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RESUMO

O programa de melhoramento genético do feijdo-macuco (Pachyrhizus spp.) do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia selecionou nove progénies para o controle de Sclerotium
rolfsii. No entanto, elas ndo foram avaliadas quanto a sua produtividade de sementes e sua
eficacia no controle de Ralstonia solanacearum (RS). Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar e selecionar progénies de feijdo-macuco com elevada produtividade de sementes e
elevada toxicidade contra RS filotipo Il. O experimento agrondmico foi conduzido em um
delineamento de blocos completamente casualizados com nove tratamentos, quatro repetices
e quatro plantas por parcela; sendo conduzidas com auxilio de tutores de 2 m de comprimento.
Os testes de toxicidade foram realizados usando trés métodos: contagem de células em Camara
de Neubauer (CN), espectrofotometria (EF) e difusdo em disco (DD). Os resultados
demonstraram que as progénies ndo apresentaram diferencas significativas na produtividade de
sementes, variando de 0,56 (P5) a 0,98 t ha* (P23). As contagens na CN e EF mostraram que
0s extratos aquosos de sementes de Pachyrhizus spp. a 5%, apds 24 horas, promoveram a
multiplicacdo de RS filotipo I1. No entanto, as contagens na CN mostraram que 0s extratos com
concentracdo de 0,5%, em geral, reduzem a multiplicacdo de RS. Na contagem DD, o0s extratos
a 5% exibiram halos inibitdrios variando de 0,26 a 1,45 mm em 12 horas, e halos estimulatérios
de até 8,08 mm em 48 horas. As progénies P23 e P14 mostraram-se promissoras para serem
usadas como biopesticidas na concentracdo de 0,5% no controle de RS, com produtividade de
sementes de 0,98 e 0,83 t ha?, respectivamente.

Palavras-chave: jacatupé, melhoramento, bioatividade, bactericida.



ABSTRACT

The genetic improvement program of yam bean (Pachyrhizus spp.) at the National
Institute of Amazonian Research selected nine progenies for the control of Sclerotium rolfsii.
However, they were not evaluated for their seed productivity and their efficacy in controlling
Ralstonia solanacearum (RS). Therefore, the aim of this study was to evaluate and select yam
bean progenies with high seed productivity and high toxicity against RS phylotype II. The
agronomic experiment was conducted in a completely randomized block design with nine
treatments, four replicates, and four plants per plot, using 2 m long tutors. Toxicity tests were
performed using three methods: cell counting in a Neubauer Chamber (NC), spectrophotometry
(SP), and disk diffusion (DD). The results showed that the progenies did not present significant
differences in seed productivity, ranging from 0.56 (P5) to 0.98 t ha™* (P23). Cell counting in
NC and SP showed that aqueous extracts of Pachyrhizus spp. seeds at 5%, after 24 hours,
promoted the multiplication of RS phylotype II. However, cell counts in NC showed that
extracts with a concentration of 0.5%, in general, reduced the multiplication of RS. In the DD
count, the 5% extracts exhibited inhibitory halos ranging from 0.26 to 1.45 mm in 12 hours and
stimulating halos of up to 8.08 mm in 48 hours. Progenies P23 and P14 proved promising for
use as biopesticides at a concentration of 0.5% in RS control, with seed productivity of 0.98
and 0.83 t hat, respectively.

Key words: jacatupé, improvement, bioactivity, bactericidal.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-macuco (Pachyrhizus spp.) pertence a familia Fabaceae, com cinco espécies
identificadas: Pachyrhizus tuberosus (Lam.) Spreng., P. erosus (L.) Urb., P. ahipa (Wedd.)
L.Parodi, P. ferrugineus (Piper) M.Sgrensen e P. panamensis Clausen (Sgrensen 1996).
Espécies deste género sdo adaptadas aos solos pobres das regides amazonica e andina (Nielsen
et al. 2000; Tapia e Sgrensen 2003). O género Pachyrhizus produz raizes tuberosas comestiveis
ricas em proteinas (18% na base seca), e sua produtividade pode chegar a até 108 t ha (Zanklan
et al. 2007; Silva et al. 2016). No entanto, suas sementes séo toxicas devido a presenca de
rotenona. O teor desta substancia varia de 1,13 a 3,53 mg g na base seca (Lautié et al. 2012;
Lautié et al. 2013b).

Tradicionalmente, a toxicidade dessas sementes ja& era reconhecida na Amazénia. Os
indigenas preparavam extratos, os quais eram vertidos nos rios ou lagos antes da pesca
(Crombie e Whiting 1998). Pesquisas cientificas tém demonstrado que os extratos dessas
sementes sdo eficazes no controle de vérios fitopatdgenos (Barrera-Necha et al. 2004; Barbosa
et al. 2018; De Lima et al. 2021) e insetos (Béjar et al. 2000; Basukriad e Wilkins 2014; Reddy
2015).

A rotenona ja foi amplamente utilizada como pesticida principal na agricultura e agora
esta voltando a ter importancia. Ela era originalmente extraida das raizes do timbd (Derris spp.)
na década de 1930, mas devido ao surgimento de pesticidas sintéticos, especialmente o DDT
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano), foi abandonada na década de 1940 (Chaim e Castro 2003). A
partir da década de 1950, comecgou-se a observar 0 grave impacto ambiental dos pesticidas
sintéticos, o que fez com que os compostos a base de rotenona recuperassem relevancia (Borsoi
et al. 2014).

A industria quimica de agrotoxicos enfrenta o desafio de produzir pesticidas sintéticos
gue sejam seguros para a salde humana e para o meio ambiente (Isman 2008). Portanto, novas
pesquisas tém sido realizadas para encontrar biopesticidas com acdo potente, mas que sejam
biodegradaveis em um curto periodo de tempo. Atualmente, no mercado, os inseticidas de
origem vegetal estdo limitados principalmente a piretrinas, neem (Azadirachta indica), 6leos
de alho, limoneno, Chenopodium, oleorresina de Capsicum e p6 de Derris (Isman 2020).

Dentre os biopesticidas, a rotenona mostrou elevado poder toxico e rapida
biodegradabilidade. Ela apresenta baixa toxidade em mamiferos (DLso= 100 mg kg™ de peso
corporal em ratos) (Mascaro et al. 1998) e humanos (DLso= 300-500 mg kg™ de peso corporal)

(De Wilde 1986), além de causar baixo impacto ambiental devido a rapida decomposi¢do no
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ambiente (vida média de quatro dias) (Cabras et al. 2002). Além disso, a rotenona ndo induz
resisténcia em doengas e pragas (George et al. 2014).

A extracdo da rotenona a partir da planta é relativamente simples e requer pequenas
quantidades de amostras. Como a rotenona possui uma polaridade intermediaria, é geralmente
extraida com &gua ou com solventes organicos, como metanol e cloroférmio (Kim et al. 2009;
Lautié et al. 2013a). Sua extracdo pode ser realizada por meio de métodos como maceracao,
Soxlet, extracdo com liquido pressurizado, extracdo acelerada com solvente, extracdo com
fluido supercritico, extracdo assistida por micro-ondas ou extracéo ultrassénica (Ong 2004;
Sae-Yun et al. 2006; D’Andrea et al. 2007; Lautié et al. 2012). Dentre esses métodos, a
maceracdo é a mais simples, e o periodo de extracdo varia de trés horas a trés semanas (Zubairi
et al. 2016).

No Brasil, o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) conserva 64 acessos
de Pachyrhizus (Silva et al. 2016). Em 1990, ja conservava 13 acessos de P. tuberosus e P.
erosus provenientes do Mato Grosso (Brasil) e do México, respectivamente (Silva et al. 2016).
Contudo, houve perda de identidade taxonémica devido a cruzamentos naturais, nos quais foi
observada variacdo nas cores das flores e sementes dentro dos acessos, resultando em novas
selecOes que resultaram 64 progénies (Silva Filho et al. 1997; Silva et al. 2016). Essas progénies
foram avaliadas agronomicamente para dar inicio a um programa de melhoramento visando
aumentar a produtividade das raizes (Ribeiro et al. 2011; Silva et al. 2016). Recentemente,
também foi iniciado um programa para aumentar a toxicidade e a produtividade das sementes,
visando o controle de doencas e pragas.

Estudos da bioatividade dos extratos aquosos de sementes das 64 progénies
identificaram as progénies P1, P5, P14, P15, P20, P23, P46, P61 e P64 como as mais toxicas e
eficientes no controle in vitro do fungo Sclerotium rolfsii Sacc. (De Lima et al. 2021). Portanto,
€ necessario avaliar a eficiéncia de extratos dessas progénies no controle de outros
fitopatdgenos, bem como determinar o potencial produtivo de sementes de cada progénie.

Este trabalho tem como objetivo selecionar progénies de feijdo-macuco (Pachyrhizus

spp.) com elevada produtividade de sementes e toxicidade para Ralstonia solanacearum.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Pachyrhizus

O género neotropical Pachyrhizus Richard ex DC. pertence a familia Fabaceae e a
subfamilia Faboideae (Papilionoideae) (EPPO 2021). Este género compreende cinco espécies
distintas que s&o divididas em dois grupos: as cultivaveis e as silvestres. No primeiro grupo,
encontram-se as espécies P. ahipa, P. erosus e P. tuberosus (Noda et al. 1984; Sgrensen 1996).
No grupo das espécies silvestres, estdo P. ferrugineus e P. panamensis (Sgrensen 1996).

A origem geografica das espécies ainda é incerta. Alguns estudos sugeriram que
Pachyrhizus tuberosus, P. ahipa e P. panamensis podem ser originarios da América do Sul
(Sarensen et al. 1997a; @rting et al. 1996; Ildis 2006). Pachyrhizus tuberosus, por exemplo, é
possivelmente originario da Colémbia, Equador, Peru e Venezuela (lldis 2006). Pachyrhizus
erosus seria origindrio da América Central e do Meéxico (drting et al. 1996; Ildis 2006),
enquanto Pachyrhizus ferrugineus teria sua origem na América Central e na Colémbia (lldis
2006).

Pachyrhizus ahipa é encontrado nos vales andinos da Bolivia, Peru e no Norte da
Argentina (Santayana et al. 2014; Ildis 2006). Pachyrhizus erosus tem sua distribuicdo nas
regibes tropicais dos principais continentes (lldis 2006). Pachyrhizus ferrugineus esta
amplamente distribuido na América Central, Colémbia e México (lldis 2006; GBIF 2021).
Pachyrhizus panamensis pode ser encontrado no Panamd, Colémbia e Equador (lldis 2006).
Pachyrhizus tuberosus tem ocorréncia no Caribe, Asia e na América do Sul (lldis 2006;
Santayana et al. 2014).

As comunidades andinas desempenharam um papel fundamental na diversificacdo de
Pachyrhizus spp. (Serensen et al. 1997b). Os agricultores e camponeses tradicionais cultivavam
essas plantas em diversas altitudes e ambientes, permitindo a selecéo natural das mais adaptadas
(Serensen et al. 1997b). Essa préatica ao longo do tempo resultou em adaptacdes das plantas a
diferentes tipos de solo, temperaturas e niveis de umidade (Sgrensen et al. 1997b).

A diversidade genética de Pachyrhizus é predominante em nivel local, mas a
identificacdo de parentes selvagens € restrita (Santayana et al. 2014; Delétre et al. 2017). A
cultura apresenta uma variedade de cultivares e ragas locais dentro de suas trés espécies
domesticadas, que se distinguem por suas caracteristicas fisiologicas e morfologicas (Serensen
1996). O nome popular dessas plantas varia de acordo com a espécie e a regido, como mostrado

na Tabela 1.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224412002087?via%3Dihub#bib47
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Tabela 1. Nomes populares de espécies cultivadas de Pachyrhizus spp.

Espécie Nome popular Idioma Regido
Inhame andino Portugués Brasil
Ahipa, aricoma, yaspo Espanhol -

P. ahipa Asipa Quechua Peru
Ajipa Quechua Bolivia
Villu Aimard Peru
Jicama, feijdo-inhame, inhame mexicano Portugués Brasil
Mbakuku Guarani Brasil*
Jicama, jicama de agua Espanhol Meéxico
Mexican yam bean, turnip bean Inglés Estados Unidos
Fagiolo patata Italiano -
Dolique bulbeux, pois patate Francés -
Dou shu, saa got Chinés China
Kuzu-imo Japonés Japéo
Bangkoewang Holandés -

P. erosus I . « A
Mexikanische yam bohne, knollenbohne, jamsbohne Alemao Germania
Sakaloo, kesor, aloo Bangla Bangladesh
Sankalu Hindi india
Bangkwang, singkwang Malaio Malasia
Chicam Maya México
Catzotl Nahua México
Nupe, nupera Cumana Venezuela
Singkamas Filipino Filipinas
Mexicéi karalabé Hungaro Hungria
Feijdo-jacatupé, jacatupé, inhame amazonico, feijdo- Portugués Brasil
macuco
Mbakuku Guarani Brasil*
Yaspo Huitoto Peru

P. tuberosus L .
Jiquima, jicama Espanhol -
Potato bean, tuberosus yam bean, yam bean Inglés -
Dolique tubéreux, pois tubéreux Francés -
Knollen yams bohne Alemao -

Adaptada de Ramos-de-la-Pefia et al. (2013) e EPPO (2021).
*Bioma Mata Atlantica (Pereira et al. 2016).

No Brasil, os registros iniciais do cultivo de Pachyrhizus spp. remontam a 1556, na ilha
de Sdo Vicente, em Sdo Paulo. Naquela época, o cultivo era destinado a alimentacédo dos indios
e das pessoas escravizadas durante o periodo colonial (Peckolt 1922). Atualmente, existem 92
registros documentados desse género em diversos estados brasileiros, incluindo o Amazonas,
Pard, Bahia, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins (GBIF 2021;
SiBBr 2021).

Acredita-se que os indios Guarani tenham introduzido no Bioma Mata Atlantica plantas
adaptaveis a diferentes ambientes. Essas plantas eram transportadas de aldeia em aldeia e eram

utilizadas tanto como alimento quanto para fins medicinais, como a preparacao de xarope para
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tratar a tosse (Noelli 1994; Balbin et al. 2005; Pereira et al. 2016). Dentre as plantas, destacam-
se Pachyrhizus erosus e P. tuberosus, que eram conhecidos por eles como "mbakuku” (Pereira
et al. 2016).

2.2 Descricdo botanica

Pachyrhizus spp. € uma uma planta herbacea que pode crescer de forma ereta, semiereta
ou espalhada (Zanklan et al. 2007; Kim et al. 2009). Ela pode ser classificada como trepadeira
e é autbgama, com taxa de cruzamento entre 2 e 4% (Sgrensen 1996). O crescimento da planta
pode ser determinado, atingindo cerca de 30 cm de altura, ou indeterminado, podendo alcancar
até 5,4 m de altura (Noda et al. 1984; Kim et al. 2009).

As folhas de Pachyrhizus spp. séo imparipinadas e podem ser trifoliadas ou unifoliadas.
Elas apresentam estipes e estipulas (Phillips-Mora et al. 1993; Sgrensen 1996) e possuem
margens inteiras, podendo ser ligeiramente dentadas (Figura 1A) (Serensen 1996). As flores da
planta podem ser violetas, rosas ou brancas e estdo dispostas em racemos axilares, com variagao

de dois a 16 flores por racemo (Figura 1A) (Sgrensen 1996; Kim et al. 2009). Elas possuem

pedunculos longos ascendentes, calice tubular, corola papilionacia e simetria zigomorfa (Noda
e Machado 1997; Silva Filho et al. 1997).

) M C .
Figura 1. Planta com flores violetas (A); vagens (B); e sementes (C) de Pachyrhizus spp.
Fonte: Costa de Castro 2021 (A); Autora 2021 (B e C).

As vagens de Pachyrhizus spp. sdo alongadas e achatadas entre as sementes (Figura 1B)
(Serensen 1996). Elas podem variar em seu comprimento de 8 a 25,5 cm e em largura de 11 a
23 mm (Segrensen 1996; Reddy 2015). Cada vagem contém de 8 a 11 sementes (Reddy 2015).
As sementes tém formas quadradas, ovais ou reniformes, medindo cerca de 10 x 15 mm (Figura
1C) (Serensen 1996; Kim et al. 2009). A cor das sementes varia entre vermelho, verde, roxo,

preto e creme com manchas (Sgrensen 1996; Kim et al. 2009).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224412002087?via%3Dihub#bib62
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224412002087?via%3Dihub#bib62
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224412002087?via%3Dihub#bib62
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224412002087?via%3Dihub#bib62
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As raizes de Pachyrhizus spp. sdo tuberosas e podem ter formatos alongados,
arredondados, ovais ou irregulares (Figura 2) (Ascheri et al. 2014; Krisnawati et al. 2018). A
casca das raizes € marrom ou purpura (Ascheri et al. 2014). A polpa das raizes pode ser crocante
ou suculenta, com um sabor moderadamente doce (Sgrensen 1996; Krisnawati et al. 2018), e
sua cor pode variar entre branca, creme, amarela ou purpura (Ascheri et al. 2014; Krisnawati et
al. 2018). A planta pode produzir uma Unica raiz tuberosa que se estende verticalmente no solo
ou varias raizes tuberosas que se espalham lateralmente a partir do caule principal, com

dimensdes que podem atingir 30 x 25 cm (Phillips-Mora et al. 1993; Sgrensen 1996).

tw

Figura 2. Diferentes formatos de raizes de Pachyrhizus spp.:
arredondadas (A, B e C) e alongadas (D, E e F).

Fonte: Autora. Fotos tiradas em 2019 na Estacdo Experimental do Arial
em Iranduba, Amazonas.

2.3 Domesticacao e melhoramento

O inhame amazodnico (P. tuberosus) é conhecido desde o periodo pré-agricola (12.200-
8.500 a.C.) (Léon 2000). Acredita-se que esta espécie seja nativa da regido ocidental do
Amazonas e que sua domesticacdo tenha comecado nos Andes peruanos durante o periodo pré-
colombiano (Léon 2000). Os indios amazénicos e as aldeias remotas no Peru cultivam essa
planta na agricultura itinerante (Sgrensen 1996).

Houve relatos na literatura que P. tuberosus fosse apenas uma cultivar (cv.) de P. erosus,
mas essa afirmacéo foi invalidada por Sgrensen (1988) apds uma andlise detalhada das espécies.
Uma década depois, foi confirmado que ha uma clara separacao no pool genético entre as duas
especies (Estrella et al. 1998). Devido ao seu local de domesticacdo, é provavel que o inhame
amazonico compartilhe progenitores com a espécie P. ahipa (Delétre et al. 2017). Entretanto,
durante o Holoceno Médio, 0 ambiente deve ter influenciado na selecdo de ec6tipos divergentes
(Delétre et al. 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224412002087?via%3Dihub#bib62
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224412002087?via%3Dihub#bib62
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A espécie P. tuberosus sofreu adaptacdes ecofisioldgicas que resultaram em um
complexo de cultivares, incluindo ‘Ashipa’, ‘Chuin’, ‘Jiquima’ e ‘Yushpe’ (Tapia e
Serensen 2003; Balbin et al. 2007; Delétre et al. 2017). Essas cultivares diferem em sua
morfologia foliar, ecologia e préaticas de cultivo tradicionais (Serensen et al. 1997b). Por
exemplo, a cv. Ashipa é geralmente cultivada em terra-firme, enquanto ‘Chuin’ e ‘Yushpe’ sdo
cultivadas em areas alagadas (varzea) (Balbin et al. 2007). A “Yushpe’ é encontrada apenas ao
longo do rio Ucayali, no Peru (Balbin et al. 2007). Apenas ‘Jiquima’ possui crescimento
determinado, € monotuberosa e se desenvolve bem em areas secas e planas da costa do Equador
(Serensen et al. 1997b; Delétre et al. 2017).

Dentro das cultivares Ashipa e Chuin, existem subgrupos chamados de ragas locais
(Tabela 2) (Balbin et al. 2007). As ragas locais de ‘Chuin’ sdo divididas em dois grupos: 0s
Pitichuin e os Cocotichuin (Tabela 2) (Balbin et al. 2005; Balbin et al. 2007). O grupo Pitichuin
possui teores elevados de matéria seca em comparagdo com o restante do complexo e com as

espécies (~36%) (Gruneberg et al. 2003; Balbin et al. 2007).

Tabela 2. Grupos e ragas das cultivares de Pachyrhizus tuberosus.

Cultivar Grupo Raca Distribui¢do

Ashipa -

Ashipa branca
Ashipa amarela
San Martin

Bacia Amazonica

Pitichuin
Chuin

Pitichuin branco
Pitichuin amarelo

Pitichuin roxo (morado) Amazbdnia Peruana

Cocotichuin

Cocotichuin amarelo

Cocotichuin roxo (morado)

O cultivo do inhame mexicano (P. erosus) ja tinha grande importancia para a civilizagdo
maia nos periodos pré e pos-colombianos (1.800 a.C.) (Léon 2000). A espécie também era
cultivada pelas civilizacdes toltecas, olmecas, astecas e zapotecas (Urbina 1906; Martinez
1979). O cultivo se estendeu para Filipinas e, em seguida, para a Asia e Oceania (Léon 2000) e
pode ser encontrada fora de sua distribuicdo original (@rting et al. 1996). Vem sendo
amplamente cultivado na india, México, China, Cingapura, Filipinas, Havai e Indonésia (Reddy
2015).

O inhame mexicano é a unica espécie que desenvolveu cultivares estaveis de alto
rendimento por selecdo de linhagens puras (Sgrensen 1996). Possui um complexo contendo

duas variedades que se diferem pela sua regido de origem e morfologia: a variedade erosus de


https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-021-02776-1#ref-CR38
https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-021-02776-1#ref-CR14
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224412002087?via%3Dihub#bib47
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origem mexicana e a variedade palmatilobus de origem centro-americana (Sgrensen 1996).
Selec¢Bes de varios materiais crioulos resultaram nas cultivares: ‘Agua Dulce’, ‘Cristalina’, ‘San
Juan’, ‘San Miguelito’ e ‘Vega de San Juan’ (Heredia 1994).

A espécie P. ahipa é de grande interesse para cruzamentos com P. erosus, pois ha
auséncia de material ancestral selvagem conhecido, possui grande adaptabilidade ao clima,
habito de crescimento ereto e ciclo curto (cinco meses) (Sgrensen et al. 1997a). Em
contrapartida, Briicher (1989) afirma que P. ahipa foi selecionado de materiais selvagens que
foram cultivados na area de transicdo da floresta para os Andes, no Peru. Os primeiros indicios
de P. ahipa na América do Sul foram residuos de plantas encontrados em feixes de mumias da
Necropole de Paracas (cerca de 10.000 anos atras), pertencentes a cultura nazca da costa sul
peruana (Figura 3) (Léon 2000).

Figura 3. Gravuras de Pachyrhizus ahipa na cultura nazca.
Fonte: Yacovleff 1933.

A dificuldade na identificacdo de P. ahipa originou-se de selecdes equivocadas e do
cultivo limitado da cultura (Serensen 1996). Algumas selecdes partiram da afirmacéo de que P.
ahipa produz apenas uma raiz tuberosa por planta, entretanto P. erosus e P. tuberosus cv.
Jiquima também podem produzir apenas uma raiz (Sgrensen 1996; Sgrensen et al. 1997b).

O cultivo de P. ahipa esta centralizado no norte da Argentina e nos vales subtropicais
do leste do Andes da Bolivia (1.000 a 3.000 metros acima do nivel do mar) (Sgrensen et al.
1997a; Sgrensen et al. 1997b). Enquanto P. erosus e P. tuberosus foram selecionadas para
ambos os ambientes: areas altas e secas, e areas baixas e alagaveis (Sgrensen et al. 1997a;
Sgrensen et al. 1997b; Balbin et al. 2007).
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A espécie P. ahipa € a Unica que ndo possui um estudo sobre sua diversidade genética
(Zanklan et al. 2018), e suas duas variedades foram classificadas pelo seu habito de
crescimento: determinado e indeterminado (drting et al. 1996). Para avangos em programas de
melhoramento com esta espécie, € necessario conhecer 0s parametros genéticos para as
caracteristicas desejaveis (Roychowdhury et al. 2012; Zanklan et al. 2018). Segundo Zanklan
et al. (2018), o melhoramento de Pachyrhizus spp. para a producdo de raizes visa: 1) a ampla
adaptacdo e o alto rendimento de P. erosus; 2) o elevado teor de matéria seca de P. tuberosus
cv. Chuin; e 3) o habito de crescimento de P. ahipa.

Agaba et al. (2021) hibridizaram as trés espécies de Pachyrhizus visando as
caracteristicas de interesse citadas por Zanklan et al. (2018). Os resultados mostraram que ha
variabilidade genética e fenotipica entre as familias selecionadas dos cruzamentos entre as
espeécies (Agaba et al. 2021). Para os ganhos genéticos, recomenda-se a hibridizacéo e a selecdo
recorrente (Zanklan et al. 2018; Agaba et al. 2021). Também, aconselha-se evitar cruzamentos
intrafamiliares (Agaba et al. 2021).

Os cruzamentos interespecificos entre as trés espécies resultam em hibridos férteis, com
excecdo de P. ahipa x P. tuberosus cv. Ashipa (Agaba et al. 2017). Experimentos de
hibridizacdo das espécies selvagens com as cultivaveis mostraram que somente P. panamensis
demonstrou ser compativel com as trés espécies (Grum 1994). Com P. ferrugineus, apenas na
combinacéo P. ferrugineus x P. erosus produziu sementes (Sgrensen 1996).

Em selecbes de Pachyrhizus spp., sdo considerados principalmente o rendimento de suas
raizes (Agaba et al. 2017; Zanklan et al. 2018; Agaba et al. 2021). Experimentos que visam a
selecdo pela toxicidade das sementes de Pachyrhizus spp. sdo escassos (Lautié et al. 2013b; De
Lima et al. 2021). E necessario um programa de melhoramento para a selecéo de progénies pela
toxicidade e produtividade de grdos (Grinemberg 1999; De Lima et al. 2021).

2.4 Cultivo e produtividade

Enquanto espécies tradicionais de cultivo alimenticio, como a batata-doce (Ipomoea
batatas (L.) Lam.) e o cara (Dioscorea bulbifera L.), sdo propagadas vegetativamente por suas
raizes, o se diferencia ao ser uma leguminosa que se propaga por meio de sementes, 0 que
simplifica o processo de plantio (Balbin et al. 2007). Apesar de ser cultivado como uma cultura
anual, o feijdo-macuco apresenta um habito perene (Sgrensen 1996), gerando raizes tuberosas

gue podem ser colhidas entre quatro a oito meses ap6s a semeadura (Balbin et al. 2005; Ramos-
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de-la-Pefia et al. 2013), com a produgéo de sementes ocorrendo aproximadamente seis meses
apos o plantio (Balbin et al. 2005).

Essa planta é tolerante a solos &cidos e distroficos (Silva et al. 2016). O plantio pode ser
realizado diretamente no solo, com a semeadura de duas a cinco sementes em covas com
aproximadamente dois a trés centimetros de profundidade (Sgrensen 1996). Em éreas com alta
pluviosidade, é recomendavel o plantio em leiras para melhorar a drenagem (Figura 4)
(Serensen 1996). Antes de semear, é aconselhavel imergir as sementes em agua por um periodo
de 12 horas para o estimular a germinacao (Reddy 2015). As sementes normalmente germinam

em cerca de duas semanas ap0s semeadura (Reddy 2015).

Figura 4. Preparo de leiras para plantio de Pachyrhizus spp.
Fonte: Brasil. Fotos tiradas em 2020 na Estagdo Experimental de
Irrigagdo Localizada em Hortalicas do Instituto Federal de Educagéo,
Ciénciae Tecnologia do Amazonas (IFAM-Campus Leste) em Manaus,
Amazonas.

Para a producéo de raizes, o espagcamento recomendado € de 0,60 a 1 metro entre plantas
e de 1 a 2 metros entre leiras (Balbin et al. 2005; Huachua e Chavez 2014). Em consércios com
outras espécies, é aconselhdavel manter um espacamento maior de 1,50 metros tanto entre
plantas quanto entre leiras (Balbin et al. 2005). Além disso, é importante observar que as plantas
requerem um periodo de exposicdo a luz de 11 a 13 horas diarias para o desenvolvimento
adequado das raizes (Reddy 2015).

No que diz respeito a producdo de sementes, € recomendado um espacamento de 1,0
metro entre plantas e 1,50 metros entre leiras (Balbin et al. 2005). Apds cerca de 15 a 20 dias
apos a emergéncia das plantas, cada uma delas deve ser conduzida por dois tutores, cada um
com aproximadamente trés metros de altura, dispostos de forma a se cruzarem e formarem um
X" (Figura 5) (Balbin et al. 2005). O tutoramento desempenha um papel crucial, promovendo

uma melhor distribuicdo e orientagdo das folhas, estimulando o crescimento do caule e
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aprimorando o desenvolvimento foliar (Melo e Bueno 2000). Estudos mostram que, ap6s 160
dias do plantio, o tutoramento aumenta a matéria seca da parte aérea em 50% e a massa do caule
em 40% (Melo e Bueno 2000). No entanto, é importante destacar que o tutoramento pode ser

dispensado quando o foco do cultivo esta na producéo das raizes (Balbin et al. 2005).

Figura 5. Tutoramento em plantio de Pachyrhizus spp.
Fonte: Balbin et al. 2005.

Essa planta € uma leguminosa que possui a capacidade de fixar nitrogénio no solo,
contribuindo com uma quantidade significativa desse elemento (74-203 kg ha) (Badillo e
Castellanos 1998). Devido a essa caracteristica, ela pode ser incorporada em sistemas de rotacéo
de culturas (Castellanos-Ramos et al. 2009), aproveitando sua eficiente relacao simbidtica com
rizobios (Stamford et al. 2004). Isso possibilita o cultivo da planta sem a necessidade de adicao
de fertilizantes nitrogenados (Castellanos et al. 1997). Vale destacar que o Pachyrhizus erosus
demonstra ser mais eficiente na fixagdo de nitrogénio em comparagéo com o P. ahipa, fixando
162-215 e 58-80 kg N hal, respectivamente (Castellanos et al. 1997).

A cultura do feijdo-macuco é sensivel ao teor de fésforo (P) no solo devido a sua
producdo de amido nas raizes, e a baixa disponibilidade de fésforo pode limitar o crescimento
das plantas (Stamford et al. 1999). Recomenda-se a fertilizacdo com fdésforo na faixa de 20-64
kg ha! de P,Os para aumentar a producdo de matéria seca na parte aérea (Stamford et al. 1999).
Em solos acidos, é aconselhavel também a adicao de potassio (K) e magnésio (Mg) a partir de
40 e 20 kg ha't, respectivamente (K.0:MgO) (Stamford et al. 1999). Em solos de terra firme, é
recomendada a aplicacdo de matéria organica, como esterco de galinha, na dose de 10a 20t ha’
! (Huachua e Chavez 2014). A capina em ambientes de terra firme é recomendada em intervalos
de 30 dias. A capina é necessaria em ambientes de terra firme e deve ser realizada em intervalos
de 30 dias. Na varzea, apds a retirada da dgua e exposicdo do solo, a primeira capina € realizada
apos 60 dias, seguida de uma segunda apds 100 dias da semeadura (Balbin et al. 2005).
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Para promover a producdo de raizes, é recomendada a poda reprodutiva ou vegetativa
(Serensen 1996). A primeira poda deve ser feita aproximadamente dois meses ap0s a
semeadura, e pode consistir na retirada de toda a parte vegetativa, de um terco dela ou apenas
das flores (Sgrensen 1996). Essa préatica redireciona os recursos da planta, fazendo com que as
raizes se tornem o principal dreno metabolico (Melo e Bueno 2000). Os nutrientes que
normalmente seriam alocados para as flores, vagens e sementes passam a ser direcionados para
as raizes, o que resulta em um aumento na producdo (Melo e Bueno 2000). A combinacédo da
poda reprodutiva com o tutoramento pode aumentar a producdo de raizes em até 4,6 vezes
(Melo e Bueno 2000). A auséncia dessa poda pode reduzir pela metade a produtividade (Balbin
et al. 2005; Zanklan et al. 2007).

A presenca de folhas secas em toda a planta e rachaduras no solo ao redor do colo séo
indicadores de raizes bem desenvolvidas (Balbin et al. 2005). A colheita pode ser feita
manualmente ou com o uso de enxadas. Para garantir melhor qualidade, as raizes devem ser
retiradas antes do amadurecimento das sementes (Sgrensen 1996), enquanto as sementes séo
colhidas manualmente quando as vagens estdo secas (Balbin et al. 2005). E importante observar
que, apos a colheita das raizes e das vagens, a espécie P. tuberosus pode ter sua parte vegetativa
replantada para a producgdo de novas sementes, embora ndo haja produgéo de raizes nesse caso
(Serensen 1996).

Em periodos de alta temperatura e baixa precipitacao, é recomendado desfolhar a planta
em até 25%, principalmente as folhas velhas (Balbin et al. 2005). O estresse hidrico pode
reduzir o rendimento de raizes frescas em até trés vezes e a produtividade de sementes em até
cinco vezes (Zanklan et al. 2007). No entanto, é importante ressaltar que, dependendo da
espécie, a irrigacao pode afetar negativamente a produtividade de matéria seca (Zanklan et al.
2007).

O armazenamento das raizes pode ser realizado por até 30 dias em ambientes frescos e
escuros, enquanto as sementes devem ser armazenadas em recipientes herméticos e mantidas
em camara fria (Balbin et al. 2005; Huachua e Chavez 2014). E importante notar que o
armazenamento das sementes por mais de um ano pode reduzir a taxa de germinacao (Balbin
et al. 2005).

O rendimento de raizes frescas pode atingir até 125,9 t ha! (Nielsen et al. 2000). Em
Tonga, a produtividades variou de 24,8 a 51,5 t ha™* em acessos selvagens (Nielsen et al. 2000).
No Brasil, o rendimento das raizes em terra firme variou de 3 a 33 t ha! entre 64 acessos de

Pachyrhizus spp. (Vasconcelos et al. 2018). Quanto a produtividade de sementes, esta pode
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chegar a 5,66 t hal (Zanklan et al. 2007). No México e em Tonga, foram registrados
rendimentos de apenas 0,6 e 1 t hal, respectivamente (Sgrensen 1996). Na Tailandia, o
rendimento das variedades locais é de 0,72 a 0,84 t ha (Sgrensen 1996), e o peso de 1000
sementes pode variar de 180 a 377 g (Griineberg et al. 1999; Zanklan et al. 2007).

2.5 Principais doencas e pragas

No armazenamento, as sementes podem ser suscetiveis a ataques de gorgulhos do feijéo,
como Araecerus fasciculatus DeGeer e Acanthoscelides obtectus Say (Reddy 2015). Esses
insetos sdo conhecidos por danificar sementes de leguminosas que possuem propriedades
toxicas (Reddy 2015). Eles se desenvolvem dentro da semente e emergem como adultos,
deixando um orificio caracteristico (Balbin et al. 2005). Os gorgulhos tém a capacidade de
destruir até 80% das sementes armazenadas, sendo particularmente prejudiciais em P. tuberosus
(Reddy 2015). Para o controle desses insetos, é aconselhavel secar as sementes ao sol por duas
horas e armazena-las em recipientes herméticos de vidro escuro, protegidos da luz (Balbin et
al. 2005).

As vaquinhas (Diabrotica spp. e Cerotoma spp.), também conhecidas como broca-das-
folhas, podem atacar e danificar as folhas dePachyrhizus spp. (Figura 6) (Serensen 1990; EPPO
2021). Esses besouros tém o potencial de reduzir a area foliar, afetando consequentemente a
taxa fotossintética das plantas (Moscardi et al. 2012). Para controlar essas pragas, sdo adotadas
medidas como a rotacdo de culturas, o cultivo consorciado e o uso de inseticidas (Huachua e
Chavez 2014).

N\, ] a

Figura 6. Cerotoma spp. em folha de Pachyrhizus spp.
Fonte: Autora. Foto tirada em 2018 na Estacdo Experimental do Arial
em Iranduba, Amazonas.
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A broca-das-vagens (Maruca vitrata Fabricius) € considerada uma das principais pragas
das leguminosas tropicais (Reddy 2015; Mahalle et al. 2019). As mariposas e suas larvas, que
tém habitos noturnos, costumam perfurar as flores e vagens das plantas de Pachyrhizus spp.
(Reddy 2015; Mahalle et al. 2019). Cada larva pode danificar de quatro a seis flores (Mahalle
et al. 2019). A infestacdo por essas pragas ocorre aproximadamente 21 dias ap6s o plantio,
podendo causar danos que variam de 20% a 80% na producdo (Reddy 2015; Mahalle et al.
2019). O controle das larvas pode ser efetuado utilizando inseticidas contendo
clorantraniliprole, espinosade, flubendiamida, indoxacarbe ou tiodicarbe (Mahalle et al. 2019).
Como medida preventiva no controle da broca e de nematoides, pode-se aplicar uma solucao
de fertilizante foliar e inseticida, como o Oncol (1 litro por hectare) (Gruneberg 2016).

Além disso, a cultura do feijdo-macuco € suscetivel a diversas outras pragas, como a
cigarrinha-verde  (Empoasca dolichi Paoli), moscas-branca (Aleurothrixus  spp.,
Aleurotrachelus spp. e Bemisia spp.), lagarta-das-vagens (Michaelus jebus Godart),
cochonilhas (Ferrisia virgata Cockerell) e tripes (Frankliniella occidentalis Pergande)
(Serensen 1990). As cochonilhas geralmente sdo encontradas em ambientes de cultivo
protegido, como casas de vegetacdo (Sgrensen 1990). Os tripes podem causar 0 aborto dos
botdes florais (Sgrensen 1990).

Nematoides também podem ser encontrados ocasionalmente nas raizes de Pachyrhizus
spp. (Tabela 3) (Duke 1981; Balbin et al. 2005) e, quando presentes, podem representar um
problema para a producdo local (Reddy 2015). Esses nematoides tendem a preferir solos
arenosos (Galbieri et al. 2015) e afetam principalmente a espécie P. tuberosus (Reddy 2015).
Os sintomas incluem a formagéo de galhas no sistema radicular e "verrugas" que afetam a
producdo das raizes, conferindo-lhes um sabor amargo (Sgrensen 1997a; Galbieri et al. 2015).
Para o controle desses nematoides, é aconselhavel usar sementes saudaveis, implementar a
rotacdo de culturas, praticar o plantio consorciado, controlar plantas daninhas e empregar
nematicidas (Huachua e Chavez 2014; Galbieri et al. 2015).
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Tabela 3. Nematoides relatados em raizes de Pachyrhizus spp.

Nematoides (Nome cientifico) Nome comum

Heterodera glycines Ichinohe Nematoide de cisto da soja

Heterodera schachtii A.Schmidt Nematoide de cisto da beterraba

Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood Meloidoginose

Meloidogyne hapla Chitw. Meloidoginose ou nematoide das galhas do Norte
Meloidogyne incégnita (Kofold & White) Chitw.  Nematoide das galhas

Meloidogyne javanica (Treub) Chitw. Nematoide das galhas do javanés ou da cana-de-agucar

Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev &

Nematoide das lesdes
Schuurmans-Stekhoven

Entre os principais agentes fungicos de Pachyrhizus (conforme mostrado na Tabela 4),
destaca-se o responsavel pela ferrugem asiatica, Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.Syd. Esse
fungo causa lesdes e manchas marrons nas folhas e vagens, principalmente em P. erosus e em
P. tuberosus (Delaney et al. 2011; EPPO 2021). Durante a colheita, existe a possibilidade de
ferir os tubérculos com enxadas, criando condi¢des propicias para a proliferacdo de fungos
como Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill., Cladosporium sp. e Penicillium sp. (Sgrensen 1996).
No Amazonas, Melo e Bueno (2000) detectaram Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.Syd. em
100% das plantas, além de Colletotrichum sp. em folhas e vagens, e a murcha causada por
Sclerotium rolfsii Sacc.

A maioria das doencas fangicas que afetam os feijoes é transmitida por sementes
infectadas (Wenland et al. 2018), incluindo doencas como mancha de alternaria, antracnose,
murcha de fusario, podriddo cinzenta da haste, podriddo radicular, mofo branco e podridao do
colo (Tabela 4) (Wenland et al. 2018). Para controlar doencas fungicas durante o cultivo, é
recomendavel utilizar sementes saudaveis, praticar a rotacdo de culturas e aplicar fungicidas

quando necessario (Sgrensen 1997a; Wenland et al. 2018).
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Patogeno Doenca Parte da planta afetada Ref.*
Aphanomyces euteiches Drechsler Podriddo da raiz do feijao Raiz 1
Ascochyta boltshauseri Saac. Mancha de ascochita Folhas, hastes, vagens e 1
sementes
Ascochyta phaseolorum Saac. Mancha de ascochita Folhas, hastes e vagens 1
:ll(tslrgjrla dauci (JGKhn) JWGroves & Mancha de alternaria Folhas 1
Botrytis cinérea Pers. Mofo cinzento Flores, vagens e 1
sementes
Cercospora canescens Ellis & G.Martin Mancha de cercospora Folhas 6
Cercospora cruenta Saac. Mancha de cercospora Folhas 1
Cladosporium sp. Cladosporiose Raiz 3
Chaetoseptoria wellmanii JAStev. Mancha marrom da folha Folhas 6
Colletotrichum spp. Antracnose Folhas, hastes, vagens e 2,6
sementes
C. lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Folhas, hastes, vagens e
Briosi & Cavara Antracnose sementes !
\C/?\}Dh';lrgcr)lrceatum (Schwein.) — Andrus & Sarna Folhas, hastes e vagens 6
Erysiphe spp. (Oidium spp.) Oidio Folhas 6
Erysiphe cruciferarum Opiz Oidio da Brassica Folhas e hastes 6
Erysiphe polygoni DC. Oidio da beterraba Folhas e hastes 1,6
Erysiphe taurica Lév. Oidio Folhas e hastes 6
Fusarium acuminatum Ellis & Everhart Podridéo radicular Raizes primarias 1
Fusarium culmorum (Wm.G.Sm.) Sacc. Podrid&o radicular Raizes primarias 1
Fusarium oxyporum Schitdl. Podriddo radicular Raizes primarias 1
Fusarium solani (Mart.) Sacc. Podriddo radicular seca Raizes primarias 1
Macrophomina spp. Podriddo radicular Raizes primarias 6
Macrophomina faseolina (Tassi) Goid. Podriddo cinzenta da haste  Raizes primarias e hastes 1
Es.;ur:lc;':ercospora griseola (Sacc.) Crous & Mancha angular Folhas e hastes 6
Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.Syd. Ferrugem asiatica Folhas e vagens 4,5,6
Pleospora herbarum (Pers.) Rabenh Mancha cinzenta da folha Folhas 1
Pythium spp. Podrid&o radicular Raizes primarias 6
Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. Podriddo radicular Raizes primarias 6
o Raizes, folhas, vagens e
Phytophthora spp. Mildio hastes g 6
Rhizoctonia solani J.G.Kiihn Podriddo radicular Raiz, folhas, vagens, 1
sementes e hastes
Rhizopus sp. Podriddo-mole Raiz 6
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. Podriddo-mole Raiz 3
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary Mofo branco Raiz, folhas e hastes 1
Sclerotium rolfsii Sacc. Podridéo do colo Raiz, folhas e hastes 1,4
Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger Ferrugem do feijdo Folhas, vagens e hastes 1

*Referéncias: *Duke (1981); 2Sgrensen (1990); *Sgrensen (1996); “Melo e Bueno (2000); *Delaney et al. (2011);

®Reddy (2015).
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Dentro das bactérias, as espécies pertencentes ao género Erwinia podem
sistematicamente infectar tanto as raizes no campo quanto as armazenadas (Serensen 1990).
Também foram relatados casos de crestamento bacteriano nas folhas, hastes, vagens e sementes
causados por bactérias como Xanthomonas phaseoli Smith, Pseudomonas savastanoi (Smith)
Janse e P. syringae pv. phaseolicola (Burkholder) Gardan et al. (Birch et al. 1981; Duke 1981;
Trindade et al. 2003). Para controlar essas infec¢des, recomenda-se 0 uso de sementes saudaveis
durante o plantio e a aplicacdo de produtos a base de cobre (Duke 1981; Trindade et al. 2003).

Além disso, o feijao-macuco também pode ser afetado pelo virus do mosaico comum
do feijdo, conhecido como Bean common mosaic virus (BCMV) em inglés, que é transmitido
por pulgdes, incluindo Aphis craccivora Koch, A. gossypii Glover e A. glycines Matsumura
(Damayanti et al. 2008). s sintomas dessa infec¢do incluem faixas de nervuras verdes nas folhas
e méa formacdo foliar, o que pode resultar na reducdo do rendimento das plantas em até 20-
100% (Damayanti et al. 2008). E importante remover as plantas infectadas, pois elas podem
transmitir o virus para as sementes (Damayanti et al. 2008).

2.6 Composi¢do quimica das raizes

As raizes tuberosas de Pachyrhizus spp. sdo notaveis por suas caracteristicas
nutricionais. Elas contém, em média, cerca de 20% de matéria seca (Agaba et al. 2017) e séo
ricas em amido, representando de 21,7% a 68,7% na base seca (b.s.) (Ramos-de-la-Pefia et al.
2013; Santayana et al. 2014). Em comparacdo com outras espécies de Pachyrhizus, as raizes de
P. ahipa destacam-se por possuirem amido com granulos homogéneos, o que lhes confere
potencial na industria de papel (Leonel 2007).

Além disso, essas raizes apresentam teores de proteinas que variam de 9% a 32% na
base seca (b.s.) (Zanklan et al. 2007; Kisambira et al. 2015), o que é maior do que 0s
encontrados na mandioca, por exemplo, que possui cerca de 6,42% de proteinas (Ceballos et
al. 2006). A goma de tapioca produzida a partir desta raiz, conhecida como "gari" na Africa,
possui cinco vezes mais proteinas do que a tapioca de mandioca, com um teor de cerca de 1%
(Zanklan et al. 2007).

As raizes também sdo uma fonte de fibra dietética, com teores totais variando de 8 g a
15 g por 100 g na base seca (b.s.) (Zanklan et al. 2007; Kisambira et al. 2015). Além disso, elas
contém uma quantidade significativa de gordura, com um teor de 25,58 g por 100 g na base
seca (b.s.) e um valor calérico de 39% na base Umida (b.u.) (Noman et al. 2007; Kisambira et
al. 2015).
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Essas raizes sdo ricas em minerais, como ferro (10,44 mg por 100 g) (Leterme et al.
2006) e 0 sodio (35 mg por 100 g) (Noman et al. 2007). Elas também s&o fontes de aminoécidos,
incluindo &cido glutamico, glicina e histidina, com teores de 13,6, 4,15 e 2,58 umol g?,
respectivamente (Noman et al. 2007). Além disso, contém sacarose (3,29% a 4,61%), glicose
(3,13% a 5,77%) e frutose (3,53% a 6,75%) (Zanklan et al. 2007) e sdo fontes de vitaminas do
complexo B, como B1, B2, B3 e B6, com destaque para a vitamina C, que pode chegar a 14 mg
por 100 g (Noman et al. 2007).

No entanto, € importante mencionar que as raizes também contém alguns antinutrientes,
embora em teores minimos que ndo prejudicam a absor¢cdo de nutrientes essenciais. Estes
incluem &cido fitico, fitico-fésforo e acido tanico, totalizando 0,010 mg por 100 g (Noman et
al. 2007). Além disso, as raizes contém lectina e cianeto de hidrogénio, com teores de 0,0003 e

0,0032 mg por 100 g, respectivamente (Noman et al. 2007).

2.7 Uso das raizes

A raiz do feijdo-macuco é incrivelmente versatil em sua aplicacdo culinaria. Ela pode
ser consumida de varias maneiras, incluindo crua, frita, em saladas, sopas e até mesmo
conservada em vinagre com cebola e pimenta. Além disso, é utilizada no preparo de massas, na
panificacdo e pode ser usada na producdo de xaropes e bebidas alcoolicas (Fernandez et al.
1997; Ramos-de-la-Pefia et al. 2013; Adegbola et al. 2015).

E importante destacar que a raiz do feijio-macuco desempenha um papel fundamental
na nutricdo de muitas comunidades na Africa Ocidental. Ela faz parte da dieta diaria de
aproximadamente 80% da populacgdo da Nigéria, Togo, Benin e Gana, onde é comumente usada
na forma de goma de tapioca, conhecida como "gari" (Zanklan et al. 2007; Hounyevou et al.
2013).

Além de seu valor nutricional, as raizes do feijdo-macuco também tém sido exploradas
por seus beneficios além da alimentacdo. Na Indonésia, elas sdo tradicionalmente utilizadas
como cosmeéticos para clarear a pele e tém sido associadas a propriedades protetoras contra 0
sol (Lukitaningsih e Holzgrabe 2014; Lukitaningsih e Holzgrabe 2019). Além disso, estudos
em ratos ovariectomizados demonstraram que essas raizes possuem potencial terapéutico na

pos-menopausa e podem ajudar na prevencao da osteoporose (Nurrochmad et al. 2010).
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2.8 Composicao das sementes

As sementes secas naturalmente possuem, em média, uma elevada concentracdo de
matéria seca, representando cerca de 95% do seu peso total (Kisambira et al. 2015). Além disso,
essas sementes sdo ricas em proteinas, com teores variando entre 23% e 34%, bem como em
0leo, com concentracdes entre 20% e 28% (Grlneberg et al. 1999). Elas também contém
carboidratos, com uma faixa de 24,1 a 26,85 g a cada 100 g de sementes (Santos et al.1996;
Kisambira et al. 2015), e s&o fontes de fibra bruta (7,5-8,1 g por 100 g) e cinzas (3,4-4,1 g por
100 g) (Kisambira et al. 2015).

As sementes de feijdo-macuco sao igualmente ricas em minerais essenciais para a salde,
com teores expressos em mg por 100 g, incluindo célcio (356,0), ferro (16,0), potassio (992,0),
sodio (6,8), zinco (4,0) e fosforo (286,0) (Santos et al.1996). Um fato notavel é que uma Unica
porcdo média de feijao-macuco cozido, com cerca de 100 g, pode fornecer a ingestdo diaria
recomendada de ferro para um ser humano (MSD 2021).

O dleo extraido das sementes do feijao-macuco é notavel por sua alta concentracao de
acidos graxos e vitamina E, que inclui quatro tocoferois e quatro tocotrienois (Griineberg et al.
1999). O teor de y-tocoferol presente no dleo (249,3-896,2 mg kgt) ¢ particularmente superior
ao encontrado em 0leos de oliva, canola e soja, que contém 15,15, 390,24 e 642,73 mg kg™,
respectivamente (Griineberg et al. 1999; Guinaz et al. 2009). A combinagio desses altos teores
de bleo, proteina, acido palmitico (29,3%) e y-tocoferol torna as sementes do feijdo-macuco de
grande interesse para a industria de alimentos (Griineberg et al. 1999).

Além de suas caracteristicas nutricionais positivas, as sementes do feijao-macuco
possuem baixos niveis de antinutrientes, o que as torna favoraveis para a digestibilidade das
proteinas e a absorcdo de vitaminas e minerais essenciais (Santos et al. 1996; Monteiro et al.
2005). No entanto, vale ressaltar que essas sementes contém compostos flavonoides,
principalmente isoflavonoides, que podem ser tdxicos, tornando-as improprias para 0 consumo
(Tabela 5) (Scramin 1994; Béjar et al. 2000; Leuner et al. 2013). Portanto, a presenca desses
compostos deve ser levada em consideragao ao considerar o uso das sementes do feijdo-macuco

na alimentacdo humana.



Tabela 5. Compostos toxicos isolados das sementes de Pachyrhizus spp.
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Composto Classificacdo Espécie de Pachyrhizus Referéncia*
. P. ahipa, P. erosus, P. ferrugineus e P.
Desidroneotenona Isoflavona P . g 1,2,3,4
panamensis
Desidropachyrhizona Isoflavona rotenoide P. erosus 2
3,9-Dihidroxipterocarpano  Isoflavona pterocarpano  P. erosus 2
. . P. ahipa, P. erosus, P. ferrugineus e P.
Dolineona Isoflavona rotenoide P . g 1,2,3,4
panamensis
Erosenona Isoflavona P. erosus 2
Erosinina Flavona P. erosus 2
. P. ahipa, P. erosus, P. ferrugineus e P.
Erosona Isoflavona rotenoide P u ugtneu 1,2,4,7
tuberosus
Genisteina Isoflavona P. tuberosus 5
4-Didroxiisocordoina .
. Chalcona P. ahipa 1
(=isobavachalcone)
. . . P. erosus, P. panamensis e P.
12a-Didroxierosona Isoflavona rotenoide P 1,2,7
tuberosus
12a-Didroxidolineona Isoflavona rotenoide P. ahipa, P. erosus, P. ferrugineus e P. 1,3,7
tuberosus
12a-Didroximunduserona Isoflavona rotenoide P. erosus 2
12a-Didroxipaquirrizona Isoflavona rotenoide P. erosus 2,3
. . . P. ahipa, P. erosus, P. ferrugineus, P.
12a-Didroxirrotenona Isoflavona rotenoide P . g 1,2,3,7
panamensis e P. tuberosus
Neodunol Isoflavona pterocarpano  P. erosus 2
P. ahipa, P. er P. ferrugin P.
Neotenona Isoflavanona anipa, . Srosus, 7. Terrugineus, 1,2,3,7
panamensis e P. tuberosus
Paqm_rrlzma _ Isoflavona P. ahipa, P. erosus, P. ferrugineus e P. 12347
(=fenilfuranocumarina) tuberosus
Derivado da paquirrizina Isoflaveno P. tuberosus 1
L . P. ahipa, P. erosus, P. ferrugineus e P.
Paquirrizona Isoflavona rotenoide P . g 1,234
panamensis
. P. ahipa, P. er P. ferrugin P.
Rotenona Isoflavona rotenoide anipa, . Erosus, 7. Terrugineus, 1,2,4,6,7
panamensis e P. tuberosus
Tetrametoxiisoflavona Isoflavona P. panamensis 1

*1Scramin (1994); 2Béjar et al. (2000); Phrutivorapongkul et al. (2002); “Barrera-Necha et al. (2004); °Sklenickov

et al. (2009); SLautié et al. (2012); “Leuner et al. (2013).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos que pertencem aos metabdlitos secundarios

(Lopes et al. 2010). Essas substancias podem ser divididas em oito subclasses, a saber:

antocianidinas, dihidroflavanas, flavandiois, flavanois, flavanonas, flavonas, flavonois e

isoflavonoides (Carvalho et al. 2020). No contexto das plantas da subfamilia Faboideae, a qual

0 género Pachyrhizus pertence, os isoflavonoides sdo particularmente relevantes, pois s@o

conhecidos por conter substancias farmacologicamente ativas (Carvalho et al. 2020). Esta

subclasse pode ser subdividida em varias categorias, incluindo isoflavonas, isoflavanonas,

isoflavanas, isoflavanois, rotenoides, pterocarpanos e cumestanos (Carvalho et al. 2020).
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Dentre essas subdivisdes, os rotenoides tém uma notavel acdo inseticida e ictiotoxica (Carvalho
et al. 2020). A rotenona é o principal constituinte ativo deste grupo e é conhecida por sua

atuacdo como um inseticida fitogénico (PubChem 2021).

2.9 Uso das sementes

Vaérios testes foram realizados para comprovar a eficacia dos extratos toxicos de
sementes de feijdo-macuco no controle de pragas. Por exemplo, extratos preparados a partir de
sementes de Pachyrhizus erosus com enxofre molhavel (1:10 p:v) demonstraram eficacia de
até 100% no controle de piolhos bovinos Bovicola bovis L., Linognathus vituli L. e Solenopotes
capillatus Enderlein (Matthysse e Schwardt 1943).

O estudo conduzido por Béjar et al. (2000) revelou que a variedade Agua Dulce de P.
erosus possui propriedades inseticidas contra o gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais
Motschulsky & V.de). Esses autores incorporaram seis compostos isolados das sementes na
concentracdo de 1% na dieta artificial dos insetos. As dietas contendo rotenona, erosona,
paquirrizina e paquirrizona resultaram em rejeicdo alimentar (44-88%), levando a uma baixa
taxa de mortalidade (2-22%).

Basukriad e Wilkins (2014) conduziram testes utilizando sementes de P. erosus para
avaliar o efeito sobre a oviposicdo de tragas-das-cruciferas (Plutella xylostella L.). Os
pesquisadores disponibilizaram folhas de couve tratadas com extratos de sementes de P. erosus,
bem como raizes de Lonchocarpus sp., rotenona, cumarina e rutina, todos na concentracéo de
0,5%, para os adultos dessas tracas. Os resultados revelaram que o extrato de sementes de P.
erosus reduziu a oviposi¢cdo em folhas tratadas em até 55%.

Em Kalyani, na India, uma solugio de sab&o contendo extratos de sementes de P. erosus
a uma concentracdo de 5% foi pulverizada trés vezes em plantas infestadas com larvas da broca-
da-vagem (Maruca vitrata F.) (Reddy 2015). Essa solucdo resultou em uma reducdo
significativa de 45,21% na populagdo de larvas. Além disso, a pulverizagéo foliar aumentou o
namero médio de sementes por vagem, atingindo uma média de 7,64 sementes por vagem
(Reddy 2015).

Silva et al. (2023) realizaram testes de ac¢ao bactericida usando extratos de sementes de
feijdo-macuco sobre Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. Os experimentos foram
conduzidos em meio de cultura liquido LPG (levedura-peptona-glucose), com diferentes
concentracgdes de extrato (1:200, 1:1000 e 1:2000). Observou-se que o extrato mais concentrado

reduziu a multiplicacdo dessa bactéria em 57%.
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Em relagdo a acdo viricida, Phrutivorapongkul et al. (2002) investigaram a atividade
dos compostos isolados das sementes de P. erosus contra o herpes simples (HSV) tipos 1 e 2.
Eles realizaram a extracdo desses compostos utilizando ciclometano, cloroférmio (CHCI3) e
etanol (EtOH) a 95% por um periodo de 45 dias. Entre os compostos isolados, como dolineona,
neotenona, paquirrizina e paquirrizona, nenhum deles apresentou atividade antiviral
significativa. No entanto, os isolados 12a-hidroxidolineona e 12a-hidroxipaquirrizona
demonstraram uma atividade moderada contra ambos os tipos de herpes.

Barrera-Necha et al. (2004) conduziram testes in vitro para avaliar o efeito fungicida do
extrato de sementes de P. erosus '‘Agua Dulce' sobre trés tipos de fungos: Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sac., Fusarium oxysporum Schltdl., e Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.) Vuill. Os extratos de P. erosus macerados com diclorometano (CH:Cly)
demonstraram maior efeito inibitério em R. stolonifer (-65%), F. oxysporum (—38%) e C.
gloeosporioides (—36%). Além disso, metabolitos como rotenona, erosona, paquirrizona,
delineona e paquirrizina, na concentraco de 250 pg mi, também inibiram o crescimento dos
fungos. O maior efeito fungicida foi observado com rotenona contra R. stolonifer, paquirrizina
contra F. oxysporum e desidroneotenona contra C. gloeosporioides.

Guimarées e Ticona-Benavente (2017) conduziram testes para avaliar o potencial
fungicida de extratos de Pachyrhizus spp. contra Sclerotium rolfsii Sacc. inoculado em
plantulas de cubiu (Solanum sessiliflorum D.). Os esclerédios receberam tratamento com
extrato de sementes de feijio-macuco (Figura 7A), agua (Figura 7B) e Cabrio® Top. A
concentracdo de 1:1000 do extrato de sementes de feijao-macuco reduziu a incidéncia do fungo
em 60%.

Y e \ 7\

Figura 7. A) Plantula de cubiu inoculada com esclerédio de
S. rolfsii banhado em extrato das sementes de Pachyrhizus
spp.; B) Plantula de cubiu inoculada com esclerddio
banhado com &gua.
Fonte: Autora 2017.
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O maior screening de genotipos de Pachyrhizus spp. em relacdo a toxicidade foi
conduzido por De Lima et al. (2021). Neste estudo, foram avaliados os extratos de 64 progénies
de feijdo-macuco do banco de germoplasma do INPA quanto ao seu efeito no controle de S.
rolfsii. Os extratos de Pachyrhizus spp. foram utilizados na concentracdo de 1:1000 e
submetidos a diferentes tempos de maceracdo aquosa (0, 48 e 72 horas). Houve variacdo no
nivel de toxicidade e no desempenho das progénies em relacdo aos diferentes tempos de
maceracao (Figura 8). As progénies gque alcancaram a maxima eficiéncia no controle de S.
rolfsii foram aquelas maceradas por 48 horas, com destaque para P14 (66,5%), P5 (67,5%) e
P23 (68%). Por outro lado, a progénie P61 foi considerada a menos eficaz, reduzindo apenas
21% do crescimento do micélio (De Lima et al. 2021).

progénie P15 de Pachyrhizus spp. na inibigdo de S.
rolfsii in vitro.
Fonte: De Lima 2019.

Testes de toxicidade em animais e em células humanas foram conduzidos para avaliar
os efeitos dos extratos e compostos das sementes de Pachyrhizus spp. Abid et al. (2006)
investigaram a atividade depressora dos extratos das sementes de P. erosus no sistema nervoso
central de camundongos albinos suigos. Os extratos, obtidos com etanol (EtOH) e cloroférmio
(CHCI5), foram testados quanto a toxicidade oral aguda, atividade sedativo-hipnotica, atividade
locomotora e coordenagdo muscular, bem como atividade ansiolitica. No teste de toxicidade
oral aguda, foram observadas mortes em doses a partir de 175 e 1000 mg kg™ para os extratos
etanolico e cloroformico, respectivamente. No teste de atividade sedativo-hipnética, o extrato
etanolico aumentou em 1075% a duracdo do sono induzido por pentobarbitona. Além disso, 0s
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extratos etandlicos na dose de 150 mg kg demonstraram atividade sedativa, relaxante
muscular, ansiolitica e antiagressiva.

Em estudos com células humanas, Leuner et al. (2013) avaliaram os efeitos citotoxicos
de compostos isolados de sementes de P. tuberosus em fibroblastos pulmonares humanos,
celulas de cancer de mama e células de céncer colorretal. Os extratos foram testados na
concentracéo de 400 pg gt em um ensaio colorimétrico MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5
difeniltetrazdlio). Compostos como rotenona, paquirrizina, neotenona, 12a-Hidroxidolineona e
12a-Hidroxirrotenona mostraram potencialidade contra células cancerosas, sendo a rotenona o
principal composto responsavel pela citotoxicidade.

Estrella-Parra et al. (2014) avaliaram a citotoxicidade e genotoxicidade de P. erosus em
células de leucemia humana in vitro. Os compostos rotenona, dolineona, 12a-
hidroxipaquirrizona e paquirrizina foram isolados das sementes e testados individualmente.
Enquanto os compostos dolineona, 12a-hidroxipaquirrizona e paquirrizina ndo apresentaram
efeito citotoxico, tanto os extratos de P. erosus quanto a rotenona isolada demonstraram
citotoxicidade em concentracdes especificas. A genotoxicidade induzida pela rotenona foi
observada ap6s uma hora de exposicao, resultando em morte celular, embora ndo tenha afetado
diretamente a estrutura do DNA.

E importante observar que as sementes de P. tuberosus sdo utilizadas tradicionalmente
por comunidades peruanas como purgantes para adultos e para aliviar a tosse (Balbin et al.
2005). No entanto, a ingestdo de 40 sementes pode causar sintomas graves, como vomitos,
diarreia, dispneia, tontura, convulsdes, bradicardia, arritmia, coma, inconsciéncia e até mesmo
levar a morte (De Wilde 1986; Narongchai et al. 2005; Patel 2011; Yu et al. 2020). Portanto, é
fundamental ter precaucéo ao lidar com essas sementes e considerar seus efeitos potencialmente
toxicos.

Outra area de pesquisa explorada envolveu o potencial dos extratos das sementes de P.
erosus como inibidores de plantas daninhas. Barbosa et al. (2018) conduziram um estudo sobre
o efeito alelopatico desses extratos na germinacéo de sementes de Euphorbia heterophylla L. e
Bidens pilosa L. Os extratos foram preparados em temperatura ambiente e fervidos em
concentragdes de 0, 25, 50 e 100%. Observou-se que 0s extratos mais concentrados e
preparados com fervura reduziram a taxa de germinacdo em 89-92% na concentracao de 25%
e 100%, respectivamente. Os extratos aquosos de P. erosus preparados em temperatura

ambiente exigiram quatro vezes mais material para obter o mesmo efeito dos extratos fervidos.
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Isso abre a possibilidade de investigar mais a fundo os efeitos alelopaticos desses extratos,
especialmente em relagdo a outras espécies de plantas daninhas.

E importante considerar a relacio entre o grau de toxicidade e o estagio de
amadurecimento das sementes. Duke (1981) sugeriu que as vagens e sementes de P. erosus
podem ser consumidas quando estdo imaturas, da mesma forma que se faz com o feijdo-vagem.
Isso foi corroborado pelo estudo de Villar (1991), que ndo detectou substéncias toxicas nas
sementes e vagens imaturas de P. tuberosus. A toxicidade foi observada apenas em vagens com
mais de 15 cm. Portanto, para serem seguras para 0 consumo humano, as vagens deveriam ser
imaturas e menores do que 15 cm. No entanto, o estudo de Silva et al. (2023) mostrou que havia
variacdo na toxicidade em sementes imaturas (de 5 a 100% nas formigas Pheidole sp.) de
diferentes gendtipos de Pachyrhizus. Ou seja, alguns gen6tipos, mesmo com sementes imaturas,
ja possuiam uma concentracéo significativa de compostos toxicos. I1sso também foi observado
por Kim et al. (2009), que extraiu 478.4 e 484,7 pg g de rotenona de sementes imaturas e
maduras, respectivamente. Além disso, ha relatos de casos em que a ingestdo de 80 sementes
imaturas levou uma pessoa a entrar em coma em Taiwan (Yu et al. 2020). Portanto, a maturacéo
das sementes ndo é garantia de seguranca, e a toxicidade pode variar entre diferentes gendtipos

da planta.

2.10 Rotenona

A rotenona é um composto poliaromatico com fomula molecular C23H220¢ € apresenta-
se como cristais incolores a acastanhados, com ponto de fusdo de 163 °C e ponto de ebulicdo
de 210 °C (PubChem 2021). N&o possui odor nem sabor (PubChem 2021). Essa substancia é
encontrada principalmente nas familias das leguminosas (Hayes e Laws 1991) e pode ser
extraida das folhas, flores, sementes, raizes e caules de varias plantas tropicais e subtropicais
dos géneros Tephrosia, Lonchocarpus, Derris ou Deguelia, com teores de rotenona variando
de 4, 5, 13 e 5-13%, respectivamente (Costa et al. 1999; Zhang et al. 2020).

A rotenona também pode ser extraida das folhas, vagens e sementes de Pachyrhizus spp.
(Villar 1991; Kim et al. 2009). O contetdo de rotenona nas sementes varia dependendo da
espécie (Tabela 6) e esta presente principalmente nos cotilédones (Villar 1991; Catteau et al.
2013).
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Tabela 6. Teores de rotenona nas sementes de Pachyrhizus spp.

Espécie Rotenona (mg g* b.s.) Referéncia

P. ahipa 0,58 Lautié et al. (2013b)

P erosus 1,13-3,53 Lautié et al. (2012); Lautié et al. (2013b)
P. panamensis 1,4 Lackhan (1994)

P. tuberosus 1,56-2,92 Lautié et al. (2013b)

Pequenas quantidades de rotenona foram encontradas nas raizes de P. tuberosus (0,14
ug mg™ na base seca) e ndo foi identificada rotenona e paquirrizina nas flores, penddnculos e
caules (Villar 1991). Contudo, foram encontrados teores de rotenoides nas flores (0,06 g por
100 g) (Santos et al. 1996) e nas folhas de P. erosus (75,1 pug g™ de massa seca), bem como nas
folhas de P. ahipa (78,8 ug g de m.s.) (Kim et al. 2009).

A rotenona bloqueia o transporte de elétrons no complexo | mitocondrial (Figura 9).
Como este transporte € responsavel pela producao de ATP, a sua interrupcao leva a uma dréstica
reducdo na producéo de energia celular (Huang et al. 2008; Leuner et al. 2013). O transporte
de elétrons é também conhecido como cadeia respiratdria mitocondrial e ocorre em cinco
complexos proteicos ha membrana interna da mitocéndria. O complexo | € o maior, com 43
subunidades, e possui uma estrutura complexa. A rotenona tem afinidade pela subunidade
PSST, impedindo o transporte de elétrons dentro do complexo. Isso impede que os elétrons
sigam a cadeia até serem transferidos para a coenzima Q10 (Figura 10) (Shuler e Casida 2001).
Além disso, o bloqueio do complexo | resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio
mitocondrial (MROS) e 6xido nitrico (NO). Ambos séo radicais livres que induzem estresse

oxidativo e ativam o mecanismo de apoptose celular (Huang et al. 2008; Leuner et al. 2013).

Complex | 1} ]|

fc(@
INTERMEMBRANE \C/

NADH

N
SUCCINATE
FUI

MATRIX 3 i
* H MARATE H

NAD ATP ADP + Pi

rotenone carboxin strobilurins  cyanide carbodiimides

Figura 9. Cinco complexos proteicos da cadeia respiratoria mitocondrial. No
complexo I, a NADH cede um elétron o qual é conduzido até o complexo IV. A
seu passo cria uma concentragdo de prétons no espaco intermembrana. O
complexo V traz de volta os protons para a matriz mitocondrial e se fabrica ATP.
Fonte: Shuler e Casida 2001.
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Figura 10. Complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial onde o elétron cedido
pelo NADH é conduzido até a coenzima Q10.
Fonte: Shuler e Casida 2001.

A rotenona possui uma ampla gama de agdes tdxicas, incluindo genotoxicidade e
citotoxicidade (Leuner et al. 2013; Estrella-Parra et al. 2014; Upegui et al. 2014). Ela também
demonstra ser piscicida (Crombie e Whiting 1998; Mascaro et al. 1998), inseticida, acaricida
(Béjar et al. 2000; Zubairi et al. 2015), viricida (Phrutivorapongkul et al. 2002), fungicida
(Barrera-Necha et al. 2004; De Lima et al. 2021; Silva et al. 2023) e bactericida (Silva et al.
2023). Além disso, possui potencial contra malaria, leishmania cutanea (Upegui et al. 2014) e
varias linhas de células tumorais, incluindo células cancerosas humanas (Leuner et al. 2013).

A rotenona é considerada um dos inseticidas botanicos mais toxicos a curto prazo e atua
como veneno de contato e estomacal (Wiesbrook 2004; Alecio et al. 2010). As doses letais em
peixes variam de 2,6 a 14,20 mg mL* (Mascaro et al. 1998). Em insetos, como as vaquinhas, a
dose letal é de 1,44 ul do extrato por grama do inseto (Alecio et al. 2010). Em seres humanos,
geralmente ndo ha efeitos sistémicos toxicos, pois a absorcao pelo trato gastrointestinal € baixa
(Castrique 2004).

A rotenona possui uma polaridade intermediaria, baixa solubilidade em &gua e alta
solubilidade em solventes organicos (Medeiros e Kanis 2010; D’Andrea et al. 2007).
Geralmente, sua extracdo é realizada com solventes como éter, acetona, hexano, acetonitrila
(CH3CN), metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetato de etila (AcOEt), diclorometano (CH2Cl>)
e cloroformio (CHCIs) (Ahmed 2001, Barrera-Necha et al. 2004; Menezes 2005; Lautié et al.
2013a). Trabalhos que utilizam solventes de menor polaridade, como EtOH, acetona e MeOH,

mostram que a extracdo da rotenona é mais eficiente (Corréa 2011; Zubairi et al. 2015). No



42

entanto, trabalhos que utilizam &gua como solvente também tém demonstrado eficacia
(Guimarées e Ticona-Benavente 2017; De Lima et al. 2021; Silva et al. 2023).

2.11 Extracgéo da rotenona

Dentre os métodos de extracéo de rotenona, os mais utilizados sdo: maceracdo, Soxhlet
(SOX), extracdo em fase solida (EFS), extragdo com liquido pressurizado (ELP), extracdo
acelerada com solvente (EAS), extragdo com fluido supercritico (EFSC), extracdo assistida por
micro-ondas (EAM) e extracdo ultrassonica (EUS) (Ong 2004; Sae-Yun et al. 2006; D’ Andrea
et al. 2007; Lautié et al. 2012).

A maceracao é um método que possui vantagens devido a sua simplicidade no manuseio
e na coleta das amostras (Zubairi et al. 2016). A amostra € colocada de molho no solvente em
temperatura ambiente por trés horas a trés semanas, e ap0s o periodo de extracdo, ocorre a
filtragem e a prensagem (Rodrigues et al. 2016; Zubairi et al. 2016). A maceracdo pode ser
realizada em repouso (estatica) e sob agitacdo (dindmica), sendo a segunda opg¢do mais eficiente
para a extracdo de compostos fenolicos (Cardoso et al. 2017).

No método Soxhlet (SOX), a amostra é continuamente imersa em um solvente puro
(De Castro e Garcia-Ayuso 1998). O solvente € aquecido, evaporado, condensado e reinserido
no cartucho pela forca da gravidade (De Castro e Garcia-Ayuso 1998). Para a extracao, séo
necessarios de 5 a 50 g de amostra sélida (Ahmed 2001). Sua vantagem € que permite repetidas
extracBes com o mesmo solvente, e ndo ha necessidade de filtrar o resultante (De Castro e
Garcia-Ayuso 1998). Por outro lado, esse método requer uma grande quantidade de solvente
(100-200 mL) e é o0 mais demorado para a extracdo (3—18 h) (Ahmed 2001; Ong 2004; Lautié
et al. 2013a). No processo Soxhlet, sdo utilizados solventes como EtOH, CH>Cl,, CHCl3,
MeOH, éter de petréleo, misturas de alcool e agua, entre outros (Scramin 1994; Ong 2004;
Lautié et al. 2013a).

A extracdo em fase solida (EFS) é capaz de extrair, separar, purificar e concentrar
solucBes (Jardim 2010). Nesse método, sorventes (50-500 mg) séo usados para reter os analitos
(Ahmed 2001). Os analitos ficam retidos nos sorventes e sdo lavados com solventes organicos,
sendo posteriormente recuperados por elui¢cdo (Jardim 2010). Para analitos com polaridade
intermediaria, como a rotenona, geralmente utiliza-se silica como sorvente, com solventes
como AcOEt, CH2Cl2 ou CHCI3 (Jardim 2010). No entanto, a desvantagem desse método é que
ele requer um volume amostral maior para obter uma recuperacdo ideal do analito (Jardim
2010).
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A extragdo com liquido pressurizado (ELP) é realizada sob temperatura de 80-200 °C e
pressdo de 10-20 bar, mantendo o solvente no estado liquido (Ong 2004). Uma das vantagens
desse método € o tempo de extracdo mais curto (20-40 min), a quantidade menor de solvente
necessaria (20-30 mL) e a maior solubilidade dos analitos no solvente (Ong 2004). A extracao
é geralmente realizada com CHCIz ou EtOH (Sae-Yun et al. 2006).

A extracdo acelerada com solvente (EAS) é realizada em temperaturas elevadas (80—
200 °C) e sob pressdes significativas (5-200 bar) (Ahmed 2001; Ong 2004). O tempo de
extracdo é relativamente curto, variando de 20 a 40 minutos (Ong 2004). Uma das vantagens
desse método € a maior solubilidade dos compostos, 0 que permite a redugdo do volume de
solvente necessario (20-40 mL) (Ong 2004). Além disso, a EAS é capaz de usar solventes com
diferentes polaridades (Ahmed 2001).

A extracdo com fluido supercritico (EFSC) envolve o uso de fluidos que tém coeficiente
de difusdo mais elevado, viscosidade mais baixa e densidade semelhante & dos liquidos, como
o dioxido de carbono (CO2) ou 0 MeOH (Ahmed 2001; Ong 2004). O método utiliza sorventes,
porém a extracdo e a purificacdo ocorrem em uma Unica fase (Ahmed 2001). Nesse método,
sorventes sdo empregados, mas a extracao e a purificacdo ocorrem em uma Unica fase (Ahmed
2001). Uma das vantagens desse método € que o fluido supercritico é altamente penetrante e
extrai os solutos mais rapidamente do que os liquidos (Ahmed 2001). No entanto, esse método
tem a desvantagem de permitir um volume limitado de amostra (30-100 mL) (Ahmed 2001,
Ong 2004).

Na extracdo assistida por micro-ondas (EAM), o sistema pode ser aberto ou fechado.
No sistema aberto a radiacdo é focalizada apenas na area exposta (Mandal et al. 2007). No
sistema fechado, a radiacdo é dispersa e nao uniforme, como nos fornos de micro-ondas
domeésticos (Mandal et al. 2007). Na EAM, as amostras sdo irradiadas no micro-ondas para
aquecimento (Ong 2004). Em seguida, sdo centrifugadas e os sobrenadantes sdo removidos para
analise cromatografica (Ahmed 2001). Assim como na ELP, a vantagem desse método é a
utilizacdo de uma quantidade reduzida de solvente (20-50 mL) e um tempo de extragdo mais
curto (10-40 min) (Ong 2004; Lautié et al. 2013a). O sistema fechado tem a vantagem de
permitir a extracdo simultdnea de varias amostras (Mandal et al. 2007). Para a extracdo por
EAM, sdo comuns o uso de MeOH, CHCl,, EtOH ou misturas de EtOH e agua (Ong 2004;
Lautié et al. 2013a).

Na extracdo ultrassonica (EUS), a energia das ondas sbnicas é convertida em energia

térmica (Sun et al. 2019). O calor resultante desnatura as proteinas, rompe as células vegetais
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e, consequentemente, libera os compostos ativos (Sun et al. 2019). Isso aumenta o rendimento
e reduz o tempo de extragdo (Vinatoru 2001). Além da energia térmica, o ultrassom cria um
efeito mecanico devido a vibracdo de alta frequéncia, facilitando a penetragdo do solvente no
tecido vegetal (Sun et al. 2019). O ultrassom causa menos danos aos compostos ativos e requer
baixo consumo de energia (Sun et al. 2019).

A EUS pode ser combinada com a maceracdo para aumentar a eficiéncia da extragéo
(Vinatoru 2001). O tratamento geralmente dura entre 20 e 45 minutos (Sun et al. 2019). Para
isoflavonoides, a extracdo em EtOH (71,35%) leva aproximadamente 49 minutos (Wu et al.
2012). Quanto menor o tamanho das particulas da amostra, melhor sera a extracdo (Sun et al.
2019).

Phrutivorapongkul et al. (2002) empregaram o método de maceracao nas sementes de
P. erosus. As sementes foram primeiro secas, moidas e o po resultante foi macerado
repetidamente por 45 dias com cicloexano, CHCIs e EtOH (95%). Em seguida, o solvente foi
evaporado. O extrato com CHCIs permitiu a extragdo dos compostos desidroneotenona,
dolineona, 12a-hidroxidolineona, 12a-hidroxipaquirrizona, 12a-hidroxirrotenona, neotenona,
paquirrizina, paquirrizona e rotenona.

Barrera-Necha et al. (2004) também utilizaram a técnica de maceragdo para extrair
componentes tdxicos das sementes de P. erosus. No processo de extracdo, o pé das sementes
foi macerado em solventes como CH:Cl,, acetona e hexano por 48 horas em temperatura
ambiente, em concentragdes de 0,5, 2, 5 e 10 mg mL™. Posteriormente, os extratos foram
concentrados em um evaporador rotativo. O CH2Cl. possibilitou a extragdo dos compostos
rotenona, erosona, paquirrizona, delineona e paquirrizina, enquanto a desidroneotenona foi
extraida no solvente acetona.

Kim et al. (2009) utilizaram o método de maceracdo para extrair rotenona de folhas,
sementes imaturas e sementes maduras de P. erosus e P. ahipa. Os autores maceraram as
amostras nos solventes MeOH, EtOH, CHCls, CH3CN e n-hexano por dois dias a uma
temperatura ambiente de aproximadamente 29 °C, na concentragdo de 1:10. Os resultados
demonstraram que o o CHCIz extraiu 3,6 vezes mais rotenona nas folhas de P. ahipa (78,8 ug
gldem.s.)eP.erosus (75,1 pg gt de m.s.) em comparagdo com outros solventes. Nas sementes
maduras de P. erosus, 0 CHCIz extraiu duas vezes mais rotenona do que o0 MeOH (484,7 e 236
ug g1, respectivamente). Nas sementes imaturas, o CHCI3 extraiu 3,2 vezes mais rotenona do
que o MeOH (478,4 e 148,1 ng g?, respectivamente). Entre todos os solventes testados, o

cloroférmio mostrou ser o mais eficaz na extracdo da rotenona.
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Lautié et al. (2012), por outro lado, utilizaram o método de Soxhlet (SOX) para extrair
arotenona de sementes de P. erosus e P. ahipa. Para a extracdo, o p6 das sementes foi misturado
com CH2Cl> na proporcéo de 1:200, e o extrato seco resultante foi mantido a uma temperatura
de -18 °C. O uso de diclorometano em SOX possibilitou a extracdo de 90% da rotenona apos
80 ciclos, o que equivale a cerca de 8 horas. A quantidade extraida variou de 1,13 a 2,76 mg g’
! na base seca em diferentes acessos de P. erous e P. ahipa (Lautié et al. 2012).

No método de extracdo ultrassonica (EUS), Lautié et al. (2012) misturaram po de
sementes de P. erous e P. ahipa com CH>Cl2 na proporgdo de 1:70. A extracdo foi realizada
quatro vezes, e entre cada uma, a amostra foi filtrada e reextraida com solvente. Nao foi
suficiente quatro ciclos (30 min) de ultrassom para extracdo completa de rotenona.

Lautié et al. (2013a) compararam os métodos EAM e SOX em sementes de P. erosus e
P. ahipa. A extracdo foi realizada quatro vezes, e entre cada extracdo, a amostra foi filtrada e
reextraida com solvente. No entanto, ndo foi suficiente realizar quatro ciclos de ultrassom com
duragéo de 30 minutos cada para uma extracdo completa da rotenona.

Lautié et al. (2013b) empregaram o método de extracdo assistida por micro-ondas
(EAM) para extrair rotenona e paquirrizina de diferentes acessos de P. erosus, P. ahipa, P.
tuberosus e hibridos P. ahipa x P. tuberosus. Para a EAM, eles seguiram as mesmas condi¢des
utilizadas em Lautié et al. (2013a). A extracdo e a purificacdo por extracdo em fase solida (EFS)
duraram de 30 a 35 minutos. Esse método extraiu 99,42% de rotenona (3,53 mg g*) e 98,68%
de paquirrizina (3,29 mg gb).

Leuner et al. (2013), por sua vez, utilizaram o método Soxhlet (SOX) com purificacdo
em EFS para extrair e isolar compostos de sementes de P. tuberosus. Primeiro, as sementes
foram secas a 60 °C, moidas e armazenadas em um recipiente livre de oxigénio e no escuro.
Em SOX, os autores empregaram o solvente MeOH a 90% por 60 minutos. Esse método extraiu
rotenona, erosona, 12a-hidroxierosona, 12a-hidroxidolineona, 12a-hidroxirrotenona, neotenona
e paquirrizina das sementes de P. tuberosus.

Outro fator importante a considerar na extracdo da rotenona € a temperatura, uma vez
que altas temperaturas podem promover a degradacdo da rotenona em sementes de Pachyrhizus
spp. (Catteau et al. 2013; Lautié et al. 2013b). Além disso, a radiacdo solar e a exposicao a luz
ultravioleta também podem causar degradacdo da rotenona em um periodo que varia de 10
minutos a 2,5 dias (Cabizza et al. 2004; Chen et al. 2009) ou até quatro dias (Cabras et al.
2002).
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Um estudo que investigou minuciosamente a sensibilidade da rotenona ao calor foi
conduzido por Catteau et al. (2013). Neste estudo, eles examinaram os efeitos da secagem,
torrefacdo, fervura e fritura em sementes de P. erosus em diferentes condicbes: sementes
inteiras, sementes descascadas e farinha de sementes inteiras. A secagem foi realizada em uma
estufa a 105 °C por 12 horas. A torrefacédo foi feita em placas aquecidas a 95 °C por 1 hora. A
fervura ocorreu a 100 °C por 3 horas (10 g de sementes para 500 mL de &gua). A fritura foi
realizada com 10 mL de 6leo a 190 ° C por 1 minuto e 30 segundos. Os resultados deste estudo
indicaram que a secagem e a torrefacdo das sementes inteiras causaram uma degradacdo de
aproximadamente 80% na rotenona. Na fervura, houve uma degradacéo de 23%, que aumentou
para 65% em sementes descascadas, e esse valor pode variar dependendo da resisténcia dos
tegumentos em diferentes espécies de Pachyrhizus.

Lautié et al. (2012) investigaram a estabilidade da rotenona em uma solucéo contendo
MeOH (0,5 mg mL™) ao longo de um periodo de 0,5 a 42 dias. Eles descobriram que a rotenona
foi degradada em 25% quando exposta a temperaturas de 70 °C por trés horas no escuro. Por
outro lado, amostras armazenadas a -18 °C no escuro sofreram uma degradacdo de apenas
0,32% ao longo de 42 dias. E recomendavel retirar essas amostras do freezer 20 minutos antes
da anélise para que possam alcancar a temperatura ambiente de 25 °C. Vale ressaltar que
solugdes de rotenona em solventes organicos podem oxidar e mudar de cor, passando de
amarelas para laranjas e, eventualmente, vermelhas quando expostas a luz e ao ar (PubChem
2021).

2.12 Teste de progénies

Os testes de progénies sdo amplamente utilizados no melhoramento de plantas com o
objetivo de avaliar o genétipo dos progenitores com base nas caracteristicas fenotipicas de seus
descendentes (Allard 1971). Isso permite a selecdo genotipica de progenitores com
caracteristicas desejadas para futuros cruzamentos. Além disso, os testes de progénies também
podem ser Uteis para a conservacdo de populacbes e para reduzir a frequéncia de alelos
recessivos indesejados (Shimizu et al. 1982; Borém e Miranda 2005).

No primeiro caso, em que se deseja avaliar e selecionar progenitores com base em
caracteristicas especificas, o teste de progénies é realizado seguindo um delineamento
experimental (Borem e Miranda 2005). Por outro lado, no segundo caso, em que 0 objetivo é a

conservacao genética, as sementes sdo semeadas em parcelas unicas, sem a necessidade de um
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delineamento especifico. O melhorista avalia o desempenho das progénies e seleciona aquelas
que se destacam em relacdo ao carater desejado (Borém e Miranda 2005).

Para a coleta de sementes destinadas aos testes de progénies, € fundamental acompanhar
0 periodo de floracdo das plantas para garantir o controle adequado (Shimizu et al. 1982). A
coleta deve ser realizada quando a maioria das plantas estiver em fase de reproducéo, garantindo
a representatividade das progénies (Shimizu et al. 1982). Esse cuidado na coleta é essencial

para obter resultados precisos e confiaveis nos testes de progénies.

2.13 Indice de selecdo

Os indices de selecdo desempenham um papel importante em programas de
melhoramento de plantas, pois permitem a avaliacdo e selecdo de varias caracteristicas
simultaneamente, reunindo caracteristicas desejaveis com interesse econémico e agrondmico.
Isso é especialmente Util para evitar a rejeicdo de genotipos pelos agricultores e aumentar o
sucesso dos programas de melhoramento (Coimbra et al. 2000; Cruz e Regazzi 2004).

Os primeiros indices de selecdo que avaliavam duas ou mais caracteristicas genotipicas
e fenotipicas com base na variancia e covariancia foram propostos por Smith (1936) e Hazel
(1943). No entanto, esses métodos eram menos eficientes quando havia grandes erros amostrais
(Cruz e Carneiro 2006). Para contornar esse problema, Williams (1962) introduziu o conceito
de indice de selecdo ponderado, onde pesos econdmicos eram atribuidos as caracteristicas. No
entanto, essa abordagem tinha a desvantagem de que os valores dos pesos econdémicos podiam
variar constantemente no mercado, e algumas caracteristicas ndo tinham um valor econdmico
bem definido (Teixeira et al. 2012).

Uma abordagem mais simples para estimar um indice de sele¢do foi proposta por
Mulamba e Mock (1978), conhecida como indice da soma de postos (ranks). Nesse método, 0s
gendtipos sdo classificados para cada caracteristica individualmente, de acordo com seu
desempenho, do primeiro ao ultimo lugar. Em seguida, as classificacGes das caracteristicas de
interesse sdo somadas, e 0s genotipos com as menores somas sdo considerados 0s mais
promissores. Esse indice hierarquico ajuda a ordenar os genotipos de acordo com sua adequacéo

para selecdo (Ramalho et al. 2012).
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2.14 Complexo Ralstonia solanacearum

O complexo Ralstonia solanacearum é composto por bactérias aerébias gram-negativas,
anteriormente conhecidas como Pseudomonas solanacearum (Kurozawa e Pavan 1997). Essas
bactérias sdo caracterizadas por sua forma de bastonete e tém dimensdes que variam de 0,5-0,7
pum de largura a 1,5-2,5 um de comprimento (Lopes e Santos 1994).

Dentro desta espécie, foram identificadas cinco ragas distintas, considerando as reagoes
diferenciadas em seus hospedeiros (Buddenhagen et al. 1962). Além disso, foram descritas seis
biovares, levando em consideracdo a capacidade de metabolizacdo de dissacarideos e alcool
(Hayward 1994). Mais recentemente, com base na analise da sequéncia genémica, esses
biovares foram agrupados em quatro grupos genéticos de cepas, conhecidos como filotipos
(Prior e Fegan 2005).

Os biovares 3, 4 e 5 pertencem ao filotipo | e suas cepas sdo predominantemente
encontradas na Asia. Os biovares 1, 2A* e 2T* fazem parte do filotipo 1l (II1A e I1IB) e sdo
isolados principalmente na Ameérica. Os biovares 1 e 2T estdo associados ao filotipo 111 e sdo
comuns na Africa. Por fim, os biovares 1, 2 e 2T pertencem ao filotipo IV, e suas cepas sdo
encontradas no arquipélago da Indonésia (Fegan e Prior 2005; Prior e Fegan 2005).

Com base em analises polifasicas que incluem caracteristicas genéticas, morfoldgicas,
fisiologicas e ecoldgicas, Safni et al. (2014) propuseram a divisdo do complexo Ralstonia
solanacearum em trés espécies distintas: Ralstonia pseudosolanacearum, R. solanacearum e R.
syzygii. Essa proposta foi apoiada por Prior et al. (2016), que realizaram comparacdes
gendmicas e protedbmicas.

De acordo com essa reclassificacdo, os filotipos | e Il foram categorizados como
pertencentes a espécie R. pseudosolanacearum, enquanto o filotipo 1l foi associado a espécie
R. solanacearum. O filotipo IV foi subdividido em trés subespécies: R. syzygii subsp. syzygii
subsp. nov., R. syzygii subsp. indonesiensis subsp. nov. e R. syzygii subsp. celebesensis subsp.
nov. (Safni et al. 2014; EPPO 2021).

No Brasil, foram identificados os filotipos | e Il (Santiago et al. 2017), que s&o os
principais agentes causadores de doencas em plantacdes de solanaceas nas regides Norte e
Nordeste do pais (Coelho Netto et al. 2004; Santiago et al. 2017). Essas bactérias apresentam
alta variabilidade genética e tém a capacidade de sobreviver no solo mesmo na auséncia de
hospedeiros, resistindo a diferentes estresses abidticos (Salanoubat et al. 2002; Coelho Netto et
al. 2003).


https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1469-8137.2010.03397.x#b38
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1469-8137.2010.03397.x#b38
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1469-8137.2010.03397.x#b38
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O patdgeno Ralstonia solanacearum causa a murcha bacteriana em plantas, e sua
infecgdo ocorre principalmente por meio de raizes emergentes e ferimentos nas raizes causados
por praticas culturais (Vasse et al. 1995; Kurozawa e Pavan 1997). Apds a entrada no sistema
radicular, a bactéria penetra nos espacos intercelulares e coloniza o xilema (Genin 2010). Uma
vez estabelecida no xilema, a bactéria comecga a produzir exopolissacarideos (EPS), que
obstruem a circulacdo da seiva bruta, resultando na murcha e eventual morte da planta (Genin
2010). Apos completar seu ciclo de vida na planta hospedeira, a bactéria retorna ao solo, onde
pode sobreviver como um organismo saprofitico até infectar um novo hospedeiro (Genin e
Boucher 2002).

Os sintomas da murcha bacteriana geralmente se tornam visiveis cerca de cinco a seis
dias ap0s a inoculacdo (Genin e Boucher 2002) e podem afetar a planta em qualquer estagio de
desenvolvimento (Lopes 2015). A murcha bacteriana comeca tipicamente nas folhas superiores
da planta e se propaga em direcdo ao colo, resultando no murchamento completo e na morte da
planta em dois a quatro dias (Kurozawa e Pavan 1997). E importante observar que, ao contrario
de algumas outras doencas de plantas, a murcha bacteriana ndo causa amarelecimento das
folhas, mas sim a descoloracdo vascular (Becker et al. 2016). Essa doenca pode causar perdas
significativas na safra, chegando a 100% em &reas com historico de cultivo afetado e cerca de
40% em &reas recém-desmatadas (Coelho Netto et al. 2004).

Tem sido observado que o controle quimico da murcha bacteriana ndo é
economicamente vidvel nem eficaz (Lopes 2015). Os dois métodos mais eficientes no controle
dessa doenca sdo 0 manejo preventivo, que se baseia no principio da exclusao, e o controle
genético, que envolve o plantio de variedades adaptadas e resistentes (Baptista et al. 2007).
Além disso, a rotacdo de culturas com culturas como sorgo, milho e cana-de-agtcar, bem como
0 uso de pastagem, sdo praticas recomendadas para reduzir a incidéncia da doenca (Kurozawa
e Pavan 1997).

Na literatura, ha varios estudos que exploram o uso de biocontrole e extratos vegetais
no controle de R. solanacearum. Por exemplo, Rocha e Moura (2013) utilizaram rizobactérias
como Streptomyces spp., Bacillus spp. e Pseudomonas sp. no tratamento de sementes antes do
plantio, o que resultou em uma reducédo de até 74% no progresso da murcha bacteriana. Além
disso, 0 uso de fungos antagonistas da bactéria, como Trichoderma harzianum, T. virens e T.
koningiide, demonstrou a capacidade de reduzir a bactéria em até 97% in vitro (Guo et al. 2021).

Também foram conduzidos testes utilizando varios antibioticos no controle dessa

bactéria in vitro. Rossato (2016) avaliou 16 antibidticos no controle de 48 isolados de quatro
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biovares de R. solanacearum (1, 2A, 2T e 3) e descobriu que a Tetraciclina® inibiu o
crescimento da bactéria. Além disso, Martins e Ticona-Benavente (2018) testaram a
Tetraciclina® em doses de 60, 120 e 240 mg L%, sendo que a dose mais alta conseguiu controlar

em até 80% o crescimento bacteriano de R. solanacearum in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Selecionar progénies de feijdo-macuco (Pachyrhizus spp.) com elevada produtividade

de sementes e toxicidade para Ralstonia solanacearum.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a produtividade de sementes de nove progénies selecionadas de feijdo-macuco,
cultivadas com tutoramento em terra firme na Amazonia Central.

Avaliar a bioatividade de extratos de sementes de nove progénies de Pachyrhizus spp.
no controle in vitro de Ralstonia solanacearum, utilizando trés métodos: cultivo de bactérias
em meio liquido com contagem de células em Camara de Neubauer, cultivo de bactérias em
meio liquido com contagem por espectrofotometria e cultivo em meio sélido com difusdo em
disco.

Selecionar progénies com elevada produtividade e bioatividade para o controle de

Ralstonia solanacearum e Sclerotium rolfsii Sacc.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Etapa I. Teste de progénies para produtividade de sementes

O trabalho foi realizado na Estacdo Experimental Dr. Alejo Von Der Pahlen do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), localizada no km 14 na c em Manaus, Amazonas.
O clima da regido é tropical umido (Af), seguindo a classificagdo de Koppen-Geiger (Alvares
et al. 2013), com uma estagdo seca pronunciada de junho a outubro e um periodo chuvoso de
novembro a maio (OMM 2022). A pluviosidade média anual é de 2300 mm, e a temperatura
média anual é 27,4 °C (OMM 2022). O solo é classificado como Espodossolo, com textura
arenosa e pH 4,8 (Anexo A).

Foram utilizadas sementes de nove progénies de feijao-macuco: P1, P5, P14, P15, P20,
P23, P46, P61 e P64. Essas progénies foram selecionadas devido a sua elevada toxicidade
contra Sclerotium rolfsii (De Lima et al. 2021). Para o plantio, foram selecionadas as sementes
de cor bege de P1, P5, P14, P15, P20, P23 e P64, marrom de P46 e vermelha de P61. Todas as
sementes provenientes do Banco de Germoplasma do INPA.

A é&rea experimental foi preparada com o uso de um trator. Primeiramente, o trator
pesado (Massey e Fergusson 250X) passou trés vezes, seguido pelo microtrator (Yanmar TC-
14), que passou uma vez, criando sulcos separados por 1 m. Posteriormente, uma adubacéo
mineral foi aplicada a cada metro linear, com N-P-K (0-40-40 kg hal), seguindo a
recomendacdo de Stamford et al. (1999), juntamente com a aplicacdo de calcério dolomitico (2
t hal).

Para a semeadura, as sementes foram submersas em agua a temperatura ambiente por
24 h. A semeadura ocorreu em copos de 300 mL, usando substrato (Tropstrato HT Hortalicas
— Vida Verde®), no dia 12/04/2021. Ap6s 30 dias, as mudas foram transplantadas para o campo,
seguindo o delineamento de blocos completamente casualizados com nove tratamentos
(progénies), quatro repeticbes e quatro plantas por parcela, totalizando 144 plantas. Cada

parcela foi disposta em fileira dupla com espacamento de 1 x 1 m (Figura 11).
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Figura 11. Planti
Fonte: Ticona-Benavente. Foto tirada em 2021 na Estagdo
Experimental Dr. Alejo Von Der Pahlen do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia (INPA), Manaus, Amazonas.

As plantas foram tutoradas com estacas de gliricidia (Gliricidia sepium (J.) K.) de 2,5
metros por cova (Figura 11). As estacas foram amarradas em arame galvanizado (n° 12),
previamente esticado e sustentado por bambu (Bambusa vulgaris S.), ao longo da leira, a uma
altura de 2 m. A capina foi realizada a cada 15 dias. A irrigacdo ocorreu somente no primeiro
més apos o transplante para o campo.

A colheita das vagens foi realizada cinco meses ap6s o plantio. Houve um total de trés
colheitas nos dias 05/10/2021, 20/10/2021 e 10/11/2021. Os caracteres foram avaliados por
parcela, incluindo a massa total de vagens e de sementes (g), comprimento (cm) e largura (cm)
das vagens, massa das vagens sem sementes (g), massa de 100 sementes (g) e a produtividade
(t ha'l). Para o comprimento e largura das vagens, foram utilizadas 10 vagens e a média foi
calculada.

4.2 Etapa Il. Teste de progénies no controle in vitro de Ralstonia solanacearum

O teste de progénies no controle in vitro de Ralstonia solanacearum foi conduzido em
trés métodos diferentes para avaliar a bioatividade dos extratos de feijdo-macuco: i) contagem
de células em Camara de Neubauer, ii) leitura de absorbancia em espectrofotdmetro e iii)
difusdo em disco em meio solido. Esses experimentos foram realizados no Laboratorio de
Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da Amazonia e no Laboratdrio de Melhoramento
de Hortaligas do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizado no campus
I11 do INPA, em Manaus, Amazonas.

Foram utilizadas sementes de nove progénies de feijao-macuco: P1, P5, P14, P15, P20,
P23, P46, P61 e P64 da safra de 2021 (Etapa I). Para os testes, as sementes foram selecionadas

uma a uma e separadas por cor, totalizando 16 amostras, cada uma com 20 gramas (Tabela 7).
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Essas sementes estavam armazenadas em sacos plasticos herméticos na geladeira (~5 °C) por

0ito meses.

Tabela 7. Sementes de Pachyrhizus spp. utilizadas para o teste de toxicidade sobre

Ralstonia solanacearum.

Progénie/cor Codigo
P1 bege P1lb
P1 vermelha Plv
P5 bege P5b
P5 vermelha P5v
P14 bege P14b
P14 vermelha Pl4v
P15 bege P15b
P20 bege P20b
P23 bege P23b
P23 vermelha P23v
P46 bege P46b
P46 vermelha P46v
P46 marrom P46m
P61 bege P61b
P61 vermelha P61lv
P64 bege P64b

As sementes passaram por um processo de esterilizacdo superficial, que envolveu a
seguinte sequéncia de etapas: imersdo em alcool (70%) por cinco minutos, imersdo em agua
sanitaria comercial (com teor de cloro ativo entre 2 a 2,5% p/p) por cinco minutos, seguida de
dez lavagens com 4&gua destilada autoclavada a 120 °C e 1 atm (agua esterilizada).
Posteriormente, as sementes foram cuidadosamente secas com papel toalha, e entdo foram
armazenadas em envelopes de papel aluminio (12 x 12 cm). Esses envelopes foram submetidos
a uma estufa a 50 °C por 48 horas para a completa secagem das sementes. Apos a secagem, as
sementes foram trituradas em moinho de bolas (SCH-MM 400) por cinco minutos, com
frequéncia de 15 Hz s*. O po resultante foi acondicionado em embalagens plasticas com fecho
hermético, previamente tratadas com luz ultravioleta (UV) por 20 minutos. As embalagens
foram inseridas dentro dos envelopes de aluminio para protege-las da luz e em seguida,
mantidas em um freezer a -17 °C.

Foi utilizado um isolado de R. solanacearum (Filotipo Il, hospedeiro: Solanum
lycopersicum), proveniente da Colecdo do Laboratdrio de Fitopatologia do INPA. As bactérias

estavam em estado de dorméncia em &gua esterilizada, mantida a uma temperatura de 20 °C.
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Para ativas as bactérias, elas foram cultivadas em placas de Petri contendo meio LPGA,
composto por 5 g de extrato de levedura (Kasvi®), 5 g de peptona (Himedia®), 5 g de glucose
(Biotec®) e 15 g de agar (Agargel®) por litro de 4gua destilada (Kpémoua et al. 1996). As placas
foram incubadas em uma incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 28 °C por 48

horas antes do inicio dos testes.
4.2.1 Contagem de células em Camara de Neubauer

Para a obtencdo dos extratos de sementes de feijao-macuco, inicialmente, o p6 das
sementes foi misturado com &gua esterilizada em erlenmeyers de 250 mL, seguindo a propor¢éo
de 1:10 (massa/volume). Essa mistura foi mantida a uma temperatura de 10 °C por 48 horas.
Apos o periodo de maceracdo, a mistura foi retirada da geladeira e submetida a um processo de
purificacdo por meio de papel filtro com porosidade de 3,0 um. Com isso, obteve-se 40 mL de
volume final (vf) apds a filtragem.

As amostras filtradas na proporcao 1:10 foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL
e submetidas a uma centrifugacdo a 5.500 rpm e 25 °C por 15 minutos, utilizando uma
centrifuga Megafuge™ 16. Na camara de fluxo laminar, o sobrenadante foi removido e passou
por uma filtragem adicional usando seringas estéreis de 20 mL equipadas com filtros do tipo
milipore de 0,45 pm e 0,22 pm. Os extratos filtrados foram armazenados em erlenmeyers
estéreis de 125 mL, vedados com algodao e papel aluminio, e posteriormente congelados em
um freezer a-17 °C.

Adicionalmente, foram preparados meios LPG (compostos por 5 g de extrato de
levedura, 5 g de peptona, 5 g de glicose por litro de dgua destilada, pH 7) em erlenmeyers de
125 mL, que foram posteriormente vedados com algodao e papel aluminio. Esses meios foram
autoclavados e mantidos em uma &rea de fluxo laminar a espera dos testes.

Dois experimentos foram conduzidos. No primeiro experimento, foram utilizados 16
extratos de sementes de feijdo-macuco, conforme listados na Tabela 7, na concentracdo de
0,5%, juntamente com cinco tratamentos de controle. Os tratamentos de controle consistiram
em Tetraciclina® nas concentragdes de 200, 240 e 300 mg L, meio LPG com indculo
padronizado de R. solanacearum e meio LPG sem in6culo. O segundo experimento foi
semelhante ao primeiro, exceto pela concentragéo dos extratos, que foi de 5%.

Ap0s 12 horas, no dia seguinte a filtragem dos extratos, as amostras foram retiradas do
freezer para descongelar a temperatura ambiente. Os extratos na proporg¢édo 1:10 foram diluidos
no meio LPG de modo a alcangar concentragOes finais de 0,5% e 5%. Para a preparacéo das

doses do antibidtico, capsulas de 500 mg foram utilizadas e diluidas em 20 mL de agua
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esterilizada, seguido de diluicdo em meio LPG para alcangar as concentracdes finais de 200,
240 e 300 mg L1, Cada erlenmeyer continha um volume final de 20 mL.

As bactérias previamente cultivadas em meio LPGA foram padronizadas através de uma
suspensdo de inoculo utilizando um mL do meio LPG (Oliveira e Vidor 1984). Cada erlenmeyer
contendo meio LPG e os diferentes tratamentos recebeu uma concentragdo bacteriana de 1 x
106 células mL™:, cuja contagem foi realizada em uma Camara de Neubauer.

Os erlenmeyers inoculados foram entdo colocados em uma incubadora shaker (modelo
SL 221/E) a 150 rpm e mantidos a temperatura de 25 °C. Foram coletadas aliquotas de um mL
em quatro momentos distintos: zero hora, seis horas, 12 horas e 24 horas apds a inoculacdo. A
coleta das amostras foi realizada utilizando uma pipeta automatica (100:1000 pL) com ponteira
de um mL, sendo que as amostras foram armazenadas em microtubos e mantidas em um freezer
a-17 °C.

A contagem das bactérias foi realizada ap6s a concluséo das coletas. As amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente, e uma gota da amostra foi inserida em uma Camara de
Neubauer para a contagem, que foi efetuada sob um microscopio com objetiva de 40x/0,65.
Para as amostras de zero hora, assumiu-se uma concentracio bacteriana padrio de 1 x 10°

células mL™,
4.2.2 Leitura de absorbancia em espectrofotometro

O experimento foi conduzido utilizando uma placa de microtitulacdo do tipo Elisa
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) com 96 pocos de fundo chato, sendo considerado um
po¢co como a unidade experimental. Antes do uso, a placa foi previamente tratada com luz
ultravioleta (UV) por um periodo de 20 minutos. O delineamento experimental adotado foi o
completamente casualizado, com um total de 38 tratamentos e quatro repeticdes.

Os tratamentos utilizados foram os mesmos mencionados no item 4.2.1, incluindo duas
concentracdes dos extratos de sementes de feijdo-macuco (SFM) (0,5% e 5%), seis tratamentos
de controle (Tetraciclina® nas doses de 200, 240 e 300 mg L%, meio LPG + indculo padronizado
de R. solanacearum, meio LPG sem in6culo e &gua esterilizada) e quatro leituras no
espectofotdbmetro, realizadas nos seguintes momentos: zero, seis, 12 e 24 horas apds a
inoculagéo.

As amostras, que consistiam em microtubos coletados conforme descrito no item 4.2.1,
foram descongeladas a temperatura ambiente apds terem sido armazenadas no freezer a -17 °C

por um periodo de 15 dias. Cada poco da placa de microtitulagdo recebeu 100 pL do tratamento
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correspondente. A absorbancia das amostras foi medida utilizando um espectrofotometro iMark
Microplate Reader, com comprimento de onda configurado para 595 nm.

4.2.3 Difusé@o em disco em meio sélido LPGA (levedura-peptona-glucose-agar)

Os extratos foram avaliados utilizando a técnica de difusdo em disco de Kirby-Bauer
(1966). O meio de cultura LPGA (5 g de extrato de levedura, 5 g de peptona, 5 g de glucose,
15 g de &gar para um litro de agua destilada, pH 7) (Kpémoua et al. 1996) foi preparado e
vertido em placas de Petri de 90 mm, com aproximadamente 25 mL de meio em cada placa.
Apbs o resfriamento do meio, foi adicionada uma aliquota de 1 mL do indculo padronizado
(meio LPG + 10° UFC mL™ de R. solanacearum) em cada placa usando uma pipeta.

O delineamento experimental adotado foi completamente casualizado, com um total de
22 tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos incluiram as 16 amostras de SFM a 5%
(conforme descrito na Tabela 7) e seis tratamentos de controle, que consistiram em diferentes
doses do antibidtico Tetraciclina® (200, 240 e 300 mg L), meio LPG + in6culo padronizado
de R. solanacearum e agua esterilizada. No centro de cada placa, também foi adicionado um
disco de controle contendo o antibiético na dose de 300 mg L.

Os extratos, que estavam armazenados congelados na concentracdo de 1:10 (conforme
descrito no Item 4.2.1), foram descongelados a temperatura ambiente. Tanto 0s extratos quanto
0 antibiotico foram diluidos em &gua esterilizada para atingir as concentrac@es finais desejadas
(volume final= 20 mL). Essas solucdes foram preparadas em tubos de vidro de 50 mL
previamente esterilizados.

Cada placa de Petri recebeu cinco discos de papel filtro embebidos individualmente nos
tratamentos, considerando um disco como uma unidade experimental. Os discos, com didmetro
de 5,5 mm, foram confeccionados a partir de papel filtro cortado com um perfurador de papel
e acondicionados em tubos Falcon de 50 mL, os quais também foram autoclavados. Para a
manipulacdo dos discos, foram utilizadas pincas de aco inoxidavel previamente esterilizadas.

A avaliacdo dos resultados incluiu a medigcdo dos halos de inibicdo e dos halos de
estimulo, os quais foram medidos com o auxilio de um paquimetro digital. Para cada medida,
foram registradas duas leituras (Figura 12), sendo a média utilizada para andlise. O halo de
inibicdo foi calculado como a diferenca entre o diametro total do halo e o didmetro do disco
(5,50 mm). As avaliacdes foram realizadas em intervalos de tempo de seis, 12, 24 e 48 horas

apos a inoculagéo.
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Halo de
estimulo

Halo de
inibicdo

Figura 12. Esquema de avaliagdo dos halos de inibicdo e estimulo em
meio LPGA.
Fonte: Adaptado de Stephanie 2009.

4.3 Etapa I11. Selecédo de progénies de feijdo-macuco

Para realizar a selecdo em nivel de progénie, foram calculadas as médias dos resultados
dos extratos inicialmente separados pela cor das sementes (por exemplo, para a progénie P1, a
média foi calculada como (P1b + P1v) / 2, onde P1b representa os resultados das sementes de
cor bege e P1v representa os resultados das sementes de cor vermelha). As progénies foram
selecionadas com base na menor soma dos postos do indice Mulamba e Mock para os seguintes
caracteres:

i) Produtividade de sementes (t ha™) — Esses dados foram obtidos na Etapa I;

ii) Numero de células bacterianas em Camara de Neubauer — Medido para os extratos
de feijdo-macuco a 0,5% em 24 horas na Etapa II.

iii) Toxicidade contra S. rolfsii — Utilizando os dados de De Lima et al. (2021)
relacionados ao potencial fungicida.

A selecdo das progénies foi realizada com base na menor soma dos postos desses trés
caracteres, onde as progénies com menores somas de postos foram consideradas as mais

promissoras para 0s objetivos deste estudo.

4.4 Andlise estatistica

Para identificar a progénie mais toxica e produtiva de gréos, os dados foram submetidos
a andlise da variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de comparacao de
médias de Duncan (P<0.05). Todas as analises foram conduzidas utilizando o procedimento
PROC GLM do software SAS 9.4 (SAS Institute Inc, Cary, NC, 2013). A Figura 13 ilustra as
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etapas metodoldgicas seguidas para realizar essa andlise estatistica e identificar as progénies
mais promissoras em termos de toxicidade e produtividade de graos.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
9 progénies 9 progénies Selegdo
Experimento de Experimer}tp de Progénies
campo laboratério promissoras
|
[ [ |
. Teste de contagem de - Teste de difusdo em
Produtividade de células Teste de absorbancia disco
sementes 0
Camara de Neubauer Espectrofotometro Meio solido
— Extratos a 5% —— Extratos a 5% \— Extratos a 5%
— Extrato a 0,5% — Extratos a 0,5%

Figura 13. Fluxograma de etapas metodoldgicas.
Fonte: Autora 2022.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Etapa |I. Teste de progénies pela produtividade de sementes

Neste estudo, considerou-se a implementacdo de praticas fitotécnicas como a aragéo
profunda da terra, o tutoramento e a adubacdo como estratégias para avaliar o potencial
produtivo das progénies em relagdo as sementes de feijdo-macuco. Embora essas praticas
possam ndo ser tradicionalmente associadas ao cultivo de gréos dessa cultura, os resultados
indicaram gue ndo houve diferencas significativas nas caracteristicas de estande, produtividade
de vagens e produtividade de sementes entre as progénies testadas (Tabela 8). Indicando que as
progénies ndo tém variabilidade genética para essas caracteristicas. Em termos de produtividade
de vagens, os valores variaram de 1,47 (P5) a 2,21 t ha (P23). Ja em relagdo a produtividade
de sementes, os valores variaram de 0,56 (P5) a 0,98 t ha* (P23) (Tabela 9).

Tabela 8. Analise de variancia na producdo de vagens e de sementes de feijdo-macuco

(Pachyrhizus spp.) em Espodossolo arenoso. Amazonas, 2021.

Quadrado médio

Fonte de variacio Bloco Progénie Erro Coeficifante de Média
(GL=3) (GL=8) (GL=24)  variagéo (%)
Estande 0,550 ns 0,17 ns 0,28 14,21 3,70
Massa de 100 sementes (g) 5,100 * 7,60 ** 1,12 5,00 21,20
Produtividade de vagens (t ha?) 0,700 ns 0,30 ns 0,31 32,20 1,74
Produtividade de sementes (t ha) 0,110 ns 0,10 ns 0,10 35,42 0,80
Comprimento de vagens (cm) 0,150 ns 0,50 ** 0,11 3,10 10,90
Largura de vagens (cm) 0,001 ns 0,01 ** 0,002 2,90 1,40

** * ns. Significativo a P<0,01, a P<0,05 e ndo significativo respectivamente pelo teste F.
GL: Graus de Liberdade

Tabela 9. Médias de caracteristicas e produtividade de vagens e sementes de progénies

de feijdo-macuco (Pachyrhizus spp.) produzidas em Espodossolo arenoso. Amazonas, 2021.

. Massa 100  Produtividade de  Produtividade de  Comprimento de  Largura de
Progénie Estande

sementes (g) vagem (t ha'l) sementes (t hal) vagens (cm) vagens (cm)

P1 35 21,70 ab 1,88 0,80 11,15a 1,41 abc
P5 35 23,20 a 1,47 0,56 10,90 a 1,46 a

P14 4,0 19,63 cd 1,84 0,83 11,11a 1,37 bed
P15 3,75 20,93 bc 1,50 0,66 10,70 a 1,40 abc
P20 4,0 20,90 bc 1,98 0,86 10,90 a 1,35 cd
P23 3,75 22,2 ab 2,21 0,98 11,30 a 1,46 a

P46 35 18,99 d 1,49 0,61 10,80 a 1,40 abc
P61 3,75 22,64 a 1,69 0,74 10,91 a 1,43 ab
P64 35 20,52 bed 1,57 0,69 10,07 b 1,32d

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Duncan (P<0,05)
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Em 2019, estas mesmas progénies foram avaliadas por Mendoca et al. (2020) em
Latossolo argiloso sem adubacéo, sem tutoramento ou podas para producdo de raizes. Nesse
cenario, a produtividade de vagens variou de 0,29 (P20) a 0,86 t ha (P64) e a produtividade
de sementes de 0,13 (P20) a 0,35 t ha® (P1). A produtividade de vagens e sementes foi
significativamente menor em comparagdo com os resultados obtidos neste trabalho. Isso sugere
que a produtividade das vagens e sementes do feijao-macuco é influenciada por fatores como o
tipo de solo, a disponibilidade de nutrientes (especificamente fosforo e potassio) e préaticas de
manejo, como tutoramento. A auséncia ou baixa disponibilidade desses fatores pode limitar o
desenvolvimento das plantas de feijdo-macuco, afetando negativamente sua produtividade
(Stamford et al. 1999; Balbin et al. 2005).

Ao observar especificamente a progénie P23, notou-se que a produtividade de sementes
foi de 0,98 t ha! (Tabela 9) e no trabalho de Mendoca et al. (2020) foi de 0,16 t ha™* (Mendoca
et al. 2020). Estes resultados indicam claramente a influéncia de fatores como tutoramento e
adubacdo com fdsforo (P) e potassio (K) na produtividade de sementes do feijdo-macuco, com
um aumento notavel de 500% na produtividade de sementes.

A produtividade de sementes de Pachyrhizus em condicGes de estresse hidrico foi
avaliada por Zanklan et al. (2007). A produtividade em ambiente irrigado e sob estresse hidrico
de P. ahipa foi de 3,04 e 1,10 t ha! e de P. erosus foi de 5,66 e 4,69 t ha, respectivamente
(Zanklan et al. 2007). Os dados indicam que o estresse hidrico pode reduzir a produtividade de
sementes e que essa reducdo pode variar dependendo da espécie (Zanklan et al. 2007). Neste
trabalho, o cultivo foi realizado em periodo de seca e ndo houve irrigacao no decorrer do cultivo,
0 que pode ter afetado negativamente o rendimento das sementes.

O numero de vagens por planta (NVP) variou de 41,78 (P5) a 59,73 (P23) e cada vagem
possuiu de 3—11 sementes. As mesmas progénies cultivadas em Latossolo amarelo argiloso,
sem adubacao e tutoramento, variaram de 2,42 (P23) a 10,22 (P64) vagens por planta (Mendoca
et al. 2020). Em 2017 e 2018, as progénies P14, P15 e P64 cultivadas em Argissolo vermelho
amarelo, sem tutoramento e com adubacgéo orgénica, produziram de 10 a 14,45 vagens por
planta (Silva 2019). Em um trabalho na Coreia do Sul com adubacéo e sem tutoramento, Kim
et al. (2009) obtiveram 17,4 vagens por planta. Zanklan et al. (2007) tiveram o NVP variando
de 20 a 55 em manejo com tutoramento e sem adubac&o. Estes resultados indicam que o NVP
em Pachyrhizus spp. é influenciado por uma interacdo entre genética, ambiente e préaticas
culturais. O tutoramento desempenha um papel significativo no NVP, sendo responsavel pelo
aumento de mais de 300%. Considerar esses fatores ao planejar o cultivo do feijdo-macuco é

fundamental para otimizar a producdo.
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Os resultados destacam a existéncia de variabilidade genética em trés caracteristicas
importantes do feijdo-macuco: a massa de 100 sementes, o comprimento das vagens e a largura
das vagens (Tabela 8). Isso indica que essas caracteristicas podem ser alvo de selecdo e
melhoramento genético para otimizar a producao e as caracteristicas desejaveis, como sementes
mais pesadas e vagens mais longas e largas. A massa de 100 sementes variou de 18,99 (P46) a
23,2 g (P5) (Tabela 8). Kim et al. (2009) obtiveram 23,7 g, Zanklan et al. (2007) obtiveram de
22,5 a 37,0 g. Embora os resultados deste estudo ndo tenham alcancado valores tao altos quanto
os obtidos pelos autores supracitados, ainda ha uma ampla faixa de variacdo que pode ser
explorada para selecionar sementes com maior massa.

O comprimento das vagens variou de 10,07 (P64) a 11,3 cm (P23) e a largura variou de
1,32 (P64) a 1,46 cm (P5 e P23) (Tabela 9). Estes resultados em comparacdo com estudos
anteriores de Mendonca et al. (2020), indicam que as progénies avaliadas neste trabalho tém
vagens, em média, mais longas. Ribeiro et al. (2011) avaliaram as 64 progénies do banco de
germoplasma do INPA na safra de 2007-2008 e encontraram vagens medindo de 10 a 14,5 cm
de comprimento. E importante ressaltar que a variacdo nas caracteristicas das vagens pode ser
influenciada por fatores genéticos e ambientais, bem como o manejo.

As nove progénies aqui testadas fazem parte das 64 progénies melhoradas de feijdo-
macuco do banco de germoplasma do INPA. Estas progénies séo descendentes de 13 acessos
de P. tuberosus e P. erosus provenientes do Mato Grosso (Brasil) e do México, respectivamente
(Silva et al. 2016). Inicialmente os acessos de P. tuberosus eram caracterizados pela presenca
de flores brancas e de P. erosus flores violetas, contudo, houve perda de identidade taxonémica
por cruzamentos naturais.

Neste trabalho, as nove progénies apresentaram tanto plantas com flores violetas como
brancas (Figura 14). Esta variacdo na cor das flores entre e dentre as mesmas progénies também
foi relatada por Ribeiro et al. (2011) na safra de 2007-2008. Na Coreia, Kim et al. (2009)
encontraram flores brancas ou violetas para P. erosus e apenas violetas em P. ahipa, porém esta

ultima ndo produziu sementes.
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Figura 14. A) Flores violetas e B) brancas de Pachyrhizus spp.
Fonte: Autora. Foto tirada em 2021 na Estacdo Experimental Dr. Alejo
Von Der Pahlen do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia
(INPA) em Manaus, Amazonas.

A cor das sementes dentro das progénies variou entre vermelho, bege e marrom (Figura
15). A mesmas progénies cultivadas em Latossolo amarelo argiloso em 2021 apresentaram uma
gama mais ampla de cores, incluindo bege, vermelha, purpura e marrom (dados néo
publicados), embora a padronizagdo da cor das sementes para semeadura ndo tenha sido
padronizada como neste trabalho (Tabela 10). A variagé@o na cor das sementes dentro da cole¢édo
também foi relatada por Ribeiro et al. (2011), a qual encontraram sementes de cor vermelha,
marrom e parpura. Além disso, esta variacdo fenotipica foi observada em Benin, sementes

pretas produziram sementes de cor bege e vermelha (Gruneberg et al. 2016).
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Figura 15. Sementes colhidas de nove progénies de feijdo-macuco (Pachyrhizus spp.).
Fonte: Autora 2022.
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Tabela 10. Cores das sementes de Pachyrhizus spp. produzidas em Espodossolo

arenoso.

Sementes plantadas

Sementes colhidas (Figura 15)

P1 bege

P5 bege

P14 bege

P15 bege

P20 bege

P23 bege

P46 marrom
P61 vermelha

P64 bege

Bege, vermelha
Bege, vermelha
Bege, vermelha
Bege, vermelha
Bege, vermelha
Bege, vermelha
Bege, vermelha e marrom
Bege, vermelha

Bege, vermelha

O feijdo-macuco € descrito como uma planta autdgama, o que significa que geralmente

se autopoliniza, mas ainda pode haver uma taxa de cruzamento de 2 a 4% (Sgrensen 1996). 1sso

sugere que, apesar de sua autopolinizacdo, a presenca de insetos polinizadores pode contribuir

para a variabilidade genética. Em campo, observou-se com frequéncia a presenca de abelhas

mamangaba-preta (Bombus atratus) que abriam a quilha das flores, deixando o aparelho

reprodutor exposto (Figura 16). Essas observacfes sugerem que a variacdo na cor das sementes

do feijdo-macuco pode ser influenciada pela atividade de insetos polinizadores. Essas

informacdes podem ser relevantes para estudos de genética de plantas e para compreender a

diversidade fenotipica dessa espécie.

Figura 16. A) Bombus atratus na flor de Pachyrhizus
reprodutor da flor exposto.

Fonte: Autora. Foto tirada em 2021 na Estacdo Experimental Dr. Alejo
Von Der Pahlen do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia
(INPA) em Manaus, Amazonas.

spp.; B) aparelho



65

5.2 Etapa Il. Teste de progénies no controle in vitro de Ralstonia solanacearum
5.2.1 Contagem de células bacterianas em Camara de Neubauer
5.2.1.1 Testes com extratos de feijdo-macuco a 5%

Os resultados mostraram que houve variancia significativa para os tratamentos em todos
os tempos avaliados: 0, 6, 12 e 24 horas ap0s inoculacdo (Tabela 11), indicando que as
progénies tém respostas diferentes em relacdo ao controle da bactéria Ralstonia solanacearum
(RS). Apos seis horas da inoculagdo, foi observada uma multiplicacdo significativa das células
bacterianas nos meios que continham extrato de feijdo-macuco. Os valores variaram de 2,28 X
108 (P5v) a 31,2 x 108 células mL™* (P1v) (Tabela 12), dependendo da progénie. No entanto, é
importante notar que a taxa de multiplicacdo bacteriana nos meios com extrato de feijao-
macuco foi mais elevada do que o nimero de bactérias no meio LPG + bactéria (0,40 x 108 mL-

1)_

Tabela 11. Andlise de variancia do nimero de células de Ralstonia solanacearum

filotipo 11 em meio liquido de zero a 24 horas. Extratos de Pachyrhizus spp. a 5%.

Quadrado médio

Fonte de variagdo Tratamento Erro Coeficiente de Média
(GL=20) (GL=21) variacdo (%)
Tempo Oh 9,52 x 1010 ** 0 0 952,0 x 108
6h 1,43 x 1018 ** 4,96 x 1016 26,42 8,4 x 108
12h 3,54 x 1018 ** 1,30 x 10% 17,25 20,9 x 108
24h 9,32 x 1020 ** 3,01 x 10%° 14,55 377,0 x 108

** * ns. Significativo a P<0,01, a P<0,05 e ndo significativo respectivamente pelo teste F.
GL= Grau de liberdade
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Tabela 12. Médias do nimero de células de Ralstonia solanacearum filotipo Il em meio
liquido de zero a 24 horas. Extratos de Pachyrhizus spp. a 5%.

(células mL™)

Tratamento 0 hora 6 horas 12 horas 24 horas

P1 bege 1x10% a 5,63 x 108 fghi 155x 108 f 368 x 108 cd
P1 vermelho 1x10° a 31,2x108 a 37,6 x108 a 653 x 108 a
P5 bege 1x10% a 12,5x 108 de 22,3 x 108 def 349 x 108 d
P5 vermelho 1x10% a 2,28 x 108 ij 20,0 x 108 ef 479 x 108 bcd
P14 bege 1x10% a 3,68 x 108 hij 31,1x 10% abc 494 x 10% bc
P14 vermelho 1x10% a 18,5x 108 ¢ 36,8x 108 a 641x10% a
P15 bege 1x10% a 4,70 x 108 ghij 29,2 x 108 abcd 543 x 108 ab
P20 bege 1x10% a 17,1x 108 cd 30,8 x 108 abc 543 x 108 ab
P23 bege 1x10% a 9,25 x 108 efg 19,8 x 108 ef 423 x 10® bed
P23 vermelho 1x10% a 7,51 x 108 efghi 21,9x 108 def 454 x 108 bcd
P46 bege 1x10% a 9,66 x 108 efg 25,7 x 108 cde 460 x 108 bcd
P46 vermelho 1x10% a 6,18 x 108 fghi 34,5x 108 ab 469 x 108 bcd
P46 marrom 1x10% a 10,2 x 108 ef 35,7x 108 ab 498 x 10® bc
P61 bege 1x10° a 4,69 x 108 ghij 28,1 x 10% bcde 403 x 108 cd
P61 vermelho 1x10% a 8,76 x 108 efgh 20,9 x 108 def 465 x 10% bcd
P64 bege 1x10° a 24,8x 108 b 29,2 x 108 abcd 547 x 108 ab
Tetraciclina® 200 mg L* 1x10% a 0,07 x 108 j 0,05x 108 g 0,06 x 108 f
Tetraciclina® 240 mg L* 1x10% a 0,04 x 108 j 0,05x 108 g 0,05x 108 f
Tetraciclina® 300 mg L* 1x10% a 0,02 x 108 j 0,02x 108 g 0,03 x 108 f
Meio LPG + bactéria 1x10% a 0,40 x 108 j 0,41x 108 g 126 x 108 e
Meio LPG sem bactéria 0 b 0] 0g 0,00125 x 108 f

Letras diferentes indicam diferenga significativa das médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

Apds 12 horas da inoculacgdo, a tendéncia de multiplicacdo bacteriana nos meios LPG
com extrato de feijdo-macuco foi semelhante a observada ap6s 6 horas. Os valores continuaram
variando, dependendo da progénie, e a multiplicacdo bacteriana ainda foi mais elevada nos
meios com extrato de feijao-macuco (15,5 x 108 a 37,6 x 108 células mL™) em comparagio com
o controle negativo LPG + bactéria (0,41 x 108 células mL™).

Por outro lado, o resultado variou entre cores de sementes dentro do mesmo genotipo.
Por exemplo, o nimero de bactérias no extrato de sementes da progénie 1 bege (P1b) foi 5,63
x 108 células mL™ e da mesma progénie cor vermelha (P1v) foi 31,2 x 108 células mL™* (Tabela
12). Isto indica que as cores das sementes de uma mesma progénie, induzem a multiplicacao
bacteriana com intensidades diferentes, destacando a complexidade da interacdo entre as
caracteristicas genéticas do feijao-macuco e a bactéria RS.

Apbs 24 horas, os extratos de feijao-macuco mantiveram a tendéncia de estimular a
multiplicacdo bacteriana, com valores ainda variando significativamente entre as progénies e
cores de sementes (349 x 10 (P5b) a 653 x 108 (P61v) células mL™?). Enquanto isso, no controle

negativo (LPG + bactéria), houve um crescimento bacteriano, mas a taxa de crescimento foi
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significativamente menor do que nos meios com extratos de feijao-macuco (126 x 108 células
mL™).

Para o antibidtico Tetraciclina®, as doses 200, 240 e 300 mg L™ n3o diferiram
significativamente apds 6, 12 e 24 horas sobre a multiplicacdo bacteriana (Tabela 11). Em seis
horas, as doses de 200, 240 e 300 mg L™ controlaram em 81, 90 e 95% o nimero de células,
respectivamente. Em 12 horas, as doses controlaram mais de 88, 89 e 96%, respectivamente.
Em 24 horas, todas as doses reduziram em 99,95% o numero de células de R. solanacearum.
Os resultados obtidos estdo em conformidade com Martins e Ticona-Benavente (2018) que
testaram o mesmo antibidtico em doses de 60, 120 e 240 mg L™ sobre a mesma bactéria e a
dose mais concentrada reduziu em 80% a populacgdo bacteriana em meio liquido.

Surpreendentemente, os extratos de feijdo-macuco a 5% promoveram a multiplicacdo
bacteriana em vez de reduzi-la, contrariando as expectativas de controle da bactéria. 1sso pode
ter implicagBes importantes na escolha de estratégias de controle de RS. Esses resultados
mostraram a necessidade de investigacGes adicionais para entender as interagdes entre as
progénies de feijdo-macuco e RS e determinar as implicacbes praticas para o controle de

doencas bacterianas.
5.2.1.2 Testes com extratos de feijdo-macuco a 0,5%

Nos testes com extratos de feijdo-macuco na dose de 0,5% se espera resultados
semelhantes ao teste com 5%. Porém, o trabalho de Silva et al. (2023) mostrou que 0,5%
controlava RS. A fim de verificar este dado com outros gendtipos se fez este teste e os resultados
mostraram que houve diferenca estatistica entre os tratamentos (extratos + controles) para todos

os periodos avaliados (Tabela 13).

Tabela 13. Analise de variancia do niumero de células de Ralstonia solanacearum

filotipo Il em meio liquido de zero a 24 horas. Extratos de Pachyrhizus spp. a 0,5%.

Quadrado médio

Fonte de variagéo Tratamento Erro Coeficiente de Média
(GL=20) (GL=21) variacdo (%)
Tempo Oh 9,52 x 1010 ** 0 0 9,52 x 10%°
6h 5,11 x 1016 ** 5,61 x 10%° 27,40 2,73 x 108
12h 2,68 x 1017 ** 9,87 x 10%® 16,06 6,19 x 108
24h 1,35 x 1018 ** 1,80 x 10%7 20,12 21,1 x 108

** * ns. Significativo a P<0,01, a P<0,05 e néo significativo respectivamente pelo teste F.
GL= Grau de liberdade
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Assim como nos testes anteriores, os extratos de feijdo-macuco a 0,5% inicialmente
promoveram a multiplicacdo bacteriana apds 6 e 12 horas de inoculagdo. Em seis horas, o
numero de bactérias nos extratos de feijao-macuco variou de 2,25 x 10® (P20b) a 4,63 x 108
células mL™? (P14v) (Tabela 14). Apds 12 horas de inoculagdo, o nimero de bactérias nos
extratos de feijio-macuco variou de 6,75 x 108 (P23v e P61v) a 10 x 108 células mL™* (P1b e
P1v). Esses dados corroboram com os resultados anteriores e sugere que, nas primeiras horas

apos a exposicao, esses extratos podem nao atuar como agentes antibacterianos eficazes.

Tabela 14. Médias do nimero de células de Ralstonia solanacearum filotipo Il em meio

liquido de zero a 24 horas. Extratos de Pachyrhizus spp. a 0,5%.

(células mLY)

Tratamento
0 hora 6 horas 12 horas 24 horas

P1 bege 1x10% a 425x 108 a 10,1 x 10% a 22,6 x 108 cd
P1 vermelho 1x10% a 3,50 x 108 ab 10,3x 108 a 39,7x108% b
P5 bege 1x10% a 3,13x 108 ab 9,25 x 108 abc 24,8x 108 ¢
P5 vermelho 1x10% a 3,38 x 108 ab 8,88 x 10% abcd 22,3x 108 cd
P14 bege 1x10% a 450x 108 a 7,00 x 108 cd 12,9 x 108 d
P14 vermelho 1x10% a 4,63 x10% a 7,00 x 108 cd 16,1 x 108 cd
P15 bege 1x10% a 3,75x 108 ab 9,50 x 108 ab 19,4 x 10% cd
P20 bege 1x10% a 2,25x 108 b 7,00 x 108 cd 14,6 x 108 cd
P23 bege 1x10% a 3,38 x 108 ab 7,13 x 108 cd 12,4 x 108 d
P23 vermelho 1x10% a 3,38 x 108 ab 6,75 x 108 d 16,8 x 10® cd
P46 bege 1x10% a 413 x10% a 7,38 x 108 bcd 19,3x 108 cd
P46 vermelho 1x10% a 3,13x 108 ab 9,75x 108 a 22,4x10% cd
P46 marrom 1x10% a 3,75x 108 ab 8,13 x 10® abcd 22,1x 108 cd
P61 bege 1x10% a 2,88 x 108 ab 7,13 x 108 cd 15,7 x 108 cd
P61 vermelho 1x10% a 3,25x 108 ab 6,75 x 108 d 155x 108 cd
P64 bege 1x10% a 3,63 x 108 ab 7,38 x 108 bcd 19,3x 108 cd
Tetraciclina®200 mg Lt  1x10° a 0,07 x 108 ¢ 0,05x 108 e 0,06 x 108 e
Tetraciclina®240 mg L 1x10° a 0,04 x 108 ¢ 0,05x 108 e 0,05x 108 e
Tetraciclina®300 mg Lt  1x10° a 0,02x 108 ¢ 0,02x 108 e 0,03x 108 e
Meio LPG + bactéria 1x10% a 0,40 x 108 ¢ 0,41x 108 e 126 x 108 a
Meio LPG 0b 0¢c 0 e 0,00125 x 108 e

Letras diferentes indicam diferenca significativa das médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

Em 24 horas ap6s inoculagdo, os extratos de feijdo-macuco a 0,5% demonstraram um
efeito de controle bacteriano. O nimero de bactérias nos extratos de feijao-macuco variou de
12,4 x 108 (P23b) a 39,7 x 108 células mL"* (P1v) (Tabela 14). Mas, no meio LPG + bactéria se
observou 126 x 108 células mL™. Isto equivale a uma redugdo de 68 a 90% na populacéo
bacteriana por causa dos extratos de feijdo-macuco. Os resultados também destacam que

algumas progénies mostraram um potencial antibacteriano mais eficiente do que outras. As
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progénies com maior potencial antibiotico foram P23b, P14b e P20b, que reduziram a
populagéo bacteriana em 90, 89 e 88%, respectivamente.

Os resultados com esta dose de 0,5% a 24 horas sugerem que S80 necessarios mais testes
com extratos mais diluidos e em periodos mais longos (além de 24 horas). Silva et al. (2023)
testaram o potencial bactericida da progénie P40 de Pachyrhizus spp. nas concentracdes de
0,5%, 0,1% e 0,05% e esses autores concluiram que o extrato a 0,5% apresenta o efeito
antibidtico mais eficiente, controlando 57% de RS filotipo | in vitro. Também, deve-se
considerar que ha diferenca do controle entre isolados (Silva et al. 2023). Assim, o presente
trabalho utilizou um isolado de RS filotipo Il e os autores supracitados o isolado do filotipo I.
Sendo assim, é importante selecionar cuidadosamente a concentracdo dos extratos de feijao-
macuco e considerar a diversidade genética da bactéria alvo ao desenvolver estratégias de
controle.

Ressalta-se que no método de contagem de bactérias em Camara de Neubauer é
considerado a quantidade total de células presentes, ou seja, a presenca de células vivas e mortas
(Sieuwerts et al. 2008), o que pode ndo refletir com precisdo o efeito dos extratos de feijao-
macuco sobre as células bacterianas viaveis. Portanto, para avaliar de forma mais precisa a
capacidade dos extratos de feijdo-macuco de controlar a bactéria RS, é aconselhavel usar
métodos que se concentrem na contagem de células bacterianas viaveis.

Os métodos recomendados para isso incluem a contagem de Unidades Formadoras de
Colénias (UFCs), onde determina-se o0 numero de células bacterianas viaveis que podem formar
col6nias em meio solido. Isso fornece uma avaliacdo mais precisa da capacidade dos extratos
de feijao-macuco de inibir ou matar as células bacterianas que podem continuar a se reproduzir.
Além disso, a avaliacdo da bioatividade dos extratos vegetais pode ser realizada usando
métodos em meio sélido, como a difusdo em disco e 0 método de pocos. Esses métodos podem
fornecer informac6es sobre a capacidade dos extratos de feijdo-macuco de inibir o crescimento
bacteriano em condicBes controladas de laboratério. Isso ajudara a obter resultados mais
robustos sobre a eficacia desses extratos como agentes de controle bacteriano.



70

5.2.2 Leitura da absorbéncia em espectrofotometro
5.2.2.1 Testes com extratos de feijdo-macuco a 5%

A leitura da absorbancia em espectrofotdmetro € um método amplamente utilizado para
avaliar a atividade e o potencial de compostos em extratos vegetais. Neste caso, 0s resultados
indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos (extratos e testemunhas) em 0,
6, 12 e 24 horas. Os coeficientes de variacdo foram mais elevados em 0, 6, e 12 horas (9 a 32%)
em comparacdo com 24 horas (2,25%) (Tabela 15). Mostrando que ha& maior precisdo na

avaliacdo em 24h, sendo, portanto, mais confiavel essa avaliacao.

Tabela 15. Analise de variancia da absorbancia dos tratamentos de zero a 24 horas.
Extratos de Pachyrhizus spp. a 5%.

Quadrado médio

Fonte de variagéo Tratamento Erro Coeficiente de Média
(GL=21) (GL=66) variacdo (%)
Tempo Oh 0,38 ** 0,0178 31,74 0,42
6h 0,18 ** 0,0010 9,11 0,35
12h 0,10 ** 0,0021 14,34 0,32
24h 1,24 ** 0,0005 2,25 0,99

** * ns. Significativo a P<0,01, a P<0,05 e ndo significativo respectivamente pelo teste F.
GL= Grau de liberdade

Em zero horas ap6s a inoculagdo, a absorbancia dos extratos aquosos na concentragao
de 5% variou de 0,31 (P61v) a 1,17 (P46m) (Tabela 16). No entanto, é importante observar que
a absorbancia na testemunha LPG + bactéria foi significativamente mais baixa (0,05), indicando
gue o0s proprios extratos contribuiram para a turbidez da solucdo. 1sso sugere que 0s extratos
podem ter componentes que afetam a medida da absorbancia, mesmo antes da exposicao as

bactérias.
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Tabela 16. Médias da absorbancia dos tratamentos de zero a 24 horas. Extratos de
Pachyrhizus spp. a 5%.

Tratamento 0 hora 6 horas 12 horas 24 horas 24h - 0Oh
P1 bege 0,42 def 0,37 fg 0,38 cde 1,36 bc 0,94
P1 vermelho 0,96 b 0,67 a 0,41 bcd 1,43 a 0,47
P5 bege 0,35 ef 0,32 gh 0,34 e 1,27 f 0,92
P5 vermelho 0,43 def 059 b 0,35 de 1,44 a 1,01
P14 bege 0,35 f 0,29 h 0,42 bcd 1,27 f 0,92
P14 vermelho 0,46 def 0,41 ef 0,45 bc 1,28 f 0,82
P15 bege 0,71 ¢ 0,37 fg 0,43 bc 1,29 ef 0,58
P20 bege 0,42 def 0,70 a 0,54 a 1,29 ef 0,87
P23 bege 0,68 ¢ 0,52 ¢ 0,47 b 1,19 ¢ 0,51
P23 vermelho 0,75 ¢ 0,38 f 0,39 bcde 1,32 de 0,57
P46 bege 0,56 cde 0,52 ¢ 0,39 cde 1,33 cd 0,77
P46 vermelho 0,44 def 0,33 gh 0,40 bcde 1,28 f 0,84
P46 marrom 1,17 a 0,48 cd 0,37 cde 1,33 cd 0,16
P61 bege 0,39 def 0,46 de 0,43 bc 1,37 b 0,98
P61 vermelho 0,31 f 0,30 h 0,34 e 1,46 a 1,15
P64 bege 0,60 cd 0,62 b 0,55 a 1,35 bed 0,75
Média dos extratos 0,45 0,44 0,41 1,32 0,83
Tetraciclina® 200 mg L* 0,06 ¢ 0,05 j 0,06 g 0,06 j 0,00
Tetraciclina® 240 mg Lt 0,05 g 0,09 ij 0,11 fg 0,12 i 0,07
Tetraciclina® 300 mg Lt 0,05 g 0,10 i 0,14 f 0,11 i 0,06
Meio LPG + bactéria 0,05 ¢ 0,05 j 0,07 fg 0,31 h 0,26
Meio LPG sem bactéria 0,06 ¢ 0,05 j 0,07 ¢ 0,05 j -0,01
Agua esterilizada 0,06 g 0,05 j 0,05 g 0,05 j -0,01

Letras diferentes indicam diferenca significativa das médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

Em seis horas ap6s a inoculagdo, a leitura da absorbancia dos extratos variou de 0,29
(P14b) a 0,70 (P20b) (Tabela 16). No entanto, a absorbancia da testemunha LPG + bactéria
permaneceu baixa (0,05). Desta forma, ndo se pode atribuir que os extratos estimularam a
multiplicacdo bacteriana visto que no inicio do teste os extratos tinham maior turbidez.
Entretanto, se pode observar uma tendéncia geral a diminuir a turbidez dos extratos (Tabela
16), o que pode sugerir que as bactérias estdo se alimentando de nutrientes ou componentes dos
extratos.

Apds 12 horas da inoculagdo, a absorbancia dos extratos variou de 0,34 (P5b e P61v) a
0,55 (P64b) (Tabela 16). No entanto, a absorbancia da testemunha LPG + bactéria foi de 0,07.
Ao comparar com 6h, observa-se que a metade dos extratos aumenta sua absorbéncia e a outra
metade ainda diminui. Indicando que o nutriente do extrato esta chegando ao limite de seu
aproveitamento. Por isto, ndo se pode atribuir este aumento de absorbancia a maior
multiplicacdo bacteriana.

Ap0s 24 horas, a absorbancia dos extratos variou de 1,19 (P23b) a 1,46 (P61v) (Tabela

16). No entanto, a absorbancia do meio LPG + bactéria foi de 0,31. E possivel que a turbidez
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inicial ainda esteja sobreestimando a absorbancia devida & multiplicacdo bacteriana. Mas,
observa-se que em relacdo com o periodo de 12 horas, hd aumento da absorbancia para todos
0s extratos, indicando a multiplicacdo bacteriana. Para eliminar, o efeito da turbidez inicial
estimou-se a diferenca entre as absorbancias de 24h e Oh (Tabela 16). Desta forma, detectou-se
que a Unica progénie que ndo estimula o aumento da populagdo bacteriana € P46 com semente
marrom (absorbancia= 0,16), reduzindo em 38% a multiplicacdo bacteriana.

Observacdes semelhantes de aumento da populacdo bacteriana em resposta a extratos
vegetais antibioticos foram relatadas em outros estudos, como no caso de Lentinula edodes e
Agaricus blazei a 5% sobre RS (Silva et al. 2008). Em 48 horas apds inoculagdo, 0s extratos
ndo possuiram efeito inibitdrio contra a bactéria, porém, estimularam seu crescimento em meio
liquido (Silva et al. 2008).

A absorbéncia do antibiotico Tetraciclina® + bactéria variou de 0,05 a 0,12 considerando
as doses de 200, 240 e 300 mg L apds 6, 12 e 24 horas de inoculagdo. No entanto, a absorbancia
da testemunha LPG + bactéria apés 0, 6, 12 e 24 horas variou de 0,05 a 0,31, indicando que a
Tetraciclina® é capaz de diminuir a multiplicacdo de RS (Tabela 16). Entretanto, a dose de 200
mg L demonstra ser a mais apropriada para controlar o isolado de RS filotipo Il. Essa
concentracédo reduziu a multiplicagcdo bacteriana sem causar uma grande variagdo na turbidez
do meio, como observado nas doses mais elevadas, que mostraram valores de absorbancia mais
altos. Isso sugere que a dose de 200 mg L™ é suficiente para controlar o crescimento da bactéria
sem causar efeitos significativos.

A avaliacdo da eficacia do antibi6tico pode variar dependendo do método de anélise
utilizado. Entdo, para avaliar o impacto real do tratamento, deve-se tomar como base a
contagem 24h - Oh, como foi mostrado anteriormente. Nesse sentido, as doses de 200, 240 e
300 mg L* inibiram o crescimento bacteriano em 97, 74 e 74%, respectivamente. No entanto,
a contagem em Camara de Neubauer das mesmas doses controlou em 99,95% (Tabela 12). A
diferenca nas observacGes entre 0s métodos pode ser explicada pelas alteragdes morfoldgicas
nas células de RS quando ha destruicdo celular causadas por antibidticos e metabdlitos
secundarios, ocorrendo o vazamento de contetdo para 0 meio, e a desintegracdo da parede
celular e da membrana (Guo et al. 2021). As doses mais concentradas do antibiotico podem ter
causado alteracdes mais significativas nas células bacterianas, potencializando o vazamento, o

que teria influenciado na turbidez e na leitura do espectrofotémetro.



5.2.2.2 Testes com extratos de feijdo-macuco a 0,5%

Os resultados dos testes com extratos de feijdo-macuco a 0,5% indicam que houve
diferenca estatistica entre os tratamentos (extratos + controles) para todos os periodos avaliados
(Tabela 17). No inicio do teste (0 horas), a absorbancia do meio LPG + bactéria foi de 0,05,
indicando que a turbidez dos extratos era muito semelhante a da testemunha. Isso ocorreu
devido & maior diluicdo do extrato em comparagdo com o teste anterior. Em seis horas, 0s
extratos variaram de 0,05 (P14v, P15b, P20b, P46v e P61b) a 0,08 (P1b e P46m) (Tabela 18).
No entanto, a absorbancia da testemunha LPG + bactéria permaneceu em 0,05, o que indica que

ainda n&o houve multiplicagéo bacteriana.

Tabela 17. Analise de variancia da absorbancia dos tratamentos de zero a 24 horas.

Extratos de Pachyrhizus spp. a 0,5%.

Quadrado médio

Fonte de variagéo Tratamento Erro Coeficiente de Média
(GL=21) (GL=66) variacao (%)
Tempo Oh 0,00071 ** 0,000024 8,19 0,06
6h 0,00090 ** 0,000046 10,83 0,06
12h 0,00168 ** 0,000032 7,94 0,07
24h 0,78925 ** 0,001681 5,31 0,77

** * ns. Significativo a P<0,01, a P<0,05 e ndo significativo respectivamente pelo teste F.

GL= Grau de liberdade



74

Tabela 18. Médias da absorbancia dos tratamentos de zero a 24 horas. Extratos de
Pachyrhizus spp. a 0,5%.

Tratamento 0 hora 6 horas 12 horas 24 horas 24h - 0Oh
P1 bege 0,07 bc 0,08 bc 0,07 efg 1,09 bcd 1,02
P1 vermelho 0,10 a 0,09 b 0,08 cd 1,14 a 1,04
P5 bege 0,07 bcd 0,06 efg 0,06 jk 1,06 cd 0,99
P5 vermelho 0,06 defgh 0,07 de 0,06 ghij 1,12 bc 1,06
P14 bege 0,06 def 0,06 efgh 0,07 efgh 1,05 de 0,99
P14 vermelho 0,06 fghij 0,05 ghij 0,08 de 1,07 cd 1,01
P15 bege 0,05 jk 0,05 ghij 0,05 ki 0,53 i 0,48
P20 bege 0,04 m 0,05 ghij 0,06 hij 0,76 h 0,72
P23 bege 0,06 fghij 0,06 ghij 0,06 ijk 0,96 f 0,90
P23 vermelho 0,07 cde 0,07 def 0,07 fghi 1,09 bcd 1,02
P46 bege 0,06 fghij 0,06 ghij 0,07 fghi 0,99 ef 0,93
P46 vermelho 0,06 defg 0,05 ghij 0,09 cd 1,03 de 0,97
P46 marrom 0,07 cde 0,08 cd 0,09 ¢ 1,03 de 0,96
P61 bege 0,05 k 0,05 ij 0,06 hijk 0,87 ¢ 0,82
P61 vermelho 0,07 cde 0,06 fghi 0,07 efgh 1,45 a 1,38
P64 bege 0,08 b 0,07 def 0,07 ef 1,04 de 0,96
Média dos extratos 0,06 0,06 0,07 1,05 0,98
Tetraciclina® 200 mg L 0,06 ghijk 0,05 hij 0,06 jk 0,06 kI 0,00
Tetraciclina® 240 mg Lt 0,05 hijk 0,09 b 0,11 b 0,12 k 0,07
Tetraciclina® 300 mg L* 0,05 ijk 0,10 a 0,14 a 0,11 k 0,06
Meio LPG + bactéria 0,05 Kl 0,05 j 0,07 fgh 0,31 j 0,26
Meio LPG sem bactéria 0,06 efghi 0,05 ghij 0,06 jk 0,05 1 -0,01
Agua esterilizada 0,04 Im 0,05 ij 0,05 | 0,04 | 0,00

Letras diferentes indicam diferenca significativa das médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

Apds 12 horas, a absorbancia dos meios com extratos variou de 0,05 (P15b) a 0,09 (P46v
e P46m) (Tabela 18). Nesse periodo, a absorbancia do meio LPG + bactéria subiu para 0,07.
Os valores das testemunhas continuaram estaveis, semelhantes aos observados em Oh. Apenas
a progénie P15 bege teve uma absorbancia menor do que o controle LPG + bactéria, o que
sugere que essa progénie pode estar comecgando a controlar a multiplicacdo bacteriana.

Em 24 horas, todos 0s extratos apresentaram um aumento em sua turbidez, variando de
0,53 (P15b) a 1,45 (P61v). A absorbéncia do controle LPG + bactéria foi de 0,31, indicando
que houve multiplicacéo bacteriana. Isso indica que os extratos de feijdo-macuco promoveram
a multiplicacdo celular. Da mesma forma, ao observar a diferenca entre 24h e Oh, nota-se que a
progénie P15 bege foi a que menos promoveu a multiplicacdo bacteriana, mas ainda nao foi
capaz de controlar totalmente essa bactéria. Esses resultados indicam que, embora alguns
extratos tenham mostrado uma tendéncia a retardar a multiplicagdo bacteriana em relagdo ao
controle, nenhum deles foi capaz de controlar completamente RS nesse periodo de teste.

Portanto, a eficacia desses extratos como agentes antibacterianos pode néo ser significativa.
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Comparando os métodos da contagem de bactérias com a absorbancia (24h - 0Oh), se
observa que P61 vermelho controlou RS na Camara de Neubauer (Tabela 14). Contrariamente,
este mesmo extrato foi 0 que mais promoveu o aumento da absorbancia. A diferenca entre os
resultados pode ser explicada pela possivel producdo de exopolissacarideos (EPS) ou pela
presenca de restos de células em decomposicdo. Os EPS séo produzidos pela célula e secretados
para 0 meio como um mecanismo de defesa contra o ressecamento celular, estresses abioticos
e a antibioticos (Saile et al. 1997; Seesuriyachan et al. 2012; Murthy e Srinivas 2015).

Para futuros testes que utilizem extratos vegetais, aconselha-se incluir um tratamento de
controle que envolva apenas o extrato vegetal, sem a presenca de bactérias, para identificar se
a turbidez estid sendo causada por processos de oxidacdo ou outras reagGes quimicas nos
extratos. Além disso, a utilizacdo de técnicas como microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
e microscopia de fluorescéncia pode ser valiosa para identificar as alteracdes ha membrana
celular bacteriana e a producéo de EPS (Zhang et al. 2022), proporcionando uma compreenséo
mais detalhada dos efeitos dos extratos vegetais sobre as bactérias. Essas abordagens
complementares podem ajudar a esclarecer os mecanismos de interacdo entre os extratos de
feijdo-macuco e RS, permitindo um melhor entendimento de como esses extratos afetam o

crescimento e a sobrevivéncia dessa bactéria.
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5.2.3 Difusado em disco em meio solido
5.2.3.1 Halos de inibicéo

Neste teste foi avaliada a atividade bactericida dos extratos de feijdo-mauco na
concentracdo de 5%. Os resultados mostraram halos de inibicdo e também a presenca de halos
de estimulo (Figura 17). Os halos de inibicdo sugerem que alguns componentes dos extratos
podem ter propriedades antibacterianas que impedem o crescimento da bactéria. Por outro lado,
a presenca de halos de estimulo pode indicar que outros componentes dos extratos podem
promover o crescimento bacteriano, como discutido anteriormente em relacdo a turbidez nos

testes de espectrofotometria (Item 5.2.2).

Halo de inibigao

Halo de estimulo

Figura 17. Halo de inibicéo e de estimulo de Ralstonia solanacearum
proveniente da a¢do do extrato P61v em 12 horas. O disco central possui
o tratamento controle de antibidtico na dose de 300 mg L.

Fonte: Autora 2022.

Em relacdo aos halos de inibi¢do, observa-se que apos 6 horas de cultivo, ndo houve
atividade dos extratos e controles em termos de inibi¢cdo ou estimulo. No entanto, houve
diferenca significativa ap6s 12, 24 e 48 horas, para ambas (Tabela 19). Desta forma, avaliou-se
a atividade dos extratos apds 12 horas de cultivo. Também se observou que os coeficientes de
variacdo foram elevados, indicando uma alta variabilidade nas observacdes dentro de cada
repeticdo de cada tratamento. Isso pode ser devido a varios fatores, como variagcbes nas
condic@es de cultivo, na distribuicdo dos discos ou até mesmo na resposta da bactéria a esses

extratos. Para obter resultados mais confiaveis, é aconselhdvel aumentar o nimero de

repeticoes.
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Tabela 19. Andlise de variancia dos halos de inibicdo e de estimulo bacteriano de

Ralstonia solanacearum filotipo Il em meio sélido de seis a 48 horas. Extratos de Pachyrhizus

spp. a 5%.

Quadrado médio

Fonte de variacdo Tratamento Erro Coeficiente de Média (mm)
(GL=21) (GL=80) variacdo (%)

Inibicdo 6h 0 0 0
12h 1,83 ** 0,27 105,73 0,49
24h 352,38 ** 4,07 36,75 5,49
48h 81,38 ** 7,35 112,32 2,41

Estimulo 6h 0 0 0
12h 4,03 ** 0,32 51,94 1,10
24h 7,03 ** 0,51 63,08 1,14
48h 27,37 ** 2,19 87,07 1,70

** * ns. Significativo a P<0,01, a P<0,05 e ndo significativo respectivamente pelo teste F.

GL= Grau de liberdade

Tabela 20. Médias dos halos de inibicdo e estimulo bacteriano de Ralstonia

solanacearum filotipo Il em meio s6lido de 12 a 48 horas. Extratos de Pachyrhizus spp. a 5%.

Inibicdo (mm) Estimulo (mm)

Tratamento

12 horas 24 horas 48 horas 12 horas 24 horas 48 horas
P1 bege Oe 0b Oc 1,19defg 2,08 bcde 2,2 bede
P1 vermelho Oe 0b Oc 1,37 bedef 1,66 cde 3,74 bc
P5 bege 0,48 de Ob Oc 1,66 bedef 2,3 bed 6,3a
P5 vermelho 0,34 de 0b Oc 1,29 cdef 2,15 bcde 2,45 bede
P14 bege Oe Ob Oc 1,01 efg of Oe
P14 vermelho Oe Ob Oc 1,18 defg 0,99 ef Oe
P15 bege 0,59 de 0b Oc 1,16 defg 2,69 bc 2,78 bed
P20 bege Oe Ob Oc 2,28 b 2,88b 2,79 bed
P23 bege Oe 0b Oc 2,05 bed of Oe
P23 vermelho Oe 0b Oc 2,15 bc 1,58 cde Oe
P46 bege Oe 0b Oc 1,66 bcdef 2,04 bede 3,84 b
P46 vermelho Oe 0b Oc 1,64 bedef 1,6 cde 1,79 bede
P46 marrom Oe Ob Oc 0,35gh of Oe
P61 bege Oe 0b Oc 1,03 efg 1,45 de 8,08 a
P61 vermelho 1,45 abc 0b Oc 3,51a 452 a 7,17 a
P64 bege 0,26 de Ob Oc 0,73 fgh 1,58 cde 0,77 de
Tetraciclina 200 mg/L 1,81ab 19,62 a 3,65c Oh of Oe
Tetraciclina 240 mg/L 197 a 19,37 a 347¢ 0Oh of Oe
Tetraciclina 300 mg/L 0,81cde 20,62a 1298a 0h of Oe
Controle na placa: 300 mg/L  1,05bcd 17,84 a 9,21b 0h of Oe
Meio LPG + bactéria Oe 0b Oc 1,8 bede 1,44 de 1,41 cde
Agua Oe 0b 0c 1,89bcde Of Oe

Letras diferentes indicam diferenga significativa das médias pelo teste de Duncan (P<0,05)
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Ap0s 12 horas de incubacdo, observou-se que os extratos P5b, P5v, P15b, P61v e P64b
apresentaram efeito inibitdrio contra RS e seus halos de inibicdo variaram de 0,26 (P64b) a 1,45
mm (P61v) (Tabela 20). Estes extratos possuem uma atividade bactericida que se manifesta
apos 12 horas de incubacado. Isso indica que 0s componentes bioativos dos extratos podem ter
uma agdo mais lenta contra a bactéria, que se torna evidente ap6s um periodo prolongado de
exposicdo. Destacando-se o extrato P61lv o qual inibiu em 79,5% o didmetro do halo se
comparado com a Tetracilina® 300 mg L. No entanto, esse efeito de inibi¢io néo foi observado
nas contagens em Camara de Neubauer e na leitura da absorbancia, sugerindo que diferentes
métodos de avaliagdo podem fornecer resultados diferentes em relagdo a atividade
antimicrobiana dos extratos.

O efeito inibitério dos extratos de feijao-macuco diminuiu ap6s 12 horas, com a
auséncia de halos de inibicdo em 24 e 48 horas. Isso indica que a atividade antimicrobiana dos
extratos ndo é duradoura, e a bactéria pode eventualmente se adaptar ou resistir aos
componentes dos extratos. A auséncia de inibigdo em 24 horas corrobora com os resultados
encontrados no teste em Camara de Neubauer e de absorbancia (Tabela 12 e 16).

Utilizando este mesmo meétodo e outros meios solido, tém-se observado outras
substancias capazes de inibir RS. Por exemplo, usando difusdo em disco observou-se que
biofertilizantes a base de extratos citricos apresentaram halos inibitérios de 1,5 a 6,9 mm ap6s
24 horas (Motoyama et al. 2003). Extratos de mel&o-de-séo-caetano (Momordica charantia L.),
catingueira (Caesalpinea pyramidalis) e mussambé (Cleome hassleriana) na concentracdo de
80 mg mL™ apresentaram halos inibitérios de 14,7, 15,2 e 16,8 mm, respectivamente, apds 48
horas de incubacdo (Silva et al. 2020). Isso indica que o controle de RS seria mais favoravel
com outras substancias, ndo parecendo relevante o uso de extratos de feijdo-macuco.

Os resultados obtidos com o antibiotico Tetraciclina® demonstram que a eficacia desse
antibidtico no controle de RS varia com a dose e 0 tempo de exposicdo. Em 12 horas, houve
diferencas significativas na largura dos halos de inibicdo, com a dose de 240 mg mL
apresentando o maior efeito inibitério (1,97 mm) (Tabela 20). No entanto, em 24 horas, 0s
didametros dos halos aumentaram em todas as doses (19,37 a 20,61 mm) (Tabela 20), indicando
que a Tetraciclina® manteve sua atividade, mas ndo houve diferencas significativas entre as
doses. Isso indica que a dose de 240 mg mL™ foi eficaz em inibir o crescimento de RS apds 12
horas e manteve essa atividade em 24 horas.

Em 48 horas, a dose de 300 mg mL? apresentou o maior diametro do halo, indicando

gue essa dose possui uma atividade prolongada de até 48 horas contra RS. Mas, 0s diametros
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foram menores do que o0s observados em 24 horas (3,47 a 12,98 mm). Isso indica que a maxima
atividade deste antibidtico contra RS acontece em 24 horas.

5.2.3.2 Halos de estimulo

Os halos de estimulo foram observados depois dos halos de inibicdo (Figura 17). Os
resultados mostraram que, apds 12 horas, todos o0s extratos de feijdo-macuco apresentaram
halos de estimulo, variando em didmetro de 0,35 mm (P46m) a 3,51 mm (P61v) (Tabela 20).
Isso indica que esses extratos estimularam o crescimento de RS ap06s 12 horas de incubacéo.
No entanto, em 24 horas, a situacdo mudou, e alguns extratos ndo apresentaram mais halos de
estimulo, enquanto outros continuaram estimulando o crescimento bacteriano. Os didmetros
dos halos de estimulo variaram de 0 mm (P14b, P23b e P46m) a 4,52 mm (P61v) (Tabela 20).

Em 48 horas, a maioria dos extratos ainda tinha a capacidade de estimular o crescimento
bacteriano, com diametros de halos de estimulo variando de 0 mm a 7,17 mm (P61v). No
entanto, alguns extratos, como P14b, P23b e P46m, ndo apresentaram halos de estimulo em 24
e 48 horas. Esses resultados indicam que os extratos de feijdo-macuco tém a capacidade de
tanto estimular quanto inibir o crescimento de RS. Portanto, a eficacia desses extratos no
controle de RS pode ser influenciada por varios fatores, incluindo o tempo de exposicdo e
possivelmente da concentracdo de nutrientes e antinutrientes presentes nos extratos.

Para obter uma compreensdo mais completa desses resultados, seria importante
investigar quais compostos especificos nos extratos estdo associados aos efeitos de inibicdo e
estimulo. Além disso, ajustar as condicGes experimentais para reduzir a variabilidade e
aumentar o nimero de repeticdes pode ajudar a obter resultados mais consistentes. Como
mencionado, os resultados variaram entre os diferentes métodos de avaliacdo (difusdo em disco,
contagem em Camara de Neubauer e leitura da absorbancia). Essa varia¢do pode ser atribuida
as diferencas nas condi¢des de teste e na sensibilidade dos métodos. Cada método pode detectar
aspectos diferentes da atividade antimicrobiana, o que destaca a importancia de usar abordagens
complementares para avaliar a bioatividade de extratos vegetais.

As recomendac0es para trabalhos futuros incluem testar os extratos de feijdo-macuco
na concentragdo de 0,5% usando o método de difusdo em disco. Além disso, é importante
realizar ensaios bioldgicos para avaliar a acdo dos extratos em diferentes isolados de RS devido
a variabilidade genética que pode ocorrer nessa espécie bacteriana. A observacao do halo de
estimulo no controle meio LPG + bactéria pode ser resultado do acumulo da bactéria presente

na placa mais o disco embebido com extrato.
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Para evitar falsos halos de estimulo, é aconselhavel utilizar 4gua esterilizada como
tratamento controle nos testes de difusdo em disco. Também € importante ajustar a quantidade
de solucdo padronizada usada para espalhar nos discos. Utilizar apenas 0,5 mL de solugéo
padronizada em uma placa de 90 mm é recomendado, pois o uso de 1,0 mL pode causar o
escoamento da solugdo e interferir nos resultados de outros discos. Essas praticas ajudardo a

obter resultados mais precisos nos testes de difusdo em disco.

5.3 Etapa I11. Selecéo de progénies pelo Indice Mulamba e Mock (1978)

Nesta etapa, as progénies foram classificadas conforme seu desempenho nos testes de
produtividade de sementes (Etapa ), de potencial bactericida (Etapa I1) e de potencial fungicida
(dados de De Lima et al. 2021). No teste de potencial bactericida, os dados do teste em Camara
de Neubauer com os extratos de feijao-macuco a 0,5% foram considerados em ordem crescente,
uma vez que menores valores estdo associados a acdo inibitdria contra as bactérias. Ja para os
testes de produtividade de sementes e potencial fungicida, os dados foram considerados em
ordem decrescente, uma vez que maiores valores indicam maior produtividade e maior inibicédo
da multiplicagéo bacteriana.

Os resultados da classificacdo das progénies sdo apresentados na Tabela 21, onde é
possivel observar as posicdes de cada progénie em cada teste. A menor soma de posi¢oes indica
a progénie mais promissora de acordo com o indice Mulamba e Mock (1978). Neste caso, as
progénies P23 (soma= 5) e P14 (soma= 7) foram as que apresentaram as menores somas e,
portanto, foram consideradas as mais promissoras. A progénie P23 se destacou ao estar entre
as trés primeiras classificacdes em todos os testes. Esse indice permitiu a selecdo simultanea de
progénies com bom desempenho em produtividade e eficiéncia bactericida e fungicida.

Tabela 21. Selecdo de progénies pelo indice Mulamba e Mock (1978).

Progénies
Teste 1 22 3 4 5 & 1 8 o
Produtividade de sementes (tha') P23 P20 P14 P1 P61 P64 P15 P46 P5
Potencial bactericida® P14 P20 P23 P61 P64 P15 P46 P5 P1
Potencial fungicida® P23 P5 P14 P46 P15 P1 P64 P20 P61
Classificacao
Teste
P1 P5 P14 P15 P20 P23 P46 P61 P64
Produtividade de sementes (t ha) 4° 9° 3° 7° 2° 1° 8° 5° 6°
Potencial bactericida® 9° 8° 1° 6° 2° 3° 7° 4° 5°
Potencial fungicida® 6° 2° 3° 5° 8° 1° 4° 9° 7°
Soma de postos 19 19 7 18 12 5 19 18 18

!Dados do teste na Camara de Neubauer (0,5%) em 24h.
2Dados de De Lima et al. (2021).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos de feijdo-macuco demonstraram atividade de inibi¢do bacteriana por até
12h. No entanto, outros extratos vegetais e substadncias podem apresentar propriedades
antimicrobianas mais efetivas ou duradouras contra Ralstonia solanacearum (RS). A escolha
da substancia ou método de controle depende de varios fatores, incluindo disponibilidade,
custo, eficacia, seguranca ambiental e regulamentagdes locais. Portanto, é importante conduzir
estudos comparativos detalhados para avaliar a eficacia de diferentes substancias e métodos no
controle de RS.

Os experimentos realizados destacaram que a concentracdo dos extratos desempenha
um papel crucial em sua capacidade de inibir a multiplicacdo de RS. Por exemplo,
concentragdes de 0,5% foram mais eficazes do que 5% na inibi¢&o da multiplicagéo bacteriana.
Essas observacdes ressaltam a necessidade de investigar mais a fundo os mecanismos dessas
interacdes.

Para avaliar a eficiéncia dos extratos na multiplicacdo bacteriana, deve-se considerar
que cada método de quantificacdo é afetado pelas caracteristicas fisiologicas da bactéria e pela
estabilidade do extrato. No caso de RS, o método mais adequado foi a difusdo em disco.

A variabilidade genética das progénies de feijao-macuco desempenhou um papel
importante na sele¢do das progénies mais promissoras, considerando varias caracteristicas
simultaneamente. Neste estudo, foi possivel selecionar progénies com alta produtividade de
sementes, elevada capacidade fungicida e moderada capacidade bactericida.

Portanto, este estudo enfatiza a importancia da otimizacdo das concentracGes dos
extratos, da selecdo de progénies para sua producdo em escala industrial e de sua eficiéncia no
controle de diversas pragas e doengas, bem como da compreensdo da complexa interacdo entre
os extratos de feijdo-macuco e os diferentes biovares de RS. O caminho para a aceitacdo por
parte dos agricultores requer a fabricacdo de produtos a base de extratos ou de pé soltvel a

precos acessiveis.
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7. CONCLUSOES

N&o se conseguiu diferenciar a produtividade de sementes entre as progénies avaliadas.
Para detectar diferencas significativas entre as progénies, recomenda-se utilizar parcelas com
mais de quatro plantas.

Os métodos de avaliacdo da bioatividade em meio liquido, por contagem em Camara de
Neubauer e por absorbancia, demonstraram que o0s extratos aquosos de sementes de
Pachyrhizus spp. a 5%, apds 24 horas, promovem a multiplicacdo de R. solanacearum filotipo
Il. No entanto, os extratos na concentracdo de 0,5% possuem, no geral, maior atividade
bactericida.

O método de difusdo em disco, com extratos na concentragdo de 5%, permite avaliar a
atividade inibitdria e estimulante dos extratos sobre R. solanacearum.

As progénies P23 e P14 sdo promissoras para sua producéo e uso como biopesticida.
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10. ANEXO A - Anélise de solo da Estacdo Experimental Alejo Von Der Pahlen 2021.

S
(p’(H)B UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
“-u_:;:“ik_::j Laboratorio de Solos (DEAS/FCA)
UFAM
Nome/Empresa: Rindrea Grazziella Vercosa Data: 11/0/2021
CPF/CNPJ: Endereco: Estacio Experimental km 14
Area cultivada: Cultura: Feijio

Amostra: km 14

Analise Quimica
Varidveis Unidades Valor Classe”
pH - Acidez ativa (CaCl,) - a0 [ Alta
H+Al - Acidez potencial (SMP) cmol, dm” 182 (B Baixa
Al - Aluminio (KCI) emol, dm®  oa0  |B Muito Baixo
Ca - Cilcio (KCI) cmol, dm® 280 | Bom
Mg - Magnésio (KCI) emel, dm™ o040 [0 Baixo
K - Potassio (Mehlich-1) mgdm® 2200 |E0 Baixo
P - Fasforo (Mehlich-1) mg dm”® 16800 |- -
MO - Maténa orginica {colorimetria) dag kg - -
SB - Soma de bases cmol, dm® 330 [ Médio
T - Cap. de troca de citions a pH 7 cmol. dm” 512 (B Médio
t - Cap. de troca de cétions efetiva emol, dm” 330 [ Médio
V - Saturagfio por bases %o 6145 [ Bom
m - Saturagio por aluminio %% 000 |L Muito Baixa
§-50," (Enxofre) (fosfato de cleio) mg dm™ - -
B - (Boro) (dgua quente) mg dm™ - -
pHSMP - (tampdo SMP) - 6,80
Na - (Sédio) myg dm™ 9,00
CE - (Condutvidade elétrica) dS m™
Prem - Fosforo remanescente mg kg'l

Anilise Fisica

Umidade Atual (%) %
Densidade gem”
Areia (%) %
Silte (%a) %%
Argila (%) 04
Textura”
MA = muito argilosa; AG = argilosa; M = Média; S = Siltosa; AR = Arenosa

Universidade Federal do Amazonas, Av. Gen. Octavio Jorddo
Romos, 3000, CEP: 69077-000, Coroado, Manaus, AM, —
Minicampus, FCA/DEAS, Bloco 02, 2o andar, Laborat é rio de
Solos - tel: 3305-1181 R-2110, solos@ ufam.edu br

Quiica Resparsdve]

* As clusses de interpretagio e metodologias de pH, S ¢ B seguem Raij et al., {1997). As demais classes de interpretagio, exceto CE, seguem
Ribeiro et al., (1999), " A classe textural segue o Sistema Brasileire de Classificagio do Solo (EMBRAPA, 2006). As classes de interpretagio
sio gerais, sem levar em consideragiio o tipo de solo, o clima, o cultura ¢ 0 manecjo (Ribeiro ot al, 1999). CONSULTE SEMPRE UM
ESPECIALISTA. REFERENCIAS: EMPRESA BRASILEIRADE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisas
de Solos. Sistema brasileiro de classificagio de Solos. Rio de Junciro, Embrapa Solos, 2006. 306 p. RIBEIRO, A.C., GUIMAR AES, P.T.G.,
ALVAREZ V., V. H. Recomendagdes para o uso de corretivos e fertilizantes em Minas Gerais, 5. Aproximagio. Vigosa : CFSEMG, 1999, RALL
B. van et al. (Ed.). Recomendagdes de adubagio e calagem para o Estado de Sdo Paulo. 2.ed. Campinas: Instituto Agrondmico, 1996 (IAC,
Boletim Técnico, 100).
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