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RESUMO 
 

SILVA, Leandro de Castro, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2016. 
Alterações fisiológicas e respostas oxidativas em feijoeiro infectado por 
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. Orientador: José Rogério de 
Oliveira. Coorientador: Fabrício Ávila Rodrigues. 
 

O crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas axonopodis pv. 

phaseoli var. fuscans (Xapf), é a bacteriose mais importante da cultura do feijoeiro. 

Nesse trabalho objetivou-se determinar as alterações fisiológicas e bioquímicas em 

cultivares de feijoeiro suscetível (Ouro Negro (ON)) e resistente (Diamante Negro 

(DN)) à Xapf. Para isso, os parâmetros de trocas gasosas e da fluorescência da clorofila 

a, as atividades das enzimas envolvidas no sistema antioxidativo (superóxido 

dismutase (SOD), peroxidases (POX) e ascorbato peroxidase (APX)) e as 

concentrações de pigmentos fotossintéticos, de peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

aldeído malônico (MDA) foram avaliados. Para as plantas da cultivar ON infiltradas 

com suspensão de Xapf, os valores de todos os parâmetros de trocas gasosas foram 

reduzidos em relação às plantas da cultivar DN. Além disso, as concentrações de 

pigmentos fotossintéticos também foram menores para as plantas infiltradas com 

suspensão de Xapf na cultivar ON em comparação às da cultivar DN. As atividades da 

SOD, POX e APX foram maiores para as plantas infiltradas com suspensão de Xapf 

em relação às infiltradas com solução salina nas duas cultivares, mas com maiores 

atividades para as plantas da cultivar DN. As concentrações de H2O2 e de MDA foram 

maiores para as plantas infiltradas com suspensão de Xapf em relação às plantas 

infiltradas com solução salina principalmente na cultivar ON. As primeiras alterações 

nas imagens da fluorescência da clorofila a, obtidas das folhas cotiledonares infiltradas 

com suspensão de Xapf, ocorreram a partir das 6 horas após a infiltração com 

suspensão de Xapf e tornaram-se mais expressivas com o desenvolvimento do CBC, 

principalmente, na cultivar ON. A área abaixo da curva (AAC) dos parâmetros da 

fluorescência da clorofila a foi menor para as plantas infiltradas com suspensão de 

Xapf em relação às infiltradas com solução salina para as duas cultivares, porém com 

menor decréscimo para a cultivar DN. A AAC foi menor para as áreas necróticas (A1) 

e área intermediária entre a área assintomática e a área necrótica (A2) das folhas 

cotiledonares das plantas infiltradas com suspensão de Xapf em relação às infiltradas 

com solução salina.  
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ABSTRACT 
 

SILVA, Leandro de Castro, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2016. 
Physiological changes and oxidative responses in commom bean infected by 
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. Adviser: José Rogério de 
Oliveira. Co-adviser: Fabrício Ávila 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 (H2O2) 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 H2O2 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 of CBB, 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 (A1) 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. 
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INTRODUÇÃO 

O crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas axonopodis 

pv. phaseoli var. fuscans (Xapf), é a principal doença bacteriana da cultura do feijoeiro 

(Phaseolus vulgaris, L.) podendo causar, em determinadas ocasiões, perdas de até 45% 

na produção, principalmente, no cultivo das águas (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 regiões produtoras de feijão, principalmente nos estados de 

Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro e São Paulo (Torres et al., 2009). Os primeiros 

sintomas do CBC aparecem como manchas verdes-escuras encharcadas e de aspecto 

oleoso, com o desenvolvimento da doença, as lesões expandem e adquirem uma 

coloração marrom com bordos cloróticos conferindo, assim, ao tecido colonizado pela 

bactéria, um aspecto necrótico 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 fisiológicos das plantas, a fotossíntese é a mais afetada 

durante o processo infeccioso dos patógenos foliares (Bastiaans, 1991; Bassanezi et 

al., 2002; Dallagnol et al., 2011; Resende et al., 2012; Debona et al., 2014). Dessa 

forma, uma avaliação minuciosa das respostas fotossintéticas nas interações patógeno-

hospedeiro pode proporcionar novas estratégias de controle das doenças (Rolfe & 

Scholes, 2010). A fluorescência da clorofila a é uma técnica útil para monitorar a 

atividade fotoquímica da fotossíntese e quando associada com a técnica de imagem, as 

possíveis alterações nos parâmetros associados com a fotossíntese nos tecidos 

infectados podem ser mapeadas antes mesmo do aparecimento dos sintomas (Baker et 

al., 2001; Iqbal et al., 2012). Em combinação à determinação das trocas gasosas, a 

fluorescência da clorofila a permite que uma análise espaço-temporal detalhada da 

resposta da folha infectada à infecção por um determinado patógeno seja 

minuciosamente explorada (Baker et al., 2001; Iqbal et al., 2012). 

Em resposta a estresses de natureza abiótica e,/ou, biótica, a exemplo da infecção 

por patógenos, as células vegetais podem aumentar a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), tais como o peróxido de hidrogênio (H2O2), o ânion superóxido (O2-

) e o radical livre hidroxila (OH-), os quais são altamente citotóxicos (Medhy, 1994; 

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

como a peroxidação de lipídios e a alteração na estrutura de macromoléculas 
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essenciais, como os ácidos nucléicos, os pigmentos e as proteínas (Apel & Hirt, 2004). 

Considerando a natureza citotóxica das EROs, sistemas enzimáticos e não enzimáticos 

das plantas passam a desempenhar papel fundamental na proteção celular (Scandalios, 

1993). Exemplos dessas enzimas são a superóxido dismutase (SOD), que catalisa a 

dismutação do O2- a H2O2 e constitui a primeira linha de defesa contra as EROs 

(Alscher et al., 2002); as catalases (CAT) que convertem o H2O2 em água e oxigênio 

(Asada, 1999) e as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, a exemplo das peroxidases 

do ascorbato (APX), que reduz o H2O2 nos plastídios utilizando o ascorbato como 

doador de elétrons (Yan et al., 1996). 

Considerando a importância dos processos fisiológicos e do estresse oxidativo 

na resistência de plantas a doenças, o presente trabalho teve como objetivos: (i) 

determinar as possíveis alterações nos parâmetros de trocas gasosas e da fluorescência 

da clorofila a em cultivares de feijoeiro resistente e suscetível à Xapf e (ii ) verificar a 

resposta do sistema antioxidativo dessas duas cultivares em resposta à infecção por 

Xapf. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Crescimento das plantas de feijoeiro 

Sementes de feijoeiro das cultivares Ouro Negro (ON) e Diamante Negro (DN), 

consideradas suscetível e resistente, respectivamente, a Xapf (Kobayasti et al., 1999; 

Embrapa, 1997), foram semeadas em vasos plásticos contendo 1 kg de substrato 

Tropstrato® (Vida Verde, Mogi Mirim, São 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 após a emergência deixando-se, apenas, 

duas plântulas por vaso. As plantas foram adubadas duas vezes por semana com 100 

mL de solução nutritiva de Clark (1975) com algumas modificações como segue: 1,04 

mM Ca(NO3)2.4H2O, 1 mM NH4NO3, 0,8 mM KNO3, 0,069 mM KH2PO4, 0,931 mM 

KCl, 0,60 mM MgSO4.7H2O, 19 µM H3BO3, 2 µM ZnSO4.7H2O, 0,5 µM 

CuSO4.5H2O, 7 µM MnCl2.4H2O, 0,6 µM Na2MoO4.4H2O, 90 µM FeSO4.7H2O e 90 

µM ácido etilenodiamino tetra-acético de sódio (EDTA). As plantas foram crescidas 

em casa de vegetação com temperatura de 30 ± 2 ºC e umidade relativa de 70 ± 5%. 

Obtenção do inóculo de Xapf e inoculação das plantas 

O isolado UnB 772 de Xapf utilizado no presente estudo foi adquirido do Instituto 

Biológico de São Paulo, preservado em tubos criogênicos contendo glicerol (30%) 

esterilizado e mantidos em ultrafreezer a -80 oC (Romeiro, 2001). Para obtenção do 

inóculo de Xapf, a bactéria foi repicada para placas de Petri (9 mm de diâmetro) 

contendo meio Kado 523 (Kado e Heskett, 1970), incubadas em câmaras de 

crescimento tipo B.O.D. (temperatura de 28 oC) por 48 horas. Após esse período, as 

colônias bacterianas foram ressuspendidas em solução salina de NaCl estéril (0,85%) 

para obtenção de uma suspensão bacteriana, ajustada em espectrofotômetro (600 nm) 

para a densidade ótica de 0,2 (1 × 108 UFC mL-1). Plantas no estádio de crescimento 

V2 (Fernandes et al., 1986) (15 dias após emergência) foram mantidas em câmara de 

nevoeiro por 24 horas e, em seguida, as duas folhas cotiledonares de cada planta foram 

inoculadas com a suspensão bacteriana, utilizando-se seringa hipodérmica de 1 mL 

(sem agulha) nos dois lados da nervura central. Como controle usou-se plantas cujas 

folhas cotiledonares foram infiltradas com solução salina e as plantas nas quais não 

houve infiltração. Após inoculação, as plantas foram mantidas em câmara de nevoeiro 

(temperatura de 25 ± 2 °C e umidade relativa de 90 ± 5%) por 24 horas. Após esse 

período, as plantas foram transferidas para casa de vegetação, onde permaneceram até 
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a finalização do experimento. Um sistema de nebulização em que bicos (model NEB-

100; KGF Company) pulverizaram uma névoa de água a cada 30 min sobre o dossel 

das plantas, foi utilizado para manter a umidade relativa acima de 85%.  

Avaliação da severidade do CBC e determinação da área da lesão 

Seis folhas cotiledonares por unidade experimental foram coletadas aos 14 dias após 

inoculação (dai) para avaliação da severidade do CBC e determinação do diâmetro das 

lesões. As folhas cotiledonares foram digitalizadas e as imagens obtidas (resolução de 

600 dpi) foram analisadas no software QUANT (Vale et al., 2003) para obtenção dos 

valores da severidade. As lesões em cada folha cotiledonar foram medidas em dois 

sentidos perpendiculares com auxílio de um paquímetro digital. Obteve-se a média dos 

valores e a área da lesão foi calculada utilizando-se a equação π × r2, em que r 

representa o raio da lesão.  

Avaliação das trocas gasosas 

As avaliações dos parâmetros de trocas gasosas (taxa líquida de assimilação de CO2 

(A), condutância estomática ao vapor de água (gs) e taxa de transpiração (E)) foram 

realizadas no período da manhã das 9 às 12 horas utilizando-se um analisador de gás 

por infravermelho portátil (IRGA, Li-Cor, modelo LI-6400 Nebraska, EUA). Durante 

as avaliações, a concentração de CO2 foi mantida em 400 µmol mol-1 de ar e a radiação 

fotossinteticamente ativa em 1000 µmol fótons m-2 s-1. As avaliações foram realizadas 

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

Determinação da concentração de pigmentos 

Aos 14 dai, 4 discos foliares (1 cm2) foram coletados de 4 folhas cotiledonares das 

plantas por unidade experimental. Os discos foliares foram colocados em tubos de 

vidro contendo 5 mL de dimetilsulfóxido (saturado com 5 g L-1 de CaCO3) e cobertos 

com papel alumínio onde permaneceram por 24 horas a 25 ºC. Posteriormente, 

mediram-se as absorbâncias das amostras a 480, 649 e 665 nm em espectrofotômetro. 

As concentrações de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e de carotenoides (Car) 

foram estimadas de acordo com Lichtenthaler (1987). 

Avaliação das imagens e dos parâmetros da fluorescência da clorofila a 

Os parâmetros e as imagens da fluorescência da clorofila a foram obtidos utilizando-

se o fluorômetro de imagem Imaging-PAM (modelo IMAG - MAX/L) e o software 

Imaging Win (Heinz Walz, Effeltrich, Alemanha). Plantas não infiltradas, infiltradas 

com solução salina e infiltradas com suspensão de Xapf foram aclimatadas no escuro 
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por 30 min e 4 folhas cotiledonares por unidade experimental foram colocadas 

individualmente na câmara “charge-coupled device” (CCD) para obtenção das 

imagens. Primeiramente, foi calculada a fluorescência inicial (F0) através de um pulso 

de luz de baixa intensidade (0,5 μmol m-2 s-1, 100 μs, 1 Hz) e, posteriormente, foi 

emitido um pulso de luz saturante (2,400 μmol m-2 s-1, 10 Hz) por 0,8 s para o cálculo 

da fluorescência máxima (Fm), usada para o cálculo do rendimento quântico máximo 

do fotossistema II (Fv/Fm = ((Fm - F0)/Fm))). As folhas cotiledonares foram expostas à 

luz actínica durante 4 min para obtenção da fluorescência em estado estacionário (Fs) 

e, subsequentemente, um pulso de luz saturante foi aplicado para obtenção da 

fluorescência máxima em estado de luz adaptado (Fm'). A fluorescência inicial (estado 

de luz adaptado) (F0') foi estimada de acordo com Oxborough & Baker (1997). Os 

demais parâmetros foram calculados da seguinte forma: rendimento quântico eficaz 

do PSII (Y(II) = (Fm' - F)/Fm'), rendimento quântico de dissipação de energia regulada 

(Y(NPQ) = 1 - Y(II) - 1/(NPQ + 1 +qL(Fm/F0 - 1))), rendimento quântico de dissipação 

de energia não regulada (Y(NO) = 1/(NPQ + 1 + qL(Fm/F0 - 1))), quenching não-

fotoquímico (NPQ = (Fm - Fm')/Fm'), coeficiente de quenching não-fotoquímico (qN = 

(Fm - Fm')/(Fm - Fo')), coeficiente de quenching fotoquímico (qP = (Fm' - F)/(Fm' - F0')), 

coeficiente de quenching fotoquímico (qL = (Fm' - F)/(Fm' - F0') x F0'/F = qP x F0'/F) e 

a taxa de transporte de elétrons (ETR = 0,5 x Yield x PAR x 0,84 µ equivalentes m-2 

s-1). Todos os parâmetros foram calculados com o auxílio do Software Imaging Win 

em folhas cotiledonares coletadas às 6, 12 e 24 horas após inoculação (hai) e aos 3, 6, 

10 e 14 dai. Os parâmetros foram determinados em áreas circulares ( 0,78 cm2) 

obtidas nas três regiões da folha cotiledonar infiltradas com suspensão de Xapf a saber: 

área necrótica (A1), área intermediária entre a área assintomática e a área necrótica 

(A2) e área assintomática (A3) (Fig. 1). Nas folhas cotiledonares das plantas infiltradas 

com solução salina, as áreas foram assim definidas: área infiltrada (A1), área 

intermediária entre a região infiltrada e não infiltrada (A2) e área distante do local de 

infiltração (A3) (Fig. 1). Nas folhas cotiledonares das plantas do tratamento sem 

infiltr ação, as três áreas foram escolhidas ao acaso (Fig. 1). Decréscimo ou aumento 

nos valores dos parâmetros obtidos em cada uma das áreas determinadas nos dois lados 

das folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf ou infiltradas com solução 

salina foram calculados com base nos valores obtidos nas folhas cotiledonares das 

plantas do tratamento sem infiltração.  
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Determinações bioquímicas 

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 alumínio e rapidamente 

congeladas em nitrogênio (N2) líquido. Em seguida, as amostras foram armazenadas 

em ultrafreezer a -80 °C para posterior análise. 

Determinação das atividades das enzimas superóxido 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 determinações das atividades da SOD, 

POX e APX, um total de 0,3 g de fragmentos de tecido foliar foram macerados com 

pistilo em almofariz contendo N2 líquido até a obtenção de um pó fino. O pó obtido 

foi homogeneizado em 2 mL de tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 6,8) contendo 

EDTA 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfônio (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona 

(PVP) 2% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 × g por 15 min a 4 °C e 

o sobrenadante foi utilizado como extrato para as determinações enzimáticas. 

A atividade da SOD foi determinada pela adição de 10 μL do extrato foliar em 240 μL 

de mistura de reação constituída de tampão fosfato de sódio 50 mM (pH 7,8), 

metionina 13 mM, azul de p-nitro-tetrazólio (NBT) 75 μM, EDTA 0,1 mM e 

riboflavina 2 μM (Del Longo et al., 1993). A reação ocorreu a 25°C sob iluminação de 

lâmpadas de 15 W. Após 10 min de exposição à luz, a iluminação foi interrompida e a 

formazana azul, produzida pela fotorredução do NBT, foi medida em 

espectrofotômetro a 560 nm (Giannopolitis & Ries, 1977). As amostras do tratamento 

infiltração com solução salina tiveram suas absorbâncias medidas a 560 nm utilizando-

se mistura de reação mantida no escuro por 10 min. Os valores obtidos foram 

subtraídos das leituras das amostras das unidades experimentais que receberam 

iluminação. Uma unidade da SOD foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para inibir a fotoredução do NBT em 50% (Beauchamp & Fridovich, 1971). 

A atividade da POX foi determinada pela oxidação do pirogalol de acordo com a 

metodologia proposta por Kar & Mishra (1976). A mistura de reação foi constituída 

de tampão fosfato de potássio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e H2O2 20 mM em 

um volume de 250 μL. A reação foi iniciada pela adição de 10 µL do extrato foliar e a 

atividade foi determinada pelo consumo de H2O2 a 420 nm durante 1 min a 25 ºC. O 
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coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance & Maehley, 1955) foi 

utilizado para calcular a atividade da POX, a qual foi expressa em µM de 

purpurogalina produzida min-1 mg-1 de proteína. 

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano & Asada (1981). A 

mistura de reação foi constituída de tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 6,8), H2O2 

1 mM e ascorbato 0,8 mM em um volume de 241 μL. A reação foi iniciada pela adição 

de 9 μL do extrato foliar e a atividade foi medida pela oxidação do ascorbato a 290 nm 

durante 1 min a 25 ºC. O coeficiente de extinção molar de 2,8 mM-1 cm-1 (Nakano & 

Asada, 1981) foi utilizado para calcular a atividade da APX, a qual foi expressa em 

µmol min-1 mg-1 de proteína. 

Determinação das concentrações de peróxido de hidrogênio (H2O2) e de aldeído 

malônico (MDA) 

Para determinação das concentrações de H2O2 e MDA, amostras de 0,2 g de tecido 

foliar foram maceradas com pistilo em almofariz contendo N2 líquido até a obtenção 

de um pó fino. Para determinar a concentração de H2O2, o pó obtido foi 

homogeneizado em 2 mL constituído de tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 6,5) 

e hidroxilamina 1 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 × g durante 15 

min a 4 °C (Kuo & Kao, 2003). Foram adicionados 10 µL do sobrenadante ao meio de 

reação constituído de FeNH4(SO4) 100 µM, ácido sulfúrico 25 mM, laranja de xilenol 

250 µM e sorbitol 100 mM em um volume de 200 µL (Gay & Gerbicki, 2000). As 

amostras foram mantidas no escuro por 30 min e a absorbância determinada a 560 nm. 

A concentração de H2O2, estimada com base em uma curva padrão de H2O2, foi 

expressa em µmol kg-1 de massa fresca. Para determinação da concentração de MDA, 

o pó obtido foi homogeneizado em 2 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). 

O homogeneizado foi centrifugado a 12000 × g durante 15 min a 4 °C. Após 

centrifugação, 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL da solução de ácido 

tiobarbitúrico 0,5% (m/v) (preparado em 20% (m/v) de TCA), incubado em banho-

maria a 95 °C por 30 min e a reação foi parada em banho de gelo. As amostras foram 

centrifugadas a 10000 × g por 10 min e a absorbância específica do sobrenadante foi 

determinada a 532 nm. A absorbância inespecífica foi mensurada a 600 nm e subtraída 

do valor da absorbância específica. A concentração de MDA foi calculada utilizando-

se o coeficiente de extinção de 155 mM-1 cm-1 e foi expressa em µmol kg-1 de massa 

fresca (Heath & Packer, 1968). 
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Delineamento experimental e análise estatística dos dados 

Dois experimentos (Experimentos 1 e 2) foram instalados no esquema fatorial 2 × 3 

com seis repetições por tratamento, sob o delineamento inteiramente casualizado. 

Neles, foram estudadas as combinações de cultivares de feijoeiro (Ouro Negro e 

Diamante Negro) com folhas cotiledonares infiltradas (infiltradas com suspensão de 

Xapf, infiltradas com solução salina, sem infiltração). Nesses experimentos, 

obtiveram-se os valores da severidade do CBC, das áreas das lesões, dos parâmetros 

de trocas gasosas, dos parâmetros da fluorescência da clorofila a e da concentração de 

pigmentos. Para os parâmetros da fluorescência da clorofila a, além dos fatores 

citados, considerou-se também as três áreas nas folhas cotiledonares das plantas 

infiltradas. Os dados obtidos em cada um dos experimentos foram submetidos à análise 

de variância e combinados com base na homogeneidade das variâncias pelo teste de F 

máximo de Hartley (1950). O terceiro experimento (Experimento 3) foi instalado em 

delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 × 2 com quatro 

repetições para obtenção das amostras para as avaliações bioquímicas. Os fatores 

estudados foram cultivares de feijoeiro (Ouro Negro e Diamante Negro) e plantas 

infiltradas (infiltradas com solução de Xapf e infiltradas com solução salina). Os 

valores dos parâmetros de trocas gasosas, das atividades das enzimas e das 

concentrações de MDA e de H2O2 foram utilizados para calcular a área abaixo da curva 

(AAC) para cada um dos parâmetros e variáveis avaliados. Para os parâmetros da 

fluorescência 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 constituída de um vaso plástico contendo duas plantas de 

feijoeiro (quatro folhas cotiledonares). As médias dos tratamentos foram comparadas 

pelo teste F ao nível de 5% de probabilidade utilizando-se o software SAS (versão 

9.0., SAS Institute Inc., Cary., NC., USA). 
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RESULTADOS 

Considerando que não houve diferença entre os tratamentos folhas infiltradas com 

solução salina e folhas não infiltradas nos Experimentos 1 e 2 utilizou-se apenas o 

tratamento folhas infiltradas com solução salina para a apresentação dos resultados. 

Severidade do CBC e área da lesão 

Houve efeito do fator cultivar sobre a severidade do CBC e área de lesão (Tabela 1). 

Nas folhas das plantas da cultivar ON, as lesões necróticas foram maiores e 

apresentaram um halo clorótico bem acentuado, enquanto que para a cultivar DN, as 

lesões necróticas foram menores e com halo clorótico quase que imperceptível (Fig. 

2A e B). Houve reduções de 59 e 47%, respectivamente, para a severidade do CBC e 

a área de lesão na cultivar DN em comparação com a cultivar ON (Fig. 2C). 

Trocas gasosas 

Houve efeito dos fatores cultivares e infiltrações e da interação ente eles para os 

parâmetros A, gs e E (Tabela 1). Para a cultivar ON, houve reduções de 64, 71 e 60% 

nos valores da AAC de A, gs e E, respectivamente, para as folhas cotiledonares 

infiltradas com suspensão de Xapf em comparação com as folhas cotiledonares 

infiltradas com solução salina. Para a cultivar DN, reduções de 46, 56 e 41% nos 

valores das AAC de A, gs e E, respectivamente, ocorreram para as folhas cotiledonares 

infiltradas com suspensão de Xapf em contraste com as folhas cotiledonares infiltradas 

com solução salina. Não houve diferença entre as cultivares considerando as folhas 

cotiledonares infiltradas com solução salina. Porém, para as folhas cotiledonares 

infiltradas com suspensão de Xapf, houve reduções de 35, 37, 32% nos valores das 

AAC de A, gs e E, respectivamente, para a cultivar ON em comparação com a cultivar 

DN (Fig. 3A-F). 

Concentração de pigmentos 

Houve efeito dos fatores cultivares e infiltrações e da interação entre eles para a 

concentração de pigmentos (Tabela 1). Para a cultivar ON, houve reduções de 80 e 

82% nos valores das concentrações de Chl a+b e de Car, respectivamente, para as 

folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf em comparação com as folhas 

cotiledonares infiltradas com solução salina. Para a cultivar DN, reduções de 66 e 68% 

nos valores das concentrações de Chl a+b e de Car, respectivamente, ocorreram para 

as folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf em contraste com as folhas 

cotiledonares infiltradas com solução salina. Não houve diferença entre as cultivares 



10 

 

considerando as folhas cotiledonares infiltradas com solução salina. Porém, para as 

folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf, houve reduções de 59 e 57% 

nos valores das concentrações de Chl a+b e de Car, respectivamente, para a cultivar 

ON em comparação com a cultivar DN (Fig. 4A-B). 

Imagens e parâmetros da fluorescência da clorofila a 

As primeiras alterações nas imagens da fluorescência da clorofila a obtidas das folhas 

cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf ocorreram a partir das 6 hai e 

tornaram-se mais expressivas à medida que as lesões do CBC se expandiram, 

principalmente nas folhas cotiledonares das plantas da cultivar ON em comparação 

com a cultivar DN (Figs. 5-6). Os parâmetros Fv/Fm, Y(II), Y(NO) e Y(NPQ) foram 

mais afetados nas folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf do que nas 

folhas cotiledonares infiltradas com solução salina, principalmente das plantas da 

cultivar ON (Figs. 5-6). Alterações no parâmetro Y(II) em comparação com os demais 

foram mais evidentes às 6 hai. Perda progressiva na atividade fotossintética foi 

observada na região central das lesões conforme indicada pela coloração escura nas 

imagens (Figs. 5-6). Em cada lesão, a necrose do tecido foliar, em associação com a 

perda da propriedade óptica desse tecido, indicou a quase completa destruição do 

aparato fotossintético. 

Para as folhas infiltradas com solução salina, alterações aparentes nos parâmetros 

avaliados foram quase que imperceptíveis independente da cultivar e da área foliar 

avaliada. Os valores do parâmetro Y(NO) aumentaram com o desenvolvimento do 

CBC (Figs. 7-8), enquanto que os valores para os parâmetros Y(II), Y(NPQ), NPQ e 

qP foram reduzidos. Na área A1, as diferenças nos padrões de variação dos parâmetros 

avaliados foram mais expressivas das 6 às 12 hai, independente da cultivar (Figs. 7-8). 

Para a cultivar ON, ao contrário da cultivar DN, os valores dos parâmetros 

apresentaram uma rápida variação das 6 hai aos 10 dai, sendo que aos 14 dai tais 

variações foram semelhantes nas duas cultivares. Na área A2, não houve diferença 

aparente nos padrões de variação dos parâmetros avaliados das 6 hai aos 3 dai, porém, 

a partir dos 6 e 10 dai, tais variações tornaram-se mais perceptíveis, respectivamente, 

para as folhas cotiledonares das plantas das duas cultivares. Na área A3, diferenças 

nos padrões dos parâmetros avaliados tornaram-se notáveis a partir dos 10 dai para a 

cultivar ON enquanto que para a cultivar DN tais diferenças não foram aparentes (Figs. 

7-8). 
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Houve efeito dos fatores infiltração e áreas de avaliação, bem como para as interações 

cultivares  infiltração e infiltração  áreas de avaliação (Tabela 2). Houve redução de 

38 e 31%, respectivamente, para as cultivares ON e DN, para a AAC de todos os 

parâmetros obtidos das folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf em 

comparação com as folhas cotiledonares infiltradas com solução salina. Não houve 

diferença para a AAC entre as cultivares considerando as folhas cotiledonares 

infiltradas com solução salina. Porém, para as folhas cotiledonares, houve redução de 

7% no valor da AAC para a cultivar ON em comparação com a cultivar DN (Figs. 6-

7). Não houve diferença significativa entre as áreas A1, A2 e A3 independente da 

cultivar. Houve reduções de 77 e 24% na AAC, respectivamente, para as áreas A1 e 

A2 entre as folhas cotiledonares infiltradas com solução salina e infiltradas com 

suspensão de Xapf. Para a área A3, não houve diferença entre as folhas cotiledonares 

infiltradas com solução salina e infiltradas com suspensão de Xapf (Figs. 7-8). 

Atividades das enzimas 

Houve efeito apenas do fator infiltração e da interação cultivares  infiltração para a 

atividade de todas as enzimas avaliadas (Tabela 1). Para as AAC das atividades da 

SOD e APX, não houve diferença entre as folhas cotiledonares infiltradas com solução 

salina e infiltradas com suspensão 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 suspensão de Xapf em relação as folhas 

cotiledonares infiltradas com solução salina. Para as folhas cotiledonares infiltradas 

com solução salina, houve aumento de 19% na AAC da atividade da SOD para a 

cultivar ON em comparação com a cultivar DN. Não houve diferença significativa 

entre as cultivares considerando as folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de 

Xapf (Fig. 9A e B). Houve aumento de 14% para a AAC da atividade da POX para as 

folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf em relação às folhas 

cotiledonares infiltradas com solução 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 suspensão de Xapf em comparação com as 

folhas cotiledonares infiltradas com solução salina. Não houve diferença entre as 

cultivares considerando as folhas cotiledonares infiltradas com solução salina. Porém, 

para as folhas cotiledonares infiltradas com suspensão 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 comparação com a cultivar ON (Fig. 9C-F). 

Concentrações de MDA e H2O2 

Para a concentração de MDA, houve efeito apenas do fator infiltração e da interação 

cultivares  infiltração. Para a concentração de H2O2, houve efeito significativo apenas 

dos fatores cultivares e fator infiltração das folhas cotiledonares (Tabela 1). Para a 

cultivar ON, houve aumentos de 25 e 84% na AAC das concentrações de MDA e H2O2, 

respectivamente, para as folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf em 

comparação com as folhas cotiledonares infiltradas com solução salina. Para a cultivar 

DN, não houve diferença significativa para a AAC da concentração de MDA entre as 

folhas cotiledonares infiltradas com solução salina e infiltradas com suspensão de 

Xapf. A AAC da concentração de H2O2 aumentou significativamente em 52% para as 

folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf em relação às folhas 

cotiledonares infiltradas com solução salina. Não houve diferença significativa entre 

as cultivares para a AAC das concentrações de MDA e H2O2 considerando as folhas 

cotiledonares infiltradas com solução salina. Para as folhas cotiledonares infiltradas 

com suspensão de Xapf, houve aumento significativo de 11% na AAC da concentração 

de MDA para a cultivar ON em comparação com a cultivar DN. Para a AAC da 

concentração de H2O2, não houve diferença significativa entre as cultivares 

considerando as folhas cotiledonares infiltradas com suspensão de Xapf (Fig. 10A-D). 

Correlações 

A correlação tanto da severidade do CBC quanto da área de lesão com os parâmetros 

Y(II), qP, qL e ETR foi negativa para as áreas A2 e A3. Para a área A3, houve correlação 

positiva tanto da severidade do CBC quanto da área de lesão e os parâmetros Y(NPQ) 

e qN (Tabela 3). 
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DISCUSSÃO 

O presente estudo apresenta, pela primeira vez na literatura, informações sobre 

as alterações fisiológicas e bioquímicas decorrentes do processo infeccioso de Xapf 

em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro. O efeito deletério da infecção por Xapf 

no desempenho fotossintético do feijoeiro foi comprovado pelas reduções em A, gs e 

E nas folhas infiltradas com suspensão de Xapf, consistente com resultados obtidos 

para os 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., 2005), em que a infecção pelos 

patógenos reduziu os valores de A. 

Os maiores decréscimos em A estiveram relacionados com a maior severidade 

do CBC e da área da lesão nas folhas cotiledonares das plantas da cultivar ON em 

relação à cultivar DN. De acordo com Alves et al. (2011), somente plantas de eucalipto 

suscetíveis a Puccinia psidii apresentaram reduções nos valores de A. Essa mesma 

tendência foi verificada em outros patossistemas tais como arroz-P. oryzae (Bastiaans 

& Roumen, 1993) e castanheira-Phytophthora cinnamomi (Dinis et al., 2011). 

As reduções concomitantes nos valores de gs e E nas folhas cotiledonares das 

plantas das duas cultivares de feijoeiro durante o processo infeccioso de Xapf pode 

estar associada com o fechamento dos estômatos. Para os patossistemas trigo-P. 

triticina (McGrath & Pennypacker, 1990) feijoeiro-U. appendiculatus, P. griseola e 

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 reduções 

significativas nos valores de gs e E nos estádios avançados da infecção por esses 

patógenos. De acordo com Erickson et al. (2003), a redução em gs é um dos principais 

fatores limitantes à fotossíntese em plantas infectadas por patógenos, uma vez que 

influxo de CO2 decresce dramaticamente. De acordo com o presente estudo, o 

parâmetro gs foi o que sofreu menor alteração nas folhas cotiledonares das plantas da 

cultivar DN infiltradas com suspensão de Xapf por terem apresentado os menores 

valores de severidade do CBC, em contraste com as plantas da cultivar ON. De 

maneira similar, plantas de cultivar de eucalipto suscetível à ferrugem inoculadas com 

P. psidii apresentaram reduções nos valores de gs, enquanto que nas plantas de cultivar 
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resistente não foram observadas alterações nos valores de gs em comparação com as 

plantas não inoculadas (Alves et al., 2011). 

A destruição das moléculas de clorofila ou dos cloroplastos resultando, assim, 

em clorose seguida de necrose do tecido foliar, pode afetar negativamente a 

fotossíntese nas folhas infectadas por patógenos com diferentes estilos de vida 

(Bassanezi et al., 2002; Dallagnol et al., 2011; Debona et al., 2014). No presente 

estudo, menores concentrações de pigmentos fotossintéticos foram observadas nas 

folhas cotiledonares das plantas infiltradas com suspensão de Xapf, principalmente da 

cultivar ON, nas quais obtiveram-se também os menores valores de A. Redução na 

concentração de Chla+b acarreta redução na capacidade e na eficiência das folhas em 

capturar a energia necessária para as reações fotoquímicas que ocorrem na fotossíntese 

(Chauhan et al., 1997). De acordo com Kumudini et al. (2008), em folhas de soja 

infectadas por Phakopsora pachyrhizi, a perda na capacidade fotossintética foi 

associada, em primeira instância, com um decréscimo na concentração de clorofilas e 

na redução da absorção de luz pelas folhas. No presente estudo, a infecção por Xapf 

pode ter comprometido a integridade estrutural da rede de tilacóides reduzindo, assim, 

a capacidade de transporte de elétrons e a fixação de CO2 no tecido foliar. 

Antes do aparecimento dos sintomas do CBC, observaram-se mudanças nos 

padrões dos parâmetros de fluorescência da clorofila a nas folhas cotiledonares das 

plantas infiltradas com suspensão de Xapf das duas cultivares, principalmente reduções 

nos valores de Y(II) e qP e aumento nos valores de Y(NPQ). Reduções nos valores de 

Y(II) refletem decréscimo na taxa de transporte de elétrons aparente; reduções nos 

valores de qP são justificadas por uma menor fração de luz absorvida que é dissipada 

fotoquimicamente; e aumento nos valores de Y(NPQ) indicam maior dissipação de 

energia na forma de calor (Krause & Weis, 1991). No entanto, entre os diversos 

parâmetros da fluorescência da clorofila a que podem ser obtidos, alguns deles podem 

não ser preditivos para indicar o início do aparecimento dos sintomas de uma doença 

conforme foi observado para o parâmetro Fv/Fm. No presente estudo, observaram-se 

diminuições iniciais nos valores de A aos 1 dai, as quais não foram acompanhadas por 

qualquer alteração nos valores de F0 ou Fm e, por consequência, nos valores de Fv/Fm. 

Similarmente, Tatagiba et al. (2015) não observaram alterações em Fv/Fm com o 

decréscimo em A em folhas de arroz nas primeiras horas após a inoculação com 

Monographella albescens. 
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Com o desenvolvimento do CBC e a redução progressiva nos valores de A, a 

utilização fotoquímica da energia da luz através de reações de fixação de carbono foi 

continuamente reduzida, acarretando perda gradual dos pigmentos fotossintéticos. 

Considerando que essas respostas foram acompanhadas por decréscimos em Fv/Fm e 

aumentos em Y(NPQ), e pela correlação negativa da severidade com os parâmetros 

Y(II), qP, qL e ETR, aventa-se que a capacidade de fotoproteção foi perdida, resultando, 

assim, em um aumento dos danos fotooxidativos no tecido das folhas cotiledonares. 

Além disso, o aumento do dano fotooxidativo no tecido das folhas cotiledonares pode 

também estar associado com os aumentos progressivos nos valores de Y(NO), 

sugerindo, portanto, que tanto a energia de excitação dirigida à conversão fotoquímica 

e os mecanismos de regulação da proteção tornaram-se fisiologicamente ineficazes 

(Klughammer & Schreiber, 2008). Levando em consideração todas as alterações nos 

parâmetros examinados, obteve-se perda quase que completa das propriedades ópticas 

dos tecidos das folhas cotiledonares colonizados por Xapf e, em última análise, a 

destruição quase que completa do aparelho fotossintético. 

No presente estudo, verificou-se que o aparato fotossintético foi afetado nos 

tecidos assintomáticos das folhas cotiledonares. De acordo com Tatagiba et al. (2015), 

houve reduções nos valores dos parâmetros qP e Y(II) em áreas nas folhas de arroz que 

ainda não apresentaram os sintomas da escaldadura, causada por M. albescens. 

Entre os parâmetros da fluorescência da clorofila a, Fv/Fm é um excelente 

indicador do nível de estresse da planta por refletir a eficiência quântica do PSII 

(Maxwell & Johnson, 2000). Em plantas não estressadas, os valores desse parâmetro 

são em torno de 0,8, e valores menores indicam a ocorrência de fotoinibição e dano no 

FSII (Björkman & Powles, 1984; Araújo & Deminicis, 2009). No presente estudo foi 

demonstrado que os valores de Fv/Fm permaneceram inalterados nas áreas 

assintomáticas. Esta constatação está em contraste com o que foi relatado para a 

interaçãos Arabidopsis thaliana-Pseudomonas syringae e Nicotiana benthamiana-P. 

syringae, em que os valores de Fv/Fm diminuíram significativamente mesmo no tecido 

foliar assintomático (Bonfig et al., 2006; Iqbal et al., 2012). 

A redução no desempenho fotossintético das folhas cotiledonares das plantas 

inoculadas com Xapf provavelmente gerou um excedente de energia resultante da luz 

absorvida pelos cloroplastos. A fotorrespiração e a via Mehler-peroxidase podem 

fornecer proteção para o excesso de luz por atuarem na dissipação do excesso de 
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energia no aparato fotossintético ocorrendo, assim, uma redução fotossintética do O2 

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 enzimáticos para manter os níveis de EROs constantes no 

interior das suas células (Scandalios, 1993). A maior atividade da SOD nas folhas 

cotiledonares infectadas por Xapf pode ter contribuído para a proteção contra o estresse 

oxidativo. Como esperado, a atividade da SOD aumentou nas folhas cotiledonares das 

plantas inoculadas com Xapf, ao contrário do que foi observado nas folhas 

cotiledonares das plantas não inoculadas. Diversos autores relataram aumento na 

atividade das SOD em resposta à infecção por patógenos. Em tomateiro, foi 

demonstrado que a atividade da SOD peroxissomal foi maior na fase inicial da 

infecção por Botrytis cinerea, mas decresceu com o desenvolvimento das lesões 

necróticas causadas por B. cinerea (Kuzniak & Sklodowska, 2005). Essa observação 

contradiz o que foi observado no presente estudo no qual houve aumento na atividade 

da SOD nas folhas cotiledonares das plantas inoculadas com o desenvolvimento do 

CBC em relação às folhas cotiledonares das plantas não inoculadas. De acordo com 

Debona et al. (2012), a atividade da SOD aumentou nas folhas de trigo infectadas por 

P. oryzae em comparação com as folhas das plantas não inoculadas. A atividade da 

SOD teve um aumento mais evidente nas folhas cotiledonares das plantas inoculadas 

da cultivar DN em relação 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 suscetíveis (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 infeccioso de Xapf. 

Uma maior atividade da POX foi importante para reduzir o estresse oxidativo 

resultante da infecção por Xapf. Além do envolvimento da POX na remoção do H2O2, 

essa enzima também apresenta importante papel na defesa das plantas contra a 

infecção por patógenos devido à sua participação na biossíntese 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 das plantas de trigo em resposta à infecção 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 suscetíveis a Rhizoctonia cerealis e concluíram que 

uma maior atividade da POX esteve associada com a maior resistência das plantas. Na 

interação trigo-P. oryzae, a maior atividade da POX no estágio final da infecção pelo 

fungo também foi importante na resistência do trigo à 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 estágios 

finais da infecção por Xapf. 

A remoção do excesso de H2O2 pela APX é o primeiro passo do ciclo ascorbato-

glutationa (Foyer & Halliwell, 1976; Asada, 1994). Esse ciclo compreende uma série 

de reações redox envolvendo, além da APX, as enzimas redutase do 

monodesidroascorbato (MHAR), redutase do desidrosascorbato (DHAR) e a GR 

(Foyer & Halliwell, 1976; Nakano & Asada, 1981). A APX é responsável pela 

remoção do H2O2 nos cloroplastos, peroxissomos e mitocôndrias (Quan et al., 2008) 

utilizando o ascorbato como doador de elétrons específico para reduzir o H2O2 à água 

(Asada, 1992). O aumento na expressão do gene APX e na atividade dessa enzima 

durante diferentes interações patógeno-hospedeiro tem sido bem documentado na 

literatura (El-Zahabi et al., 1995; Hückelhoven 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 não inoculadas, porém este aumento foi mais pronunciado nas plantas da 

cultivar DN do que nas plantas da cultivar ON. Aumento na expressão do gene APX 

foi observado em folhas de cevada infectadas por Blumeria graminis f. sp. hordei 

(Hückelhoven et al., 2001). Harrach et al. (2008) observaram que as alterações nas 

atividades da maioria das enzimas envolvidas no metabolismo antioxidativo tais como 

a POX, APX e GST nas folhas de plantas de de cevada foram similares após inoculação 

com B. graminis f. sp. hordei.  

No presente estudo, houve aumento na concentração H2O2 nas folhas 

cotiledonares das plantas inoculadas em relação às folhas cotiledonares das plantas não 

inoculadas, o que correspondeu à uma maior concentração de MDA nas plantas da 

cultivar ON. Uma maior concentração de EROs em plantas de tomateiro infectadas 

por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici resultou em uma maior peroxidação de 

lipídeos (Mandal et al., 2008). A extensão do dano celular causado pelo estresse 
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oxidativo relacionado à resposta das plantas à infecção por patógenos pode ser 

estimada pelos produtos da peroxidação dos lipídeos de membrana (Mandal et al., 

2008; Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; Fu & Huang, 2001). A maior resistência das 

plantas da cultivar DN à infecção por Xapf foi refletido numa menor peroxidação de 

lipídeos, como indicado pela menor concentração de MDA nas folhas cotiledonares. 

As maiores atividades da SOD, POX e APX nas folhas cotiledonares das plantas 

inoculadas da cultivar DN em relação às plantas inoculadas da cultivar ON resultaram 

em redução na concentração de MDA e, assim, em menor danos celular decorrente da 

infecção por Xapf.  

Os resultados do presente trabalho indicaram, pela primeira vez, que a 

fotossíntese, seja estimada pelas trocas gasosas ou por meio da fluorescência da 

clorofila a, das folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro da cultivar mais suscetível 

foi decrescida em decorrência do processo infeccioso de Xapf em comparação com a 

cultivar mais resistente. Pela análise da fluorescência da clorofila a foi possível 

detectar alterações na capacidade fotossintética das plantas de feijoeiro antes mesmo 

do aparecimento dos sintomas do CBC. Após a ocorrência do período de incubação, 

alterações nos parâmetros da fluorescência da clorofila a foram possíveis de serem 

notadas nas áreas assintomáticas das folhas cotiledonares. Adicionalmente, verificou-

se que um sistema antioxidativo eficiente na remoção do excesso de EROs formado 

durante o processo infeccioso de Xapf, o que passa a limitar os danos celulares 

decorrentes da infecção pela bactéria, foi importante para garantir uma maior 

resistência ao CBC. O conhecimento das alterações fisiológicas e bioquímicas em 

plantas de feijoeiro infectadas por Xapf tornam-se de fundamental importância 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), infiltração das plantas (I) e 

experimento (E) e das interações entre esses fatores para severidade do crestamento 

bacteriano (Sev), área da lesão (AL), taxa líquida de assimilação de CO2 (A), 

condutância estomática (gs), taxa de transpiração (E), concentração de clorofila total 

(Chl a+b) e de carotenoides (Car), atividades da superóxido dismutase (SOD), das 

peroxidases (POX) e ascorbato peroxidase (APX), além das concentrações de peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e aldeído malônico (MDA). 

 

Variáveis C I E C × I C × E I × E C × I×E 
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 
gs < 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 ˗ ˗ ˗ 
H2O2 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), infiltração 

das plantas (I) e áreas em relação ao ponto de inoculação (A) e das interações entre 

esses fatores para a área abaixo da curva de fluorescência da clorofila a aos 14 dias 

após inoculação das plantas de feijoeiro com Xanthomonas axonopodis var. fuscans. 

 

Fontes de variação P valores 
E 0,738 
C 0,307 
I < 0,001 

E × C 0,970 
E × I 0,487 
C × I 0,001 

E × C × I 0,621 
A < 0,001 

A × E 0,886 
A × C 0,340 
A × I < 0,001 

A × E × C 0,884 
A × E × I 0,957 
A × C × I 0,601 

A × E × C × I 0,849 
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Tabela 3. Coeficientes de correlação de Pearson dos parâmetros fluorescência máxima [Fm], fluorescência inicial [F0], eficiência fotoquímica 

máxima do PSII [Fv/Fm], eficiência quântica do PSII [Y(II)], rendimento quântico de dissipação de energia regulada [Y(NPQ)], rendimento 

quântico de dissipação de energia não regulada [(Y(NO)], quenching não-fotoquímico (NPQ), coeficiente de quenching não-fotoquímico (qN), 

coeficiente de extinção fotoquímico [qP], coeficiente de quenching fotoquímico [qL] e taxa de transporte de elétrons (ETR) determinados na área 

intermediária entre a área assintomática e a área necrótica (A2) e a área assintomática (A3) com a severidade (Sev) e a área da lesão (AL). 

Variáveis Fm F0 Fv/Fm Y(II) Y(NPQ) Y(NO) NPQ qN qP qL ETR 
Área A2            

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* 

Área A3            
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. Representação esquemática das folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro 

sem infiltração (A), infiltrada com solução salina (B) e infiltradas com suspensão de 

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans em que os círculos representam a 

área avaliada. Folhas cotiledonares das plantas sem infiltração, as três áreas foram 

escolhidas ao acaso. Nas folhas cotiledonares das plantas infiltradas com solução 

salina, as áreas foram assim definidas: área infiltrada (A1), área intermediária entre a 

região infiltrada e não infiltrada (A2) e área distante do local de infiltração (A3). Já 

nas plantas infiltradas com solução de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. 

fuscans as áreas foram definas como: Área necrótica (A1), área intermediária entre a 

área assintomática e a área necrótica (A2) e área assintomática (A3).  

 



32 

 

 

 

Figura 2. Sintomas do crestamento bacteriano comum nas folhas cotiledonares de 

plantas das cultivares Ouro Negro (A) e Diamante Negro (B). Área da lesão e 

severidade do crestamento bacteriano nas folhas cotiledonares das plantas das 

cultivares Ouro Negro e Diamante Negro aos 14 dias após inoculação com 

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

dois asteriscos (**) indica diferença significativa entre as cultivares (P ≤ 0,05) para 

área da lesão e severidade, respectivamente, com base no teste F. Barras de erro 

representam os desvios padrão das médias. n = 12. 
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Figura 3. Parâmetros de trocas gasosas taxa de assimilação líquida de CO2 (A) (A e 

B), condutância estomática (gs) (C e D) e transpiração (E) (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 solução salina ou inoculadas com 

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. A partir dos valores de A, gs e E 

para cada cultivar, calculou-se as áreas abaixo da curva (AAC) para cada um dos 

parâmetros de trocas gasosas. Barras de erro representam os desvios padrão das 

médias. Dados de dois experimentos combinados. As letras a, b e c indicam, 

respectivamente, comparação entre plantas não inoculadas e inoculadas para cada 

cultivar; entre as plantas não inoculadas das duas cultivares e entre as plantas 

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

determinadas em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro das cultivares Ouro 

Negro (A) e Diamante Negro (B) infiltradas com solução salina e inoculadas com 

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

asteriscos (**) indica diferença significativa entre as cultivares (P ≤ 0,05) para 

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

representam os desvios padrão das médias. n = 8. AF = área foliar. 
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Figura 5. Imagens dos parâmetros de fluorescência da clorofila a rendimento quântico 

máximo do fotossistema II [Fv/Fm], eficiência quântica do PSII [Y(II)], rendimento 

quântico de dissipação de energia não regulada [(Y(NO)] e rendimento quântico de 

dissipação de energia regulada [Y(NPQ)] obtidas de folhas cotiledonares de plantas de 

feijoeiro da cultivar Ouro Negro não infiltrada, infiltradas com solução salina 

(infiltrado) e aos 6, 12 horas após inoculação (hai) e 1, 3, 6, 10 e 14 dias após 

inoculação (dai) com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. 
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Figura 6. Imagens dos parâmetros de fluorescência da clorofila a rendimento quântico 

máximo do fotossistema II [Fv/Fm], eficiência quântica do PSII [Y(II)], rendimento 

quântico de dissipação de energia não regulada [(Y(NO)] e rendimento quântico de 

dissipação de energia regulada [Y(NPQ)] obtidas de folhas cotiledonares de plantas de 

feijoeiro da cultivar Diamante Negro não infiltrada, infiltradas com solução salina 

(infiltrado) e aos 6, 12 horas após inoculação (hai) e 1, 3, 6, 10 e 14 dias após 

inoculação (dai) com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. 
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Figura 7. Alterações relativas nos valores médios dos parâmetros de fluorescência da 

clorofila a em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro da cultivar Ouro Negro 

infiltradas com solução salina (A, C e E) e às 6 e 12 horas após inoculação (hai) e aos 

1, 3, 6, 10 e 14 dias após inoculação (dai) com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 

var. fuscans (B, D e F). As avaliações foram realizadas na área infiltrada com solução 

salina (A), área necrótica (B), área intermediária entre a região infiltrada e não 

infiltrada com solução salina (C), área intermediária entre a área assintomática e a área 

necrótica (D), área distante do local de infiltração com solução salina (E) e na área 

assintomática nas folhas cotiledonares das plantas inoculadas (F). 
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Figura 8. Alterações relativas nos valores médios dos parâmetros de fluorescência da 

clorofila a em folhas cotiledonares de plantas de feijoeiro da cultivar Diamante Negro 

infiltradas com solução salina (A, C e E) e às 6 e 12 horas após inoculação (hai) e aos 

1, 3, 6, 10 e 14 dias após inoculação (dai) com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 

var. fuscans (B, D e F). As avaliações foram realizadas na área infiltrada com solução 

salina (A), área necrótica (B), área intermediária entre a região infiltrada e não 

infiltrada com solução salina (C), área intermediária entre a área assintomática e a área 

necrótica (D), área distante do local de infiltração com solução salina (E) e na área 

assintomática nas folhas cotiledonares das plantas inoculadas (F). 
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Figura 9. Atividades das enzimas superóxido 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 solução salina e infiltradas com suspensão de 

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. A partir dos valores das atividades 

da SOD, POX e APX para cada cultivar, calculou-se as áreas abaixo da curva (AAC) 

para cada uma das enzimas. Barras de erro representam os desvios padrão das médias. 

As letras a, b e c indicam, respectivamente, comparação entre plantas infiltradas com 

solução salina e infiltradas com suspensão de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 

var. fuscans para cada cultivar; entre as plantas infiltradas com solução salina das duas 

cultivares e entre as plantas infiltradas com suspensão de Xanthomonas axonopodis 

pv. phaseoli var. fuscans das duas cultivares. n = 4. 
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Figura 10. Concentrações de peróxido de hidrogênio (H2O2) (A e B) e de aldeído 

malônico (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 solução 

salina e infiltradas com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. A partir 

dos valores das atividades das concentrações de H2O2 e MDA para cada cultivar, 

calculou-se as áreas abaixo da curva (AAC) para cada um desses compostos. Barras 

de erro representam os desvios padrão das médias. As letras a, b e c indicam, 

respectivamente, comparação entre plantas infiltradas com solução salina e infiltradas 

com suspensão de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans para cada 

cultivar; entre as plantas infiltradas com solução salina das duas cultivares e entre as 

plantas infiltradas com suspensão de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. 

fuscans das duas cultivares. n = 4. 
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