumento significativo de 11% na AAC da concentragao
de MDA para a cultivar ON em comparacdo com a cultivar DN. Para a AAC da
concentracdo de 4., ndo houve diferenca significativa entre as cultivares
considerando as folhas cotiledonares infiltradas com suspenséo de Xapf (Fig. 10A-D).
Correlacoes

A correlacdo tanto da severidade do CBC quanto da area de lesdo com os parametros
Y(I1), gp, 0. € ETR foi negativa para as areas A2 e A3. Para a area A3, houve correlagéo
positiva tanto da severidade do CBC quanto da area de leséo e os parametros Y(NPQ)

egn (Tabela 3).
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DISCUSSAO

O presente estudo apresenta, pela primeira vez na literatura, informagdes sobre
as alteracdes fisiologicas e bioquimicas decorrentes do processo infeccioso de Xapf
em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro. O efeito deletério da infec¢do por Xapf
no desempenho fotossintético do feijoeiro foi comprovado pelas reducdes em A ¢
E nas folhas infiltradas com suspenséo de Xapf, consistente com resultados obtidos
para 0Ss patossistemas arroz-Pyricularia oryzae (Bastiaans, 1991), milho-
Phaeosphaeria maydis (Godoy et al., 2001), feijoeiro-Uromyces appendiculatus
feijoeiro-Pseudocercospora griseola e feijoeiro-Colletotrichum lindemuthianum
(Bassanezi et al., 2002), trigo-Puccinia triticina (Robert et al., 2005), videira-Uncinula
necator e videira-Plamospara viticola (Moriondo et al., 2@0Bjue a infeccéo pelos
patdégenos reduziu os valores de A

Os maiores decréscimos em A estiveram relacionados com a maior severidade
do CBCe da area da lesédo nas folhas cotiledonares das plantas da cultivar ON em
relacdo a cultivar DN. De acordo com Alves et al. (2011), somente plantas de eucalipto
suscetiveisa Puccinia psidii apresentaram reducdes nos valores de A Essa mesma
tendéncia foi verificada em outros patossistemas tais como arroz-P. oryzae (Bastiaans
& Roumen, 1993) e castanheira-Phytophthora cinnamomi (Dinis et al., 2011).

As redugdes concomitantes nos valores gk nas folhas cotiledonares das
plantas das duas cultivares de feijoeiro durante o processo infeccioso de Xapf pode
estar associada com o fechamento dos estdmatos. Para os patossistemas trigo-P.
triticina (McGrath & Pennypacker, 1990) feijoeiro-U. appendiculatus, P. grigeola
C. lindemuthianum (Duniway & Durbin, 1971; Bassanezi et al., 2002), eucalipto-P.
psidii (Alves et al., 2011) e arroz-B. oryzae (Dallangol et al., 2011) houve redugdes
significativas nos valores de g E nos estadios avancados da infeccdo por esses
patdégenos. De acordo com Erickson et al. (2003), a reducaeéeumygdos principais
fatores limitantes a fotossintese em plantas infectadas por patégenos, uma vez que
influxo de CQ decresce dramaticamente. De acordo com o presente estudo, o
parametro gfoi o que sofreu menor alteracéo nas folhas cotiledonares das plantas da
cultivar DN infiltradas com suspenséo de Xapf por terem apresentado 0os menores
valores de severidade do CBC, em contraste com as plantas da cultivar ON. De
maneira similar, plantas de cultivar de eucalipto suscetivel a ferrugem inoculadas com

P. psidii apresentaram reduc¢des nos valores éaguanto que nas plantas de cultivar
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resistente ndo foram observadas alterac6es nos valoregmecgmparacdo com as
plantas ndo inoculadas (Alves et al., 2011).

A destruicao dsmoléculas de clorofila ou dos cloroplastos resultando, assim,
em clorose seguida de necrose do tecido foliar, pode afetar negativamente a
fotossintese nas folhas infectadas por patégenos com diferentes estilos de vida
(Bassanezi et al., 2002; Dallagnol et al., 20D&bona et al., 2014No presente
estudo, menores concentragfes de pigmentos fotossintéticos foram observadas nas
folhas cotiledonares das plantas infiltradas com suspensao de Xapf, principalmente da
cultivar ON, nas quais obtiveram-se também os menores valores de A Reducdo na
concentracdo de Chla+b acarreta reducéo na capacidade e na eficiéncia daw folhas e
capturar a energia necessaria para as reacdes fotoquimicas que ocorrem na fotossintese
(Chauhan et al., 1997). De acordo com Kumudiral. (2008), em folhas de soja
infectadas por Phakopsora pachyrhizi, a perda na capacidade fotossifuiética
associadagm primeira instancia, com um decréscimo na conceirae clorofilas e
na reducao da absorcao de luz pelas folhas. No presente estudo, a infeccéo por Xapf
pode ter comprometido a integridade estrutural da rede de tilacéides reduzindo, assim
a capacidade de transporte de elétrons e a fixacao gdedd€cido foliar.

Antes do aparecimento dos sintomas do CBC, observegamidancas nos
padroes dos parametros de fluorescéncia da clorofila a nas folhas cotiledonares das
plantas infiltradas com suspensao de Xagtiias cultivares, principalmente reducdes
nos valoresle Y(Il) e gr € aumento nos valores de Y(NPQ). Reducdes nos valeres
Y(Il) refletem decréscimo na taxa de transporte de elétrons aparente; reducées nos
valores de g sédo justificadas por uma menor fracdo de luz absorvida que é dissipada
fotoquimicamente; e aumento nos valores de Y(NPQ) indicam maior dissig@cao
energia na forma de calor (Krause & Weis, 19%o0 entanto, entre os diversos
parametros da fluorescéncia da clorofila a que podem ser obtidos, alguns deles podem
nao ser preditivos para indicar o inicio do aparecimento dos sintomas de uma doenca
conforme foi observado para o parametit-f. No presente estudo, observaram-se
diminuicdes iniciais nos valores de Aaos 1 dai, as quais ndo foram acompanhadas por
qualquer alteragdo nos valores dek Fn e, por consequéncia, nos valores d€&k
Similarmente, Tatagiba et al. (2015) ndo observaram alteracdes/Em dem o
decréscimo em A em folhas de arroz nas primeiras horas apos a inoculagdo com

Monographella albescens.
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Com o desenvolvimento do CBCagedu@o progressiva nos valores de A a
utilizacdo fotoquimica da energia da luz através de reacdes de fixagdo de carbono foi
continuamente reduzida, acarretando perda gradual dos pigmentos fotossintéticos.
Considerando que essas respostas foram acompanhadas por decréscinies em F
aumentos em Y(NPQE pela correlacdo negativa da severidade com os parametros
Y(I1), gr, 0. € ETR, aventa-se que a capacidade de fotoprotegéo foi perdida, resultando,
assim, em um aumento dos danos fotooxidativos no tecido das folhas cotiledonares
Além disso, o0 aumento do dano fotooxidativo no tecido das folhas cotiledonares pode
também estar associado com o0s aumentos progressivos nos valores de Y(NO),
sugerindo, portanto, que tanto a energia de excitacao dirigida a conversao fotoquimica
e 0S mecanismos de regulacdo da protecaortonrse fisiologicamente ineficazes
(Klughammer & Schreiber, 2008). Levando em consideracao todas as alteragbes nos
parametros examinados, obteve-se perda quase que completa das propriedades 6pticas
dos tecidos das folhas cotiledonares colonizados por Xapf e, em ultima analise, a
destruicdo quase que completa do aparelho fotossintético.

No presente estudo, verificou-se que o aparato fotossintético foi afetado nos
tecidos assintomaticos das folhas cotiledonares. De acordo com Tatagiba et gl. (2015)
houve redugdes nos valores dos parametresy{ll) em areas nas folhas de arroz que
ainda ndo apresentaram os sintomas da escaldadura, causada por M. albescens.

Entre os paradmetros da fluorescéncia da clorofila&5mFé um excelente
indicador do nivel de estresse da planta por refletir a eficiéncia quantica do PSII
(Maxwell & Johnson, 2000). Em plantas ndo estressadas, os valores desse parametro
séo em torno de 0,8yvalores menores indicam a ocorréncia de fotoinibicdo e dano no
FSII (Bjorkman & Powles, 1984; Aradjo & Deminicis, 2009). No presente estudo foi
demonstrado que os valores de/Hm permaneceram inalterados nas areas
assintomaticas. Esta constatacdo estd em contraste com o que foi relata@lo para
intera@os Arabidopsis thaliana-Pseudomonas syringacotiana benthamiana-P.
syringae, em que os valores déHm diminuiram significativamente mesmo no tecido
foliar assintomético (Bonfig et al., 2006; Igbal et al., 2012).

A reducdo no desempenho fotossintético das folhas cotiledonares das plantas
inoculadas com Xapf provavelmente gerou um excedente de energia resultante da luz
absorvida pelos cloroplastos. A fotorrespiracdo e a via Mehler-peroxidase podem

fornecer protecédo para 0 excesso de luz por atuarem na dissipagdo do excesso de



16

energia no aparato fotossintético ocorrendo, assim, uma reducéo fotossintética do O
Biehler & Fock 1996). Com esses danos ao aparato fotossintético e a outras estruturas
da célula, uma maior quantidade de EROs pode ocorrer na célula. Dessa forma, as
plantas apresentam sistemas enzimaticos para manter os niveis de EROs constantes no
interior das suas células (Scandalios, 1983jnaior atividade da SOD nas folhas
cotiledonares infectadas por Xapf pode ter contribuido para a protecéo contra o estresse
oxidativo. Como esperado, a atividade da SOD aumentou nas folhas cotiledonares das
plantas inoculadas com Xapf, ao contrario do que foi observado nas folhas
cotiledonares das plantas ndo inoculadas. Diversos autores relataram aumento na
atividade das SOD em resposta a infeccdo por patdgenos. Em tomateiro, foi
demonstrado que a atividade da SOD peroxissomal foi maior na fase inicial da
infecgdo por Botrytis cinerea, mas decresceu com o desenvolvimento das lesdes
necroticas causadas por B. cinerea (Kuzniak & Sklodowska, 2005). Essa observacgao
contradiz o que foi observado no presente estudo no qual houve aumento na atividade
da SOD nas folhas cotiledonares das plantas inoculada® clesenvolvimento do

CBC em relacéo as folhas cotiledonares das plantas ndo inoculadas. De acordo com
Debona et al. (2012), a atividade da SOD aumentou nas folhas de trigo infectadas por
P. oryzae em comparacdo com as folhas das plantas ndo inoculadas. A atividade da
SOD teve um aumento mais evidente nas folhas cotiledonares das plantas inoculadas
da cultivar DN em relacdo a cultivar ON. Em morangueiro infectado por
Mycosphaerella fragariae também houve aumento na atividade da SOD, o qual foi
mais pronunciado nas folhas das plantas das cultivares resistentes do que nas cultivares
mais suscetiie (Ehsani-Moghaddam et al., 2006), corroborando com os dados do
presente estudo.

Nas folhas cotiledonares das plantas inoculadas das duas cultivares houve
aumento na atividade das enzimas POX e APX durante o processo infecciosa de Xapf
Uma maior atividade da POX foi importante para reduzir o estresse oxidativo
resultante da infeccao por Xapf. Além do envolvimento da POX na remoc¢a®edo H
essa enzima também apresenta importante papel na defesa das plantaa contra
infeccdo por patdgenos devido a sua participagdo na biossintese da lignina e,
consequentemente, fortalecimento da parede celular (Rauyaree et al., 2001). Debona
et al. (2012) constataram que uma maior atividade da POX foi uma estratégia

importante dsplantas de trigo em resposta a infeccéo por P. oryzae. Hong-xia et al.
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(2011) determinaram as atividades das enzimas POX, GST, CAT e SOD em plantas
de cultivares de trigo resistentes e suscetiveis a Rhizoctonia cerealis e concluiram que
uma maior atividade da POX esteve associada com a maior resisténcia das plantas. Na
interacdo trigo-P. oryzae, a maior atividade da POX no estagio final da infeccédo pelo
fungo também foi importante na resisténcia do trigo a brusone (Xavier Filha et al.,
2011). Esses relatos concordam com os resultados do presente estudo em que houve
aumento na atividade da POX, principalmente nas plantas da cultivar DN nos estagios
finais da infeccéo por Xapf.

A remocao do excesso de®} pela APX é o primeiro passo do ciclo ascorbato-
glutationa (Foyer & Halliwell, 1976; Asada, 1994). Esse ciclo compreende uma série
de reacbes redox envolvendo, além da APX, as enzimas redutase do
monodesidroascorbato (MHAR), redutase do desidrosascorbato (DHAREBR
(Foyer & Halliwell, 1976; Nakano & Asada, 1981). A APX é responsavel pela
remocédo do kD- nos cloroplastos, peroxissomos e mitocondrias (Quan et al., 2008)
utilizando o ascorbato como doador de elétrons especifico para redugis a égua
(Asada, 1992). O aumento na expressao do gene APX e na atividade dessa enzima
durante diferentes interacdes patdégeno-hospedeiro tem sido bem documentado na
literatura (El-Zahabi et al., 1995; Huckelhoven et al.,, 2001; Sarowar et al., 2005;
Harrach et al., 2008). No presente trabalho, a atividade da APX aumentou nas folhas
cotiledonares das plantas inoculadas comparadas com as folhas cotiledonares das
plantas ndo inoculadas, porém este aumento foi mais pronunciado nas plantas da
cultivar DN do que nas plantas da cultivar ON. Aumento na expressado do gene APX
foi observado em folhas de cevada infectadas por Blumeria graminis f. sp. hordei
(Huckelhoven et al., 2001). Harrach et al. (2008) observaram que as alteragbes nas
atividades da maioria das enzimas envolvidas no metabolismo antioxidativo tais como
aPOX, APX e GST nas folhas de plantas de de cevada foram swajes inoculacao
com B. graminid. sp. hordei.

No presente estudo, houve aumento na concentrag@®» Has folhas
cotiledonares das plantas inoculadas em relacéo as folhas cotiledonares das plantas néo
inoculadas, o que correspondeu a uma maior concentragdo de MDA nas plantas da
cultivar ON. Uma maior concentracdo de EROs em plantas de tomateiro infectadas
por Fusarium oxysporur sp. lycopersici resultou em uma maior peroxidacao de

lipideos (Mandal et al., 2008). A extensdo do dano celular causado pelo estresse
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oxidativo relacionado a resposta das plantas a infeccdo por patdégenos pode ser
estimada pelos produtos da peroxidagédo dos lipideos de membrana (Mandal et al.,
2008; Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; Fu & Huang, 2001). A maior resisténcia das
plantas da cultivar DN a infeccéo por Xapf foi refletido numa menor peroxidacao de
lipideos, como indicado pela menor concentracdo de MDA nas folhas cotiledonares.
As maiores atividades da SOD, POX e APX nas folhas cotiledonares das plantas
inoculadas da cultivar DN em relacdo as plantas inoculadas da cultivar ON resultaram
em redugdo na concentragdo de MDA e, assim, em menor danos celular decorrente da
infeccdo por Xapf.

Os resultados do presente trabalho indicaram, pela primeira vez, que a
fotossintese, seja estimada pelas trocas gasosas ou por meio da fluorescéncia da
clorofila a, das folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro da cultivar mais suscetivel
foi decrescida em decorréncia do processo infeccioso de Xapf em comparacdo com a
cultivar mais resistente. Pela analise da fluorescéncia da clorofila a foi possivel
detectar alteracdes na capacidade fotossintética das plantas de feijoeiro antes mesmo
do aparecimento dos sintomas do CBC. Apés a ocorréncia do periodo de incubacéao,
alterac6es nos parametros da fluorescéncia da clorofila a foram possiveis de serem
notadas nas areas assintomaticas das folhas cotiledonares. Adicionalmente, verificou-
se que um sistema antioxidativo eficiente na remocéo do excesso de EROs formado
durante o processo infeccioso de Xapf, o que passa a limitar os danos celulares
decorrentes da infeccdo pela bactéria, foi importante para garantir uma maior
resisténcia ao CBC. O conhecimento das alteracdes fisiologicas e bioquimicas em
plantas de feijoeiro infectadas por Xapf tornam-se de fundamental importancia para
que novas estratégias de controle do CBC possam ser implementadas.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1 P valores dos efeitos dos fatores cultivar (C), infiltragcdo das plantas (1) e
experimento (E) e das interacdes entre esses fatores para severidade do crestamento
bacteriano (Sev), area da lesdo (AL), taxa liquida de assimilacdo gdgALO
condutancia estomaticasfgtaxa de transpiragdo (E), concentracdo de clorofila total

(Chl a+b) e de carotenoides (Car), atividades da superoxido dismutase (SOD), das
peroxidases (POX) e ascorbato peroxidase (APX), além das concentracdes de peroxido

de hidrogénidH20,) e aldeido maldnico (MDA).

Variaveis C I E Cxl CxE IxE CxIxE
Sev < 0,001 - 0,712 - 0,531 - -
AL < 0,001 - 0,149 - 0,170 - -

A <0,001 <0,001 0,352 <0,001 0,559 0,080 0,399

Os <0,001 <0,001 0,618 0,002 0,714 0,895 0,081

E <0,001 <0,001 0,237 <0,001 0,653 0,814 0,275

Chl a+b 0,042 <0,001 0,750 0,022 0,778 0,670 0,757

Car 0,023 <0,001 0,858 0,003 0,997 0,628 0,903
SOD 0,696 0,003 - 0,017 - - -
POX 0,641 0,001 - 0,028 - - -
APX 0,851 0,002 - 0,015 - - -
H20> 0,021 <0,001 - 0,757 - - -

MDA 0,186 0,001 - 0,048 - - -
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Tabela 2 P valores dos efeitos dos fatores experimento (E), cultivar (C), infiltracdo
das plantas (I) e areas em relacdo ao ponto de inoculac&alés)interacdes entre
eses fatores paraarea abaixo da curva de fluorescéncia da clorofila a aos 14 dias

apos inoculacéo das plantas de feijoeiro com Xanthomonas axonopodis var. fuscans.

Fontes de variaga« P valores

E 0,738

C 0,307
I < 0,001
ExC 0,970
E x| 0,487
Cxl 0,001
ExCxI 0,621
A < 0,001
AXE 0,886
AxC 0,340
A x| <0,001
AxExC 0,884
AXxE x| 0,957
AxCx| 0,601

AxXExCx| 0,849
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Tabela 3 Coeficientes de correlacdo de Pearson dos parametros fluorescéncia magirflaoifescéncia inicial [, eficiéncia fotoquimica
méaxima do PSII [FFn], eficiéncia quantica do PSII [Y(Il)], rendimento quéantico de dissipacdo de energia repUlEé®)], rendimento
qguantico de dissipacado de energia ndo regulada [(Y(NO)], quenching ndo-fotoquimico (NPQgnteefe quenching nao-fotoquimicai)q
coeficiente de extingdo fotoquimicor[gcoeficiente de quenching fotoquimica]g taxa de transporte de elétrons (ETR) determinados na area

intermedidria entre a area assintomatica e a area necrética (A2) e a area assintomatica (A3) conda Egeeyida area da lesao (AL).

Variaveis  Fm Fo  FRJ/Fm Y()  Y(NPQ)  Y(NO) NPQ  on qp q ETR
AreaA2
Sev 0,38 0,27 -0,14 -0,72* 0,32 0,13 -0,05 0,28 -0,73* -0,79* -0,67*
AL 0,18 0,40 -0,25 -0,82* 0,19 0,41 -0,24 0,05 -0,65* -0,82* -0,80*
AreaA3
Sev 0,16 0,46 -0,20 -0,72* 0,68* -0,41 0,42 0,61* -0,68* -0,60* -0,79*
AL 0,23 0,40 -0,09 -0,70* 0,64* -0,32 0,40 0,56* -0,69* -0,67* -0,76*

*P <0,05.
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Figura 1. Representacao esquematica das folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro
sem infiltracdo (A), infiltrada com solucéo salina (B) e infiltradas com suspenséo de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans em que os circulos representam a
area avaliada. Folhas cotiledonares das plantas sem infilteg;&iés areas foram
escolhidas ao acaso. Nas folhas cotiledonares das plantas infiltradas com solucdo
salina, as areas foram assim definidas: area infiltrada (Al), area intermediaria entre a
regido infiltrada e nao infiltrada (A2) e area distante do local de infiltracdo (A3). J&
nas plantas infiltradas com solu¢cdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var.
fuscans as areas foram definas como: Area necrética (Al), area intermediaria entre a

area assintomatica e a area necrotica (A2) e area assintomatica (A3).
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Figura 2. Sintomas do crestamento bacteriano comum nas folhas cotiledonares de
plantas das cultivares Ouro Negro (A) e Diamante Negro (B). Area da desdo
severidade do crestamento bacteriano nas folhas cotiledonares das plantas das
cultivares Ouro Negro e Diamante Negro aos 14 dias ap0s inoculacdo com
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans (C). Médias seguidas de um (*) e
dois asteriscos (**) indica diferenca significativa entre as cultivares @5) para

area da lesédo e severidade, respectivamente, com base no teste F. Barras de erro
representam os desvios padréo das médias. n = 12.
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Figura 3. Parametros de trocas gasosas taxa de assimilacao liquida ¢&) (e

B), condutancia estomaticas(gC e D) e transpiracad) (E e F) determinadas nas

folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro das cultivares Ouro Negro (A, C e E) e
Diamante Negro (B, D e F) infiltradas com solucdo salina ou inoculadas com
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. A partir dos valoresde=EA, g

para cada cultivar, calculou-se as areas abaixo da curva (AAC) paraimados
parametros de trocas gasosas. Barras de erro representam os desvios padrdao das
meédias. Dados de doiexperimentos combinados. As letras a, b e c indicam,
respectivamente, comparacédo entre plantas ndo inoculadas e inoculadas para cada
cultivar; entre as plantas ndo inoculadas das duas cultivares e entre as plantas

inoculadas das duas cultivares. n = 8.
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Figura 4. Concentracoes de clorofila total (Chla+b) e de carotenoides (Car)

determinadas em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro das cultivares Ouro

Negro (A) e Diamante Negro (B) infiltradas com solugéo saimeoculadas com

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. Médias seguidas de um (*) e dois

asteriscos (**) indica diferenca significativa entre as cultivares< (@,05) para

clorofila total e carotendides, respectivamente, com base no teste F. Barras de erro

representam os desvios padrao das médias. n = 8. AF = area foliar.
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Figura 5. Imagens dos parametros de fluorescéncia da clorofila a rendimento quantico
maximo do fotossistema Il {Fn], eficiéncia quéantica do PSII [Y(Il)], rendimento
quantico de dissipacdo de energia ndo regulada [(Y(NO)] e rendimento quantico de
dissipacéo de energia regulada [Y(NPtidas de folhas cotiledonares de plantas de
feijoeiro da cultivar Ouro Negro ndo infiltrada, infiltradas com solucdo salina
(infiltrado) e aos 6, 12 horas apoés inoculacédo (hai) e 1, 3, 6, 10 e 14 dias apés
inoculagéo (dai) com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans.
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Figura 6. Imagens dos parametros de fluorescéncia da clorofila a rendimento quantico
maximo do fotossistema Il {A~m], eficiéncia quantica do PSII [Y(Il)], rendimento
quantico de dissipacdo de energia ndo regulada [(Y(NO)] e rendimento quantico de
dissipacéo de energia regulada [Y(NP@)tidas de folhas cotiledonares de plantas de
feijoeiro da cultivar Diamante Negro nao infiltrada, infiltradas com solugcéo salina
(infiltrado) e aos 6, 12 horas apoés inoculacédo (hai) e 1, 3, 6, 10 e 14 dias apés

inoculacao (dai) com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans.



——6hai —12hai—1dai 3dai —6dai 10dai—14dai A B
Fm
250 -
ETR. 200 - F ETR. F
150 =
100 -
qL ~ 50 - , FO qL \ FO
gP ol )y FVIFm QP (e (o (o o) FUFm
gN' Yy aN" Yan
NPQ “Y(NPQ) NPQ “Y(NPQ)
Y(NO)
C D
ETR. F ETR. F
qL \ FO aL \ FO
qP o i (g ) FUIFm X QR QU QRa | 4F J ‘i FVIFm
g\’ y(iny aN' y(iry
NPQ : “Y(NPQ) NPQ : “Y(NPQ)
Y(NO) Y(NO)
E F
Fm
250 -
ETR. F ETR. 200 - F
150 =
qL FO qL FO
[ AR GUTQUIGITANY g L)) FIFm [T EAREnIaN /¢ o FuIFm
aN Y aN® RaZ()
NPQ : “Y(NPQ) NPQ “Y(NPQ)
Y(NO) Y(NO)

Figura 7. Alteracdes relativas nos valores meédios dos parametros de fluorescéncia da
clorofila a em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro da cultivar kg
infiltradas com solugéo salina (A, C e E) e as 6 e 12 horas apos inoculagéo (hai) e aos
1, 3, 6, 10 e 14 dias ap0os inoculagéo (dai) com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
var. fuscans (B, D e F). As avaliagdes foram realizadas na area infiltrada com solugéo
salina (A), area necrotica (B), area intermediaria entre a regido infiltrada e nao
infiltrada com solucgéo salina (C), area intermediaria entre a area assintomatica e a area

necrotica(D), area distante do local de infiltragdo com solucéo salina (E) e na area

assintomatica nas folhas cotiledonares das plantas inoculadas (F).
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Figura 8. Alteracdes relativas nos valores médios dos parametros de fluorescéncia da
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clorofila a em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro da cultivar DiaNegte

infiltradas com solugéo salina (A, C e E) e as 6 e 12 horas ap0s inoculacao (hai) e aos
1, 3, 6, 10 e 14 dias ap0s inoculagéo (dai) com Xanthomonas axonopodis pv. phaseol
var. fuscans (B, D e F). As avaliagdes foram realizadas na area infiltrada com solugéo
salina (A), area necrotica (B), area intermediaria entre a regido infiltrada e néo
infiltrada com solucgéo salina (C), area intermediaria entre a area assintomatica e a area

necrética (D), area distante do local de infiltracdo com solucéo salina (E) e na area

assintomatica nas folhas cotiledonares das plantas inoculadas (F).
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Figura 9. Atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD) (A e B), peroxidases
(POX) (C e D) e ascorbato da peroxidase (APX) (E e F) determinadas em folhas
cotiledonares de plantas de feijoeiro das cultivares Ouro Negro (A, C e E) e Diamante
Negro (B, D e F) infiltradas com solucdo salina e infiltradas com suspensédo de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. A partir dos valores das atividades
da SOD, POX e APX para cada cultivar, calculou-se as areas abaixo daAA@ya (

para cada uma das enzimas. Barras de erro representam os desvios padréo das médias.
As letras a, b e c indicam, respectivamente, comparacao entre plantas infiltradas com
solugéo salina e infiltradas com suspenséo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
var. fuscans para cada cultivar; entre as plantas infiltradas com solucéo salina das duas
cultivares e entre as plantas infiltradas com suspenséo de Xanthomonas axonopodis

pv. phaseoli var. fuscans das duas cultivares. n = 4.
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Figura 10. Concentracdes de peroxido de hidrogénigOdl (A e B) e de aldeido
malonico (MDA) (C e D) determinadas em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro
das cultivares Ouro Negro (A e C) e Diamante Negro (B e D) infiltradas com solucao
salina e infiltradas com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. A partir
dos valores das atividades das concentracdes:@e ¢eHMDA para cada cultivar,
calculou-se as areas abaixo da curva (AAC) para cada um desses compostos. Barras
de erro representam os desvios padrdo das médias. As letras a, b e ¢ indicam,
respectivamente, comparacao entre plantas infiltradas com solucédo salina e infiltradas
com suspensdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans para cada
cultivar; entre as plantas infiltradas com solugéo salina das duas cultivares e entre as
plantas infiltradas com suspensdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var.

fuscans das duas cultivares. n = 4.



