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RESUMO GERAL

Phaseolus lunatus L. é uma das quatro espécies do género Phaseolus mais cultivadas e
produzidasmundialmente. A faltade registro dedoencase identificacdo dos patdégenos aumenta
a vulnerabilidade da cultura, com maiores riscos de perdas econémicas e a dificuldade de
estratégias adequadas de manejo. A termoterapia tem se mostrado um método eficaz para
erradicar microrganismos, mas depende da sensibilidade diferencial ao estresse térmico entre a
semente e 0 patdgeno. Assim, objetivou-se realizar a caracterizacdo molecular, potencial
toxigénico e patogénico de isolados de Fusarium spp., bem como avaliar o efeito da
termoterapia na qualidade de sementes de feijdo-fava. Buscou-se avaliar o efeito da
termoterapia em sementes de seis variedades: Branca, Cearense, Cara Larga, Orelha de Vo0,
Roxinha e Orelha de Veia, as quais foram submetidas aos tratamentos controle (ndo tratadas),
fungicida Captana (240 g 100 kg de sementes) e termoterapia itmida a 40, 50 e 60 °C por 5 e
10 minutos de imersdo. As sementes foram submetidas aos testes de sanidade, germinacdo e
emergéncia. Um total de 26 isolados de Fusarium spp. associados as sementes das variedades
de feijao-fava foram isolados. A caracterizacdo molecular do fungo foi realizada utilizando
sequéncias dasregides génicas TEF1 e RPB2. O perfil toxigénico das espécies de Fusarium para
deteccdo do gene FUML1 preditivo da fumonisina, foi determinado por método molecular
utilizando os primers FUM53F/R e VERTF1/2. A prevaléncia foi obtida pelo numero de
isolados pertencentes a uma espécie em relacdo ao nimero de isolados por variedade. A
patogenicidade dos isolados de Fusarium spp. foi avaliada através da inoculacdo das sementes
davariedade Orelha de V0 pelo método de suspenséo de esporos. Foram determinados o indice
de doenga, taxa de infeccdo, estande final de plantas, indice de velocidade de emergéncia,
volume de raizes, comprimento e massa seca da parte aérea e raizes. A termoterapia a 40 °C
por 5 e 10 minutos foi a melhor opcdo nas condicOes testadas para reduzir a incidéncia de
Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium sp., sem afetar a qualidade fisiolégica das
sementes. As sementes das variedades Branca, Cearense e Orelha de Veia, apresentaram maior
sensibilidade ao estresse térmico quando expostas ao calor tmido a 60 °C por 10 minutos, com
redugcdo na porcentagem de germinacdo, emergéncia e aumento de sementes mortas. Onze
espécies de Fusarium foram identificadas: F. hainanense, F. caatingaense, F. lacertarum, F.
sulawesiense, F. pernambucanum, F. irregulare, F. verticillioides, F.annulatum, F. napiforme,
F. contaminatum e F. fabacearum. Este € o primeiro relato no mundo das espécies F.
hainanense, F. lacertarum, F. irregulare, F. annulatum, F. napiforme, F. contaminatum e F.
fabacearum infectando sementes de feijdo-fava. Dentre as espécies, F. verticillioides foia mais
prevalente, estando restrita as variedades Cara Larga, Orelha de V6 e Orelha de Veia. Todos 0s
isolados de F. verticillioides e um de F. hainanense mostraram-se positivos quanto a presenca
do gene FUML, preditivo da fumonisina. Os isolados afetaram negativamente os parametros
fisiologicos das plantas de feijdo-fava, levando a uma série de disfuncdes metabdlicas e de
crescimento

Palavras-chave: Phaseolus lunatus L.; diversidade genética; patologia de sementes;
caracterizacdo molecular; termoterapia.



SILVA, E. C. Fusarium species associated with lima bean seeds: Molecular
characterization, toxigenic potential and control. Areia, Paraiba: Center for Agricultural
Sciences, Federal University of Paraiba. February. 2024. 92f. Thesis (Doctorate in Agronomy)
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GENERAL ABSTRACT

Phaseolus lunatus L. is one of the four species of the genus Phaseolus most cultivated and
produced worldwide. The disease absence and pathogen identification increases the crop
vulnerability, with greater risks of economic losses and the difficulty of adequate management
strategies. Thermotherapy has shown to be an efficient method for eradicating microorganisms,
but it depends on the differential sensitivity to heat stress between seed and pathogen. Thus, the
objective of thiswork was to perform the molecular characterization, toxigenic and pathogenic
potential of Fusarium spp. isolates, as well as to evaluate the effect of thermotherapy on the
quality of lima bean seeds. It was evaluate thermotherapy effect on seeds of six lima beans
varieties: Branca, Cearense, Cara Larga, Orelha de V0, Roxinha and Orelha de Veia, which
were subjected to control treatments (untreated), Captana fungicide (240 g 100 kg-! of seeds)
and humid thermotherapy at 40, 50 and 60 °C for 5 and 10 minutes of immersion. The seeds
were carried out to the sanity, germination and emergence tests. A total of 26 isolates of
Fusarium spp. associated with the seeds of lima bean varieties were isolated. The molecular
fungi characterization was performed using sequences of the TEF1 and RPB2 gene regions.
The toxigenic profile of the Fusarium species for detection of the FUML1 gene predictive of
fumonisin was determined by molecular method using the primers FUM53F/R and VERTF1/2.
Prevalence was obtained by the number of isolates belonging to a species in relation to the
number of isolates per variety. The Fusarium spp. pathogenicity was evaluated through
inoculating seeds of the Orelha de V6 variety using spore suspension method. The disease
index, infection rate, final plant stand, emergence speed index, roots volume of, length and dry
mass of the aerial part and roots were determined. Thermotherapy at 40 °C for 5 and 10 minutes
was the best results under the conditions tested to reduce the incidence of Aspergillus spp.,
Fusarium spp. and Penicillium sp., without affecting the seeds physiological quality. The seeds
of Branca, Cearense and Orelha de Veia showed greater sensitivity to thermal stress when
exposed to humid heat at 60 °C for 10 minutes, with percentage of germination, emergence
reduction and an increase in dead seeds. Eleven species of Fusarium were identified: F.
hainanense, F. caatingaense, F. lacertarum, F. sulawesiense, F. pernambucanum, F.
irregulare, F. verticillioides, F.annulatum, F. napiforme, F. contaminatum and F. fabacearum.
This is the first report in the world of the species F. hainanense, F. lacertarum, F. irregulare,
F. annulatum, F. napiforme, F. contaminatum and F. fabacearum infecting lima bean seeds.
Among the species, F. verticillioides was the most prevalent, being restricted to the varieties
Cara Larga, Orelha de V6 and Orelha de Veia. All F. verticillioides isolates and one of F.
hainanense showed themselves positive as presence of the FUML1 gene, predictive of fumonisin.
The isolates did not affect the physiological parameters of lima bean plants, leading to a series
of metabolic and growth dysfunctions.

Keywords: Phaseolus lunatus L.; genetic diversity; seed pathology; molecular
characterization; thermotherapy.
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1. INTRODUCAO GERAL

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) é a segunda leguminosa de maior importancia
socioecondmica do género Phaseolus, considerada uma importante fonte de nutrientes na
alimentacdo humana, podendo ser consumida na forma de grdos maduro e verde, e fonte de
renda, especialmente para pequenos produtores (ASSUNCAO NETO et al., 2022).

Como outras leguminosas, as sementes sdo ricas em vitaminas, incluindo B1, B2 e B3,
além de minerais, como célcio, ferro, zinco, fésforo e potassio, que auxiliam na movimentacao
muscular, mantém o sistema nervoso saudavel e fortalecem os ossos e dentes (ADEBO, 2023).
O consumo da fava é principalmente voltado para a alimentacdo humana, porém pode ser
utilizado na alimentagdo animal na forma de forragem, como adubo verdee cultura de cobertura
para protecdo do solo (SOUZA et al., 2016).

Essa cultura ¢ amplamente cultivada em regiGes tropicais e subtropicais e esta
distribuida em paises como Meéxico, Guatemala, Equador, Peru, Colémbia, Espanha, Nigéria,
Indonésia, Filipinas, Sul dos Estados Unidos, Canada e muitas outras regibes do mundo,
incluindo paises do Mediterraneo, onde esta associado a gastronomia local (BRIA et al., 2019;
MARTINEZ-NIETO et al., 2020). No Brasil, o cultivo da fava apresenta-se como fonte de
alimentacdo e renda, principalmente na regido Nordeste, com producdo nacional de 10.372
toneladas para a safra de 2023, sendo os estados do Ceara (3.514 toneladas) e Paraiba (3.260
toneladas) os maiores produtores, concentrando 65% da produgéo nacional (IBGE, 2024).

Embora seja uma das leguminosas mais apreciadas na regido Nordeste, exercendo forte
influéncia socioeconémica devido a sua rusticidade, o cultivo do feijao-fava ainda é limitado,
principalmente pelo baixo nivel tecnoldgico que, associado a fatores bidticos e abidticos,
impossibilita alcancar seu alto potencial produtivo (LUCENAet al., 2018; SILVAet al., 2019).
Assim, altas temperaturas (superiores a 30-35 °C), irregularidade de precipitacdo, deficiéncia
no manejo da fertilidade do solo e da nutricdo de plantas, influenciam diretamente a
produtividade e a rentabilidade da cultura (GRANJA et al., 2019; MACHADO et al., 2022; SA
et al.,, 2022).

O feijdo-fava pode ser infectado por diversos patdgenos, podendo comprometer o
desenvolvimento vegetativo e produtivo (BESERRA-JUNIOR; BARGUIL, 2021). Dentre os
principais patogenos associados as sementes estdo os fungos presentes tanto na fase de campo,
como na fase de pos-colheita, durante o armazenamento (MEDEIROS et al., 2019).

Ja foram relatados 22 géneros fungicos infectando naturalmente sementes de 34 acessos
de feijdo-fava, tendo destaque Fusarium spp. (MOTA et al., 2017). Este patogeno causa

murchas vasculares, tombamento e podrid@es radiculares em diversas culturas, como também
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micotoxinas responsaveis por afetar negativamente a qualidade fisiologica das sementes e
plantas infectadas (REVERBERI et al., 2010; SAMPAIO et al., 2020). O género Fusarium é
constituido em sua maioria por espécies patogénicas, responsaveis por causar danos severos em
diversas culturas no Brasil € no mundo. Além da baixa qualidade de sementes e graos
infectados, a presenca de micotoxinas constitui um sério problema a seguranca alimentar e a
saude puablica (LU et al., 2021). Entre as micotoxinas produzidas, as fumonisinas, tricotecenos
e zearalenona sdo consideradas as mais importantes devido a sua elevada incidéncia, niveis de
producéo e toxicidade (ASTORECA et al., 2019; GARCIA-CELA et al., 2022).

As fumonisinas sdo as toxinas majoritarias produzidas por esse grupo de fungos,
entretanto, dentro desta familia, predominam as fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) e B3 (FB3),
sendo FB1 a mais estudadae a de maior relevancia devido sua alta capacidade toxigénica e
impacto econémico (FANELLI et al., 2013). A ocorréncia de um fungo toxigénico antes ou
depois da colheita, ndo esté diretamente relacionado com a produgdo de micotoxinas, sendo
necessario outros fatores que influenciam fortemente a biossintese, como temperatura,
atividade de 4gua e pH (REVERBERI et al., 2010; ACUNA-GUTIERREZ et al., 2022).

O controle preventivo é a maneira mais eficiente e segura de garantir a auséncia de
micotoxinas (AGRIOPOULOU et al., 2020). Algumas pesquisas tém recomendado o uso de
fungicidas para o controle de fungos produtores de toxinas, porém, em funcdo da eficacia
limitada, toxicidade e possivel estimulo & producao de micotoxinas, tem se buscado alternativas
mais efetivas que visam minimizar os efeitos toxicos desse metabolito secundario (CHEN et
al., 2019; WANG et al., 2023).

Assim, a identificacdo precisa das espécies de Fusarium € essencial para que as
estratégias de manejo da fusariose sejam implementadas adequadamente (NIKITIN et al.,
2023). Medidas integradas baseadas em metodos fisicos, quimicos, bioldgicos e cultural tém
mostrado resultados promissores (MIELNICZUK; SKWARYLO-BEDNARZ, 2020).

A termoterapia € um tratamento fisico que envolve submeter as sementes a acéo do
calor, seja imido ou seco, em combinagdo com o tempo de exposi¢do. Para obter sucesso com
esse método, é necessario conhecer essa combinacao ideal para alcancar resultados promissores
no controle de fungose manutencdo daqualidade fisiolégica (MEDEIROSetal., 2019; VIEIRA
et al., 2019).
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo molecular, potencial toxigénico e patogénico de isolados de
Fusarium spp., e avaliar o efeito da termoterapia na qualidade de sementes de feijao-fava.

2.2 . Objetivos especificos

v" Obter sementes de variedades de feijado-fava provenientes de diferentes municipios da
Paraiba.

v Determinar a ocorréncia e ainibicdo de fungos em sementes de feijao-fava apos a aplicacdo
datermoterapia.

v Definir a influéncia da termoterapia quanto a germinacdo de sementes e emergéncia de
plantulas de feijao-fava.

v Obterisolados de Fusarium spp., a partir de sementes de feijao-fava

v' Identificare caracterizar molecularmente isolados de Fusarium spp. associados as sementes
de feijdo-fava.

v" Determinar o potencial toxigénico de Fusarium spp. associado as sementes de feijao-fava.

v Avaliar as caracteristicas patogénicas de Fusarium spp. sobre feijao-fava.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Aspectos gerais do feijdo-fava

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) é a segunda leguminosa de maior importancia do
género Phaseolus, originado na regido central da Mesoamérica ha cerca de 10.000 anos
(GARCIA et al., 2021). A espécie pertence ao filo Spermatophyta, subfilo Angiospermae,
classe Dicotyledoneae, ordem Fabales, familia Fabaceae (TEMEGNE et al., 2021),
compreendendo mais de 70 espécies, das quais cinco foram domesticadas: Phaseolus
acutifolius Asa Gray (feijéo tepary), Phaseolus coccineus L. (feijdo ayocote ou feijdo corredor),
Phaseolus dumosus Macfady (feijao anual), Phaseolus lunatus L. (feijao-fava) e Phaseolus
vulgaris L. (feijio comum) (BITOCCHI et al., 2017). E uma planta herbacea autégama com
forma de capuz de quilhas geminadas e flores tipicas, com habito de crescimento determinado
ou indeterminado, com ciclo anual, bianual ou perene, podendo atingir cerca de 6 m de altura
(BRIA et al., 2019; TEMEGNE etal., 2021).

Suas raizes pivotantes e bem desenvolvidas sdo capazes de alcancar até 2 m de
comprimento, enquanto as folhas sdo trifoliadas com foliolos em formatos do tipo lanceolados,
ovais ou acuminados. Os frutos sdo vagens deiscentes do tipo polispérmicos, contendo entre
duas a quatro sementes por fruto (TEMEGNE et al., 2021). As sementes variam em termos de
cor, tamanho e formato, com forma esférica, curva ou reniforme e séo fontes vitais de
nutrientes, principalmente nas América Central e do Sul (JESUS PIRES et al., 2022). A
composicdo quimica das sementes € variavel, contendo pelo menos 20% de proteina e mais de
50% de carboidratos; além de ser uma excelente fonte deaminoacidos como isoleucina, leucina,
valina, lisina, treonina, triptofano, fenilalanina, metionina e histidina. Esses aminoacidos sao
componentes biolégicos essenciais para o corpo humano, desempenhando funcGes cruciais na
biossintese, neurotransmissao e outras atividades metabdlicas (ADEBO, 2023). Seu tegumento
normalmente é de coloragdo verde ou creme, embora algumas variedades sejam salpicadas e
manchadas de vermelho, preto, roxo, branco, marrom escuro ou marrom claro (FARINDE et
al., 2018).

E uma cultura tipica da regido Nordeste do Brasil que se destaca pela aceitacio dos
consumidores e pela valorizagdo, beneficiando os produtores, em sua maioria agricultores
familiares. Os gréos sdo consumidos na forma verde ou seco (ASSUNCAO-FILHO et al.,
2022). Na safra de 2023, foram produzidos no Brasil 10.372 toneladas de gréos secos, numa
area colhida de 33.153 ha com rendimento médio de 313 Kg/ha. Desse total a regido Nordeste

foi responsavel por 10.266 toneladas em uma area colhida de 33.045 ha com rendimento médio
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de 311 Kg/ha. Os estados do Ceara (3.514 toneladas) e Paraiba (3.260 toneladas) se destacam
como maiores produtores concentrando 65% da producdo nacional (IBGE, 2024).

O feijdo-fava possui diversas aplicacbes além de sua utilizacdo na culinaria. As folhas
e caules podem ser transformadosem feno ou silagem, podendo ser cultivado como adubo verde
e cultura de cobertura, além deser, em alguns casos, utilizado como forragem (ADEBO, 2023).
No entanto, a utilizagdo em sua forma ndo processada pode resultar em envenenamento dos
animais por cianeto de hidrogénio (FARINDE et al., 2018).

Nesta regido ha grande diversidade de variedades tradicionais, caracterizadas por
apresentar alta adaptacdo, rusticidade e ampla variabilidade de sementes, com distintos
tamanhos e coloragfes que podem em certas ocasifes apresentar diversas denominagdes locais
e regionais (SANCHEZ-NAVARRO et al., 2019), com base em caracteres particulares, como
“Branca”, “Orelha de v0”, “Preta rajada”, “Manteiga”, “Moita” e “Boca de moga”, entre outras
(LUSTOSA-SILVA etal., 2023).

Mesmo diante de sua relevancia para a regido Nordeste, alguns estudos enfatizam a
baixa produtividade, fato esse atribuido a aspectos como a escassez de tecnologias nos cultivos
(SILVAZetal., 2019; PEREIRA-FILHO et al., 2022) e auséncia de estratégias de manejo contra
pragas e agentes causais de doencas (BESERRA-JUNIOR; BARGUIL, 2021).

Uma dessas doencas € a fusariose (Fusarium spp.), que promove danos severos em
varias espécies de leguminosas em todo o mundo (SAMPAIO et al., 2020). Os sintomas
caracteristicos incluem escurecimento vascular, epinastia foliar, nanismo, murcha progressiva,
desfolha, podriddes corticais, tombamento de plantulas e podriddes em sementes
(SUMMERELL,; LESLIE, 2011). A qualidade sanitaria das sementes tem se tornado cada vez
mais relevante para o setor produtivo, uma vez que as sementes infectadassao a principal forma
de disseminacdo de patdgenos para novas areas de cultivo, além de afetar o desempenho
fisiolégico e acelerar o processo de deterioracdo das sementes durante 0 armazenamento
(SOUSA et al., 2022).

3.2. Qualidade sanitaria de sementes de feijao-fava

As sementes desempenham um papel importante para o cultivo bem-sucedido em
diversas culturas e a resposta das plantas a outros insumos depende em grande parte da
qualidade da semente. Estima-se que sementes de boa qualidade podem contribuir para um
aumento de 18 a 20% no rendimento da cultura (GEBEY AW, 2020).

No entanto, alguns fatores tém limitado a producdo das culturas, principalmente a

ocorréncia de patdgenos, que em sua maioria sao transmitidos por sementes. Essa transmissao
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ndo apenas reduz a germinacdo e o vigor, mas também pode causar alteracbes morfoldgicas nas
plantas, reduzindo o rendimento entre 15 a 90% (GEBEY AW, 2020; KUMAR et al., 2020).

A ocorréncia de doencas de etiologia fungica tém incrementado a vulnerabilidade da
cultura do feijao-fava, elevando o risco de perdas econdmicas e a dificuldade para 0 manejo
adequado (BESERRA-JUNIOR; BARGUIL, 2021). A maior parte desses microrganismos
estdo associados as sementes, tais como os géneros flngicos Macrophomina, Rhizoctonia,
Colletotrichum e Fusarium (SOUSA et al. 2018; CAVALCANTE et al. 2019; BARRETO et
al., 2021; BESERRA-JUNIOR; BARGUIL, 2021).

A associacdo patdgeno-semente é uma das formas que favorece a sobrevivéncia e a
disseminacdo de patdgenos. Os efeitos adversos dessa associacdo estdo, sobretudo, relacionados
a transmissdo e disseminacdo de doengas em novas areas, além da reducdo da qualidade das
sementes, que, geralmente, sao infectadas antes ou ap6s a colheita (Martin et al., 2022).

Mota et al. (2017) ao avaliarem a diversidade fangica em sementes de feijdo-fava
constataram a presenca de fungos fitopatogénicos como Fusarium spp., Colletotrichum
truncatum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani e Sclerotium sp. Em outro estudo
com feijao-fava, agora envolvendo os fungos C. truncatum e M. phaseolina, agentes causais da
antracnose e da podriddo de carvdo, Mota et al. (2019) constataram que ambos os fungos foram
transmitidos das sementes para as plantulas, com taxa de transmisséo de 83,1% e 76,46%,
respectivamente. Além disso, a producdo de fava pode ser limitada pela ocorréncia da
rizoctoniose, causada por R. solani e a podriddo do colo, causada por Sclerotium rolfsii.
(ASSUNCAO etal., 2011; SILVA et al., 2014).

Sementes infectadas durante o armazenamento podem diminuir o seu poder
germinativo, além de acelerar sua deterioracdo, culminando com a perda da viabilidade e
producédo de micotoxinas (CARVALHO;NAKAGAWA, 2012). Os principais agentes fungicos
associados a deterioracdo das sementes de feijao-fava foram identificados como Aspergillus
spp., Penicillium spp., Curvularia sp., Monilinia sp. e Fusarium spp. (MOTA et al., 2017).

O género Fusarium é um dos grupos mais importantes de fungos fitopatogénicos que
inclui alguns dos patdgenos mais devastadores, responsaveis por afetar diversas culturas ao
redor do mundo, sendo algumas espécies importantes produtoras de micotoxinas, substancia
téxica a humanos e animais (SUMMERELL, 2019).

Os sintomas tipicos causados por Fusarium spp. em feijdo-fava incluem murcha
vascular e podriddo de raiz (SOUSA et al., 2017). A presenca de fungos de importancia
fitopatologica associados a cultura do feijdo-fava, reforca a necessidade de medidas de controle

para garantir a qualidade sanitaria das sementes.
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3.3. Termoterapia de sementes no controle de patdgenos

O controle quimico ainda é o método mais utilizado no tratamento de sementes para
controle de patogenos. Entretanto, 0 aumento daresisténcia dos patdgenos, bem como os efeitos
nocivos desses produtos ao meio ambiente e a salde humana, tem levado a uma crescente
demanda por novas alternativas de controle, seja fisica, bioldgica, organica ou natural
(DOURADO et al., 2020).

A termoterapia é um tratamento fisico onde o calor é o principal agente de controle e
sua eficacia esta diretamente relacionada a sensibilidade diferencial entre o patdgeno e a
semente. Nesse caso, a maior amplitude da faixa entre os pontos térmicos letais do patdgeno e
da semente é de fundamental importancia para o sucesso do tratamento (MEDEIROS et al.,
2019; VIEIRA et al., 2019).

Este tratamento consiste em expor as sementes ao calor seco ou imido. O calor seco é
menos eficiente na troca de calor em comparacdo com a via Umida, 0 que requer um tempo
maior de exposicdo. Embora seja simples e acessivel, pode causar danos as sementes, mas bem
menores do que o calor imido, ja que ndo ha rompimento das membranas celulares que pode
ocasionar perda de metabolitos utilizados no processo germinativo (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Diversos autores relataram resultados promissores com o uso desse tratamento no
controle de fungos em sementes, a exemplo de Cunha et al. (2017) que constataram que a
imersdo das sementes de abdbora (Cucurbita pepo) em agua a 60 °C por 6 e 12 minutos reduziu
a incidéncia de Alternaria sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Penicillium
sp., Phoma sp. e Rhizopus sp. Medeiros et al. (2019) verificaram que as temperaturas de 40 e
50 °C por cinco e dez minutos de imersdo, reduziram a incidéncia de Fusarium spp.,
Rhizoctonia spp. e Colletotrichum sp., em sementes de soja (Glycine max L.).

Vieira et al. (2019) observaram uma reducdo significativa na incidéncia de Aspergillus
sp., Penicillium sp. e Fusarium sp., em sementes de milho (Zea mays L.) tratadas a 60 °C
durante 1 e 2 minutos de imersdo. Cardoso et al. (2020) constataram que a termoterapia via
calor umido a 55 °C por 15 minutos foi eficiente para o controle de Alternaria brassicicola em
sementes de couve (Brassica oleracea var. acephala). Os resultados das pesquisas tem
demostrado resultados promissores para o uso da termoterapia via calor tmido no tratamento

de sementes de feijao-fava, oferecendo uma alternativa ao uso de produtos quimicos.
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3.4. Fusarium spp. associado a sementes de feijao-fava

O género Fusarium pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, ordem Hypocreales e
familia Nectriaceae (INDEX FUNGORUM, 2023). Foi descrito e classificado pela primeira
vez em 1809 pelo micologista alemdo Link. As espécies deste género possuem uma gama de
hospedeiros, que inclui patégenos de plantas, humanos e animais (LESLIE; SUMMERELL,
2006). Quando as condicdes ideais para 0 desenvolvimento da doenga ndo estdo presentes, o
fungo consegue sobreviver através de estruturas de resisténcia chamadas clamiddsporos,
dificultando seu controle em condigdes de campo (KAMIL et al., 2020).

As espécies de Fusarium pertencem a um grupo de fungos cosmopolita, tanto
saprofiticos como patogénicos para plantas, animais e humanos. Sdo também possiveis
produtores de micotoxinas, 0 que 0s torna um dos mais devastadores patdgenos para as plantas,
podendo ser disseminados principalmente pelo ar, solo, agua e sementes (STEPIEN, 2023).

Caracteristicas morfoldgicas baseadas na forma e dimensdes conidiais de macro e
microconidios, fidlides e formacdo de clamiddsporos, sdo a principal forma de identificacdo e
descri¢do taxondmica das espécies de Fusarium (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Por muitos anos, este género foi avaliado apenas por caracteres morfologicos para a
identificacdo de espécies. No entanto, técnicas moleculares incrementaram a identificacdo da
diversidade de patdgenos transmitidos por sementes e auxiliam a desenvolver estratégias de
manejo mais eficientes (MARTIN et al., 2022).

Os sintomas causados por Fusarium spp. incluem escurecimento vascular, nanismo,
murcha progressiva e desfolhamento que levam a morte da planta. As raizes e caules
desenvolvem uma descoloracdo marrom escuro nos vasos do xilema que pode ser observada
quando seccionados no sentido longitudinal (JADON et al., 2020; BAHADUR, 2021). A
murcha é resultante da combinacdo da atividade do patdgeno, devido a colonizacdo dos vasos
do xilema, e dos mecanismos de defesa da planta, como producdo de géis, gomas e tiloses,
blogueando absorcdo de dgua e nutrientes pelas raizes (SAMPAIO et al., 2020). Também séo
responsaveis por ocasionar podriddes no colo, raizes e sementes. A infeccdo faz com que as
raizes e o colo da planta apodrecam, resultando em um sistema radicular deficiente, com maior
suscetibilidade ao colapso (JADON et al., 2020). As sementes normalmente sdo infectadas no
campo, antes da colheita e, em condi¢fes de armazenamento, podem apresentar baixa
viabilidade e vigor, resultando em baixo rendimento da cultura (GEBEY AW, 2020).

Embora existam poucas pesquisas da associagdo de Fusarium spp. em sementes de
feijdo-fava, ja foram relatadas vérias espécies, incluindo F. falciforme (SOUSA et al., 2017),
F. verticillioides, F.sulawesiense (BARRETO etal., 2021) e F. caatingaense (MACIEL etal.,
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2021). Além disso, a especie F. falciforme esta entre as espécies que fazem parte do complexo
Fusarium solani (FSSC) responsavel por causar fusariose em feijao-fava no Nordeste do Brasil
(SOUSA et al., 2017). Considerado um patdgeno saprofitico, foi relatado causando doencgas em
uma ampla gama de hospedeiros, incluindo culturas de grande importancia econémica, como 0
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) no México (DIAZ-NAJERA et al., 2021), soja na China (XU et
al., 2022), cebola (Allium cepa L.) na india (SARWADNYA et al., 2023) e meldo (Cucumis
melo) no Brasil (NOGUEIRA et al., 2023).

O tratamento de sementes é considerado um meio barato e altamente eficaz de controlar
doencas transmitidas por sementes. No entanto, s6 é possivel implementar um manejo eficaz se
os agentes patogénicos forem identificados corretamente (MANCINI et al., 2016; MARTIN et
al., 2022).

3.5. Identificagdo de espécies de Fusarium spp.

Atualmente, o género Fusarium compreende centenas de espécies distribuidas em 23
complexos de espécies. Dentre estes, alguns merecem destaque quanto a sua importancia para
a fitopatologia, como os complexos F. fujikuroi, F. incarnatum-equiseti, F. oxysporum, F.
solani, F. sambucinum e F. tricinctum. (SUMMERELL, 2019).

Desdemeados dadécadade 1980, as defini¢cdes de espécies de Fusarium tém se baseado
em trés conceitos predominantes: morfolégico, bioldgico e filogenético para diferenciar as
espécies. Em geral, o conceito morfoldgico baseia-se na semelhanca de caracteres morfologicos
observaveis. O bioldgico exige compatibilidade sexual entre membros da mesma espécie e o
filogenético é baseado na analise de sequéncias génicas (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O problema mais comum resultante da descricdo morfolégica de espécies é o
agrupamento de isolados que deveriam ser separados em uma espécie comum. No caso das
espécies bioldgicas, os problemas mais comuns, incluem altos niveis de reproducao assexuada,
frequéncias relativas desiguais dos alelos mating-type em diferentes populaces, nimero
limitado de linhagens que sdo férteis ou falta de condi¢fes ambientais apropriadas para a
reproducédo sexuada (SUMMERELL et al., 2003; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

A associacdo dos conceitos de espécie filogenética e morfologia é a mais usada para
diferenciar as espécies do género Fusarium. A filogenia é realizada por meio da amplificacéo
e analise das sequéncias de DNA dos genes selecionados, permitindo a geracdo de dados para
a construcéo de filogramas que fornecam informacges sobre variabilidade e relagGes evolutivas
(LESLIE; SUMMERELL, 2006). Atualmente, as técnicas moleculares tém sido essenciais na

identificacdo de espécies e na filogenia, pois a grande diversidade do género obriga constante
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atualizacio dos taxons anteriormente descritos (LESLIE; SUMMERELL, 2006; STEPIEN,
2023).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método que permite amplificar e gerar
copias de fragmentos especificos de DNA milhGes de vezes devido a sua especificidade,
velocidade e sensibilidade, no caso de fungos, a PCR é usada principalmente para
caracterizacéo e identificacdo desses organismos (SRIVASTAVA et al., 2020). A identificacéo
de espécies de Fusarium pode ser através de alinhamento de sequéncias das regides génicas
calmodulina (CmdA), segunda subunidade maior da RNA polimerase 1l dependente de DNA
(Rpb2), fator de elongacédo 1- apha (Tefl) e B-tubulina (Tub2) (LOMBARD et al., 2019).

Segundo O’Donnell et al. (2015) as regides génicas Tefl e Rpb2 possuem maior
robustez e confiabilidade para identificacdo de espécies de Fusarium, pois apresentam alto nivel
de polimorfismo da sequéncia, mesmo para espécies estreitamente relacionadas, ndo possuem
cdpias ndo-ortologas e sdo facilmente amplificadas para todas as espécies do género.

Assim, a identificacdo a nivel de espécie dos isolados de Fusarium spp. associados as
sementes de feijdo-fava é essencial para que estratégias de manejo sejam implementadas
adequadamente.

3.6. Micotoxinas produzidas em sementes e graos de plantas cultivadas

As leguminosas de gréos secos ocupam um lugar de destaque na alimentacdo humana e
animal, pois sdo produtos agricolas com crescente relevancia comercial e nutricional.
Semelhante a outras culturas, as leguminosas podem ser afetadas por fungos no campo e durante
0 armazenamento das sementes. Alguns desses fungos produzem micotoxinas, que podem
causar graves danos a saude humana e animal, como intoxicacao aguda e efeitos cronicos, como
por exemplo, carcinogénese e deficiéncia imunologica (ACUNA-GUTIERREZ et al., 2022).

As micotoxinas podem estar presente em soja, milho, sorgo, amendoim, cereais,
sementes de leguminosas, oleaginosas e outras culturas destinadas a alimentacdo humana e
animal. Além do risco em relacdo ao consumo direto de alimentos e ra¢cdes contaminadas, ha a
possibilidade de contaminagdo em produtos alimenticios derivados de animais, como carne,
leite e ovos (EL-SAYED etal., 2022).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos de estrutura quimica complexa
produzidas por fungos filamentosos, sendo os principais representantes os dos géneros
Aspergillus, Penicillium, e Fusarium (KUMAR et al., 2020). Atualmente, cerca de 25% dos
produtos agricolas produzidos no mundo estdo contaminados com algum tipo de micotoxina
(ESKOLA et al., 2020; EL-SAYED et al., 2022). A presenca dessas substancias nos alimentos
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tem levado paises importadores a elaborarem legislacbes cada vez mais rigorosas em relagcdo
aos niveis maximos permitidos (ESKOLA et al., 2020; BEN HASSOUNA et al., 2023).

Os efeitos toxicos dessas substancias sdo geralmente cronicos, de dificil associacdo com
0 consumo de alimentos contaminados. Os principais efeitos registrados sdo lesdes renais,
supressdo do sistema imunoldgico e suscetibilidade ao cancer, em caso grave, também pode
levar a morte (EL-SAYED et al., 2022).

Recentemente, foram identificados cerca de 100.000 fungos, dos quais mais de 500
micotoxinas sdo relatadas como potencialmente toxigénicas. As mais estudadas sdo as
aflatoxinas (AFs), ocratoxina A (OTA), zearalenona (ZEA), tricotecenos (THs), patulina (PAT)
e fumonisinas (FB), pois representam uma séria ameaca a agricultura, economia e segurancga
alimentar (HAQUE et al., 2020; BEN HASSOUNA et al., 2023).

Os limites regulatérios para micotoxinas em alimentos e ragfes sdo estabelecidos por
diversas autoridades em todo o mundo, como nos Estados Unidos (EUA) pela Food and Drug
Administration (FDA), na Unido Europeia (UE) pela European Food Safety Authority (EFSA)
(AGRIOPOULOU et al., 2020) e no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2022). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estabelece limites
maximos tolerados (LMT) para aflatoxinas (AFs), ocratoxina (OTA), fumonisinas (FB),
zearalenona (ZEA), desoxinivalenol (DON) e patulina (PAT) admissiveis nos alimentos. No
entanto, para feijées e outras sementes secas de leguminosas, ha LMT apenas para aflatoxinas
B1+ B2+ G1+ G2 (5 pg/kg) e Ocratoxina A (10 pg/kg).

Fatores extrinsecos como &gua, temperatura, pH e composi¢do gasosa do ambiente tém
uma profunda influéncia no crescimento de fungos toxigénicos e na biossintese de micotoxinas
(KUMAR et al., 2020). Segundo os autores, temperaturas altas para atingir o maximo de
crescimento fungico (acima de 25 °C), além da necessidade de elevada disponibilidade de agua
livre (aw > 0,85) sdo condicdes 6timas para colonizacdo e producéo de toxinas.

As espécies dogénero Fusarium podem sintetizar diferentes micotoxinas, sendo as mais
importantes do ponto de vista toxicoldgico os tricotecenos, zearalenona e fumonisinas (BEN
HASSOUNA et al., 2023). As micotoxinas podem causar efeitos cancerigenos, mutagénicos,
teratogénicos, citotoxicos, neurotdxicos, nefrotoxicos, estrogénicos, dermotdxicos e
imunotoxicos, além de sintomas clinicos, como diarreia, hemorragia, sinais nervosos e perda
depeso (PITT; MILLER, 2017).
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3.7. Fumonisinas

As fumonisinas sdo micotoxinas de baixo peso molecular produzidas por vérias espécies
de Fusarium, principalmente F. verticillioides, F. proliferatum e outras espécies do género
(RHEEDER et al., 2002; ZHOU et al., 2018). S&o divididas em quatro grupos principais
identificados como séries A, B, C e P (RHEEDER et al., 2002; BRAUN; WINK, 2018).

Dentre as fumonisinas, as da série B (FB1; FB2 e FB3) sdo as de ocorréncia natural mais
abundante e as mais importantes, sendo a FB1 predominante e normalmente encontrada nos
niveis mais elevados em torno de 70 a 80% do total de fumonisinas (RHEEDER et al., 2002).

Foram identificadas pela primeira vez por Gelderblom et al. (1988) através do
isolamento de FB1 e FB2 de culturas de F. moniliforme MCR 826 (atualmente denominado F.
verticillioides) as quais tém atividade promotora de cancer em figadode ratos (GELDERBLOM
et al., 1988).

E sabido que essas micotoxinas s&o, predominantemente, produzidas por espécies de
Fusarium. Pesquisas mais recentes mostram que outras fumonisinas como a FBs, uma nova
fumonisina isolada em conjunto com FB2, de culturas estacionéarias de Aspergillus niger pode
ser produzida em altos niveis por algumas estirpes do patdgeno, em meio agar, com baixa
atividade de agua (MANSSON et al., 2010; VARGA et al., 2010; ABRUNHOSA et al., 2011).

Semelhante a outras culturas agricolas, as leguminosas podem ser infectadas por fungos
no campo e durante a pés-colheita (ACUNA-GUTIERREZ et al., 2022). Como a producéo de
fumonisina e o crescimento de Fusarium spp., sdo resultados de interacbes com diversos fatores
bidticos e abidticos, ela pode ocorrer em qualquer fase do cultivo, colheita ou armazenamento,
e persiste no grdo mesmo quando os fungos envolvidos na sua producdo nao estdo mais
presentes (KAMLE et al., 2019).

Devido a alta estabilidade molecular das micotoxinas e baixa reatividade com outras
macromoléculas, ndo ha como eliminar completamente essas substancias de alimentos
destinados ao consumo humano e animal (KAMLE et al., 2019). No entanto, encontram-se na
literatura varias estratégias de reducdo das concentracdes de algumas micotoxinas com métodos
fisicos (limpeza, triagem, irradiacdo, tratamento térmico, controle de temperatura e umidade),
quimicos (tratamentos alcalinos e com 0z6nio ou agentes antifungicos) e biolégicos (bactérias,
leveduras e fungos) (WIELOGORSKA et al., 2019; LIU et al., 2022). Apesar de algumas
técnicas terem alcancado bons resultados, acabam tendo algumas desvantagens, como alto
custo, eficacia limitada, perda do valor nutricional e palatabilidade dos alimentos, além dos

efeitos toxicos dos residuos apos tratamento (L1U et al., 2022).
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Sabe-se que as fumonisinas sdo altamente estaveis ao calor e afetadas apenas quando
aquecidas acima de 150 - 200 °C durante técnicas de processamento de alimentos como
cozimento, fritura, torrefacdo ou cozimento por extrusao (KAMLE et al., 2019). Portanto, € um
desafio remové-las do processamento comum de gréos para atender aos padrdes aceitaveis para
0 consumo humano (QU et al., 2022).

Diversos métodos podem ser utilizados para reduzir a contaminagdo por fumonisinas e
outras micotoxinas, como fisicos, quimicos e bioldgicos (LIU et al., 2022). Segundo os autores,
a secagem dos grdos por meio do tratamento térmico e sua conservacdo sem umidade tem sido
a principal medida de controle em condi¢des pds-colheita. Outros tratamentos como separacao,
lavagem e irradiacdo também tem apresentado resultados promissores. O controle quimico
utilizando bases e agentes oxidantes e biolégico com microrganismos e enzimas, sdo apontados
como importantes alternativas.

Além desses métodos, o uso de nanotecnologia e engenharia genética deve ser
implementado na agricultura para desenvolver variedades resistentes a infeccdo por Fusarium
spp. e a contaminagdo por fumonisinas. Assim, 0 manejo integrado combinando diferentes
estratégias de controle, parece ser a melhor opcdo (KAMLE et al., 2019).

Atualmente, ha uma grande demanda por tecnologias moleculares para detectar fungos
toxigénicos em alimentos (WANG et al., 2023). Os genes que atuam na biossintese das
micotoxinas estdo agrupados em clusters, sendo o cluster FUM o responsavel pela sintese das
fumonisinas. Portanto, entender a capacidade de biossintese dessas toxinas em isolados de

Fusarium pode auxiliar na deteccdo precoce e nas medidas de controle (QIU et al., 2020).

3.8. Biossintese da fumonisina

A regulacdo da biossintese das micotoxinas € um processo complexo que envolve
diversos fatores ambientais que formam uma rede reguladora hierarquica, incluindo reguladores
especificos davia, reguladores globais e modificac6es epigenéticas (LY U et al., 2020).

Nos fungos filamentosos encontram-se genes agrupados em clusters envolvidos na
biossintese de metabdlitos secundérios, sendo o cluster FUM responsavel pela sintese das
fumonisinas (KAMLE et al., 2019; LI et al., 2022). Em F. verticillioides, o cluster de genes
biossintéticos da fumonisina, ou cluster FUM, é composto por 17 genes, com comprimento 42
kb (GIL-SERNA et al., 2020).

Em outras espécies de Fusarium e algumas estirpes de F. verticillioides, o cluster FUM
consiste em apenas 15 ou 16 genes funcionais. Por exemplo, o gene FUM20 é um pequeno gene

que se acredita codificar uma proteina contendo 40 aminodcidos de funcdo desconhecida e
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ocorre em F. verticillioides e nas especies com homologos de cluster FUM estreitamente
relacionados. No entanto, FUM20 ndo esta presente nos homologos de cluster FUM mais
distantemente relacionados em F. fujikuroi e F. proliferatum (NIEHAUS et al., 2016).

Além disso, FUM20 est& ausente e FUML17 est& presente como um pseudogene em
homélogos de cluster FUM em membros do clado asiatico do complexo deespécies F. fujikuroi
(NIEHAUS et al., 2016). O gene FUM1 codifica um policetideo sintase, que catalisa a
condensacdo de nove unidades de acetato e duas unidades de metila para produzir um
policetideo linear com 18 carbonos de comprimento que forma a maior parte da estrutura
principal das fumonisinas (YU et al., 2005).

Os niveis de transcricdo de genes-chave numa via biossintética sdo frequentemente
considerados como um indicador da producdo de metabolitos, como é o caso do gene FUML,
que codifica a primeira enzima na via metabolica que leva a producdo das fumonisinas. Seus
niveis de transcri¢do na célula sdo considerados como um indicador de atividade em toda a via
FUM e do acimulo na biomassa fungica (KAMLE et al., 2019; LI etal., 2022).

Um a-oxoamina sintase, codificado pelo gene FUMS, catalisa entdo a condensagdo do
policetideo e daalanina para formar o esqueleto de 20 carbonos da fumonisina com uma amina
em C2 (DU et al., 2008). A hidroxilagcdo do produto da condensacao policetideo-aminoécido
em C14 e C15 é catalisada pela citocromo P450 monooxigenase e redutase, codificada por
FUM6 (BOJJA et al., 2004; PROCTOR et al., 2008).

Apobs a hidroxilacdo adicional em C10 ser catalisada por FUM2 no citocromo P450
monooxigenase (PROCTOR et al., 2006), FUM14 (peptideo ndo-ribossomal sintase), FUM7
(&lcool desidrogenase) e FUM10 (Acil-CoA sintetase/Acil-proteina sintetase) catalisam a
formacdo iconica dos grupos éster tricarbalilico em C14 e C15 das fumonisinas com aajuda de
FUM11 (transportador de &cido tricarboxilico) (BUTCHKO et al., 2006; ZALETA-RIVERA
et al.,, 2006; HUFFMAN et al., 2010). No final do processo, 0 esqueleto da fumonisina €
hidroxilado em C5, catalisado por FUM3 (dioxigenase) (DING et al., 2004).

O cluster FUM e as funcGes sdo compartilhadas entre as espécies de Fusarium, com
excecdo de que mutacOes naturais podem ocorrer em um ou mais genes FUM de algumas
estirpes de F. fujikuroi e F. verticillioides (PROCTOR et al., 2006; SULTANA et al., 2021).
No entanto, para a formacédo dos trés analogos de fumonisina de ocorréncia mais comum (FB1,
FB:2 e FB3) FUM15-FUM19 ndo sdo necessarios (BUTCHKO et al., 2006; PROCTOR et al.,
2006; SUN et al., 2019; JANEVSKA et al., 2020).

E importante ressaltar que este € o primeiro estudo que envolve a expressdo do gene

FUM em espécies de Fusarium associadas as sementes de sementes de feijao-fava. Neste
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sentido, a utilizacdo de métodos moleculares para identificacdo de espécies e perfil toxigénico
de Fusarium spp., pode auxiliar na adogéo de medidas de controle e prevengdo dacontaminagéo
por fumonisinas (KAMLE et al., 2019).
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RESUMO

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma cultura que se destaca por sua importancia
socioecondmica, principalmente na regido Nordeste do Brasil. A ocorréncia de fungos
associados as sementes pode levar a reducdo do potencial fisiolégico, originando plantulas
menos vigorosas. Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito da termoterapia, via calor
umido, na qualidade sanitaria e fisiologica de sementes de feijdo-fava. Foram utilizadas
sementes deseis variedadestradicionais: Branca, Cearense, Cara Larga, Orelha de V6, Roxinha
e Orelha de Veia, as quais foram submetidas aos tratamentos controle (sem tratamento),
fungicida Captana (240 g 100 kg™ de sementes) e termoterapia tmida a 40, 50 e 60 °C por 5 e
10 minutos de imersdo e realizados os testes de sanidade, germinagcdo e emergéncia. A
termoterapia a 40 °C por 5 e 10 minutos foi a melhor opcao nas condicdes testadas para reduzir
a incidéncia de Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium sp., sem afetar a qualidade
fisiologica das sementes. As sementes das variedades Branca, Cearense e Orelha de Veia,
apresentaram maior sensibilidade ao estresse térmico quando expostas ao calor umido a 60 °C
por 10 minutos, com reducdo na porcentagem de germinagdo, emergéncia e aumento de
sementes mortas.

Palavras-chave: Patologia de sementes; qualidade fisiologica; controle alternativo; tratamento
térmico; Phaseolus lunatus L.
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ABSTRACT

The lima bean (Phaseolus lunatus L.) is a crop that standsout for its socioeconomic importance,
especially in the Brazil’s Northeast. The fungi occurrence on seeds can reduces physiological
potential, resulting in less vigorous seedlings. The objective of this study was to evaluate the
thermotherapy effect, via moist thermotherapy, on the sanitary and physiological quality of lima
bean seeds. Seeds of six traditional lima beans varieties were used: Branca, Cearense, Cara
Larga, Orelha de V6, Roxinha and Orelha de Veia, which were subjected to control treatments
(without treatment), Captana fungicide (240 g 100 kg* of seeds) and humid thermotherapy at
40, 50 and 60 °C for 5 and 10 minutes of immersion and sanity, germination and emergence
tests were performed. Thermotherapy at 40 °C for 5 and 10 minutes was the best option under
the conditions tested to reduce Aspergillus spp., Fusarium spp. and Penicillium sp. incidence
without affecting the seeds physiological quality. The seeds of Branca, Cearense and Orelha de
Veia varieties showed greater sensitivity to thermal stress when exposed to humid
thermotherapy at 60 °C for 10 minutes, with a reduction in the percentage of germination,
emergence and an increase in dead seeds.

Keywords: Seed pathology; physiological quality; alternative control; heat treatment;
Phaseolus lunatus L.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) é uma cultura que se destaca por sua importancia
socioecondmica em todo o mundo, com destaque no Nordeste do Brasil (LUSTOSA-SILVA et
al., 2022). Considerada a segunda leguminosa mais importante do género Phaseolus, suas
sementes contém altos niveis de proteinas, carboidratos e lipidios, tornando-se uma excelente
opcdo alimentar e fonte de renda para agricultores da regido (ASSUNCAO NETO et al., 2022).

Na safra 2023, foram produzidos no Brasil 10.372 toneladas de gréos secos, numa area
colhida de 33.153 ha com rendimento médio de 313 Kg/ha. Desse total a regido Nordeste foi
responsavel por 10.266 toneladas em uma area colhida de 33.045 ha com rendimento médio de
311 Kg/ha. Os estados do Ceara (3.514 toneladas) e Paraiba (3.260 toneladas) se destaca como
maiores produtores concentrando mais da metade da producédo nacional (IBGE, 2024).

Um dos fatores que afeta a produtividade da cultura é a ocorréncia de doencas fungicas,
que, associadas as condi¢des ambientais favordveis, pode afetar qualquer estadio de
desenvolvimento da cultura, provocando reducéo no estande de plantas no campo, necrose de
folhas e caule, podriddo radicular, murcha e baixa qualidade de sementes (MARTIN et al.,
2022). Além disso, sementes infectadas podem introduzir ou disseminar patogenos para novas
areas de cultivo, o que reforca a necessidade de medidas preventivas, como o tratamento de
sementes (MOTA et al., 2017; BESERRA-JUNIOR; BARGUIL, 2021).

A qualidade sanitaria das sementes é determinada pela presenca ou auséncia de
patdgenos que causam danos durante o armazenamento, ou que sdo transmitidos via sementes,
causando doencas e reducdes na produtividade (MOTA et al., 2017; GEBEY AW, 2020). Os
fungos séo os principais microrganismos associados as sementes, tantoem condic6es de campo,
como na pos-colheita e durante o armazenamento. Nesta Ultima fase, podem provocar perda do
poder germinativo, deterioracdo e aquecimento damassa de sementes, gerando aumento dataxa
respiratoria e producdo de micotoxinas (MARTIN et al., 2022).

O controle quimico tem sido a principal estratégia utilizada no tratamento de sementes
(PENIDO et al., 2021), no entanto, a procura por métodos alternativos garantem uma maior
seguranca ao meio ambiente e a saude humana, principalmente aqueles a base de metabolitos
secundérios (6leos essenciais ou extratos vegetais), controle biolégico e tratamento fisico
(termoterapia) (MEDEIROS et al., 2019; FARIAS et al., 2020; BANZIGER et al., 2022).

O uso do tratamento térmico, via calor imido, tem sido utilizado para o controle de
patdgenos que se encontram aderidos a superficie ou no interior das sementes. Diversos autores
ja relataram resultados promissores com o uso da termoterapia no controle de fungos associados

as sementes de diversas culturas como soja (Glycine max L.) (MEDEIROS et al., 2019), milho



41

(Zeamays L.) (VIEIRA et al., 2019) e couve (Brassica oleracea var. acephala) (CARDOSO et
al., 2020). No entanto, a eficiéncia da termoterapia é fundamentada na sensibilidade diferencial
entre a semente e 0 patdgeno, em relacdo a intensidade do calor necessario para controle do
mesmo (ORLOVIC et al., 2021). Nesse caso, a termoterapia pode consistir numa alternativa
promissora para 0 manejo de doencas associadas as sementes de feijdo-fava. Para o sucesso do
tratamento é necessario o conhecimento das relagcbes tempo-temperatura letais aos patdgenos,
bem como seu efeito na qualidade fisiologica das sementes (CARDOSO et al., 2020).
Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito da termoterapia, via calor imido, na

qualidade sanitaria e fisioldgica de sementes de feijdo-fava.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia (LAFIT) do Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus I, Areia, PB.
Foram utilizadas sementes de seis variedades tradicionais de feijdo-fava: Branca, Cearense e
Orelha de Veia (Alagoa Grande, PB), Cara Larga e Roxinha (Remigio, PB) e Orelha de Vo
(Areia, PB), provenientes de agricultores familiares dasafra 2019 (Figura 1). Apos a aquisicao,
as sementes foram beneficiadas e acondicionadas em garrafas de polietileno tereftalato (PETS)

sob refrigeracdo (5 °C) por aproximadamente 45 dias.

Cidades ® AlagoaGrande ® Areia ® Remigio

5.5°S1
6.0°S 1
6.5°S 1
7.0°S 1

7.5°S 1

Latitude

8.0°S 1
8.5°S1

9.0°S
40°W  39°W  38°W  37°W  36°W  35°W
Longitude

Figura 1 - Local de coleta das sementes de feijdo-fava. Fonte: SILVA, E. C. (2024).

Determinacao do teor de agua nas sementes
O teor de agua foi determinado pelo método da estufa a 105 £ 3 °C por 24 horas,

utilizando-se quatro repeticdes de 10 g de sementes para cada variedade, sendo os resultados

expressos em porcentagem (BRASIL, 2009).
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Descricdo dos tratamentos

A sementes foram previamente desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sodio (1%)
por trés minutos, lavadas em agua destilada esterilizada (ADE) e secas sobre papel toalha a
temperatura ambiente (25 + 2 °C). Em seguida, sementes das variedades Branca, Cearense,
Orelha de Veia, Cara Larga, Roxinha e Orelha de V6, foram acondicionadas em Becker de
vidro, de 250 mL, contendo ADE e mantidas em banho-maria (Kacil BM-02) com &gua
aquecida a temperatura de 40, 50 e 60 °C por 5 e 10 minutos. O fungicida Captana, na propor¢ao
240 g/100 kg de sementes, foi utilizado como controle positivo e sementes sem tratamento
foram consideradas controle negativo.
Teste de sanidade

Para analise sanitaria foi utilizado o método de incubacdo em substrato de papel-filtro -
Blotter test (BRASIL, 2009) utilizando-se 100 sementes por tratamento, distribuidas em 10
repeticdes de 10 sementes. A incubacéo foi realizada em placas de Petri (90 x 15 mm), contendo
dupla camada de papel filtro esterilizado, umedecido com ADE e mantidas em incubagéo
durante sete dias a 25 * 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. A identificagdo dos géneros fungicos
foi realizada com auxilio de microscopio optico e literatura especializada (SEIFERT et al.,
2011), sendo os resultados expressos em porcentagem para cada fungo identificado.
Teste de germinacéo

O teste de germinacdo foi conduzido em germinador do tipo B.O.D (Biochemical
Oxygen Demand), regulado a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas (BRASIL, 2009). Foram
utilizadas quatro repeti¢cbes com 25 sementes por tratamento, distribuidas sobre duas folhas de
papel, tipo Germitest® previamente esterilizado, umedecido com ADE na quantidade
equivalente a 2,5 vezes 0 seu peso seco. Em seguida, foram cobertas com uma terceira folha e
organizadas em forma de rolos que foram acondicionados em sacos plasticos transparentes para
evitar a perda de agua por evaporacdo. As contagens de sementes germinadas foram realizadas
diariamente, do quinto até o nono dia ap6s a incubacdo e 0s resultados expressos em
porcentagem de plantulas normais. Ao nono dia de avaliacdo, foi contabilizada a porcentagem
de plantulas normais, anormais, sementes mortas e duras (BRASIL, 2009).
Teste de emergéncia

O teste de emergéncia foi conduzido em casa de vegetacao, utilizando quatro repeticdes
de 25 sementes por tratamento, semeadas em areia previamente esterilizada em autoclave por
duas vezes, em intervalos de 24 h a 121 °C por uma hora, a uma profundidade de trés
centimetros, em bandejas de polietileno (48 x 33 x 8 cm). A manutencdo da umidade foi

realizada diariamente, com quantidade de agua equivalente a 60% da sua capacidade de
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retencdo. A contagem de plantulas emergidas foi realizada diariamente, do sexto até o nono dia
apos o plantio e os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais emergidas.
Indice de velocidade de germinagdo (IVG) e emergéncia (IVE)

Foi realizado conjuntamente com os testes de germinagé@o e emergéncia, contabilizando-
se diariamente o nimero de sementes germinadas e plantulas normais emergidas, durante nove
dias, cujos indices foram determinados de acordo com a equagao proposta por Maguire (1962).
Comprimento e matéria seca da parte aérea e raizes

Ao término das avaliagdes, plantulas normais (emissdo de raiz primaria e parte aérea)
de cada tratamento foram separadas em parte aérea e sistema radicular, medindo-se com auxilio
de uma régua a parte aérea desdea inser¢do da plumula até ainsercdo das raizes. Para avaliacdo
do sistema radicular foi mensurada toda a estrutura da raiz priméria, sendo os resultados
expressos em cm plantula. As raizes e partes aéreas foram acondicionadas em sacos de papel
tipo Kraft e secas em estufaa 65 °C ate obtencdo de um peso constante (72 h). Decorrido esse
periodo, as amostras foram pesadas em balanca analitica, com precisdo de 0,001 g, e 0s
resultados expressos em g plantular (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com 0s tratamentos
organizados no esquema fatorial 6 x 8 correspondendo a seis variedades tradicionais de feijao-
fava e oito tratamentos. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade dos residuos
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Bartlett).

Para as variaveis que nao atenderam os pressupostos (incidéncia de fungos, sementes
mortas e plantulas anormais) os dados foram previamente transformados em Vx + 1, conforme
descrito por Bartlett (1947). A analise estatistica foi realizada com o software estatistico R® (R
CORE TEAM, 2023) e as médias submetidas a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F,

comparando-as entre si pelo teste de Scott-Knott até o nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o teor de 4gua das sementes, observou-se diferenca significativa entre as variedades
de feijdo-fava, em que o maior valor foi verificado na variedade Branca, seguido pelas
variedades Cearense e Orelha de V4. Por outro lado, as variedades Cara Larga e Orelha de Veia
apresentaram valores inferiores, nédo diferindo entre si, com exce¢do da Roxinha com menor

teor de umidade (Tabela 1).
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Tabela 1 - Teor de &gua em sementes tradicionais de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.).

Variedades Umidade (%)
Branca 14,06 a
Cara Larga 12,46 ¢
Cearense 13,30 b
Orelha de Veia 12,49 ¢
Orelha de Vo 13,28 b
Roxinha 11,48d
CV (%) 2,25

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Segundo Almeida et al. (2014) quando as sementes se encontram com grau de umidade
entre 11 a 13%, 0 processo respiratorio é baixo, evitando-se assim a deterioracdo e perda da
qualidade fisioldgica. Por outro lado, Carvalho e Nakagawa (2012) relatam que teor de agua
entre 12 e 14%, ainda ha respiracdo ativa das sementes, o0 que causa perdas do vigor e do poder
germinativo, além de favorecer o desenvolvimento de fungos e producgéo de micotoxinas. Deste
modo, € provavel que o teor de &gua nas sementes tenha favorecido a alta incidéncia de fungos
de armazenamento, principalmente os dos géneros Aspergillus e Penicillium (Tabela 2).

O teor de agua das sementes é um fator importante para a realizacdo de testes
fisiolégicos, por isso a uniformizacdo da umidade em diferentes lotes, € imprescindivel para a
padronizacdo e obtencdo de resultados consistentes (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012),
garantindo a manutencdo da qualidade das sementes durante 0 armazenamento, com redugéo
das atividades bioquimicas e de microrganismos patogénicos (GAUTAM et al., 2022).

Na andlise sanitaria das sementes de feijao-fava foram identificados os fungos
Aspergillus spp., Penicillium sp., Fusarium spp., Cladosporium sp. Rhizoctonia sp. e
Colletotrichum sp. A interacdo entre variedades e tratamentos exerceu efeito significativo sobre
a incidéncia dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Tabela 2).

Em relacdo a incidéncia de Aspergillus sp., nas sementes da variedade Branca,
constatou-se que os tratamentos foram eficientes quando comparados a testemunha, com
excecdo da temperatura de 40 °C por 10 minutos. Na variedade Cearense, a termoterapia a 60
°C por cinco e dez minutos de imersdo foi eficaz na reducdo do patégeno, ndo diferindo do
fungicida. Para as variedades Cara Larga, Orelha de V6, Roxinha e Orelha de Veia, observou-
se que todos tratamentos foram eficientes quando comparados a testemunha (Tabela 2).

A maior incidéncia de Penicillium sp., na variedade Branca foi a 40 °C por 10 minutos,
ndo diferindo da testemunha. A termoterapia a 40 °C por 5 minutos, 50 e 60 °C por 5 e 10
minutos, reduziram significativamente sua incidéncia. Na variedade Cara Larga a temperatura

de 40 °C, independente do tempo de exposicao, favoreceu o desenvolvimento de Penicillium
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sp., em relacdo aos demais tratamentos. A provavel causa para essa incidéncia pode estar
relacionada a contaminagdo das sementes durante a secagem, ja que ndo foi constatada a
presenca do fungo entre os demais tratamentos. Devido a baixa incidéncia de Penicillium sp.,
nas sementes das variedades Cearense, Roxinha e Orelha de Veia, ndo foi constatada diferenca
entre os tratamentos. J& na variedade Orelha de V0, a termoterapia foi eficiente quando
comparada a testemunha (Tabela 2).

Tabela 2 - Incidéncia de fungos em sementes de variedades tradicionais de feijdo-fava
(Phaseolus lunatus L.) submetidas a termoterapia via calor imido.

CBR CCE CCL Cov CRX CVE
Tratamentos -
Aspergillus spp. (%)
Testemunha 42,0 Aa 13,0 Ca 36,0 Aa 15,0 Ca 26,0 Ba 24,0 Ba
Captana 2,0Bc 1,0Bb 0,0 Bd 0,0Bb 12,0 Ab 11,0 Ab
40 °C/5 min. 8,0 Bb 8,0 Ba 27,0 Ab 0,0Cb 1,0Cc 10,0 Bb
40°C/10 min. 44,0 Aa 6,0 Ca 19,0 Bb 0,0Cb 0,0Cc 5,0Cb
50 °C/5 min. 11,0 Ab 5,0 Ba 12,0 Ac 3,0Bb 0,0 Bc 8,0 Ab
50 °C/10 min. 4,0Cc 7,0 Ca 23,0 Ab 0,0Cb 4,0Cc 14,0 Bb
60 °C/5 min. 1,0 Ac 3,0 Ab 9,0 Ac 0,0 Ab 0,0 Ac 4,0 Ab
60 °C/10 min. 0,0 Ac 0,0 Ab 7,0 Ac 0,0 Ab 0,0 Ac 5,0 Ab
CV (%) 23,89
--- Penicillium sp. (%)----
Testemunha 23,0 Aa 1,0Ca 0,0Cb 7,0Ba 1,0Ca 0,0Ca
Captana 0,0 Ad 0,0 Aa 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Aa 0,0 Aa
40°C/5 min. 8,0 Ab 0,0 Ba 5,0 Aa 0,0 Bb 0,0Ba 3,0Ba
40°C/10 min. 21,0 Aa 1,0 Ba 2,0Ba 0,0 Bb 0,0 Ba 0,0 Ba
50 °C/5 min. 4,0 Ac 0,0 Aa 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Aa 2,0 Aa
50°C/10 min. 2,0 Ad 3,0 Aa 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Aa 3,0 Aa
60 °C/5 min. 0,0 Ad 0,0 Aa 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Aa 1,0 Aa
60 °C/10 min. 0,0 Ad 0,0 Aa 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Aa 1,0 Aa
CV (%) 13,55
-------------------------- Fusarium spp. (%)

Testemunha 6,0 Aa 0,0 Ba 0,0 Ba 9,0 Ab 0,0Bb 1,0Ba
Captana 0,0 Ab 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0 Ac 0,0 Ab 0,0 Aa
40 °C/5 min. 6,0 Aa 0,0 Ba 0,0 Ba 1,0Bc 0,0Bb 1,0 Ba
40°C/10 min. 4,0 Aa 0,0 Ba 0,0Ba 2,0 Ac 0,0Bb 0,0 Ba
50 °C/5 min. 1,0Bb 0,0 Ba 0,0 Ba 7,0 Ab 0,0Bb 0,0 Ba
50°C/10 min. 5,0 Ba 0,0 Ca 3,0Ba 16,0 Aa 13,0 Aa 0,0 Ca
60 °C/5 min. 0,0 Ab 0,0 Aa 0,0 Aa 3,0 Ac 0,0 Ab 0,0 Aa
60 °C/10 min. 0,0 Ab 0,0 Aa 0,0 Aa 3,0 Ac 0,0 Ab 0,0 Aa
CV (%) 13,45

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha sao estatisticamente iguais pelo teste
de Scott-Knott (p< 0,05). Dados transformados em \/y+1.CBR: Branca, CCE: Cearense, CCL: Cara Larga, COV:
Orelha de V6, CRX: Roxinha e CVE: Orelha de Veia. Testemunha (Agua destilada esterilizada — ADE), Fungicida
Captana (2409100 kg de sementes).

As temperaturas de 50 °C por cinco minutos e 60 °C nos dois tempos de imerséo,
reduziram significativamente a incidéncia de Fusarium sp., nas sementes da variedade Branca,

ndo diferindo do fungicida. Tal fato também foi observado nas sementes da variedade Orelha
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de V¢ tratadasa 40 e 60 °C por cinco e dez minutos de imersdo. No entanto, nas variedades
Orelha de V6 e Roxinha, o calor imido a 50 °C por 10 minutos, favoreceu o desenvolvimento
do patogeno, diferindo dos demais tratamentos. Devido a baixa incidéncia de Fusarium sp., nas
variedades Cearense, Cara Larga e Orelha de Veia néo foi evidenciado efeito significativo dos
tratamentos (Tabela 2).

Em estudo realizado por Medeiros et al. (2019), com termoterapia a 40, 50 e 60 °C por
5 e 10 minutos de imersdo, ndo obtiveram resultados satisfatorios no controle de Penicillium
spp., Aspergillus niger e Aspergillus flavus em sementes de soja (Glycine max L.). No entanto,
os tratamentos foram eficientes no controle de Colletotrichum sp. e Rhizoctonia spp., com
excecdo de Fusarium spp., que foi erradicado a partir de 50 °C, independente do tempo de
exposicao. Vieira et al. (2019) observaram que a temperatura a 50, 60 e 70 °C durante 1, 2e 3
minutos de imersdo foi suficiente para reduzir a incidéncia de Aspergillus sp., Penicillium sp.
Fusarium sp. em sementes de milho (Zea mays L.). Esses estudos demonstram que 0 uso do
tratamento térmico é uma alternativa promissora para o controle de fungos em sementes e
corroboram com esta pesquisa.

Os principais géneros fungicos envolvidos com a perda da qualidade de sementes
durante o armazenamento sdo Aspergillus, Penicillium e Fusarium, os quais podem ser
responsaveis por danos como perda do desempenho germinativo, descoloracdo do tegumento,
aumento da taxa de acidos graxos, aquecimento da massa de sementes e producdo de
micotoxinas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; LIMA et al., 2022). Cladosporium sp.
também estd associado a deterioracdo de sementes em condi¢des inadequadas de
armazenamento (MOTA etal., 2017). Além de Colletotrichum truncatum, outros géneros foram
identificados infectando sementes de feijdo-fava, dentre os quais importantes fungos
fitopatogénicos como Fusarium spp., Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani e
Sclerotium sp. (BESERRA-JUNIOR; BARGUIL, 2021).

A termoterapia tem efeito direto sobre a atividade celular dos patdgenos, onde o
mecanismo de acdo, provavel responsavel pela morte em alta temperatura, seja a desnaturacdo
de proteinas e enzimas, que sdo fundamentais para o metabolismo celular (FRANCOSO;
BARBEDO, 2016). Esses autores ainda contataram que a resisténcia de Fusarium spp. ao
tratamento térmico pode estar relacionada a formacdo de clamiddsporos, estruturas de
resisténcia formadas sob condicdes desfavoraveis. O género Fusarium é constituido, na sua
maioria, por espécies patogénicas, responsaveis por causar danos a diversas espécies cultivadas,
inclusive no feijio-fava (MOTA et al., 2017; BESERRA-JUNIOR; BARGUIL, 2021). A

ocorréncia de Fusarium sp., nas sementes, mesmo em baixa incidéncia, pode ocasionar sérios
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prejuizos em qualquer estadio de desenvolvimento da cultura. Além disso, sementes infectadas
podem introduzir ou disseminar o patdgeno para novas areas de cultivo (MOTA et al., 2017).
Além de causar tombamento, Fusarium spp. sdo agentes causais da murcha de fusario ou
fusariose, podendo causar podrid&o radicular e murcha em plantas de feijdo-fava (SOUSA et
al. 2017).

Para as variaveis, primeira contagem de germinacdo (PCG), germinagdo (GE) e indice
de velocidade de germinacdo (I\VVG), foi observada interacdo significativa entre variedades e

tratamentos analisados (Tabela 3).

Tabela 3 - Primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacdo (GE) e indice de velocidade
degerminacdo (IVG)desementes tradicionais de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) submetidas
a termoterapia via calor umido.

Tratamentos CBR CCE CCL Cov CRX CVE
-- PCG (%)------—------
Testemunha 80,0 Ba 92,0 Aa 98,0 Aa 98,0 Aa 92,0 Aa 93,0 Aa
Captana 83,0 Ba 91,0 Ba 99,0 Aa 100,0 Aa 88,0 Ba 94,0 Aa
40 °C/5 min. 72,0Bb 95,0 Aa 93,0 Aa 97,0 Aa 91,0 Aa 88,0 Aa
40°C/10 min. 81,0 Ba 91,0 Ba 96,0 Aa 97,0 Aa 89,0 Ba 88,0 Ba
50 °C/5 min. 88,0 Ba 90,0 Ba 98,0 Aa 97,0 Aa 93,0 Aa 86,0 Ba
50°C/10 min. 67,0Cb 89,0 Ba 94,0 Aa 99,0 Aa 99,0 Aa 87,0 Ba
60 °C/5 min. 70,0Cb 83,0Ca 95,0 Aa 100,0 Aa 94,0 Aa 82,0Ca
60 °C/10 min. 46,0 Dc 57,0Cb 91,0 Aa 97,0 Aa 97,0 Aa 69,0 Bb
CV (%) 6,63
-- GE (%)
Testemunha 81,0 Ba 94,0 Aa 99,0 Aa 98,0 Aa 94,0 Aa 94,0 Aa
Captana 85,0 Ba 91,0 Ba 99,0 Aa 100,0 Aa 92,0 Ba 98,0 Aa
40 °C/5 min. 73,0Bb 96,0 Aa 94,0 Aa 98,0 Aa 92,0 Aa 90,0 Ab
40 °C/10 min. 84,0 Ba 92,0 Aa 96,0 Aa 97,0 Aa 91,0 Aa 92,0 Aa
50 °C/5 min. 88,0 Ba 90,0 Ba 99,0 Aa 97,0 Aa 94,0 Aa 90,0 Bb
50°C/10 min. 68,0 Cb 89,0 Ba 96,0 Aa 99,0 Aa 99,0 Aa 87,0 Bb
60 °C/5 min. 71,0Cb 83,0 Ba 96,0 Aa 100,0 Aa 95,0 Aa 84,0 Bb
60 °C/10 min. 46,0 Dc 61,0Cb 93,0 Aa 97,0 Aa 98,0 Aa 70,0 Bc
CV (%) 6,00
-- - 1IVG

Testemunha 6,60 Ea 10,72 Cb 12,61 Bb 16,83 Aa 8,24 Db 8,51 Db
Captana 6,36 Eb 10,83 Cb 12,17 Bb 17,38 Aa 8,30 Db 7,95 Db
40 °C/5 min. 5,69 Eb 10,86 Cb 13,70 Ba 16,07 Ab 8,34 Db 8,53 Db
40 °C/10 min. 7,49 Da 12,44 Ba 12,75 Bb 15,83 Ab 8,08 Db 9,51 Ca
50 °C/5 min. 7,09 Ea 11,33Cb 13,36 Ba 14,75 Ac 9,10 Da 9,32 Da
50°C/10 min. 6,26 Eb 11,56 Cb 13,10 Ba 15,79 Ab 9,67 Da 9,82 Da
60 °C/5 min. 5,59 Cb 9,22 Bc 13,07 Aa 13,83 Ac 8,73 Bb 9,61 Ba
60 °C/10 min. 3,42 Ec 6,82 Dd 12,35 Bb 14,62 Ac 9,07 Ca 6,23 Dc
CV (%) 6,67

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha sao estatisticamente iguais pelo teste
de Scott-Knott (p< 0,05). CBR: Branca, CCE: Cearense, CCL: Cara Larga, COV: Orelha de V6, CRX: Roxinha e
CVE: Orelha de Veia. Testemunha (dgua destilada esterilizada — ADE), Fungicida Captana (240 g 100 kg de
sementes).
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Ao analisar a PCG e GE na variedade Branca, verificou-se que as temperaturas a 40 °C
por 10 minutos e 50 °C por 5 minutos ndo afetaram a qualidade fisioldgica das sementes quando
comparadas a testemunha e fungicida (Tabela 3). Quando aumentou o tempo de exposicado das
sementes ao calor imido, na temperatura de 60 °C, observou-se que a taxa de germinag&o foi
reduzida drasticamente, sendo o Unico tratamento a influenciar negativamente nas varied ades
Cearense e Orelha de Veia. Nas variedades Cara Larga, Orelha de V6 e Roxinha nao foi
observada diferenca estatistica entre os tratamentos analisados.

O indice de velocidade de germinacdo (1VG) foi afetado negativamente pela exposi¢cdo
das sementes das variedades Branca e Orelha de Veia ao calor umido de 60 °C por 10 minutos,
diferindo dosdemais tratamentos. Comportamento similar foi observado na variedade Cearense
em todos os tempos de imersdo e na Orelha de Vé a 50 °C por 5 minutos e 60 °C em todos 0s
tempos de imersdo (Tabela 3). As alteracGes metabodlicas provocadas pela exposicdo das
sementes ao tratamento térmico podem causar inicialmente inibicio do desempenho
germinativo levando a quedadrastica na germinacdo (MENEGAES et al., 2019).

Apesar das caracteristicas individuais de cada variedade, foi constatada na avaliagdo de
vigor, que a temperatura de 40 °C por 5 minutos, promoveu incremento no I\VVG da variedade
Cara Larga. Resultados semelhantes foram observados quando o tempo de exposicdo foi 10
minutos para as variedades Cearense e Orelha de Veia. Na temperatura de 50 °C durante cinco
e dez minutos de imersdo, nas variedades Cara Larga, Roxinha e Orelha de Veia, observou-se
aumento da germinacao (Tabela 3).

O percentual de sementes mortas (SM) e plantulas anormais (PAN) foi influenciado pela
interacdo entre variedades e tratamentos (Tabela 4). A termoterapia a 60 °C por 10 minutos de
imers&o, proporcionou os maiores valores incidentes de SM nas variedades Branca, Cearense e
Orelha de Veia, diferindo dosdemais tratamentos. Em relacdo as variedades Cara Larga, Orelha
de V6 e Roxinha, nenhuma das temperaturas utilizadas diferiu da testemunha e fungicid a, ndo
influenciando no percentual de sementes mortas. Para o percentual de sementes duras, ndo foi
observada diferenca estatistica, com valores variando entre 1 e 4%.

O percentual de plantulas anormais (PAN) nas variedades Cearense, Cara Larga, Orelha
de V6 e Roxinha ndo foi influenciado pelos tratamentos térmicos, apresentando resultados
semelhantes aos datestemunha ou do tratamento com fungicida (Tabela 4).

Na variedade Branca, a temperatura de 40 °C por 5 minutos de imersdo promoveu
incremento no percentual de PAN quando comparado aos demais tratamentos, ndo diferindodo
fungicida. Ja na Orelha de Veia, observou-se que as temperaturas a 40 °C por 10 minutos, 50 e

60 °C durante cinco minutos, proporcionaram os maiores percentuais de PAN em relacdo aos
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demais tratamentos, o que pode estar relacionado a uma maior sensibilidade das sementes a

termoterapia (Tabela 4).

Tabela 4 - Percentual de sementes mortas (SM) e plantulas anormais (PAN) oriundas de
sementes tradicionais de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) submetidas a termoterapia via calor
umido.

Tratamentos CBR CCE CCL Ccov CRX CVE
--SM (%)------------—-—----
Testemunha 19,0 Ac 4,0Bc 0,0 Ca 0,0 Ca 3,0 Ba 5,0Bc
Captana 11,0 Ac 4,0Bc 1,0Ba 0,0 Ba 0,0Ba 1,0Bc
40 °C/5 min. 20,0 Ac 4,0Cc 0,0 Ca 0,0Ca 1,0Ca 9,0Bb
40°C/10 min. 14,0 Ac 2,0Bc 2,0 Ba 0,0 Ba 2,0Ba 3,0Bc
50 °C/5 min. 12,0 Ac 6,0 Bc 0,0Ca 0,0Ca 0,0Ca 6,0 Bc
50°C/10 min. 32,0 Ab 10,0 Bb 2,0Ca 0,0Ca 0,0Ca 11,0Bb
60 °C/5 min. 29,0 Ab 13,0Bb 1,0Ca 0,0Ca 2,0Ca 9,0Bb
60 °C/10 min. 54,0 Aa 33,0Ba 4,0 Ca 2,0Ca 0,0 Ca 30,0 Ba
CV (%) 29,98
e N ) e —————

Testemunha 0,0 Ab 2,0 Aa 1,0 Aa 2,0 Aa 1,0 Aa 1,0 Ab
Captana 4,0 Aa 5,0 Aa 0,0Ba 0,0 Ba 5,0 Aa 1,0Bb
40 °C/5 min. 7,0 Aa 0,0 Ba 6,0 Aa 2,0Ba 3,0Ba 1,0Bb
40 °C/10 min. 2,0 Ab 6,0 Aa 2,0 Aa 3,0 Aa 3,0 Aa 5,0 Aa
50 °C/5 min. 0,0 Ab 3,0 Aa 1,0 Aa 3,0 Aa 3,0 Aa 4.0 Aa
50°C/10 min. 0,0 Ab 1,0 Aa 2,0 Aa 1,0 Aa 1,0 Aa 2,0 Ab
60 °C/5 min. 0,0Bb 4,0 Aa 3,0Ba 0,0 Ba 2,0Ba 7,0 Aa
60 °C/10 min. 0,0 Ab 5,0 Aa 3,0 Aa 1,0 Aa 2,0 Aa 0,0 Ab
CV (%) 45,26

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha sdo estatisticamente iguais pelo teste
de Scott-Knott (p< 0,05). CBR: Branca, CCE: Cearense, CCL: Cara Larga, COV: Orelha de V6, CRX: Roxinha e
CVE: Orelha de Veia. Testemunha (dgua destilada esterilizada — ADE), Fungicida Captana (240 g 100 kg de
sementes).

Quanto ao comprimento e massa seca da parte aérea e raizes (Tabela 5) observou-se
interacdo significativa entre os fatores estudados. Parao comprimento da parte aérea (CPA) na
variedade Branca, as temperaturas a 40 e 60 °C por 5 minutos, proporcionaram resultados
superiores. Resultados semelhantes foram observados na variedade Orelha de V6, a 60 °C,
durante 10 minutos. Na variedade Cearense, 0 CPA foi reduzido apenas com a exposi¢do das
sementes a 50 e 60 °C durante 10 minutos. Da mesma forma, foi observado na variedade
Roxinha a 40 e 50 °C por 10 minutos e na variedade Orelha de Veia a 40 e 50 °C por 5 minutos
e 60 °C em todos os tempos de imersdo. Navariedade Cara Larga, a exposi¢do das sementes a
termoterapia ndo comprometeu o CPA, tendo em vista que os tratamentos apresentaram

resultados similares aos da testemunha ou do tratamento com fungicida (Tabela 5).
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Tabela 5 - Comprimento daparte aérea (CPA), raiz (CPR), e matéria seca de parte aérea (MSA),
raiz (MSR), oriundos doteste de germinacdo de sementes tradicionais de feijao-fava (Phaseolus
lunatus L.), submetidas a termoterapia via calor imido.

Trat i CBR CCE CCL CoVv CRX CVE
ratamentos ----CPA (cmplantula?) -- -
Testemunha 7,55Ch 9,86 Ba 12,36 Aa 7,26 Cc 11,18 Aa 7,68 Ca
Captana 9,03 Bb 9,02 Ba 10,69 Ab 8,32 Bb 11,72 Aa 8,78 Ba
40°C/5 min. 11,48 Aa 9,25Ba 10,84 Ab 6,45 Cc 11,35 Aa 4,44 Db
40°C/10 min. 9,73 Ab 10,06 Aa 10,54 Ab 6,30 Cc 9,28 Ab 8,08 Ba
50 °C/5 min. 8,60 Cb 9,97 Ba 11,77 Aa 8,06 Cb 11,99 Aa 4,86 Db
50°C/10 min. 9,40 Bb 4,73 Dc 12,39 Aa 6,84 Cc 9,85Bb 7,78 Ca
60 °C/5 min. 10,97 Aa 9,02 Ba 12,42 Aa 7,13 Cc 12,21 Aa 5,23 Db
60 °C/10 min. 8,36 Cb 7,58 Cb 10,09 Bb 11,26 Aa 12,00 Aa 5,15 Db
CV (%) 11,50
----CPR (cm plantula®)
Testemunha 12,04 Cc 15,36 Bb 18,81 Aa 15,21 Ba 12,37 Ca 9,28 Db
Captana 15,98 Bb 17,03 Ba 19,08 Aa 15,14 Ca 12,09 Da 14,62 Ca
40°C/5 min. 18,30 Aa 14,09 Bb 15,28 B¢ 13,70 Ba 11,93 Ca 6,12 Dc
40°C/10 min. 14,65 Bb 14,37 Bb 17,28 Ab 14,47 Ba 10,75 Ca 10,49 Cb
50 °C/5 min. 13,65 Bb 16,76 Aa 16,63 Ab 15,38 Aa 11,40 Ca 6,38 Dc
50 °C/10 min. 12,23 Bc 4,84 Ce 16,54 Ab 15,62 Aa 11,09 Ba 12,50 Ba
60 °C/5 min. 14,23 Ab 10,45 Bc 15,98 Ab 14,63 Aa 13,43 Aa 7,31 Cc
60 °C/10 min. 9,35 Bd 7,42 Bd 12,70 Ad 15,23 Aa 13,71 Aa 4,25 Cd
CV (%) 12,13
-- MSA (g plantula?)
Testemunha 2,352 Ba 2,060 Bb 1,164 Ca 3,186 Ab 1,121 Ca 2,126 Ba
Captana 2,049 Bb 2,240 Bb 1,136 Ca 3,343 Ab 1,046 Ca 2,285 Ba
40 °C/5 min. 2,147 Bb 2,004 Bc 1,064 Ca 3,223 Ab 1,129 Ca 2,186 Ba
40°C/10 min. 2,576 Ba 2,123 Cb 1,326 Da 3,304 Ab 1,195 Da 2,207 Ca
50 °C/5 min. 2,234 Bb 1,936 Bc 1,254 Ca 3,056 Ab 1,105 Ca 2,232 Ba
50°C/10 min. 1,965 Bb 1,635 Cd 1,037 Da 3,711 Aa 1,141 Da 2,108 Ba
60 °C/5 min. 2,224 Bb 2,151 Bb 1,177 Ca 3,172 Ab 1,132 Ca 2,346 Ba
60 °C/10 min. 2,540 Ba 2,507 Ba 1,188 Ca 3,339 Ab 1,030 Ca 1,321 Cb
CV (%) 10,56
-- MSR (g plantula?) -------------e—eoemumme-
Testemunha 0,144 Bc 0,145 Ba 0,158 Ba 0,252 Aa 0,127 Ba 0,082 Ca
Captana 0,198 Ab 0,137 Ba 0,161 Aa 0,197 Ab 0,118 Ba 0,105 Ba
40 °C/5 min. 0,239 Aa 0,119 Ca 0,121 Cb 0,198 Bb 0,076 Db 0,044 Db
40°C/10 min. 0,127 Bc 0,143 Ba 0,114 Bb 0,210 Ab 0,075 Cb 0,123 Ba
50 °C/5 min. 0,165 Bc 0,144 Ba 0,109 Cb 0,209 Ab 0,085 Cb 0,038 Db
50°C/10 min. 0,125 Bc 0,024 Cb 0,118 Bb 0,218 Ab 0,082 Bb 0,097 Ba
60 °C/5 min. 0,232 Aa 0,124 Ba 0,099 Bb 0,248 Aa 0,104 Ba 0,057 Cb
60 °C/10 min. 0,153 Bc 0,100 Ca 0,106 Cb 0,274 Aa 0,110 Ca 0,035 Db
CV (%) 19,37

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiutscula na linha sdo estatisticamente iguais pelo teste
de Scott-Knott (p< 0,05). CBR: Branca, CCE: Cearense, CCL: Cara Larga, COV: Orelha de V6, CRX: Roxinha e
CVE: Orelha de Veia. Testemunha (dgua destilada esterilizada — ADE), Fungicida Captana (240 g 100 kg de
sementes).

Quanto ao comprimento de raizes (CPR) nas variedades Branca, Cara Larga e Orelha de
Veia, observou-se que o tratamento a 60 °C por 10 minutos promoveu valor significativamente

inferior, diferindo dos demais tratamentos. Resultados semelhantes foram observados na
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variedade Cearense a 50 e 60 °C durante 10 minutos. Nas variedades Orelha de V6 e Roxinha
n&do foram verificadas diferencas entre os tratamentos analisados (Tabela 5). Provavelmente, o
estresse térmico alterou o equilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
as enzimas de eliminacdo de ERO, reduzindo parcialmente a atividade metabodlica necessaria
para continuar e estimular o crescimento radicular normal (RASHID et al., 2017).

Para a massa seca da parte aérea (MSA), observou-se que as sementes da variedade
Branca tratadas com termoterapia ndo prejudicou o desenvolvimento das plantulas,
apresentando resultados semelhantes aos da testemunha ou do tratamento com fungicida. No
entanto, nas variedades Orelha de V6 e Cearense, foi observado que a exposi¢do das sementes
ao calor tmido a 50 e 60 °C por 10 minutos, respectivamente, promoveu incremento na MSA.
Na variedade Orelha de Veia, a temperatura a 60 °C por 10 minutos, comprometeu a MSA,
diferindo dos demais tratamentos. Para as variedades Cara Larga e Roxinha, ndo foram
observadas diferencas entre os tratamentos analisados (Tabela 5).

Na massa seca de raizes (MSR), na variedade Branca, verificou-se que os tratamentos a
40 e 60 °C durante 5 minutos de imerséo, proporcionaram os melhores resultados em relacéo
aos demais tratamentos. Para a variedade Cearense, observou-se que a temperatura a 50 °C por
10 minutos proporcionou o menor contetdo de MSR. Efeito semelhante foi observado na
variedade Roxinha nas temperaturas a 40 e 50 °C em todos os tempos deimersdo. Na variedade
Cara Larga, a exposi¢cdo das sementes a termoterapia proporcionou resultados inferiores aos da
testemunha e fungicida (Tabela 5).

Para a variedade Orelha de V6, ndo foi constatado danos fisiolégicos nas sementes
quando submetidas ao calor umido, tendo em vista que o conteddo de MSR foram semelhantes
estatisticamente aos da testemunha ou do tratamento com fungicida. Na Orelha de Veia, as
temperaturas de 40 e 50 °C durante 10 minutos de imersdo, proporcionaram maior incremento
de MSR, no entanto, ndo diferindo estatisticamente da testemunha e fungicida (Tabela 5).

Quanto aos parametros do teste de emergéncia (Tabela 6) observou-se efeito
significativo da interagdo em todas as varidveis analisadas. O efeito da termoterapia sobre a
primeira contagem (PCE) e porcentagem de emergéncia (EM) nas variedades Branca, Cearense
e Orelha de Veia, demonstrou que o calor imido a 60 °C durante 10 minutos, promoveu menos
plantulas emergidas quando comparado aos demais tratamentos. Para as variaveis PCE e EM
nas variedades Cara Larga e Orelha de VO constatou-se que a termoterapia nao influenciou
negativamente no vigor das sementes, tendo em vista que os percentuais de plantulas emergidas

foram estatisticamente semelhantes aos da testemunha ou do tratamento com fungicida.
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Na variedade Roxinha, os tratamentos a 40 e 50 °C, em todos 0s tempos de imerséo e
60 °C durante 10 minutos, proporcionaram plantulas mais vigorosas na PCE em relagcdo aos

demais tratamentos. Para a EM n&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 6).

Tabela 6 - Primeira contagem de emergéncia (PCE), emergéncia (EM), indice de velocidade de
emergéncia (IVE) e plantulas anormais (PAN) oriundos de sementes tradicionais de feijdo-fava
(Phaseolus lunatus L.) submetidas a termoterapia via calor umido.

Trat i CBR CCE CCL Cov CRX CVE
ratamentos — o —

Testemunha 17,0Cb 50,0 Ba 68,0 Aa 68,0 Ab 65,0 Ab 53,0 Ba
Captana 58,0 Ca 54,0 Ca 78,0 Ba 95,0 Aa 61,0Ch 48,0 Ca
40°C/5 min. 64,0 Ba 48,0 Ba 79,0 Aa 56,0 Bb 78,0 Aa 47,0 Ba
40°C/10 min. 25,0Cb 45,0 Ba 79,0 Aa 94,0 Aa 87,0 Aa 56,0 Ba
50 °C/5 min. 73,0 Aa 47,0 Ba 84,0 Aa 78,0 Aa 80,0 Aa 40,0 Ba
50°C/10 min. 60,0 Ba 48,0 Ca 71,0 Aa 84,0 Aa 80,0 Aa 39,0Ca
60 °C/5 min. 23,0Db 40,0 Ca 72,0 Ba 87,0 Aa 62,0 Bb 41,0Ca
60 °C/10 min. 6,0 Cc 5,0Cb 82,0 Aa 54,0 Bb 91,0 Aa 9,0Cb
CV (%) 17,31

-------------------------- EM (%) --
Testemunha 78,0 Ba 91,0 Aa 89,0 Aa 97,0 Aa 89,0 Aa 82,0 Ba
Captana 81,0 Ba 90,0 Aa 93,0 Aa 98,0 Aa 86,0 Ba 83,0 Ba
40 °C/5 min. 80,0 Aa 88,0 Aa 91,0 Aa 92,0 Aa 86,0 Aa 83,0 Aa
40°C/10 min. 62,0 Db 83,0 Ba 97,0 Aa 96,0 Aa 92,0 Aa 77,0Ca
50 °C/5 min. 87,0 Ba 80,0 Ba 92,0 Aa 96,0 Aa 85,0 Ba 85,0 Ba
50°C/10 min. 83,0 Aa 69,0 Bb 92,0 Aa 91,0 Aa 90,0 Aa 70,0 Bb
60 °C/5 min. 66,0 Bb 71,0Bb 91,0 Aa 94,0 Aa 88,0 Aa 63,0 Bb
60 °C/10 min. 46,0 Bc 29,0 Cc 91,0 Aa 84,0 Aa 94,0 Aa 38,0 Bc
CV (%) 8,55

----- IVE --
Testemunha 2,77Cb 3,65 Aa 3,77 Aa 4,02 Ab 3,77 Ab 3,35Ba
Captana 3,52 Ba 3,63 Ba 3,89 Ba 4,62 Aa 3,66 Bb 3,31 Ba
40 °C/5 min. 3,63 Ba 3,51 Ba 3,96 Aa 3,87 Ab 4,12 Aa 3,26 Ba
40°C/10 min. 2,38 Db 3,53 Ba 3,96 Aa 4.25 Aa 4,19 Aa 3,15Ca
50 °C/5 min. 3,95 Aa 3,33 Ba 3,82 Aa 4,09 Ab 3,90 Ab 3,42 Ba
50°C/10 min. 3,74 Ba 2,97Cb 3,82 Ba 4,15 Ab 4,23 Aa 2,93Cb
60 °C/5 min. 2,59 Cb 2,93Cb 3,74 Ba 4,34 Aa 3,70 Bb 2,81Cb
60 °C/10 min. 1,72 Cc 1,25 Dc 3,86 Ba 3,63 Bb 4,42 Aa 1,59 Cc
CV (%) 7,68

---PAN (%)

Testemunha 2,0 Aa 3,0 Aa 5,0 Aa 3,0 Ab 5,0 Aa 3,0Ab
Captana 2,0 Aa 3,0 Aa 3,0 Aa 2,0 Ab 6,0 Aa 3,0 Ab
40 °C/5 min. 5,0 Aa 3,0 Aa 6,0 Aa 7,0 Aa 5,0 Aa 2,0 Ab
40°C/10 min. 2,0 Ba 8,0 Aa 1,0Ba 3,0Bb 3,0 Ba 3,0Bb
50 °C/5 min. 2,0 Ba 6,0 Aa 1,0 Ba 4.0 Bb 6,0 Aa 6,0 Aa
50°C/10 min. 3,0 Aa 6,0 Aa 3,0 Aa 8,0 Aa 5,0 Aa 6,0 Aa
60 °C/5 min. 4,0 Aa 6,0 Aa 2,0 Aa 6,0 Aa 5,0 Aa 9,0 Aa
60 °C/10 min. 3,0Ba 7,0 Aa 3,0 Ba 7,0 Aa 2,0 Ba 7,0 Aa
CV (%) 32,07

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha sdo estatisticamente iguais pelo teste
de Scott-Knott (p< 0,05). CBR: Branca, CCE: Cearense, CCL: Cara Larga, COV: Orelha de V6, CRX: Roxinha e
CVE: Orelha de Veia. Testemunha (dgua destilada esterilizada — ADE), Fungicida Captana (240 g 100 kg de
sementes).
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Em relacdo ao indice de velocidade de emergéncia (IVE) observou-se que as
temperaturas a 60 °C por 10 minutos na variedade Branca, 50 °C por 10 minutos e 60 °C em
todosos tempos de imersdo nas variedades Cearense e Orelha de Veia proporcionaram plantulas
menos vigorosas (Tabela 6). Na Orelha de V0, a exposicdo das sementes a termoterapia ndo
comprometeu o IVE, tendo em vista que os tratamentos apresentaram resultados semelhantes
estatisticamente aos da testemunha ou do tratamento com fungicida. Na Roxinha, os melhores
resultados foram observados a 40 °C por 5 e 10 minutos e 50 e 60 °C por 10 minutos de imersao,
quando comparado aos demais tratamentos. No entanto, na variedade Orelha de Veia apenas 0s
tratamentos a 50 °C por 10 minutos e 60 °C em todos 0s tempos de exposicdo, apresentaram
resultados inferiores (Tabela 6).

Para o percentual de plantulas anormais (PAN) nas variedades Branca, Cearense, Cara
Larga e Roxinha ndo foi observado diferenca estatistica entre os tratamentos. No entanto, na
variedade Orelha de V0, observou-se que as temperaturas de 40 °C por 5 minutos, 50 °C por
10 minutos e 60 °C em todos 0s tempos exposi¢do promoveu aumento no percentual de PAN
quando comparado aos demais tratamentos. Comportamento semelhante foi verificado na
Orelha de Veia a 50 e 60 °C nos dois tempos de imersdo (Tabela 6).

No teste de emergéncia, verificou-se que o comprimento e massa seca da parte aérea e
raizes foi influenciado significativamente pela interacdo dos fatores estudados (Tabela 7). Para
o comprimento de parte area (CPA) observou-se que a temperatura de 50 °C nos dois tempos
deimerséo, proporcionou maior CPA em plantulas na variedade Branca. Enquanto na variedade
Cearense, 0os menores valores de CPA foram observados nas temperaturas de 50 e 60 °C durante
10 minutos, quando comparado aos demais tratamentos.

Na variedade Cara Larga ndo foi observado efeito negativo da termoterapia no CPA,
tendo em vista que os tratamentos apresentaram resultados semelhantes aos da testemunha ou
do tratamento com fungicida. J& na variedade Orelha de V@, os tratamentos a 40 °C por 5
minutos, 50 e 60 °C durante 10 minutos, apresentaram valores significativamente inferiores aos
demais tratamentos. Por outro lado, na variedade Roxinha, as temperaturas a 50 e 60 °C por 10
minutos, promoveram maior incremento no CPA. Na variedade Orelha de Veia, 0s maiores
CPA foram observados a 40 °C em todos os tempos de imersdo, 50 °C por 10 minutos e 60 °C
durante 5 minutos de exposicédo (Tabela 7).

Para o CPR na variedade Branca, a 40 °C por 5 minutos, proporcionou resultado
superior quando comparado aos demais tratamentos. Da mesma forma esse incremento foi
constatado na variedade Roxinha a 50 °C por 10 minutos e na Orelha de Veia a 40, 50 e 60 °C

durante 5 minutos de imersédo (Tabela 7).
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Tabela 7 - Comprimento daparte aérea (CPA), raiz (CPR), e matéria seca de parte aérea (MSA),
raiz (MSR), oriundos doteste de emergéncia de sementes tradicionais de feijao-fava (Phaseolus
lunatus L.), submetidas a termoterapia via calor imido.

Tratamentos CBR CCE CCL CoVv CRX CVE

- -CPA (cmplantula?t) -----
Testemunha 10,61 Dc 13,94 Ca 15,44 Bb 19,07 Aa 13,49 Cc 11,42 Db
Captana 11,34 Dc 12,40 Cb 16,22 Ba 19,38 Aa 11,08 Dd 11,13 Db
40°C/5 min. 12,35Cb 13,30 Cb 16,37 Aa 14,72 Bb 13,18 Cc 13,25 Ca
40°C/10 min. 11,10 Dc 14,23 Ba 15,05 Bb 19,57 Aa 14,56 Bb 12,31 Ca
50 °C/5 min. 13,50 Ca 12,95 Cb 15,35 Bb 18,82 Aa 13,59 Cc 11,70 Db
50°C/10 min. 13,49 Ca 11,35 Dc 15,82 Ba 15,50 Bb 17,25 Aa 12,57 Ca
60 °C/5 min. 12,49 Cb 12,47 Cb 15,13 Bb 19,12 Aa 12,85 Cc 13,11 Ca
60 °C/10 min. 10,00 Cc 9,56 Cd 16,46 Aa 14,77 Bb 17,10 Aa 9,23 Cc
CV (%) 5,41

- -CPR (cmplantula?) -- -
Testemunha 19,25 Cc 18,66 Ca 23,08 Bb 26,52 Aa 18,46 Cb 17,95 Cb
Captana 20,01 Chb 15,35 Eb 25,15 Aa 22,66 Bc 16,20 Ec 18,15 Db
40°C/5 min. 21,96 Ba 18,81 Ca 23,49 Ab 21,46 Bc 17,03 Dc 19,01 Ca
40°C/10 min. 18,33 Cc 18,02 Ca 23,68 Bb 26,49 Aa 17,33 Cc 18,46 Cb
50 °C/5 min. 20,10 Ab 16,75 Cb 20,77 Ac 20,20 Ad 18,37 Bb 19,02 Aa
50 °C/10 min. 20,83 Ab 17,11 Bb 21,34 Ac 21,24 Ac 20,30 Aa 16,87 Bb
60 °C/5 min. 20,13 Bb 19,10 Ba 24,88 Aa 23,87 Ab 17,22 Cc 20,29 Ba
60 °C/10 min. 18,69 Cc 16,17 Db 24,11 Ab 20,34 Bd 19,08 Cb 14,31 Ec
CV (%) 5,08

-- MSA (g plantula?)
Testemunha 1,701 Bb 1,863 Ba 1,060 Da 2,312Aa 0,954 Da 1,446 Cb
Captana 1,603 Bb 1,718 Ba 1,233 Ca 2,001 Ab 0,977 Da 1,698 Ba
40 °C/5 min. 1,572 Bb 1,640 Ba 1,212 Ca 2,228 Aa 1,195 Ca 1,408 Bb
40°C/10 min. 1,717 Bb 1,731 Ba 1,056 Da 1,967 Ab 1,029 Da 1,381 Chb
50 °C/5 min. 1,744 Bb 1,678 Ba 1,155 Ca 2,144 Ab 1,122 Ca 1,333 Cb
50°C/10 min. 1,805 Ba 1,518 Cb 1,081 Da 2,102 Ab 1,161 Da 1,675 Ba
60 °C/5 min. 1,964 Ba 1,803 Ba 1,188 Da 2,359 Aa 0,949 Ea 1,430 Cb
60 °C/10 min. 1,645 Bb 1,398 Cb 1,209 Da 2,125 Ab 1,119 Da 1,447 Cb
CV (%) 9,72

-------------------------- MSR (g plantula?)
Testemunha 0,642 Bb 0,914 Aa 0,535Cb 0,860 Aa 0,481Cb 0,880 Aa
Captana 0,655 Bb 0,686 Bc 0,575Cb 0,921 Aa 0,513Cb 0,971 Aa
40 °C/5 min. 0,774 Ba 0,923 Aa 0,638 Ca 0,903 Aa 0,596 Ca 0,782 Bb
40°C/10 min. 0,776 Ba 0,958 Aa 0,526 Cb 0,798Ba 0,481 Cb 0,779 Bb
50 °C/5 min. 0,709 Bb 0,786 Bb 0,483 Db 0,919 Aa 0,618 Ca 0,587 Cc
50°C/10 min. 0,752 Aa 0,642 Bc 0,679 Ba 0,838 Aa 0,614 Ba 0,772 Ab
60 °C/5 min. 0,751 Ba 0,997 Aa 0,703 Ba 0,909 Aa 0,467Cb 0,878 Aa
60 °C/10 min. 0,875 Ba 1,023 Aa 0,627 Ca 0,902 Ba 0,664 Ca 0,851 Ba
CV (%) 10,78

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiutscula na linha sdo estatisticamente iguais pelo teste
de Scott-Knott (p< 0,05). CBR: Branca, CCE: Cearense, CCL: Cara Larga, COV: Orelha de V6, CRX: Roxinha e
CVE: Orelha de Veia. Testemunha (Agua destilada esterilizada — ADE), Fungicida Captana (240 g 100 kg de
sementes).

Na variedade Cearense, a termoterapia ndo comprometeu o CPR, tendo em vista que 0s
resultados foram semelhantes estatisticamente aos da testemunha ou do tratamento com

fungicida. Na variedade Cara Larga a 50 °C nos dois tempos de exposi¢do reduziu o CPR
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originando plantulas menos vigorosas. Efeito semelhante foi observado na Orelha de V6 nas
temperaturas de 50 °C por 5 minutos e 60 °C durante 10 minutos de imerséo (Tabela 7).

Para a matéria seca de parte aérea (MSA) nas variedades Cara Larga e Roxinha, ndo
foram observadas diferengas entre os tratamentos analisados. Os maiores acimulos de MSA na
variedade Branca, foram constatados a 50 e 60 °C por 10 e 5 minutos, respectivamente. Na
variedade Cearense observou-se que as sementes tratadas a 50 e 60 °C por 10 minutos,
apresentaram reducdo na MSA. Nas variedades Orelha de V6 e Orelha de Veia, evidenciou-se
que a termoterapia ndo interferiu na MSA, tendo em vista que os resultados foram semelhantes
estatisticamente aos da testemunha ou do tratamento com fungicida (Tabela 7).

Na variedade Branca, observou-se que apenas o calor umido a 50 °C por 5 minutos,
proporcionou menor incremento de matéria seca de raizes (MSR) ndo diferindo do fungicidae
da testemunha. Resultados semelhantes foram observados na variedade Cearense tratada a 50
°C por 10 minutos. Na variedade Orelha de V6 ndo foi constatado efeito significativo entre o0s
tratamentos estudados. Os maiores contetidos de MSR na variedade Cara Larga, foi observado
a 40 °C por 5 minutos, 50 °C durante 10 minutos e 60 °C nos dois tempos de exposi¢ao.
Resultados semelhantes foram observados na variedade Roxinha, a 40 °C por 5 minutos, 50 °C
em todos os tempos de imersdo e 60 °C por 10 minutos. Na variedade Orelha de Veia, 0 maior
acumulo de MSR foi verificado na temperatura de 60 °C independente do periodo de exposi¢éo,
néo diferindo da testemunha e fungicida (Tabela 7).

Os resultados obtidos permitiram evidenciar que a termoterapia pode prejudicar a
gualidade fisiolégica das sementes de feijdo-fava, sobretudo das variedades com maior
sensibilidade. Vale ressaltar, que a sensibilidade das sementes ao tratamento térmico pode
variar com a espécie, cultivar, entre lotes e vigor inicial (BRAGA et al., 2010).

Diante dos resultados obtidos, presume-se que a reducdo no percentual de germinagéo
e emergéncia pode estar relacionada com a desnaturacdo de proteinas e enzimas que sdo
responsaveis por manter atolerancia das sementes ao calor (RASHID etal., 2017). J4 0 aumento
nos indices de velocidade de germinacdo e emergéncia pode estar associado com a manutengéo
daintegridade do sistema de membranas que é fundamental para manter a viabilidade e o vigor
das sementes (DUTRA et al., 2015; RASHID et al., 2017). O aumento no percentual de
sementes mortas pode estar relacionado com o rompimento da membrana celular ou
desnaturacdo de proteinas e enzimas nos tecidos embrionarios das sementes, responsaveis por
manté-las tolerantes ao calor (RASHID et al., 2017; MENEGAES et al., 2019). Ja4 0 aumento

no percentual de plantulas anormais pode estar relacionado a danos mecéanicos no embriao,
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infecdo por patdgenos ou danos associados ao metabolismo germinativo provocados pelo
estresse térmico (RASHID et al., 2018).

Além disso, o vigor das sementes tem influéncia significativa sobre o crescimento inicial
das pléntulas e manutencdo do teor de matéria seca, principalmente quando expostas a
diferentes condicdes de temperatura, por possuir um eficiente sistema enzimatico antioxidante,
responsavel por minimizar os danos oxidativos causados por radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (ERO) durante a germinacdo (KUMAR etal., 2021).

4. CONCLUSAO

A termoterapia a 40 °C por 5 e 10 minutos foi a melhor op¢do nas condigdes testadas
para reduzir a incidéncia de Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium sp., sem afetar a
qualidade fisioldgica das sementes.

As sementes das variedades Branca, Cearense e Orelha de Veia, apresentaram maior
sensibilidade ao estresse térmico quando expostas ao calor imido a 60 °C por 10 minutos, com

reducdo na porcentagem de germinagdo, emergéncia e aumento de sementes mortas
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CAPITULO I

PREVALENCIA, PERFIL TOXIGENICO E PATOGENICIDADE DE ESPECIES DE
Fusarium ASSOCIADAS AS SEMENTES DE FEIJAO-FAVA
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SILVA, E. C. Prevaléncia, perfil toxigénico e patogenicidade de espécies de Fusarium
associadas as sementes de feijdo-fava. (Doutorado em Agronomia). Programa de Pds-
Graduacdo em Agronomia da Universidade Federal da Paraiba. Areia, PB. 2024.

RESUMO

O género Fusarium contém algumas das espécies de fungos mais devastadoras do mundo,
afetando diversas culturas agricolas, incluindo o feijdo-fava. Os principais dados associados as
sementes estdo relacionados a transmissao e disseminacdo de doengas, incluindo podriddo de
sementes e raizes, murcha vascular e producdo de micotoxinas. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi identificar as espécies de Fusarium associadas as sementes de feijdo-fava de
diferentes regibes da Paraiba, bem como determinar o potencial toxigénico, a prevaléncia e a
transmissdo semente-plantula dessas espécies. Foram utilizadas sementes tradicionais de seis
variedades de feijdo-fava, das quais se obteve um total de 26 isolados de Fusarium spp. A
caracterizagdo molecular foirealizada utilizando sequéncias das regifes génicas TEF1 e RPB:.
O perfil toxigénico das espécies de Fusarium para deteccdo do gene FUML, preditivo da
fumonisina, foi determinado por método molecular utilizando os primers FUM53F/R e
VERTF1/2. A prevaléncia foi obtida pelo nimero de isolados pertencentes a uma espécie em
relacdo ao numero de isolados por variedade. A patogenicidade dos isolados de Fusarium spp.
foi avaliada através da inoculacdo das sementes da variedade Orelha de V6 pelo método de
suspensao de esporos. Foram avaliados o indice de doenca, taxa de infeccdo, estande final,
indice de velocidade de emergéncia, volume de raizes e comprimento e massa seca da parte
aerea e raizes. Onze espécies de Fusarium foram identificadas: F. hainanense, F. caatingaense,
F. lacertarum, F. sulawesiense, F. pernambucanum, F. irregulare, F. verticillioides, F.
annulatum, F. napiforme, F. contaminatum e F. fabacearum. Este é o primeiro relato no mundo
das espécies F. hainanense, F. lacertarum, F. irregulare, F. annulatum, F. napiforme, F.
contaminatum e F. fabacearum infectando sementes de feijdo-fava. Dentre as espécies, F.
verticillioides foi a mais prevalente, estando restrita as variedades Cara Larga, Orelha de V6 e
Orelha de Veia. Todos os isolados de F. verticillioides e um de F. hainanense mostraram-se
positivos quanto a presenca do gene FUM1, preditivo da fumonisina. Os isolados afetaram
negativamente os parametros fisiologicos das plantas de feijao-fava, levando a uma série de
disfuncdes metabdlicas e de crescimento.

Palavras-chave: Phaseolus lunatus L.; diversidade genética; fumonisina; qualidade
fisiolégica.
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SILVA, E. C. Prevalence, toxigenic profile and pathogenicity of Fusarium species
associated with lima bean seeds. (Doctorate in Agronomy). Postgraduate Program in
Agronomy of Federal University of Paraiba, Areia, PB. 2024.

ABSTRACT

The Fusarium genus contains some of the most devastating fungal species in the world,
affecting agricultural crops, including lima bean plants. The most data associated with seeds
are related to the transmission and spread of diseases, including seed and root rot, vascular wilt
and mycotoxin production. Thus, the objective of this study was to identify the Fusarium
species associated with lima bean seeds from different state of Paraiba areas, in Brazil, as well
as to determine the toxigenic potential, prevalence and seed-seedling transmission of these
species. Traditional seedsof six lima beans varieties were used, from which a total of 26 isolates
of Fusarium spp. obtained. The fungi molecular characterization was performed using
sequences of the TEF1 and RPB2 gene regions. The toxigenic profile of the Fusarium species
for detection of the FUML1 gene predictive of fumonisin was determined by molecular method
using the primers FUM53F/R and VERTF1/2. Prevalence was obtained by isolates number
belonging to species in relation to the number of isolates per variety. The pathogenicity of the
Fusarium spp. isolates was evaluated through inoculating seeds of the Orelha de V¢ variety
using the spore suspension method. The disease index, infection rate, final plant stand,
emergence speed index, roots volume, length and dry mass of the aerial and roots part were
determined. Eleven species of Fusarium were identified: F. hainanense, F. caatingaense, F.
lacertarum, F. sulawesiense, F. Pernambucanum, F. irregulare, F. verticillioides, F.
annulatum, F. napiforme, F. contaminatum and F. fabacearum. This is the first report in the
world of the species F. hainanense, F. lacertarum, F. irregulare, F. annulatum, F. napiforme,
F. contaminatum and F. fabacearum infecting lima bean seeds. Among the species, F.
verticillioides was the most prevalent, being restricted to the varieties Cara Larga, Orelha de
V0 and Orelha de Veia. All isolates of F. verticillioides and one of F. hainanense showed
themselves positive as presence of the FUML gene, predictive of fumonisin. The isolates did
not affect physiological parameters of lima bean plants, leading to a series of metabolic and
growth dysfunctions.

Keywords: Phaseolus lunatus L.; genetic diversity; fumonisin; physiological quality.
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1. INTRODUCAO

A fava (Phaseolus lunatus L.) também conhecida como feijao-fava ou feijao-de-lima,
pertencente a familia boténica Fabaceae, ¢ uma espécie plurianual, predominantemente
autégama, caracterizada pela alta diversidade genética e potencial produtivo. Devido ao seu
sabor caracteristico, estd entre as leguminosas do género Phaseolus mais produzidas e
consumidas no mundo (SILVA etal., 2019).

Na regido Nordeste do Brasil, essa leguminosa se destaca quanto a sua relevancia na
agricultura de subsisténcia, por ser considerada uma alternativa econdmica e social para geracao
de emprego, renda e seguranca alimentar, sendo seu cultivo exclusivamente com sementes de
variedades tradicionais, com habito de crescimento indeterminado (JESUS et al., 2018).
Embora seja uma das leguminosas mais apreciadas na regido Nordeste, com forte influéncia
socioecondmica, seu cultivo ainda € limitado, principalmente pela baixa produtividade
relacionada a fatores bidticos (pragas e doencas) e abidticos (fatores climaticos e manejo
nutricional) impossibilitando alcancar altas produtividades (LUCENA et al., 2018).

A falta de registros de doengas e de identificagdo de patdgenos tem aumentado a
vulnerabilidade da cultura, aumentando o risco de perdas econémicas devido a problemas
fitossanitarios e a dificuldade de estratégias adequadas de manejo. No entanto, nos Gltimos anos,
foram realizadas pesquisas sobre diferentes aspectos do feijao-fava, incluindo a identificacdo
dos agentes etioldgicos de doencas (BESERRA-JUNIOR et al., 2021).

Dentre os agentes biologicos, os fungos tém causado danos consideraveis a cultura,
principalmente aqueles transmitidos por sementes (MOTA et al., 2017). A utilizacdo dessas
sementes infectadas pode ocasionar a disseminacdo de doencas, a reducdo da qualidade e
longevidade das sementes e a producdo de micotoxinas que podem ser toxicas para humanos e
animais mesmo em baixas concentracdes (MARTIN et al., 2022).

Os fungos do género Fusarium podem produzir uma ampla variedade de micotoxinas,
incluindo os tricotecenos e fumonisinas. No entanto, estudos recentes demonstraram que genes
e outras sequéncias envolvidas na via biossintética de micotoxinas podem ser alvo de estudos
filogenéticos, pois tém a vantagem de ser utilizados numa abordagem combinada para
diagnosticar a capacidade de producdo desses metabolitos (WANG et al., 2023). Os genes do
cluster FUM responsavel pela sintese de fumonisinas, tém sido utilizados com sucesso como
marcadores em pesquisa filogenética em espécies de Fusarium (CHANG et al., 2016).

Devido a alta variabilidade genética do género Fusarium, as técnicas moleculares
tornaram-se ferramentas importantes para identificacdo das espécies de forma mais confiavel e

precisa (MARTIN et al., 2022). Assim, a correta identificacdo dos agentes etioldgicos de
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doencas do feijao-fava é crucial para a tomada de decisdo sobre as estratégias de manejo
adequada para a cultura e, consequentemente, reduzindo os prejuizos ocasionados pelo ataque
desses patogenos (SOUSA et al., 2017; BESERRA-JUNIOR et al., 2021).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi identificar as espécies de Fusarium associadas
as sementes de feijdo-fava de diferentes areas produtoras no estado da Paraiba, bem como
determinar o potencial toxigénico, a prevaléncia e a transmissdo semente-plantula dessas

espécies.

2. MATERIAL E METODOS
Localizagéo do experimento

Os experimentos foram conduzidosno Laboratério de Fitopatologia (LAFIT) do Centro
de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus I, Areia-
PB e no Laboratério de Fitopatologia Molecular pertencente a Universidade Federal do Cariri
(UFCA), Campus Crato, Ceara.

Obtencéo e preservagdo dos isolados de Fusarium

Os isolados foram obtidos de sementes infectadas de seis variedades de feijao-fava
oriundas da agricultura familiar dos municipios paraibanos de Alagoa Grande (Branca,
Cearense e Orelha de Veia), Remigio (Cara Larga e Roxinha) e Areia (Orelha de V).

O isolamento foi realizado utilizando o método de incubacdo em substrato de papel filtro
(blotter test) (BRASIL, 2009), com sementes previamente desinfestadas em solucdo de
hipoclorito de sddio (1%) por trés minutos, lavadas em &gua destilada esterilizada (ADE) e
secas sobre papel toalha a temperatura ambiente (25 + 2 °C). A incubacédo foi realizada em
placas de Petri (@ 9 cm), contendo dupla camada de papel filtro esterilizado, umedecido com
ADE e mantidas em incubacdo durante sete dias a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Com auxilio de uma al¢a de platina flambada, estruturas caracteristicas de Fusarium
spp. que cresceu sobre a superficie das sementes, foram transferidas para placas de Petri
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Em seguida, mantidas em B.O.D
(Biochemical Oxygen Demand) a 25 £ 2 °C com fotofase de 12 horas por sete dias. Os isolados
foram repicados para BDA até a obtencdo da cultura pura (LESLIE; SUMMERELL, 2006).
Obtencéo das culturas monospdricas

Para obtencdo da cultura monospdrica foi retirado com auxilio de um perfurador
flambado (@ 5 mm) sete discos de micélio da margem das coldnias de cada isolado,
transferindo-os com uma alca de platina flambada, para um tubo de ensaio estéril contendo 9

mL de &gua destilada esterilizada (ADE).
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Para dispersar os conidios na solugdo, foram realizadas agitaces manuais por 30
segundos, seguindo-se diluigdo seriada com a transferéncia de 1 mL da suspensdo de conidios
para o tudo de ensaio subsequente contendo 9 mL de ADE, repetindo-se o procedimento até o
quarto tubo (104 conidios mL-t). No quarto tubo, 1 mL da suspensdo foi distribuida em placas
de Petri (80 x 15 mm) contendo 10 mL de Agar-Agua (AA) (20 g agar, 1000 mL de ADE) e
incubadas a 25 £ 2 °C por no maximo 12 horas ou até ocorrer a germinacdo dos esporos
(SOUZA etal., 2018).

As culturas monosporicas foram obtidas por meio da coleta de esporos individuais e
germinados, visualizado no microscopio éptico. O esporo foi coletado a partir do corte de um
fragmento circular, correspondente ao foco de luz do microscopio, com peca confeccionada a
partir de Tarugo de Bronze desenvolvida para essa finalidade (SOUZA et al., 2018).
Posteriormente, transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo BDA e incubadas por
sete dias a 25 + 2 °C. Os isolados foram preservados pelo método de Castellani (1939).
Caracterizacdo molecular: Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

Osisolados fungicos foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA com uma
membrana de celofane na superficie por sete dias a 25 °C no escuro. Uma pequena quantidade
de micélio foi raspada da superficie dacoldnia e transferido em microtubos de 2 mL contendo
4 microesferas (Beads). O DNA gendmico foi extraido com o Wizard Genomic DNA
Purification kit (Promega Corporation, Fitchburg, EUA) seguindo as instru¢6es do fabricante.
As concentracdes de DNA foram estimadas visualmente em gel de agarose a 1% comparando-
se a intensidade da banda com um marcador de peso molecular com escala de 1 kb (Axygen
Scientific Inc., Union City, EUA).

Apos a extragdo do DNA, as amostras foram submetidas a Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) para amplificacdo dos genes fator de alongamento datraducédo 1-o (EF1-a),
utilizando os oligonucleotidios EF1 (5'-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3") e EF2 (5'-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3") (O’DONNELL et al., 1998), e segunda maior
subunidade da RNA polimerase 11 (RPB2), com os oligonucleotidios RPB2-5F2 (5'-
GAYGAYCGTGATCACTTYGG-3') (REEB et al, 2004) e RPB2-7cR (5'-
CCCATRGCYTGYTTRCCCAT-3')(LIU, WHELEN; HALL, 1999).

Os componentes usados para amplificacdo por PCR foram uma mistura de 12,5 pL,
contendo: 6,25 uL de GoTaq® Green Master Mix (2X) (Promega Corporation), 0,5 pL de cada
primer, 4,25 pL de Agua nuclease-Free e 1 L de DNA. Um controle negativo (sem DNA) foi

incluso em todas as reagdes de PCR.
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Para EF1-a, as seguintes condi¢des de amplificacdo foram usadas: desnaturacgéo inicial
a 94 °C por 1 min, seguida por 34 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 50 °C
por 45 s, extensdo a 72 °C por 1 min e uma extensdo final a 72 °C por 5 min. Para a regido
RPB2, as condicbes de amplificacdo por PCR foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 90 s,
seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 55 °C por 90 s, extensdo
a 68 °C por 2 min e uma extensdo final a 68 °C por 5 min. As rea¢fes PCR foram realizadas
em um termociclador Biocycler MJ 96 (Applied Biosystems, Waltham, EUA).

Os produtosdaamplificacdo de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1% em Tris-acetato 1.0 x acido EDTA (TAE), corados com GelRed ™ (Biotium Inc.,
Hayward, EUA) e fotografados sob luz ultravioleta (UV). Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o kit de purificacdo NucleoSAP® (Cellco Biotec do Brasil Ltda, Brasil),
seguindo as instrucdes do fabricante.

Foi realizado o sequenciamento em ambas as direcbes com 0S mMesMos
oligonucleotideos da amplificacdo usando um ABI PRISM 3100 - Avant Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) na Plataforma de Sequenciamento do Laborat6rio Central do Centro de
Biociéncias (LABCEN/CCB) na Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil).
Alinhamento de sequéncias e analises filogenéticas

A analise dos cromatogramas gerados pelo sequenciamento dos genes EF1-o.e RPB2 e
a montagem dos contigs foi realizada utilizando o software Staden Package® v.2.0 (STADEN
et al., 1998). As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa ClustalX v.1.83
(THOMPSON et al., 1997). Sequéncias de isolados de referéncia de Fusarium obtidas do
GenBank foram incluidas nas anélises. As relacdes filogenéticas entre as sequéncias dos genes
individuais e concatenadas foram analisadas pelo método de Méaxima Verossimilhanca (MV),
com o modelo de substituicdo de nucleotideos selecionado por meio do critério de informacéo
bayesiana. Analises de bootstrap com valores de suporte (MV >70) com 1000 repeti¢cGes foram
realizadas para estimar a confiabilidade dos ramos das arvores geradas. As analises de MV
foram realizadas com auxilio do programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2018).

Avaliagdo do potencial micotoxigénico

A identificacdo do potencial micotoxigénico dos isolados foi realizada por meio da
utilizacdo de primers especificos para amplificacdo de genes envolvidos na producdo de
fumonisina.

A amplificacdo de parte do gene envolvido na producdo de fumonisinas foi realizada
utilizando o protocolo de PCR de Patifio et al. (2004), com os oligonucleotidios VERTF-1 (5'-
GCGGGAATTCAAAAGTGGCC-3") e VERTF-2 (5'-GAGGGCGCGAAACGGATCGG-3"):
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que tem como gene alvo FUM5/FUMS8, e de Sanchez-Rangel et al. (2005), com o0s
oligonucleotideos FUMS3F (5'-CTTGAACGCGGAGCTAGATTAT-3") ¢ FUMS3R (5'-
ATCCGTGTATGCATATGTCGAG-3"): que tem como gene alvo FUML.

Os componentes da amplificacdo por PCR foram os seguintes: 6.25 uL. GoTaq® Green
Master Mix (2X) (Promega Corporation, Madison,USA), 0.5 uL de cada primer, 4.25 pL de
Agua nuclease-Free ¢ 1 uL de amostra de DNA totalizando um volume final de 12.5 pL.

A PCR realizada utilizando os oligonucleotideos VERTF-1/VERTF-2 teve as seguintes
condigOes: desnaturacdo a 94 °C por 1 min e 25 s; 25 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 20 s,
anelamento a 62 °C por 20 s, extensdo a 72 °C por 45 s; extensdo final a 72 °C por 5 min,
seguido de refrigeracdo a 4 °C até a retirada das amostras. J& para os oligonucleotideos
FUMBS3F/FUMS53R, as condicdes da PCR foram: desnaturacdo a 94 °C por 3 min; 27 ciclos de
desnaturagéo a 94 °C por 40 s, anelamento a 56 °C por 40's, extensdo a 72 °C por 40 s; extensdo
final a 72 °C por 7 min, seguido de refrigeracdo a 4 °C até a retirada das amostras.

Como controle positivo foi utilizado um isolado de Fusarium verticillioides com
potencial de producdo de micotoxinas obtido de frutos. O controle negativo (sem o DNA)
tambem foi utilizado na reacdo de PCR. Asreag¢fes de PCR foram conduzidas no termociclador
MJ BioCycler 96 (AppliedBiosystems, Foster City, EUA). Os produtos PCR foram avaliados
por eletroforese em gel de agarose a 1% em Tris-acetato 1.0 x acido EDTA (TAE), corados
com GelRed ™ (Biotium Inc., Hayward, EUA) e fotografados sob luz ultravioleta (UV).
Prevaléncia das espécies de Fusarium spp.

A prevaléncia das espéecies de Fusarium spp. obtidas de sementes de variedades de
feijdo-fava foi determinada pela formula Tl (%) = (Cx / Ct) x 100 utilizada por Veloso et al.
(2018), onde Tl é a Taxa de Isolamento, Cx é o numero de isolados pertencentes a uma espécie
e Ct é o numero de isolados por variedade.

Teste de patogenicidade

A patogenicidade dos isolados de Fusarium foi avaliada através da inoculacdo das
sementes pelo método de suspensdo de esporos, conforme a metodologia utilizada por
Rodrigues et al. (2016). Para a conducdo do experimento foram utilizadas sementes da
variedade ‘Orelha de Vo’.

Inicialmente, foi realizado a assepsia das sementes com hipoclorito de sédio (1%) por
trés minutos, seguido de lavagem em ADE e colocadas para secar em temperatura ambiente (25
+ 2 °C). Os isolados obtidos de coldnias puras foram cultivados em meio BDA e mantidos em
camara de incubacéo do tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D) por 15 diasa 25+ 2 °C e
fotoperiodo de 12 h.
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Adicionou-se 10 mL de ADE nas placas de Petri (90 x 15 mm) e com auxilio de um
pincel de cerdas macias, homogeneizou-se a massa de esporos, filtrou-se essa suspensédo com
dupla camada de gaze esterilizada. Posteriormente, foi utilizada 50 mL da suspensao contendo
uma concentragdo 5 x 10° esporos mL-%, quantificados em camara de Neubauer para cada 25 g
de sementes. As sementes foram imersas na suspensao por 5 minutos, drenado o excedente e
mantidas em ambiente estéril. As sementes imersas em ADE serviram como tratamento
controle.

Apbs a inoculacdo, realizou-se a semeadura das sementes a uma profundidade de 2 cm,
em vasos de polietileno preto como capacidade de 1 dm3, preenchidos com substrato comercial
Mecplant® esterilizado. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em blocos ao
acaso, com quatro repeticoes, sendo cada um representado por dois vasos, com trés sementes
cada. As regas foram realizadas diariamente com um regador manual durante 21 dias.

As avaliacbes do numero de plantulas normais emergidas foi realizada diariamente,
observando-se os cotilédones acima do substrato, até a estabilizacdo da emergéncia e 0s
resultados expressos em porcentagem (BRASIL, 2009). Com os dados diarios do nimero de
plantulas emergidas, calculou-se o indice develocidade deemergéncia deacordo comaférmula
proposta por Maguire (1962), onde:

IVE =Ei/Ni+ E2/N2+...+ Ea/Nn

Em que IVE = indice de velocidade de emergéncia; E1, E2 e En = nimero de plantulas
normais emergidas a cada dia; N1, N2 e Nn = nimero de dias decorridos desde a primeira,
segunda, até a Gltima contagem.

Os sintomas foram visualizados até 21 dias apds a inoculacdo. A incidéncia da doenca
foi avaliada observando sintomas no hipocotilo, folhas e cotilédones de todas as plantulas,
sendo os resultados expressos em porcentagem. Para avaliacdo da severidade da doenca,
utilizou-se a metodologia proposta por Aoki et al. (2005) atribuindo-se notas de 1-5, sendo 1
sem sintomas; 2 desenvolvimento de sintomas leves com manchas e mosaico (1-20% da
folhagem afetada); 3 desenvolvimento moderado de sintomas com clorose internerval e necrose
(21-50% dafolhagem afetada); 4 desenvolvimento intenso de sintomas (51-80% da folhagem
afetada) e 5 desenvolvimento grave de sintomas com clorose internerval e necrose e/ou plantas
mortas (81-100% da folhagem afetada). A partir dos valores de severidade foi calculado o
indice de doenca (ID) por meio da férmula proposta por Mckinney (1923), onde:

ID (%) =[>. (n*v) /(N xV)] <100
Em que ID =indice de doenca; n =ndmero de plantulas com determinada nota; v = nota

observada; N = nimero total de plantulas avaliadas; V = nota maxima da escala.
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Para a avaliacdo da Taxa de infeccdo (TI) utilizou-se a metodologia proposta por
Teixeira e Machado (2003). Fragmentos de cada planta foram seccionados longitudinalmente e
desinfestados com hipoclorito de sédio (1%) por 3 min, seguido de dupla lavagem em ADE.
Em seguida, colocados em placas de Petri (@ 9 cm) contendo BDA e mantidoem B.O.D a 25
+ 2 °C sob fotoperiodode 12 h, por sete dias. Decorrido o periodo de incubacéo, as placas foram
analisadas em microscopio Optico. A Tl foi obtida considerando-se o numero de fragmentos
com crescimento micelial em funcdo do numero de plantas avaliadas e o resultado expresso em
porcentagem.

Aos 21 dias ap6s a semeadura (DAS), também foram avaliados o comprimento da parte
aérea e raizes com auxilio de uma régua graduada em centimetros e os resultados expressos em
cm plantulal. Em seguida, as raizes foram lavadas em agua corrente e determinado o volume
de raizes pelo método de deslocamento de agua, utilizando uma proveta de volume conhecido,
com os resultados expressos em cm?,

Apbs a determinacdo do comprimento daraiz e parte aérea, o indice de vigor dasplantas
foi calculado de acordo com a férmula proposta por Abdul-Bakie Anderson (1973).

indice de vigor = Emergéncia (%) » Comprimento (parte aérea + raizes)

Apds as mensuracdes, as raizes e partes aéreas foram acondicionadas em sacos de papel
tipo Kraft e colocadas para secar em estufa a 65 °C até atingir peso constante (72 horas). Em
seguida, retiradas dos sacos e pesadas em balanca analitica com precisdo de 0,001 g e 0s
resultados expressos em g plantulal (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de varidncia (Bartlett). Em seguida, submetidos a analise de variancia e as
médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) utilizando o software estatistico R® (R
Core Team, 2023).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO
Coleta de sementes e isolamento
Umtotal de 26 isolados de Fusarium spp., foram obtidos a partir de sementes infectadas

de feijdo-fava, provenientes de diferentes municipios da Paraiba (Tabela 1).



Tabela 1 - Isolados de Fusarium spp. obtidos de sementes infectadas de variedades tradicionais

de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) provenientes de municipios no Estado da Paraiba.

Complexo/Espécie Cadigo Variedades Origem
FIESC/F. hainanense F1 Orelha de V6 Alagoa Grande
FOSC/F. contaminatum F2 Orelha de V6 Remigio
FIESC/F. hainanense F4 Orelha de V6 Remigio
FFSC/F. verticillioides F5 Orelha de Vé Galante
FIESC/F. caatingaense F7 Orelha de V6 Alagoa Grande
FFSC/F. annulatum F9 Orelha de V6 Galante
FFSC/F. verticillioides F10 Orelha de V6 Alagoa Grande
FIESC/Fusarium sp. F12 Orelha de V6 Alagoa Grande
FIESC/Fusarium sp. F13 Orelha de V6 Areia
FFSCI/F. verticillioides F14, F16, F17 Orelha de Vo Areia
FFSC/F. napiforme F15 Orelha de V6 Areia
FIESC/F. caatingaense F18 Orelha de V6 Areia
FIESC/F. lacertarum F19, F20 Cearense Alagoa Grande
FIESC/F. sulawesiense F21 Branca Alagoa Grande
FIESC/F. hainanense F22 Branca Alagoa Grande
FIESC/F. pernambucanum F23 Branca Alagoa Grande
FFSCI/F. verticillioides F24 Orelha de Veia Alagoa Grande
FOSC/F. fabacearum F25 Roxinha Remigio
FFSC/F. verticillioides F27 Cara Larga Remigio
FIESC/F. sulawesiense F29 Cara Larga Remigio
FIESC/F. irregulare F30 Cara Larga Remigio
FIESC/Fusarium sp. F31 Cara Larga Remigio

Anélise filogenética

Dos isolados avaliados, quatorze (F1, F4, F7, F12, F13, F18, F19, F20, F21, F22, F23,
F29, F30 e F31) agruparam-se com o complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti
(FIESC). Nove isolados (F5, F9, F10, F14, F15, F16, F17, F24 e F27) se agruparam ao
complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC). E, por fim, dois isolados (F2 e F25)
agruparam como membros do complexo de espécies Fusarium oxysporum (FOSC) (Tabela 1).

O género Fusarium tem se destacado como um dos grupos mais importantes de fungos
fitopatogénicos, causando uma série de doencas em inumeras culturas ao redor do mundo
(SUMMERELL, 2019). Esses género é representado por 23 complexos de espécies com base
em analises filogenéticas multilocus (O'DONNELL et al., 2013; ZHOU et al. 2016;
SANDOVAL-DENISetal.,2018; LOMBARD et al., 2019). Dentre os complexos F. fujikuroi,
F. incarnatum-equiseti, F. oxysporum, F. solani, F. sambucinum e F. tricinctum merecem

destaque devido a sua relevancia para a fitopatologia (SUMMERELL, 2019).
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Esses complexos estdo fortemente apoiados num contexto filogenético e reinem grupos
de espécies que compartilham muitas caracteristicas praticas relevantes, como a producao de
micotoxinas e diversas caracteristicas fenotipicas (O’DONNELL et al., 2009).

O complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) é um complexo
filogeneticamente rico em espécies que inclui mais de 30 espécies filogenéticas, em uma ampla
gama de hospedeiros e habitats em todo o mundo (WANG et al., 2019; XIA et al., 2019).
Diversos estudos revelaram que membros do FIESC sdo capazes de produzir uma variedade de
micotoxinas (VILLANI et al., 2016; AVILA et al., 2019; VILLANI et al., 2019).

Ja o complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC) inclui mais de 60 espécies
filogenéticas com importancia fitopatoldgica e clinica (YILMAZ et al., 2021). As espécies que
fazem parte deste grupo sdo de grande relevancia e causam grande preocupacao em relacdo a
qualidade e quantidade de alimentos em todo 0 mundo, ja que além de causar doencas severas
em diversas culturas, também produzem diversas micotoxinas (QIU et al., 2020).

Enquanto o complexo de espécies Fusarium oxysporum (FOSC) compreende uma
infinidade de espécies que causam murcha vascular em culturas economicamente importantes
em todo o mundo (GORDON, 2017; LOMBARD et al., 2019). Este complexo inclui espécies
patogénicas a plantas, animais e humanos, inclusive as ndo patogénicas (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Para 0 complexo de espécies F. incarnatum-equiseti foi realizado andlise concatenada
das regides génicas TEF1 e RPB2 de todas as espécies pertencentes ao complexo juntamente
com as sequéncias de todos os isolados identificados. Utilizou-se como outgroup a espécie F.
newnessense (Figura 1).

A éarvore filogenética gerada com os dados concatenados das regiGes TEF1 e RPB>
(Figura 1) agrupou 3 isolados (F1, F4 e F22) com a espécie F. hainanense (89% de MV). Ja os
isolados F7 e F18 se agruparam com F. caatingaense com 76% de MV. Dois isolados (F19 e
F20) agruparam com representantes de F. lacertarum (54% de MV). Os isolados F21 e F29 se
agruparam com F. sulawesiense com 69% de MV. O isolado (F23) agrupou com representantes
de F. pernambucanum (99% de MV). E, um isolado (F30) se agrupou com representantes de
F. irregulare com 91% de MV.

O isolado F12 foi identificado apenas dentro do complexo F. incarnatum-equiseti por
ndo agrupar com outras espécies. Os isolados F13 e F31 ndo se agruparam com nenhuma
espécie conhecida do complexo, formando um novo clado com 91% de MV (Figura 1). Esse
complexo é reconhecido por causar doengas em inumeras culturas ao redor do mundo, com

algumas de suas espécies importantes produtoras de micotoxinas (XIAetal., 2019).



Fusarium sulawesiensestrai Indo138 7 2
Fusarium sulawesiensestrain NRRLA3730
CBS 122439

F29
F21
— Fusarium irregularestmin LCT188
Fusariumluffze stain LC12167

:;IﬂuaﬁumluﬁnlmNRRL 252

Fusariumpemambucarum strain NRRL 32864
—F 3

%) FusariumpemanincammURM 755
F30
—mlpmnmm.guzmxmmsuso
L—— Fusarium irregularestram CBS 132190
Fusarium mubiceps strain NRRL 43639
Fusartum caatingaensestrain NRRL 34003
Fo7
76[F 18
[Fusarium caatingaensestrain URM 6779
Fusarfummonophialidicum s train NRRL 54973
7 Fusarium guilinense stain NRRL 13335
28| 85\ Fusariumsp. FIESC22a strain NRRL 34002
F12
dﬂuﬂnum 5p.strain URM 5521 UFPE
Fusarium coffeatum strain CBS 430 81
91 r CBS 63576
Fusartumsp NRRL20722
[/ Fusariumincamaum strain CBS 132 73

CBS 14544

76

92 Fusarium incamanim strain NRRL 32866
Fusarium incamatum strain NRRL 32867
Fusarium bubalimom stcain CBS 161 25
Fusarium guilinense stain LC12160
Fusarium tanahbumbuense stram NRRL 34005
g9 Fusarium mucidum strain CBS 102394
Fusarium mucidum strain CBS 102395

_g—l‘il'lJ
Fal

95 Fusarium aberman strain CBS 131385
_|Fumnummmmnmsmm
Pusarium hainanense stain LC11638
Fusarium hainanense stain NRRL 28714
F2
Fo4
»| lro1
Fusariumnammstain LC12168
- Fusariumnamumstrain NRRL 32993
Fusariumsp. FIESC29 CBS 143595

|- Fusariumpersicinum strain CBS 131780
57| Fusariumpersicimmstain CBS 479 83
Fusariumsp. FIESC30 CBS 143597
Fusariumcitni strai LC6896
m Fusariumcitr stexio LCASTS
P Fusarium hiamli strain 0Q1039
981 Fusarium hmuli strain LC12158

97| Fusarium clavin steain CBS 126202
7 Fusarium clavimstrain NRRL 25795

Fusariumfasciculanm strain CBS 131382

991 Fusartum fasciculanon strain CBS 131383

NRRL 36401

NRRL 36448

Fusarium croceum stam CBS 131777
99 ' Fusarium crocewum strain NRRL 3020

lL—nmnmunﬁmm_cmm 2
Fusarium longifindum strain NRRL 36372

% Fusarium scipistrain CBS 448 84
99! Fusarium scirpistrain NRRL 36478
NL1994009

'NRRL43635

of

Fusarium serpentinum strain CBS 119880
Fusarium flagelliformestrain NRRL36269

96! Fusarium flagelliforme s train NRRL 36392

96| Fusarium equisetistrain CBS 119663

Fusarium equisetistrain NRRL 26419

Fusarium toxicum swain CBS 130385

93! Fusarium toxicum strain CBS 406 86

g (— Fusariumsp. FIESC8b strain NRRL 43498
Fusariumsp. NRRLS537

Fusarium longicaudatin strain CBS 123 73

Fusarium brevicaudatum strain NRRL 43638

Fusarium brevicaudatum strain NRRL 43694

Fusariumsp, NRRLS2758

Fusarium arcuatisporum strain LC12147

70 Fusarium arcuatisporian strain NRRL 32097

Fusarium camptoceras strain CBS 193 65
9% Fusariumneosemitectum stram CBS 189 60
99 Fusarium neosemitecnum strain CBS 190 60

FoewSCF. 66241

0020

Figura 1 - Arvore concatenada gerada pelo método de Méaxima Verossimilhanga com as
espécies pertencentes ao complexo Fusarium incarnatum-equiseti, utilizando sequéncias das
regibes génicas TEF1 e RPB2. Osisolados deste estudo estdo em negrito. Os valores de suporte
de bootstrap (MV >70) encontram-se nos nos. F. newnessense foi utilizado como outgroup.
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A espécie F. hainanense foi relatada pela primeira vez em bananeira (Musa nana) e
arroz (Oryza sp.) na China (WANG et al., 2019). Mas tarde, associado a espécies como Acacia
sp., Musa acuminata, Oryza australiensis (XIA et al., 2019), feijdo comum (Phaseolus
vulgaris) (GUIDO-MORA et al., 2021) e milho (Zea mays) (HAN et al., 2023), mancha foliar
em mangueira (Mangifera indica) na China (GUO et al., 2021) e podrid&o da bainha no arroz
(IVAYANI et al., 2022; NAYOGYANI; KASIAMDARI, 2022; PRAMUNADIPTA et al.,
2022; AFOLABI et al., 2023; PRAMUNADIPTA et al., 2023). No entanto, este € o primeiro
relato de F. hainanense em feijdo-fava no Brasil e no mundo.

As espécies F. caatingaense e F. pernambucanum foram descritas pela primeira vez em
associacdo com insetos no estado de Pernambuco (SANTOS et al.,, 2019). A primeira foi
encontrada associada a cochonilha-do-carmim (Dactylopius opuntiae) e a outra a mosca negra
dos citros (Aleurocanthus woglumi).

A literatura reporta alguns trabalhos com F. pernambucanum causando podriddo em
diversas culturas, tais como Medeiros Aradjo et al. (2020) e Zhang et al. (2021) em frutos de
meloeiro (Cucumis melo), Liu et al. (2021) em flores de maracujazeiro (Passiflora edulis), Lie
Zhang et al. (2023) em frutos de mangueira e Han et al. (2023) em colmo do milho. Contudo,
este é o primeiro registro da ocorréncia de F. pernambucanum associado as sementes de feijdo-
fava no mundo. No Brasil, F. caatingaense ja foi relatado em plantas de feijdo comum
(Phaseolus vulgaris), feijdo-caupi (Vigna unguiculata), feijao-fava (P. lunatus) e milho (Z.
mays) (MACIEL et al., 2021).

A ocorréncia de F. lacertarum também foi relatado no Brasil, causando podridao de
cladodio em palma forrageira (Nopalea cochenellifera) (SANTIAGO et al., 2018) e murcha
vascular em plantas de feijdo-caupi (V. unguiculata) (AMARAL et al., 2022). No entanto, até
0 momento, nenhum trabalho foi publicado associando F. lacertarum a cultura do feijdo-fava,
sendo este o0 primeiro relato.

A espécie F. sulawesiense ja foi relatada por diversos autores causando doenca em
varias culturas, incluindo arroz (WANG et al., 2019), soja (SUN et al., 2022), milho e trigo
(HAN et al., 2023) na China. No Brasil, F. sulawesiense tem sido relatado associado ao arroz
(AVILA etal., 2019), meldo (LIMA et al., 2020) e feijdo-fava (BARRETO et al., 2021).

A espécie F. irregulare foidescrita pela primeira vez por Wang et al. (2019) em plantas
de bambu (Poaceae). No entanto, estudos recentes tém relatado em associagdo com plantas de
mata pasto (Senna uniflora) (MONTOYA-MARTINEZ etal., 2022) e variedades de laranjeiras,
como Citrus sinensis e C. aurantium (KURBESSOIAN etal., 2023). Contudo, nenhum trabalho

foi publicado associando F. irregulare a cultura do feijdo-fava, sendo este o primeiro relato.
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Para o complexo de espécies Fusarium fujikuroi também foi realizada a analise
concatenada com as regides TEF1 e RPB2 de todas as espécies pertencentes ao complexo
juntamente com as sequéncias de todos os isolados identificados. F. falciforme foi utilizado
como outgroup. A arvore gerada (Figura 2) agrupou sete isolados (F5, F10, F14, F16, F17, F24
e F27) como pertencentes a F. verticillioides com 98% de MV. Um isolado (F9) agrupou com
representantes de F. annulatum (98% de MV). E, um isolado (F15) agrupou como pertencente
a F. napiforme com 100% de MV.

A espécie F. verticillioides também ja foi relatada por diversos autores causando doenca
em culturas agricolas ao redor do mundo, incluindo arroz, milho e trigo (YILMAZ et al., 2021;
HAN et al., 2023). Dentro do género Phaseolus, a espécie foi relatada associada as sementes
de feijdo-comum (P. vulgaris) na Costa Rica (GUIDO-MORA et al., 2021). No entanto, F.
verticillioides foi relatado anteriormente por Motaet al. (2017) e Sousa et al. (2020) infectando
sementes de feijdo-fava no Brasil, porém a identificacdo foi baseada apenas em caracteres
morfoldgicos. Mais tarde, com base em anélises filogenéticas, foi relatado no Brasil associado
as sementes de feijao-fava (BARRETO et al., 2021).

A espécie F. annulatum ja foi relatada causando doenca em diversas culturas em todo
mundo, incluindo milho, arroz, trigo (YILMAZ et al., 2021) e podrid&do em frutos de meloeiro
na Espanha (PARRA et al., 2022) e bulbos em acafrdo (Crocus sativus L.) na China
(MIRGHASEMPOUR eetal., 2022). No entanto, até o momento, nenhum trabalho foi publicado
associando F. annulatum a cultura do feijdo-fava.

A espécie F. napiforme foi relatada pela primeira vez por Marasas etal. (1987) em gréos
de milheto (Pennisetum typhoides) na Africa do Sul. No México, foi registrada causando
podriddo da espiga no milho (MORALES-RODRIGUEZ et al., 2007) e na Itélia, infectando
sementes de arroz (AMATULLI et al.,, 2010). Contudo, este é o primeiro registro de F.

napiforme associado ao feijao-fava.
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Figura 2 - Arvore concatenada gerada pelo método de Maxima Verossimilhanca com as
espécies pertencentes ao complexo Fusarium fujikuroi, utilizando sequéncias das regides
génicas TEF1 e RPB:2. Os isolados deste estudo estdo em negrito. Os valores de suporte de
bootstrap (MV >70) encontram-Se nos nos. F. newnessense foi utilizado como outgroup.
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Analise concatenada das regides TEF1 e RPB2também foi realizada com os isolados F2
e F25, incluindo representantes de todas as espécies pertencentes ao complexo F. oxysporum,
Utilizou-se como outgroup F. newnessense e F. foetens. A arvore gerada (Figura 3) agrupou o
isolado F2 como pertencente a F. contaminatum com 84% de MV. O isolado F25 agrupou com
a espécie F. fabacearum com 93% de MV.

Espécies de F. contaminatum, e F. fabacearum foram descritas pela primeira vez por
Lombard et al. (2019). F. contaminatum foi encontrado em leite achocolatado pasteurizado na
Alemanha e F. fabacearum, originalmente isolado da soja e posteriormente encontrado no
milho, na Africa do Sul. No entanto, até o0 momento, nenhum trabalho foi publicado associando
F. contaminatum a cultura do feijdo-fava, sendo este o primeiro relato.

Trabalho publicado por Farias et al. (2021) relatou F. fabacearum infectando plantas de
jambeiro vermelho (Syzygium malaccensis) no Brasil. Paulino et al. (2022) também relataram
F. fabacearum causando murcha vascular em plantas de feijoeiro e Ono et al. (2023) relataram
F. fabacearum infectando tubérculos de mandioca (Manihot esculenta) no Brasil. Contudo, até
0 momento, ndo foram encontrados trabalhos associando F. fabacearum infectando sementes
de feijao-fava.

Membros do FOSC podem causar doencas devastadoras como a murcha de fusario em
culturas economicamente importantes e estdo listados entre os cinco patogenos de plantas mais
importantes (YU et al., 2023). Além disso, cada grupo de formae speciales é patogénico para
uma determinada espécie ou grupo de plantas, mostrando um elevado grau de especificidade
para 0 hospedeiro. No entanto, um grande nimero de F. oxysporum podem infetar e causar
doencas em mais do que uma espéecie de planta e, as vezes, em espécies ndo relacionadas
(LOMBARD etal., 2019; SUMMERELL, 2019).

A murcha de fusario € considerada uma das doengas mais importantes na producéo de
leguminosas em varios paises do mundo. Historicamente, F. oxysporum f. sp. phaseoli tem sido
relatado o agente causal dessa doenca no feijoeiro (P. vulgaris) (PAULINO et al. 2022). Este
fungo pode penetrar no tecido radicular intacto e também em partes mais desenvolvidas da raiz
e do hipocétilo, geralmente através de ferimentos ou aberturas naturais (GARCES-FIALLOS
et al., 2017) e coloniza o xilema, levando a descoloracdo vascular, clorose, nanismo, murcha e
morte prematura das plantas (GALDINO et al., 2021). Portanto, o risco de introducdo de
patégenos em areas de cultivo, pelo uso de sementes infectadas, € muito alto, mesmo com 0 uso
do controle quimico (BARRETO et al., 2021).
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Figura 3 - Arvore concatenada gerada pelo método de Maxima Verossimilhanca com as
espécies pertencentes ao complexo Fusarium oxysporum, utilizando sequéncias das regides
génicas TEF1 e RPB:2. Os isolados deste estudo estdo em negrito. Os valores de suporte de
bootstrap (MV >70) encontram-se nos nés. F. newnessense e F. foetens foram utilizados como

outgroup.
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Prevaléncia das espécies de Fusarium

No geral, F. verticillioides foia espécie mais prevalente associada as sementes de feijao-
fava, estando restrita as variedades Cara Larga, Orelha de V6 e Orelha de Veia, representando
31,8% do total de isolados (Figura 4).

Aproximadamente 33,3 e 16,7% dos isolados nas variedades Branca e Orelha de V0,
respectivamente, foram atribuidos a F. hainanense. Enquanto F. lacertarum e F. fabacearum
foram prevalentes nas variedades Cearense e Roxinha. As espécies F. annulatum (8,3%), F.
caatingaense (16,7%), F. contaminatum e F. napiforme (8,3%) estdo restritas a variedade
Orelha de V0. F. sulawesiense foi encontrado apenas nas variedades Branca e Cara Larga,
representando 9,1% dos isolados obtidos. Em contrapartida, F. pernambucanum e F. irregulare
foram restritas as variedades Branca e Cara Larga, correspondendo 4,5% dos isolados obtidos,

respectivamente.

1007
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P . [ caatingaense
X 757 F. contaminatum
\c; B F. fabacearum
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§ 501 N irregulare
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Figura 4 - Prevaléncia das espécies de Fusarium associadas as sementes de variedadesde feijao-
fava (Phaseolus lunatus L.). V1: Branca, V2: Cearense, V3: Cara Larga, Va4: Orelha de Vo, Vs:
Roxinha e V: Orelha de Veia.

F. annulatum, F. napiforme e F. verticillioides sdo espécies pertencentes ao complexo
Fusarium fujikuroi (FFSC). Membros do FFSC sdo extremamente importantes e representam
uma grande preocupacdo em termos de quantidade e qualidade dosalimentos em todo o mundo,
pois ndo s6 causam doencas severas nas culturas, como também produzem diversas micotoxinas
(QlU et al., 2020).

As espécies F. caatingaense, F. hainanense, F. irregulare, F. lacertarum, F.
pernambucanum e F. sulawesiense sdo pertencentes ao complexo F. incarnatum-equiseti
(FIESC). As espécies desse complexo, estdo associadas a uma ampla gama de habitats (solo e
parte aérea) e hospedeiros (plantas, animais e humanos) em todo o mundo, sendo algumas
importantes produtoras de micotoxinas (AVILA etal., 2019; WANG et al., 2019).
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As espécies F. contaminatum e F. fabacearum sdo espécies pertencentes ao complexo
de espécies F. oxysporum (FOSC). Membros desse complexo, compreendem 0s principais
patdgenos disseminados através do solo que causam murcha vascular, podriddo e morte de
plantas em diversas culturas, como milho, soja, banana e batata-doce (LOMBARD et al., 2019).
A diversidade de espécies associadas ao feijdo-fava na presente pesquisa € relevante para o
conhecimento e identificacdo dos agentes etioldgicos que podem ser transmitidos por sementes
e, consequentemente, estabelecer estratégias de manejo mais eficientes.

Perfil toxigénico das espécies de Fusarium

Em relacdo ao perfil toxigénico das espécies de Fusarium submetidas a PCR para
deteccdo do gene FUML1 relacionado a fumonisinas, apenas 8 isolados mostraram-se positivos
quanto a presenca do gene, confirmando o potencial toxigénico dos mesmos (Figura 5).

Todos os isolados de F. verticillioides (F05, F10, F14, F16, F17, F24 e F27) associados
as variedades Cara Larga (V3), Orelha de V6 (V4) e Orelha de Veia (V6), apresentaram
resultado positivo quando utilizado os primers FUM53F/R e VERTF1/2 (FUM+). No entanto,
para os isolados de F. hainanense associados a variedade Branca (V1), apenas no F22 foi
identificado a presenga do gene quando utilizado os primers FUM53F/R (FUM+) (Figura 5).

F. verticillioides - - - FUM+ FUM+ - FUM+
F. sulawesiense -
F. pernambucanum-
F. napiforme -
F. lacertarum-
F.irregulare -

F. hainanense - FUM+

F.fabacearum-
F. contaminatum -
F. caatingaense -
F.annulatum-

V1 2 V3 V4 \5 \/6
Variedades

Figura 5 - Perfil toxigénico das espécies de Fusarium spp. associadas as sementes de variedades
tradicionais de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) provenientes do Estado da Paraiba. V1i:
Branca, V2: Cearense (Orelha de V6 Vermelha), V3:Cara Larga, Va4: Orelhade V§, Vs: Roxinha
e Ve: Orelha de Veia (Cearense). F. hainanense: FO1, FO4 e F22; F. contaminatum: FO02; F.
verticillioides: FO05, F10, F14, F16, F17, F24 e F27; F. caatingaense: FO7 e F18; F. annulatum:
FO9; F. napiforme: F15; F. lacertarum: F19 e F20; F. sulawesiense: F21 e F29; F.
pernambucanum: F23; F. fabacearum: F25 e F. irregulare: F30. FUM+: Espécies que
apresentaram o gene para fumonisina quando utilizado os primers FUM53F/R e VERTF1/2.
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A presenca dogene FUML1 entre os isolados de Fusarium spp. foi observada em diversos
estudos, como 0s de Chang et al. (2016), que ao utilizarem os primers VERTF1/2 para anélise
deisolados de F. verticillioides obtidos de graos de milho no Brasil, constataram amplificacao
do gene em todos os isolados analisados, corroborando com os resultados obtidos na presente
pesquisa.

A contaminacdo de cereais por fumonisinas € uma preocupacdo mundial, e F.
verticillioides € o principal produtor dessa micotoxina (QIU et al., 2020). Em regides
caracterizadas por condicdes temperadas a quentes, geralmente hd uma alta incidéncia de
contaminacao por fumonisinas, que tem sido associada ao cancer de es6fago em humanos e a
alguns outros tumores em animais (GIL-SERNA et al., 2013).

Na Indonésia, Pramunadipta et al. (2023) ndo detectaram amplificacdo do gene FUM1
preditivo da fumonisina em isolados de F. hainanense e F. sulawesiense obtidos de cultivares
dearroz. No entanto, dos 13 isolados de F. proliferatum, sete destes exibiram amplificacdo do
gene, demonstrado pelo uso dos pares de primers Fum1F1 e FumlR2.

Estudos genéticos sugerem que presenca de espécies fungicas como F. verticillioides
estdo intimamente relacionados com a sintese de fumonisinas (CHANG et al., 2016; WANG et
al., 2023). Neste caso, 0 gene FUML1 seria responsavel por controlar a capacidade produtiva de
fumonisinas, enquanto FUM2 e FUMS3 seriam responsaveis por controlar a hidroxilacdo dos
carbonos C-10 e C-05 presentes na molécula. Embora este tdxon seja 0 mais prolifico produtor
de fumonisinas, alguns isolados de F. verticillioides ndo apresentam amplificacdo do gene
FUML. Isto significa que os isolados de F. verticillioides sem o gene FUM1 ndo sdo potenciais
produtores dessa micotoxina (MARIN et al., 2010).

Este estudo enfatiza a relevancia das espécies de Fusarium na producéo de feijdo-fava,
ndo somente como um fator que limita o rendimento da cultura, mas também como um
problema de seguranca alimentar.

Avaliacéo do teste de patogenicidade

Durante o teste de patogenicidade, ndo foram observados sinais de amarelecimento
foliar, descoloragdo vascular do caule ou raiz, murcha ou morte das plantas de feijao-fava var.
‘Orelha de V&, aos 21 dias apds a semeadura. No entanto, os isolados de Fusarium spp.
afetaram negativamente os parametros fisioldgicos das plantas.

O género Fusarium é um dos grupos mais importantes de fungos fitopatogénicos que
causam doengas como podriddo radicular, morte de plantulas, infec¢do da parte aérea, podendo
levar a reducGes na produtividade e qualidade de grdos (SOUSA et al., 2022; SUMMERELL,
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2019). Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, Reid et al. (1999) consideram o
género Fusarium como fungos endofiticos e onipresente, contudo, nem sempre patogénico.

Ao analisar a taxa de infecdo nas plantas de feijado-fava, constatou-se graus de infeccao
diferenciados, com destaque para os isolados F1 de F. hainanense e F21 de F. sulawesiense que
proporcionaram as menores médias O e 4,2%, respectivamente, ndo diferindo da testemunha
(Figura 6A).

Os isolados de Fusarium spp. causaram reducdo no estande final de plantas quando
comparados a testemunha, com excecdo dos isolados F17 de F. verticillioides e F20 de F.
lacertarum (Figura 6B). J& 0o menor percentual de plantas emergidas (75%) foi registrado com

o isolado F24 de F. verticillioides, diferindo significativamente dos demais.
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Figura 6 - Taxa de infeccédo (TI), estande final (EF), indice de velocidade de emergéncia (1VE)
e volume de raizes (VR) oriundos de sementes de feijdo-fava var. ‘Orelha de V&’, inoculadas
com Fusarium spp., aos 21 dias apds a semeadura. FO1, FO4 e F22: F. hainanense; F02: F.
contaminatum; FO05, F10, F14, F16, F17, F24 e F27: F. verticillioides; FO7 e F18: F.
caatingaense; F09: F. annulatum; F12, F13 e F31: Fusarium sp.; F15: F. napiforme; F19 e F20:
F. lacertarum; F21 e F29: F. sulawesiense; F23: F. pernambucanum; F25: F. fabacearum e
F30: F. irregulare. Médias seguidas de cores diferentes indicam diferencas significativas pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

Para o indice de velocidade de emergéncia (Figura 7C) ndo foi constatado diferenca

significativa entre os isolados, mantendo-se comportamento semelhante a testemunha.
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Com relacdo ao volume de raizes (Figura 6D), observa-se que os isolados de Fusarium
spp. afetaram significativamente o sistema radicular das plantas, com destaque para F2 de F.
contaminatum, F9 de F. annulatum, F14 de F. verticillioides, F18 de F. caatingaense, F29 de
F. sulawesiense, F30 de F. irregulare, F13 e F31 de Fusarium sp. Os isolados F4 de F.
hainanense e F27 de F. verticillioides ndo causaram reducdo aparente do sistema radicular,
quando comparados a testemunha.

Os isolados de Fusarium afetaram significativamente o comprimento da parte aérea
quando comparados a testemunha, exceto os isolados F12 de Fusarium sp. e F20 de F.
lacertarum (Figura 7A). Em contraste, apenas os isolados F18 de F. caatingaense, F21 e F29
de F. sulawesiense e F27 de F. verticillioides apresentaram maior agressividade sobre as

sementes de feijao-fava, comprometendo o desenvolvimento radicular das plantas (Figura 7B).
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Figura 7 - Comprimento da parte aérea (CPA), raizes (CPR), massa seca da parte aérea (MSA)
e raizes (MSR) oriundos de sementes de feijdo-fava var. ‘Orelha de V¢’, inoculadas com
Fusarium spp., aos 21 dias ap6s a semeadura. FO1, FO4 e F22: F. hainanense; F02: F.
contaminatum; FO5, F10, F14, F16, F17, F24 e F27: F. verticillioides; FO7 e F18: F.
caatingaense; F09: F. annulatum; F12, F13 e F31: Fusarium sp.; F15: F. napiforme; F19 e F20:
F. lacertarum; F21 e F29: F. sulawesiense; F23: F. pernambucanum; F25: F. fabacearum e
F30: F. irregulare. Médias seguidas de cores diferentes indicam diferengas significativas pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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A massa seca da parte aérea foi afetada significativamente pelos isolados de Fusarium
quando comparados a testemunha, com excecdo dos isolados F7 de F. caatingaense, F19 de F.
lacertarum e F23 de F. pernambucanum (Figura 7C). J& para a massa seca de raizes, observou-
se comportamento semelhante em relagdo a testemunha, com excecdo dos isolados F4 de F.
hainanense, F7 de F. caatingaense, F12 de Fusarium sp., F21 de F. sulawesiense e F27 de F.
verticillioides (Figura 7D).

Quando as sementes sdo infectadas com patogenos podem ser identificadas desde a
germinacgdo reduzida, outros danos durante a fase de crescimento da planta até a colheita e pos-
colheita (JACOBSEN et a., 2019), corroborando com os resultados obtidos.

A colonizacdo do sistema vascular e a transmisséo via sementes-plantulas dependem de
caracteristicas especificas da interacdo patdgeno-hospedeiro. Portanto, varios fatores podem
favorecer o0 avangco da doenga no campo, destacando a quantidade e a localizacdo do in6culo
nas sementes, temperatura, umidade e microflora do solo, capacidade de sobrevivéncia nas
sementes e 0 gendtipo do hospedeiro (DITA etal., 2018).

A influéncia dos isolados de Fusarium spp. na emergéncia das plantas, no comprimento
daparte aérea e das raizes pode ser observada através do indice de vigor (Figura 8). Os maiores
indices de vigor foram observados nas sementes inoculadas com os isolados F7 de F.
caatingaense (7071,5), F12 e F31 de Fusarium sp. (7263,5 e 7197,7), F15 de F. napiforme
(6951,5), F20 de F. lacertarum (7929,5), F21 de F. sulawesiense (6981,7) e F22 de F.
hainanense (6909,9) quando comparados aos demais, nao diferindo da testemunha (8364,3).

Embora néo tenha ocorrido diferenca significativa para esses isolados, foi observado
uma reducdo no vigor das plantas na faixa de 5,2 a 17,4% em relagcdo a testemunha. Para 0s
demais, essa reducdo variou de 19,6 a 30,2% (Figura 9). Para infectar uma semente, os fungos
utilizam enzimas como as celulases, pectinases e proteases, responsaveis por degradarem a
membrana celular, consumindo dessa forma seu material de reserva (FRANCA NETO et al.,
2016).

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com Sousa et al. (2022) ao verificarem
a transmissibilidade de F. verticillioides em sementes de milho, constataram que a infec¢do em
diferentes estadios fenoldgicos afetou significativamente a produtividade. Esses autores ainda
verificaram que, a infeccdo, além de estar relacionada a qualidade sanitaria, pode afetar a

germinacdo e o vigor e acelerar o processo de deterioracdo durante o armazenamento.
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Figura 8. indice de vigor de plantas de feijio-fava var. ‘Orelha de V&’, oriundas de sementes
inoculadas com Fusarium spp., aos 21 dias ap0s a semeadura. FO1, FO4 e F22: F. hainanense;
FO2: F. contaminatum; FO5, F10, F14, F16, F17, F24 e F27: F. verticillioides; FO07 e F18: F.
caatingaense; F09: F. annulatum; F12, F13 e F31: Fusarium sp.; F15: F. napiforme; F19 e F20:
F. lacertarum; F21 e F29: F. sulawesiense; F23: F. pernambucanum; F25: F. fabacearum e
F30: F. irregulare. Médias seguidas de cores diferentes indicam diferengas significativas pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

4. CONCLUSAO
Onze espécies de Fusarium (F. hainanense, F. caatingaense, F. lacertarum, F.

sulawesiense, F. pernambucanum, F. irregulare, F. verticillioides, F.annulatum, F. napiforme,
F. contaminatum e F. fabacearum) foram identificadas em sementes de feijado-fava na Paraiba.

Este € o primeiro relato no mundo das especies F. hainanense, F. lacertarum, F.
irregulare, F. annulatum, F. napiforme, F. contaminatum e F. fabacearum infectando sementes
de feijao-fava.

A espécie F. verticillioides foi a mais prevalente associada as sementes de feijdo-fava,
estando restrita as variedades Cara Larga, Orelha de V6 e Orelha de Veia.

Todos os isolados de F. verticillioides e um de F. hainanense mostraram-se positivos
quanto a presenca do gene FUML preditivo da fumonisina.

Nenhuma dos isolados apresentou capacidade de causar doencas em plantas de feijéo-

fava, no entanto, afetaram negativamente os parametros fisioldgicos das mesmas.
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