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RESUMO

O uso de indutores de resisténcia na agricultura apresenta-se como uma
das alternativas eficientes para o controle de doencas. O presente
trabalho teve por objetivo estudar a resisténcia induzida por sacarina ou
ulvana a ferrugem (Uromyces appendiculatus) e a mancha angular
(Pseudocercospora griseola) do feijdo (Phaseolus vulgaris L.).
Realizaram-se trés experimentos em diferentes épocas sob condicBes de
infeccdo natural com duas cultivares SCS 202 Guara (suscetivel a
ferrugem) e FT 911249 (resistente a ferrugem). Iniciaram-se as
pulverizacbes das plantas com o primeiro trifélio expandido, em
intervalos de quinze dias com &gua, sacarina ou ulvana. Avaliou-se a
severidade final e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
(AACPD) da ferrugem e mancha angular e 0s componentes de
rendimento. Para a avaliagdo dos efeitos na severidade e nos
mecanismos de defesa envolvidos na resisténcia raca—especifica ou
induzida da ferrugem, em casa de vegetacdo, plantas suscetiveis e
resistentes com o primeiro trifdlio expandido, foram tratadas 6 dias
antes da inoculacdo (DAI) com agua e sacarina e 6 e 3 DAI com ulvana
e inoculadas com U. appendiculatus. As 24 e 48 horas ap6s a inoculagio
(HAI) foram retiradas amostras para avaliagdo da atividade de
peroxidases, germinagdo ureddsporos, formacdo de apressorios e células
com acumulo de peréxido de hidrogénio. Aos 15 dias apés a inoculagéo
guantificou-se a porcentagem de area foliar afetada, o numero e
didmetro de pulstulas e o numero de ureddsporos por pustula.
Pulverizagdes de sacarina reduziram a severidade final e a AACPD da
ferrugem. Para mancha angular reduziu a AACPD no segundo
experimento, e a severidade final e AACPD no terceiro experimento. A
sacarina aumentou o peso de 100 sementes no terceiro experimento. A
ulvana ndo afetou a ferrugem, mas reduziu a AACPD da mancha
angular na cultivar FT 911249 no terceiro experimento. Os componentes
de producdo nos trés experimentos ndo foram afetados pela ulvana. No
experimento em casa de vegetacdo, a sacarina e ulvana reduziram a
severidade da ferrugem. A ulvana elevou a atividade de POX as 24 HAI.
Plantas resistentes tiveram maior atividade de POX as 48 HAI. Os
tratamentos ndo afetaram a germinacdo de uredésporos, formacdo de
apressorios, ou nimero de células com reagdo de hipersensibilidade as
24 e 48 HAI respectivamente. Em conclusdo sacarina atuou como um
indutor de resisténcia contra a ferrugem e a mancha angular e aumentou
0 peso de 100 sementes. Sob condi¢do natural a ulvana nao afeta a



ferrugem. Em casa de vegetacdo a ulvana induziu resisténcia reduzindo
a severidade da ferrugem e elevando a atividade de peroxidases.



ABSTRACT

The use of inducers of resistance in agriculture is presented as an
efficient alternative for diseases control. The present work aimed to
study and defense responses for saccharin and ulvan against rust
(Uromyces appendiculatus) and angular leaf spot (Pseudocercospora
griseola) in bean plants (Phaseolus vulgaris L.). Three experiments
were conducted in different periods under conditions of natural infection
with two cultivars: SCS 202 Guara (susceptible to rust) and FT 911249
(resistant to rust). Plants were sprayed at the first trifoliate growth stage
at intervals of fifteen days with water, saccharin or ulvan. The final
severity and Area Under Disease Progress Curve (AUDPC) of rust and
angular leaf spot and yield components were determined. For the
evaluation of effects on the severity and defense mechanisms involved
in resistance race-specific or induced resistance to rust, in greenhouse
conditions, plants susceptible and resistant plants showing the first
trifoliate leaf expanded where sprayed 6 days before inoculation (DBI)
with water and saccharin and 6 and 3 DBI with ulvan and then
inoculated with U. appendiculatus. At 24 and 48 h after inoculation
(HAI) leaves were sampled for assessment of peroxidases (POX)
activity, uredospores germination, appresorium formation and cells with
hydrogen peroxide accumulation. At 15 days after inoculation the
percentage of affected foliar area, diameter and number of pustules and
number of uredospores per pustule were quantified. Saccharin spraying
reduced the final severity and AUDPC of rust. The AUDPC to angular
leaf spot in the second experiment, and the final severity and AUDPC in
the third experiment. Saccharin spraying increased the weight of 100
seeds in the second and third experiment. The ulvan did not affect the
rust, on angular leaf spot AUDPC was reduced to cultivar FT 911249 in
the third experiment. The components of production in the three
experiments were not affected by ulvan. In the experiment in
greenhouse conditions, saccharin and ulvan reduced rust severity. Ulvan
spraying increased POX activity at 24 HAI. POX activity was higher in
resistant plants at 48 HAI. None of the treatments affected uredospores
germination, appressorium formation and hypersensitive cells at 24 and
48 HAI. In conclusion saccharin acts as an inducer resistance against
rust and angular leaf spot and increases the weight of 100 seeds. Under
natural conditions the ulvan does not affect the rust. In the greenhouse
ulvan induced resistance reducing rust severity and increasing the POX
activity.
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Anexo 13. Andlises de variancia da porcentagem de area afetada,
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) possui uma grande importancia
social e econdmica em diferentes paises, principalmente em paises em
desenvolvimento da America Latina e Africa. No Brasil, o feijao
constitui umas das principais fontes de proteina utilizada na alimentagéo
da populacdo brasileira (FANCELLI & DOURADO NETO, 1997).
Com isso, esforcos tém sido despendidos para se obter melhores niveis
de produtividade, a qual tem sido severamente afetada pela incidéncia
de doencas, sobretudo as de origem fungica. Entre tais doencas merece
destaque a ferrugem, incitada pelo fungo Uromyces appendiculatus
(Pers.) Unger e a mancha angular ocasiona pelo fungo
Pseudocercospora griseola Crous & Braun, que quando presentes as
condi¢des ideais, tém causado sérios prejuizos aos produtores (VIEIRA
et al., 2005).

Para 0 manejo integrado destas doengas, as medidas de controle
comumente utilizadas sdo cultivares resistentes e a pulverizacdo com
fungicidas, por reduzirem a taxa de progresso da doenca (STAVELY e
PASTOR-CORRALES, 1989; PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM, 1998).
Apesar da existéncia de cultivares resistentes a ferrugem e a mancha
angular, o controle genético dessas doengas é dificultado devido a
existéncia de muitas racas fisiologicas e a alta taxa de variabilidade
destes patogenos (SINGH, 2001; SILVA et al., 2001). Nesse contexto, 0
uso de indutores de resisténcia tem se mostrado como uma alternativa
eficiente e seu uso tém baixo risco ao meio ambiente.

Dentre os indutores de resisténcia temos os de origem natural
como os polissacarideos extraidos de algas verdes. Estudos tém
demonstrado seu potencial indutor para o controle de diferentes doencas
do feijoeiro como a antracnose, o oidio e a ferrugem (PAULERT et al.,
2009; DE FREITAS et al., 2011; JAULNEAU et al., 2011; BORSATO
et al., 2010). Outro grupo de indutores de resisténcia é representado por
aqueles sintéticos, como a sacarina que induz resisténcia em feijoeiro
contra a ferrugem, mediante aplicacdo via solo (SIEGRIST et al. 1998).
Considerando o exposto anteriormente o objetivo do trabalho foi estudar
aspectos epidemioldgicos e a resisténcia induzida por sacarina ou ulvana
a ferrugem e a mancha angular do feijao (Phaseolus vulgaris L.).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os aspectos epidemioldgicos e a resisténcia induzida por
sacarina ou ulvana a ferrugem e a mancha angular do feijao (Phaseolus
vulgaris L.).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da pulverizacdo da agua (testemunha), sacarina
ou ulvana sobre a ferrugem e a mancha angular sob condi¢Ges de
infeccdo natural, das plantas identificadas como suscetiveis e resistentes;

Avaliar o efeito da pulverizacio da &gua (testemunha), sacarina
ou ulvana sobre os componentes de rendimento: nimero de vagens por
planta, nimero de sementes por vagem e peso de 100 sementes;

Avaliar o efeito da aplicacdo foliar de sacarina ou ulvana na
severidade da ferrugem em casa de vegetacéo;

Monitorar a atividade da enzima peroxidase 24 e 48 horas apés a
inoculagdo de Uromyces appendiculatus raga 59-63 em plantas
suscetiveis e resistentes a ferrugem e tratadas com agua (testemunha),
sacarina ou ulvana;

Verificar o acimulo de peréxido de hidrogénio nos sitios de
interacdo 24 e 48 horas ap6s a inoculacdo de Uromyces appendiculatus
raca 59-63 em plantas identificadas como suscetiveis e resistentes a
ferrugem e tratadas com agua (testemunha), sacarina e ulvana;

Avaliar o efeito da aplicagdo foliar de sacarina ou ulvana sobre a
germinacdo de ureddsporos e formacdo de apressorios as 24 e 48 horas
apos a inoculagdo com Uromyces appendiculatus raca 59-63 em plantas
identificadas como suscetiveis e resistentes.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ACULTURA DO FEIJOEIRO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) é a espécie mais
conhecida do género Phaseolus, da familia Fabaceae. E uma planta
anual, herbacea e com uma ampla distribuicdo no mundo. Dentro do
género Phaseolus existem cerca de 55 espécies ja identificadas além de
P. vulgaris, e entre as que sdo cultivadas estdo P. lunatus L., P.
coccineus L., P. acutifoliuves A. Gray var. latifolius Freeman, e P.
polyanthus Greenman. Seu centro de origem localiza-se na América
Latina, um centro de origem mesoamericano, principalmente no México
e 0 segundo de origem andina que abrange o sul dos Andes, sobretudo, o
noroeste da Argentina e o sul do Peru (DEBOUCK et al., 1993; SHING,
2001).

O feijdo é um alimento bésico das populacdes de paises em
desenvolvimento da América Latina, Caribe e no leste da Africa.
(SINGH, 1999), por ser uma importante fonte de proteina (20-25%) e de
vitaminas. Possui ainda bom contetdo de carboidratos, ferro e &cidos
graxos livres (linoléico e linolénico), além de fornecer grande
guantidade de fibras sollveis e insoliveis (BROUGHTON et al., 2003;
SCHNEEMAN, 1986; SINGH & SINGH 1992).

No Brasil, o feijoeiro-comum é uma das principais culturas
com uma area total de aproximadamente 3,7 milhdes de hectares e uma
producdo nacional de aproximadamente 3,3 milhGes de toneladas.
Apesar da relevancia desta cultura no Brasil, a produtividade média
nacional ainda é muito baixa, cerca de 930 kg.ha™ (IBGE, 2010). Um
dos fatores que explicam essa situacdo é o grande nimero de doencas
gue acometem o feijoeiro (VIEIRA et al., 2005). Entre elas, destacam-se
as de origem fungica tais como a ferrugem, causada pelo fungo
Uromyces appendiculatus, a mancha angular causada por
Pseudocercospora griseola, e a antracnose causada por Colletotrichum
lindemutianum que, dependendo das condigdes climéticas, do estagio de
desenvolvimento das plantas e do uso de cultivares suscetiveis, podem
ocasionar prejuizos na producdo (JESUS JUNIOR et al., 2001).



3.2 FERRUGEM DO FEIJOEIRO

A ferrugem do feijoeiro é causada pelo fungo Uromyces
appendiculatus. Esta doenca estd distribuida por varias partes do
mundo, mas causa 0s maiores danos a producdo nas areas com
temperatura tropical e subtropical e em regides com periodos longos de
alta umidade (STAVELY et al. 1989; PASTOR-CORRALES, 2003).

U. appendiculatus é um parasita obrigatério que pertence ao Filo
Basidiomycota, classe Teliomycetes da ordem Uredinales e familia
Puccianiceae (ITIS, 2008; STAVELY & PASTOR CORRALES 1989).
Infecta principalmente as folhas, mas também pode ser encontrados em
vagens, ramos e em todas as partes verdes das plantas de feijao. O fungo
completa todo o ciclo em um (nico hospedeiro (autbico) e €
macrociclico, produzindo varios tipos de esporos que Ss30 O0S
uredosporos, telidsporos, basididsporos, picnidsporos e aeciosporos. Os
picnidiésporos e aeciosporos sdo raramente observados na natureza
(MCMILLAN et al., 2003). No Brasil, U. appendiculatus sobrevive na
fase uredial onde os uredésporos sdo produzidos na urédia (pustulas),
sdo marrom-alaranjados, unicelulares, elipséides ou globosos com
parede ornamentada, podem ter dois poros germinativos equatoriais ou
superequatorial e medem 20-27 um x 24-30 um (BIANCHINI et al.,
2005).

Os ureddsporos de U. appendiculatus sdo favorecidos por
periodos (10-18 horas ) de umidade relativa de 95% e temperaturas entre
0s 16 a 24 °C. Nessas condi¢es ideais, a germinacdo ocorre durante as
primeiras seis a oito horas. O pat6geno inicia o processo infeccioso
desenvolvendo o tubo germinativo e formando o apressério que entra
em contacto com as bordas dos estdmatos, e emite uma hifa que penetra
e forma uma vesicula subestomatica. Em seguida, forma os haustorios
intracelulares nas células do mesofilo para a retirada dos nutrientes das
células. Eventualmente, vdo se formando mais haustérios e hifas
intracelulares, até a formacdo de uma pequena urédia (Figura 1)
(STAVELY & PASTOR-CORRALES, 1989). Estas pequenas urédias
sd0 0s primeiros sintomas observados aos 6 e 7 dias apds a infeccdo
como pequenas manchas esbranquicadas, levemente salientes,
recobertas pela cuticula da folha, que aumentam de tamanho com o
desenvolvimento da doenca (Figura 2a), até que aos 10 a 12 dias
rompem a epiderme formando os sinais tipicos da doenca que sédo



pustulas maduras marrom-avermelhadas (Figura 2b) (BIANCHINI et
al., 2005).

Uredosporos

Tubo

Uredosporo germinativo l Pastula

Estomato

Apressorio
o

Haustoério

Figura 1. Fases de desenvolvimento do processo infeccioso de U. appendiculatus.
Na “fase de penetragdo” as estruturas sdo mostradas em marrom, estruturas da “fase
parasitaria” sdo mostradas em verde e estruturas da “fase esporulacdo” sdo
representadas em laranja (Adaptado de VOEGELE, 2006).

Figura 2. Folhas de feijoeiro apresentando sintomas da Ferrugem do feijoeiro. A.
Sintomas inicias (pequenas manchas esbranquicadas) aos 6 dias ap6s a infecgdo. B.
Sintoma tipico da doenca, pUstulas com esporulagdo marrom-avermelhada e halo
clorético em volta da pustula.



U. appendiculatus apresenta uma alta variabilidade patogénica,
expressa em um grande numero de racas identificadas e relatadas em
todas as areas produtoras de feijdo do mundo. Na regido tropical e
subtropical, sua reproducdo é assexuada e pode apresentar diversas
geracOes durante o ciclo de vida do hospedeiro, podendo gerar grande
variabilidade genética ao longo das vérias geragcbes do fungo
(STAVELY et al., 1989; STAVELY & PASTOR-CORRALES, 1989;
PASTOR-CORRALES, 2001; SOUZA, et al., 2008).

A utilizacdo de cultivares resistentes no controle da ferrugem
vem recebendo maior atencdo por parte de pesquisadores, por ser um
método mais apropriado, pois permite a reducdo de custos, evita 0 uso
de agrotdxicos e é acesivel a produtores de qualquer nivel econdmico
(FALEIRO et al., 2001; SOUZA et al., 2008). Uma das maiores
dificuldades para os avangos em programas de melhoramento que visam
obter variedades resistentes é o desconhecimento da variabilidade do
fungo, j& que constitui a primeira parte do programa de melhoramento
onde se sugere a realizacdo de levantamentos continuos das ragas dos
patégenos que prevalecem nas &reas produtoras juntamente com a
procura de fontes de resisténcia (ALLARD, 1971; SOUZA, et al.,
2005).

Durante o “The Bean Rust Workshop”, realizado em 1983 em
Porto Rico, 35 pesquisadores de diferentes paises padronizaram uma
série de 20 cultivares diferenciadoras, bem como se adotou uma escala
de avaliacdo dos tipos de infeccdo causadas pelo patdgeno (STAVELY
et al., 1983). A partir destes procedimentos, muitas racas foram
descritas no mundo e no Brasil (STAVELY & PASTOR-CORRALES,
1989; MORA-NUNES et al., 1992; FALEIRO, 1999). Porém, a
nomenclatura atribuida as ragas continuou sendo desuniforme,
dificultando a interpretacdo e comparacdo dos resultados dos diferentes
grupos de pesquisa (SOUZA et al., 2008; SOUZA et al., 2003). No 3"
International Bean Rust Workshop” realizado em 2002, na Africa do
Sul, foi proposta uma nova série de cultivares diferenciadoras, contendo
seis cultivares de origem Andina e seis de origem mesoamericana para
classificar e designar racas aos patotipos de U. appendiculatus com o
sistema de nomenclatura binaria (Tabela 1) (STEADMAN et al., 2002).



Este sistema se caracteriza pela separacdo, por meio de um
hifen, dos valores obtidos com a avaliacdo das diferenciadoras de
origem Andina e Mesoamericana. Para a nomenclatura atribuida a raca
59-63 do presente trabalho, o primeiro ndmero foi obtido da soma dos
valores binérios referentes as variedades Andinas (Early Gallatin,
Redlands Pioneer, PC-50, Golden Gate Wax, Pl 260418), e o segundo
nimero apds o hifen, foi dado pela soma dos valores binarios das
variedades Mesoamericanas (Great Northern 1140, Aurora, Mexico 309,
Mexico 235, Compuesto Negro Chimaltenango, P1 181996).

Tabela 1. Série de cultivares diferenciadoras para Uromyces appendicglatus
proposta no “3rd Bean Rust International Workshop”, realizado em 2002, na Africa
do Sul (STEADMAN et al., 2002).

Ordem Variedade Gene Origem Valor
Binario

A Early Gallatin Ur-4 Andina 1

B Redlands Pioneer Ur-13 Andina 2

C Montcalm ur-?" Andina 4

D PC-50 ur-9, Ur- Andina 8

12

E Golden Gate Wax Ur-6 Andina 16

F Pl 260418 ur-?" Andina 32

A Great Northern ur-7 Mesoamericana 1
1140

B Aurora ur-3 Mesoamericana 2

C Mexico 309 ur-5 Mesoamericana 4

D Mexico 235 Ur-3* Mesoamericana 8

E Compuesto Negro ur-2" Mesoamericana 16
Chimaltenango

F Pl 181996 Ur-11 Mesoamericana 32

" Gene ainda néo caracterizado.

3.3 RESISTENCIA RACA ESPECIFICA

A resisténcia do hospedeiro € o mecanismo mais eficaz de
controle contra a ferrugem do feijoeiro. Mas a utilidade dessa resisténcia
em condi¢Bes de campo pode ser facilmente quebrada devido a alta
variabilidade patogénica. O grande nimero de racas é um fator limitante
para o desenvolvimento de cultivares resistentes, ja que cultivares
langadas como resistentes a ferrugem em um Unico local ou periodo
podem passar a ser suscetiveis pelo aparecimento de uma nova raca do



patogeno (PASTOR CORRALES et al., 2010, STAVELY & PASTOR
CORRALES, SOUZA etal., 2011).

Existem evidéncias da interacdo gene-a-gene entre plantas de
feijoeiro e a ferrugem. Esse tipo de resisténcia pode ser chamada de raga
especifica e é controlada por uma série de genes que conferem
resisténcia para determinadas racas do fungo. Essa resisténcia é
semelhante a que ocorre na interacdo entre o fungo Melampsora lini,
agente causal da ferrugem do linho (Linum usitatissimum L.), e que
descreve que quando existe um sistema de reconhecimento do tipo gene-
gene, a reacdo é incompativel quando o hospedeiro possui um gene
dominante de resisténcia “R” e o patdgeno possui um gene dominante
de aviruléncia “avr” correspondente. Nesse patossistema também
existem varios alelos dominantes e de heranga simples controlando
resisténcia raca especifica, onde a resisténcia pode ser controlada por
dois ou mais genes dominantes complementares (STAVELY &
PASTOR CORRALES, 1989; SINGH 1991; LIEBENBERG E
PRETORIUS, 2004).

A resisténcia a ferrugem do feijoeiro é controlada por uma série
de genes do tipo dominante (KELLY et al., 1996) (Tabela 2). A maioria
destes genes é pertencente ao pool génico da regido Andina e outros ao
pool génico Mesoamericano. Genes provenientes de pool génico andino
s80 mais suscetiveis a maioria de ragas de U. appendiculatus de origem
andina. No entanto, esses mesmos genes apresentam resisténcia a muitas
ragas de origem Mesoamericano. Genes de origem Mesoamericanos tém
mais amplo espectro de resisténcia a diferentes ragas da ferrugem do
feijoeiro (PASTOR-CORRALES & LIEBENBERG, 2010; SOUZA et
al., 2011).

No Brasil, a cultivar Ouro Negro tem sido a mais usada para
introduzir genes de resisténcia a ferrugem do feijoeiro, esta cultivar tem
sido resistente a varios patotipos de U. appendiculatus identificados em
Minas Gerais por Faleiro et al. (1999). Esta cultivar esta caracterizada
pelo gene Ur-ON, assim denominado pelo fato de ndo ser ainda
caracterizado. No entanto, Souza et al. (2011) verificaram recentemente
que a cultivar Ouro Negro, apresenta genes distintos dos genes ja
caracterizados (Tabela 2). Deste modo eles propuseram que esse gene
fosse nomeado de Ur-14.



Tabela 2. Principais fontes de resisténcia ao fungo Uromyces appendiculatus

identificadas em feijao* (Phaseolus vulgaris).

Origem Cultivar / fonte Gene
Mesoamericana B1627 (Genétipo Gallaroy 1) Ur-1
Mesoamericana  B2090 (Gallaroy Genétipo 1) Ur-2
Mesoamericana  AxS 37 Ur-22
Mesoamericana  Aurora Ur-3
Mesoamericana México e Equador 235 299 Ur-3+
Andina Beleza Gallatin e Brown inicio Ur-4
Mesoamericana  México 309 Ur-5
Andina Golden Gate Wax Ur-6
f/lr;z:)r;anfericana Pinto Olathe Ur-6+
Mesoamericana  Grande do Norte 1140 Ur-7
Andina EUA#3 Ur-8
Andina PC-50 Ur-9
Andina Resisto Ur-10
Mesoamericana P1181996 Ur-11
Andina PC-50 Ur-12
Andina (?) Redlands Pioneer uUr-13

* Adaptado de SOUZA et al. (2011).
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3.4 MANCHA ANGULAR

A mancha angular do feijoeiro vem se tornando nos ultimos anos
uma das doengas mais importantes na producdo do feijdo, ja que pode
chegar a causar perdas na producdo de até 70%, sob condigdes
ambientais favoraveis a doenca (SARTORATO, 2002; SARTORATO
& RAVA, 1992).

O agente causal é Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U.
Braun, pertence a classe Deutoromicetos, a ordem Moniliales e a familia
Stilbalceae (CROUS et al., 2006; BARNETT & HUNTER 1972). A
mancha angular afeta principalmente as folhas, além de vagens, caules e
ramos. Seus sintomas caracteristicos sdo lesdes de formato angular
delimitada pelas nervuras e dependendo da cultivar, podem apresentar
um halo clorético ao redor de forma indefinida (Figura 3).

Figura 3. Trifélio de planta de feijdo apresentando sintomas de mancha angular
(Pseudocercospora griseola), caracterizado por lesdes angulares delimitadas pelas
nervuras e acompanhada de um halo clorético ao redor da mancha.

Inicialmente aparecem na face abaxial da folha pequenos pontos
cinza, produzidos pelo fungo que s8o grupos de conidioforos
denomidados de corémios. Estes sd0 compostos por um pequeno
nimero de conidioforos, geralmente de 8 a 40, que crescem eretos e
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mais ou menos paralelos, formando tufos, em cuja parte superior
formam-se os conidios. Os conidioforos sdo de cor escura na base,
tornando-se gradualmente hialinas no topo.

Quando coalescem as lesbes podem chegar a cobrir toda a area
foliar, causando o amarelecimento das folhas e o desfolhamento
prematuro. Nas vagens, as lesbes podem ocasionar sementes mal
formadas. Caule, ramos e peciolos podem apresentar lesGes alongadas
cor castanho-escuro (CORREA-VICTORIA et al., 1989).

As condi¢cBes favoraveis para que ocorra uma epidemia sdo
temperaturas com minima de 16°C e maxima de 30°C, e uma 6tima de
24° C. Para a formacdo de corémios e inicio de esporulacdo é necessaria
alta umidade a 24°C por 24 e 48 horas, respectivamente. Sua
disseminacdo ocorre principalmente pelas chuvas, ventos, sementes e
particulas de solo contaminado. O controle pode ser através de praticas
culturais como o0 uso de sementes sadias, a rotagdo de culturas por dois
anos, a eliminacdo de restos culturais e o uso de fungicidas. O uso de
cultivares resistentes seria uma medida muito eficiente e econémica para
0 produtor, mas no Brasil sdo poucas as cultivares que apresentam
resisténcia ao patégeno devido a alta variabilidade patogénica
(SARTORATO & RAVA, 2002).

3.5 RESISTENCIA INDUZIDA

A resisténcia de plantas a patdégenos € comum na natureza as
plantas se encontram em continuo contato com um grande nimero de
microorganismos potencialmente patogénicos (AGRIOS, 2005). Com
isso, as plantas permanecem sadias devido a manifestacdo de varios
mecanismos de defesa. Alguns desses mecanismos sdo pré-formados,
gue visam conter a agressao, representados por estruturas fisicas, como
camadas de cera, cuticula, adaptagdes em estdbmatos e compostos
antifngicos. Ainda, existem os mecanismos de defesa que sdo ativados
apos o reconhecimento do patégeno, os quais envolvem a formacao de
papilas, halos, lignificacdo, formacdo de tilose, além da sintese de
compostos de defesa como as fitoaleximas, proteinas relacionadas a
patogénese e espécies ativas de oxigénio (AGRIOS, 2005;
PASCHOLATI & LEITE, 1995, KIRALY et al., 2007).
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Dependo de sua origem, os agentes indutores podem ser
classificados como sintéticos ou naturais. No patossistema ferrugem-
feijoeiro, tém sido relatados como indutores de origem natural,
organismos nao patogénicos como rizobactérias fluorescentes e fungos
como Trichoderma spp. (ABEYSINGHE, 2009 a, ABEYSINGHE, 2009
b.) e extrato de algas, tais como Ulva fasciata (BORSATO, 2010).
Vaérios trabalhos identificaram como potentes indutores sintéticos em
feijoeiro contra a ferrugem o benzothiadiazole (BTH), um composto
quimico sintético que apresenta estrutura similar ao acido salicilico, e
sacarina sodica. A sacarina é uma imida sulfobenzoica derivada do
probenazole, usado também no controle de doencas das culturas do
arroz e da cevada (MAFFI et al., 2011; IRITI & FAORO 2003;
SIEGRIST, 1998).

A resisténcia induzida é quando o aumento dos niveis de
resisténcia da planta atua como uma conseqiiéncia da ativacdo de seus
genes ou grupos de genes aparentemente inatos, usando agentes
externos (indutores bidticos ou abidticos), sem a modificacdo do
genoma da planta. Deste modo, a resisténcia induzida é evidenciada pela
reducdo no tamanho e/ou ndmero de lesBes causadas no hospedeiro pelo
patégeno, resultando em um atraso no desenvolvimento da doenca
(STADNIK & MARASCHIN, 2004; VAN LOON et al., 2006).

3.6 MECANISMOS DE DEFESA EM PLANTAS

Uma vez que ocorre a interacdo planta-patégeno, inicia-se o
reconhecimento da planta ao patégeno, quando o hospedeiro responde
de uma forma incompativel, que pode culminar com a formacdo de
barreiras estruturais como o espessamento da parede celular e cuticula,
além da formacdo de papilas, tilose e camadas de cortica, além de
respostas bioquimicas como compostos fendlicos, proteinas relacionadas
a patogénese (proteinas—RP) e espécies ativas de oxigénio
(CAVALCANTI, 2005; PASCHOLATI & LEITE, 1995).

As peroxidases sdo enzimas que participam nos mecanismos de
defesa das plantas e tém um papel importante na indugdo de resisténcia
por estarem diretamente associadas com processos tais como a
deposicdo de lignina e suberizacdo na parede celular das plantas,
participar no cross-linking de hidroxiprolina rica em proteinas na matriz
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da parede celular e tem uma importante funcdo de controle do estado de
redox no apoplasto (VAN LOON et al., 2006).

As espécies ativas de oxigénio sdo moléculas reduzidas,
transitorias e altamente reativas, produzidas na via metabdlica de
transformacdo do oxigénio molecular (O,) em agua (H,O). Essas, sdo
produzidas ap6s a percepcdo dos sinais de aviruléncia do patégeno,
desencadeando uma explosdo oxidativa. Uma das principais funcdes das
EAQO’s ¢ o efeito toxico direto, de forma que atua como um agente
antifingico e antibacteriano, porém pode ainda estar envolvida na
sinalizacdo durante a inducdo da formacdo de fitoalexinas (VAN LOON
& VAN STREIN, 1999; RESENDE et al.,, 2003; CAVALCANTI,
2005).

Outro mecanismo de defesa é a reacdo de hipersensibilidade
(RH) que é a morte repentina de um nimero determinado de células do
hospedeiro ao redor dos sitios de infeccdo do patdgeno levando a um
blogueio da doenca (THORDAL-CHRISTENSEN et al., 1997,
PASCHOLATI & LEITE, 1995). Além disso, o reconhecimento do
patégeno, associado ou ndo com a RH, estabelece um estado de
imunidade em tecidos proximos do local de infeccdo (resisténcia
sisttmica local, RSL) e muitas vezes também em Orgdos distais
(resisténcia sistémica adquirida, RSA) (STICHER et al., 1997). Para
patogenos biotréficos, como as ferrugens, a morte celular localizada
pode ser eficaz para conter seu desenvolvimento, ja que elas sobrevivem
a partir dos nutrientes extraidos de células vivas. Entretanto, para
patégenos necrotrdficos, a morte celular pode ser considerada nociva
pelo acarretamento da liberacdo de compostos pré-formados que se
acumulam nos locais de infeccdo possibilitando o estabelecimento
desses patdgenos (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996).

3.7 Ulva sp. E ULVANA

As algas marinhas produzem diversos compostos bioativos de
interesse agricola com atividades antimicrobianas, bioestimulantes e
podem ser usados como indutores de resisténcia. As principais algas
usadas na agricultura sdo as algas-marrom, que desde ha muito tempo
vém sendo usadas como fertilizantes do solo, e recentemente estudos
tém revelado seu potencial no crescimento de plantas, germinacdo de
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sementes e como indutor de resisténcia de plantas a doencas
(TALAMINI & STADNIK, 2004; PAULERT et al., 2009).

A macroalga Ulva fasciata Delile pertence ao filo Chlorophyta,
de cor predominantemente verde, talo ereto e achatado, medindo de 2-
2,5 cm de comprimento e 1-5,5cm de largura, apresenta um apressorio
pequeno com o qual se fixa nos costes rochosos (BOKER-TORRES,
2005). Esta alga pode ser encontrada em praticamente todo o litoral
brasileiro onde frequentemente estdo envolvidas em problemas
ecoldgicos devido a sua proliferagdo como marés-verdes. O seu uso
potencial na biomassa para a obtencdo de compostos bioativos poderia
resolver este problema (PAULERT et al.,2009).

A ulvana é um hetoropolissacarideo sulfatado soltvel em agua e
representa a maior fragdo polimérica da parede celular com 8 a 29% do
peso seco Ulva spp. (PAULERT et al., 2009, LAHAYE & ROBIC,
2007). Os dois agUcares principais repetitivos sdo acidos aldobiurdnicos
designados como designados como tipo A (&cido ulvanobiurdnico 3-
sulfato) (Ass) e tipo B (acido ulvanobiurdnico 3-sulfato) (Bss) (Figura
4).
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Figura 4. Estrutura dos dois principais dissacarideos constituintes da ulvana
(LAHAYE, et. al., 2008).

Fernandes (2007) analisou diferentes extratos de algas e de
plantas aquéticas e observou que o tratamento com ulvana reduziu local
e sistemicamente o nimero e o desenvolvimento de lesdes nas cultivares
de feijoeiro suscetivel a antracnose IPR Uirapuru e Mouro Graldo.

Paulert et al., (2009) verificaram que aplicagfes foliares
preventivas de ulvana em feijoeiro reduziram a severidade da antracnose
(Colletotrichum lindemutianum) em 38%. No mesmo patossistema,
Freitas (2011), usando uma formulagéo de ulvana em mistura com silica
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amorfa ou caulinita, obteve uma reducdo de 45%, na severidade da
antracnose.

No patossistema U. appendiculatus-feijoeiro, BORSATO et al.,
(2010) observou que em plantas tratadas com ulvana houve a redugdo do
diametro das pustulas de U. appendiculatus em plantas de feijdo das
cultivares Brigida, Pérola e Juriti, pulverizadas aos 6 e 3 dias antes da
inoculagdo do patégeno, quando comparadas com as plantas da mesma
cultivar tratadas com agua destilada.

A pulverizacdo de ulvana reduziu local e sistemicamente em
cerca de 65% a severidade da mancha foliar de Glomerella em plantulas
de macd cv. Gala, quando aplicada 6 dias antes da inoculagdo com o
fungo Colletotrichum gloeosporioides (ARAUJO et al., 2008),
demonstrando o potencial da ulvana como possivel indutor de
resisténcia em macieira.

3.8 SACARINA SODICA

A sacarina foi descoberta pelos quimicos Ira Remsen e
Constantin Fahlberg, em 1879, quando estavam investigando a oxidagédo
de toluenosulfonamida. Fahlberg notou um inexplicavel sabor doce em
seus alimentos e descobriu que essa dogura estava presente em suas
maos e bracos, mesmo apos té-los lavado (KAUFFMAN & PRIEBE,
1978).

Sua férmula quimica é C;H;NNaOsS.2H,0 (Figura 5) e é um
metabolito do probenazole que é capaz de induzir resisténcia no arroz
para melhorar o controle de Magnaporthe grisea e Xanthomonas oryzae,
eventualmente através da inducdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro (UCHIYAMA et al., 1973).
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Figura 5. Férmula estrutural da molécula da sacarina sddica.

Tem sido demonstrado que a sacarina induz resisténcia sistémica
quando aplicada no solo, contra o virus do mosaico do fumo, em pepino
contra C. lagenarium e no feijdo contra U. appendiculatus (SIEGRIST
et al., 1998). Também o tratamento das folhas com sacarina levou a
reducdes significativas de 50-71% da escaldadura causada pelo fungo
Rhynchosporium secalis em plantas de cevada inoculadas artificialmente
com o patégeno (WALTERS et al., 2009).

Boyle & Walters (2005, 2006) observaram que o tratamento via
solo com sacarina reduziu significativamente a porcentagem de area
foliar afetada por ferrugem (U. viciae fabae) em plantas de fava (Vicia
faba). Também em cevada (Hordeum vulgare), o tratamento protegeu
local ou sistémicamente as plantas contra o oidio (Blumeria graminis).

No patossistema ferrugem-soja, a sacarina aplicada via solo
induz resisténcia sistémica adquirida incrementando um dia apés a
aplicacdo e ndo teve nenhum efeito adverso sobre o crescimento da
planta (SRIVASTAVA et al., 2011).
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4 METODOLOGIA

4.1 EFEITO DA PULVERIZAGCAO DE SACARINA
E ULVANA SOBRE A FERRUGEM E A
MANCHA ANGULAR DO FEIJOEIRO SOB
INFECCAO NATURAL

Os experimentos foram realizados no Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina, utilizando-se duas
cultivares de feijoeiro-comum do grupo carioca, SCS 202 Guara e FT
911249, classificadas como suscetivel e resistente a ferrugem do
feijoeiro por Borsato (2009), respectivamente.

4.1.1 Condigbes de cultivo

Foram realizados trés experimentos sob condicfes de infeccao
natural (Figura 6), o primeiro no periodo de 29/09/2009 e 28/12/2009, o
segundo de 01/03/2010 a 23/05/2010 e o terceiro de 29/09/2010 a
27/12/2010.

w‘ Y :
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Figura 6. Experimento sob condi¢Bes de infeccdo natural de plantas de feijdo
(Phaseolus vulgaris) das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel a ferrugem) e FT
911249 (resistente a ferrugem).
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A semeadura foi realizada em vasos plasticos pretos com
capacidade para 20 L contendo uma mistura de solo argiloso e composto
organico, na propor¢do 3:1 (v/v). Realizou-se um desbaste no estadio
V2 (folhas primarias expandidas) deixando-se quatro plantas por vaso.
O solo foi adubado a partir do estadio V3 (primeiro trifolio expandido)
com 100 ml de uma solugéo nutritiva e uréia (Eurofit Max® fornecendo
N, P,Os, Fe, Mn, Zn: 10,75; 8,75; 0,005; 7 e 25 mg N LY
respectivamente) em intervalos de 14 dias, totalizando quatro
aplicacdes. As plantas foram irrigadas de acordo com as necessidades
hidricas da cultura.

4.1.2 Preparacgdo e aplicacdo dos tratamentos

A sacarina sodica comercial (C;H;NNaO3S.2H,0) apresentando
98% de pureza, foi adquirida de Vetec, Rio de Janeiro. A ulvana foi
obtida de acordo com a metodologia descrita por Paulert (2005). Para
tanto, 100 g de alga seca foram autoclavadas por 2h a 110°C em 1L de
agua destilada. A solugdo aquosa foi filtrada e o polissacarideo foi
precipitado pela adi¢do de trés volumes de etanol (96°GL) a -20 °C por
48 horas. O precipitado foi coletado, seco em estufa a 40-45°C durante
48 horas e armazenado em freezer a -20°C até utilizagdo nos ensaios.

Quando as plantas apresentavam o estadio V3, iniciou-se a
aplicacdo dos tratamentos em intervalos de 14 dias, totalizando quatro
aplicacdes. Para tanto, sacarina sddica (0,24 mg/mL ou 1mM) ou ulvana
(1 mg/mL) foram dissolvidas completamente em agua destilada sob
agitacdo a temperatura ambiente. As plantas foram pulverizadas com o
auxilio de pulverizador manual de compressdo prévia (capacidade 2L,
vazao 240 mL/min), até atingir o ponto de escorrimento.

4.1.3 Avaliacdo da Ferrugem e Mancha Angular

As severidades da ferrugem (U. appendiculatus) e da mancha
angular (P. griseola) foram quantificadas, semanalmente, a partir do
aparecimento dos primeiros sintomas (estadio V3) até o estadio R8
(enchimento de grdos). A intensidade de ferrugem foi avaliada
visualmente, através de atribuicdo de uma porcentagem para a area
foliar sintomaética.
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Para a avaliagdo da mancha angular utilizou-se a seguinte
escala de notas de Schoonhoven & Pastor-Corrales (1987)
representadas de 1 a 9, sendo 1: sem sintomas visiveis da doenca; 3:
presenca de poucas lesfes, sem esporulacdo e afetando até 2% da area
foliar ou das vagens; 5: presenca de varias lesdes, com esporulacao
limitada e afetando até 5% da area foliar ou das vagens; 7: Lesdes
abundantes, com esporula¢do abundante que geralmente podem juntar-
se e estdo associadas com tecidos clordtico, afetando cerca de 10% das
folhas ou das vagens; 9: 25 % da area foliar ou das vagens coberta por
lesbes esporulantes grandes que sdo geralmente clordticas e podem
causar uma desfolha severa e precoce. As vagens afetadas estdo
geralmente deformadas e enrugadas e com baixo nimero de sementes.

Cada nota representou um valor em porcentagem de area foliar
afetada pelo qual cada nota foi transformada para porcentagem para o
calculo da curva de progresso da doenca (AACPD) conforme a seguinte
formula (1):

AACPD = [((y1+y2)/2*(t2-t1)] 1)

Onde y1 e y2 sdo duas avaliagBes consecutivas de severidade realizadas
nos tempos t1 e t2, respectivamente.

4.1.4 Avaliacdo de componentes de rendimento

Quando as plantas atingiram o estadio R9 (Maturacéo
fisiolégica) colheram-se as plantas e contou-se 0 nimero de vagens por
planta. Em seguida, as sementes foram retiradas das vagens para a
avaliacdo do numero de sementes por vagens. Apés a retirada de todas
as sementes foram levadas a estufa por 48-72 horas a 50°C até peso
constante, e contou-se 100 sementes para avaliacdo do peso seco de 100
sementes.

4.1.5 Delineamento experimental e Estatistica

O experimento foi conduzido sob delineamento em blocos
completamente casualizados, com quatro repeticdes por tratamento,
sendo que cada parcela constituida por um vaso com quatro plantas. A
bordadura foi formada por vasos com a cultivar SCS 202 Guara
(suscetivel a ferrugem) para permitir o desenvolvimento da ferrugem.
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As andlises estatisticas foram realizadas com o0 programa
Sisvar (FERREIRA, 2000). Depois de verificada a homogeneidade das
variancias pelo teste de Bartlett a 5% de significancia, os dados foram
submetidos a andlise de variancia e o respectivo teste de F a 5% de
significancia. A separacdo das médias foi realizada com o teste de
Tukey a 5% de significancia.

4.2 AVALIACAO DO EFEITO NA SEVERIDADE
E NOS  MECANISMOS DE DEFESA
INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetagdo e no
Laboratorio de Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina — CCA/UFSC, com as mesmas
cultivares utilizadas nos experimentos anteriores (SCS 202 Guara e FT
911249).

4.2.1 Condigbes de cultivo de feijoeiro

Plantas foram cultivadas sob condi¢Bes de casa-de-vegetacao
(Figura 7) em vasos plasticos pretos n° 3 (Plasticofer Ltda.) com
capacidade de dois litros contendo uma mistura de solo argiloso e
composto organico, na proporcao 3:1.

Figura 7. Experimento em casa de vegetacdo de plantas de feijdo (Phaseolus
vulgaris) das cultivares SCS 202 Guarad (suscetivel a ferrugem) e FT 911249
(resistente a ferrugem) no estadio fenol6gico V3.
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Para tanto, distribuiu-se equidistantemente nove sementes por vaso, que
foram cobertas com aproximadamente 2,5 cm da mesma mistura de
solo. Quando as plantulas atingiram o estadio fenol6gico V2 (folhas
primarias expandidas) foi realizado um desbaste, deixando-se quatro
plantas por vaso. Apos o desbaste O solo foi adubado a partir do estadio
V3 (primeiro trifélio expandido) com 100 ml de uma solugéo nutritiva e
uréia (Eurofit Max® fornecendo N, P,Os, Fe, Mn, Zn: 10,75; 8,75;
0,005; 7 e 2,5 mg.L™, respectivamente). Para o controle de oidio, as
plantas foram pulverizadas semanalmente com enxofre 80% (3 g/L,
Basf, Brasil). A irrigacdo foi baseada nas necessidades hidricas da
cultura.

4.2.2 Obtencdo de ulvana

A macroalga marinha U. fasciata foi coletada nos costfes
rochosos da Praia da Armagcdo no litoral de Floriandpois, SC, em janeiro
de 2010. A coleta da alga foi registrada no Laboratdrio de Fitopatologia
— Labfitop do CCA sob o nimero 68. A exsicata da alga encontra-se
também depositada no Herbario do Departamento de Botanica da
Universidade Federal do Parana sob o codigo UPCB 61313.

As algas coletadas foram submetidas a uma limpeza manual,
para a eliminacdo de contaminantes. Em seguida, 0 material selecionado
foi lavado com 4gua corrente de torneira, a alga foi pesada e
imediatamente colocada em estufa com aeracdo a 40°C, por 48h. A
macroalga seca foi triturada obtendo-se um po6 fino, o qual foi pesado e
armazenado a 0°C até o momento da extracdo do polissacarideo.

O polissacarideo ulvana foi extraido de acordo com a
metodologia descrita por Cluzet et al. (2004) e Paulert et al. (2009),
autoclavando-se 30g do pd seco da macroalga marinha U. fasciata em
300mL de agua destilada, durante 2h a 110°C. A solucdo aquosa obtida
foi filtrada com auxilio de um pano e em seguida, a ulvana foi
precipitada adicionando-se trés volumes de etanol 96GL a -20°C por
48h. Apos este periodo retirou-se o primeiro precipitado e incubou-se a
solucdo por mais 48 h para obtencdo do segundo precipitado. Apds a
precipitacdo, o segundo polissacarideo foi coletado, seco em estufa a
45°C por 48h, e armazenado a -20°C, até a utilizacdo nos ensaios.
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4.2.3 Tratamento das plantas

No estadio V3 (primeiro trifélio expandido), as plantas foram
aspergidas duas vezes (6 e 3 dias antes da inoculagdo) com o
polissacarideo (10 mg/mL). As pulverizacbes com &gua ou sacarina
(0,24 mg/mL) foram realizadas seis dias antes da inoculagdo. As
solucbes foram pulverizadas até atingir o ponto de escorrimento
(aproximadamente 3mL/planta).

4.2.4 Manutenc¢do do inéculo

Para a realizacdo dos experimentos foi utlizado o isolado
MANE- 4 (Micoteca Anne-Lore Schroeder — CCA — UFSC), raga 59-63
de U. appendiculatus que foi obtido de lavoura comercial de feijoeiro da
regido do Alto Vale do Itajai — SC (MARTINS, 2006). O inéculo foi
multiplicado em feijoeiro cv. SCS 202 Guara por meio de inoculagdes
periédicas de plantas jovens com suspensdo (10° uredésporos/mL) de
ureddsporos do fungo.

4.2.5 Inoculacdo das plantas de feijoeiro

As plantas foram aspergidas com uma suspensdo de
uredésporos de Uromyces appendiculatus (10° uredésporos/mL) com
auxilio de pistola acoplada a motocompressor de ar com o auxilio de
pistola (LPHV, pressdo maxima 58psi, bico 0,7mm de didmetro, marca
Grifo, Italia) acoplada a um motocompressor de ar (marca Schulz,
Brasil; presséo de 251bf/pol2; poténcia de 180W; vazdo 105mL/min). O
volume de suspensdo de ureddsporos empregado por planta foi 2
mL/planta. Ap6s a inoculacdo as plantas foram acondicionadas em
camara Umida no escuro por 48 h (UR >90%, +18°C). Ao final deste
periodo as plantas foram transferidas para bancadas em casa-de-
vegetacdo (temperatura média de 20,5°C) onde permaneceram até a
avaliacdo da severidade.
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4.2.6 Avaliagdo da severidade da ferrugem

Para a avaliacdo da severidade os parametros usados foram:
porcentagem de area foliar afetada, nimero de pustulas por centimetro
guadrado, didmetro das pustulas e taxa de esporulacéo.

Aos 15 dias apds inoculacdo, dois trifélios foram destacados e
escaneados (Genius Color Page- Vivid 4). Para a determinacdo da area
total do trifélio e da area afetada pela ferrugem, utilizou-se o software
Quant V.1.01 (VALE et al., 2001). A contagem do namero de pustulas
por centimetro quadrado foi realizada nos mesmos trifélios usados
anteriormente, na face adaxial da folha com auxilio de um estereoscépio
e um contador manual.

Para a obtencdo do nUmero de ureddsporos por pustulas,
utilizou-se um vazador de discos de 10 mm de didmetro para retirar trés
discos da area mais afetada dos foliolos. Estes discos foram depositados
em tubos plasticos conicos tipo falcon contendo 3 mL de agua destilada,
com 0,1% de Tween 20 (v/v). Em seguida, os tubos foram colocados
sob agitacdo em vortex por um minuto para a liberacdo dos ureddsporos
e coletados por centrifugacdo (4000 g por 1 min). O concentrado de
esporos foi coletado e estimou-se a concentracdo de esporos em camara
de Neubauer. Paralelamente, os discos foram usados para a
guantificacdo do nimero de pustulas. Com tais resultados, calculou-se o
ntmero de uredésporos por pustula (ANGELOTTI et al., 2008).

A partir dos discos usados para a determinagdo do nimero de
ureddsporos por pustula, foi medido o didametro de 30 pustulas. Para
tanto, os discos foram depositados em placas Petri (8 cm de didmetro)
contendo papel filtro com solugdo de etanol e acido acético (3:1, v/v; 7
mL/placa) para o clareamento dos tecidos da planta. Uma vez clareado
foram transferidos para placas contendo solugdo de lactoglicerol, acido
lactico e agua destilada (1:1:1 v/v/v) para a conservagdo e fixacdo dos
discos até o momento da avaliagdo. Para a visualizag8o, os discos foram
montados em laminas de vidro e visualizados com auxilio de
microscopio optico (modelo FWL1500T, Feldmann Wild Leitz, Brasil),
equipado com ocular micrométrica sob aumento 100x.
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4.2.7 Determinacdo da atividade de peroxidases

Os foliolos laterais do lado direito do primeiro trifélio de duas
plantas foram coletados as 24 e 48h apds a inoculagdo. Durante a coleta,
o material foi pesado, acondicionado em papel aluminio, congelado por
imersdo em nitrogénio liquido e entdo, armazenado a -20°C até o
momento da analise.

Para a andlise da atividade de peroxidases foi utilizada a
metodologia descrita por Cipollini (1998) com modificacdes. Para a
obtencdo do extrato, os foliolos foram macerados usando-se cadinho e
pistilo de porcelana na presenca de nitrogénio liquido, até a obtencédo de
um pd. Em seguida foi adicionado tampao fosfato de s6dio 50 mM (pH
7,0) (4ml/g). A suspensdo foi transferida para microtubos de 2 mL
(Axygen, EUA) e centrifugada (modelo 5804R, Eppendorf, Alemanha)
a 11.600 g/15 min, a 4° C. O sobrenadante foi entdo coletado e
armazenado em gelo até o momento da determinagdo da atividade da
enzima.

A atividade de peroxidases foi medida
espectrofotometricamente conforme Stadnik & Buchenauer (2000). Para
tal, 100uL do extrato protéico foram adicionados em 2,9 mL de tampéo
fosfato de sodio (10 mM, pH 6,0), contendo 0,25% de guaiacol (v/v)
(Sigma, EUA) e 0,125% peroxido de hidrogénio (v/v) (Merck,
Alemanha). Os valores de absorbéancia da reacdo foram registrados a
cada 30 segundos durante 3 minutos a 30°C por meio de um
espectrofotdbmetro a 470 nm (modelo 700 Plus, Femto, Brasil). As
atividades de peroxidases foram expressas em unidades de Densidade
Optica a 470 nm/mg proteina/min.

O teor de proteinas totais em cada amostra foi determinado
através do método de Bradford (1976). A curva padréo de proteinas foi
determinada utilizando-se como padrdo concentragdes de albumina de
soro bovino (Sigma, EUA) variando de 0 a 19 pug/mL A reagdo foi
realizada em cubetas de plastico com capacidade para 1 mL, contendo
962uL. de reagente de Bradford (0,01% (p/v) de Azul Brilhante de
Coomassie; 4,7% (v/v) de etanol 95% e 8,5% (v/v) de &cido fosférico
85%) e 38 pL do extrato protéico de amostra. Apds a reagdo a
temperatura ambiente por 5 minutos, foi determinada a absorbancia a
595nm em espectrofotdmetro.
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4.2.8 Deteccdo da reacdo de hipersensibilidade

A avaliagdo do nimero de células epidérmicas com reacdo de
hipersensibilidade (RH) foi realizada conforme metodologia adaptada de
Huckelhoven et al. (1999). Para tanto, discos foliares (8 mm de
diametro) apos retirados, foram imediatamente depositados em placas
Petri (5cm de diametro, area total cm?2) contendo papel filtro e 5mL de
uma solugdo de 1mg/mL de diaminobenzidina (DAB, Sigma, EUA),
onde permaneceram por 12h, para a formacéo de polimeros de DAB na
presenca de peroxidases e peréxido de hidrogénio.

Em seguida, a solucdo foi substituida por uma solucdo de
clareamento (etanol:acido acético, 3:1, v/v) por 48 horas. Ao final deste
periodo, a solugdo de clareamento foi substituida por uma solugdo de
conservacdo (&cido latico, glicerol e agua, 1:1:1, viviv). Para a
visualizagdo das estruturas do fungo, os discos permaneceram por 10
minutos em uma solugdo de azul de Aman em lactoglicerol (10 mL
acido latico; 10 mL glicerina; 10 g de cristais de acido fénico; 0,1 g de
azul de algoddo e 10 mL &gua destilada) e foram montados em laminas e
examinados ao microscépio Optico no aumento de 400x células que
apresentaram uma colora¢do marrom-avermelhada.

4.2.9 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento  experimental utilizado foi bifatorial
completamente casualizado: cultivares (suscetivel ou resistente a
ferrugem) e tratamentos (agua, sacarina ou ulvana) com quatro
repeticdes/tratamento, sendo cada repeticdo constituida por dois vasos
contendo quatro plantas cada. O experimento foi realizado duas vezes
com condi¢gBes semelhantes para. Para a deteccdo da reagdo de
hipersensibilidade foram retirados seis discos foliares de duas plantas
sendo 3 discos/planta. Para avaliacdo da severidade da doenca, foram
avaliados os seguintes pardmetros: porcentagem de area afetada da
doenca, nimero de pustulas por centimetro quadrado e didmetro das
pustulas. Para a porcentagem de area foliar afetada e nimero de pustulas
por centimetro quadrado, foi utilizado o primeiro trifélio de duas
plantas. Para o didmetro das pustulas, foram retirados do primeiro
trifolio de duas plantas 60 pustulas sendo 30 pustulas/planta.
Realizaram-se andlises de varidncia fatorial. Para as avaliagcGes de
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atividade de peroxidases, reacdo de hipersensibilidade, germinacdo de
uredosporos e formacdo de apressorios realizaram-se as analises de
variancia separadamente para as 24 e 48 horas apds da inoculagdo.
Quando se observou diferenga significativa (p< 0,05) foi realizado o
teste Tukey. Para as analises de varidncia foi utilizado o software
Statistica 6.0-Statsoft®, vers&o 2001.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DA PULVERIZACAO DE SACARINA
E ULVANA SOBRE A FERRUGEM E A
MANCHA ANGULAR DO FEIJOEIRO SOB
INFECCAO NATURAL

Durante os trés experimentos realizados as doencas que
ocorreram foram a ferrugem (Uromyces appendiculatus) e a mancha
angular (Pseudocercospora griseola). Tanto as severidades destas duas
doencas foliares como a eficiéncia dos tratamentos variaram de acordo
com as condi¢des climaticas prevalecentes nos experimentos descritos a
seguir:

5.1.1 Awvaliacdo de doenca no Experimento |

No primeiro experimento realizado no periodo na safra, de
29/09/2009 a 28/12/2009, a ferrugem iniciou precocemente aos 26 dias
apos a semeadura no estadio V3 (primeiro trifolio) nas duas cultivares.
Em plantas testemunhas, a ferrugem atingiu 14,5% de severidade na
cultivar suscetivel (SCS 202 Guarda), enquanto que 3,3% na cultivar
resistente (FT 9111249) (Figura 8) no estadio fenoldgico R8
(enchimento de vagens).

Em plantas tratadas quinzenalmente com sacarina (0,24 mg/mL)
a severidade da doenca atingiu 1,8% na cultivar suscetivel e 0,8% na
resistente. Em plantas tratadas com ulvana (1 mg/mL) a area afetada
pela ferrugem foi de 12,1% na cultivar suscetivel e 1,8% na cultivar
resistente (Figura 8).

A pulverizacdo de sacarina reduziu a severidade final em 86%
na cultivar suscetivel e em 75% na cultivar resistente. De modo
esperado, a sacarina reduziu a area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) da ferrugem em 85% nas duas cultivares. A
pulverizagdo com ulvana nao afetou a AACPD da doenca (Figura 9).
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Figura 8. Severidade da ferrugem do feijoeiro (Uromyces appendiculatus) em
plantas das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel) e FT 911249 (resistente)
cultivadas no periodo de 29/09/2009 a 28/12/2009 e pulverizadas a cada 14 dias com
agua, sacarina (0,24 mg/mL) ou ulvana (Img/mL). Letras indicam diferenca ao nivel
5% de significancia pelo Teste de Tukey. Setas indicam 0s momentos dos
tratamentos.
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Figura 9. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para ferrugem
do feijoeiro (Uromyces appendiculatus) em plantas das cultivares SCS 202 Guara
(suscetivel) e FT 911249 (resistente) cultivadas no periodo de 29/09/2009 a
28/12/2009 e pulverizadas com agua, sacarina (0,24 mg/mL) ou ulvana (1mg/mL) a
cada 14 dias. Letras mailsculas para cultivares e minusculas para tratamentos dentro
de uma mesma cultivar indicam diferenca significativa ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.



29

A mancha angular iniciou aos 26 dias ap6s a semeadura, pela
formagdo de pequenas manchas com esporulagdo na face inferior das
folhas e atingiu em média 7,3 % da area foliar afetada no estadio R8
(enchimento de vagens) em plantas testemunhas tratadas com agua
(Figura 10). As pulverizagbes de sacarina e ulvana ndo afetaram o
desenvolvimento da doenca (Figura 11).
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Figura 10. Severidade da mancha angular do feijoeiro (Pseudocercospora griseola)
em plantas das cultivares SCS 202 Guara e FT 91-1249 cultivadas no periodo de
29/09/2009 a 28/12/2009 e pulverizadas a cada 14 dias com agua, sacarina (0,24
mg/mL) ou ulvana (Img/mL). ns: ndo significativo ao nivel de 5% de significancia
pelo teste Tukey. Setas indicam momentos de aplicacdo dos tratamentos.
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Figura 11. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) para mancha
angular do feijoeiro (Pseudocercospora griseola) em plantas das cultivares SCS 202
Guara e FT 91-1249 cultivadas no periodo de 29/09/2009 a 28/12/2009 e
pulverizadas a cada 14 dias com agua, sacarina (0,24 mg/mL) ou ulvana (Img/mL).
ns: ndo significativo ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey.
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5.1.2 Awvaliacdo de doenga no Experimento 11

No segundo experimento conduzido no periodo da safrinha, de
01/03/2010 a 23/05/2010, a mancha angular foi a doenca que ocorreu
com maior severidade. Os primeiros sintomas apareceram aos 21 dias
ap6s a semeadura, no estddio V3 (primeiro triflio expandido),
apresentando poucas manchas necréticas sem esporulagdo. A doenga
atingiu 25% da éarea foliar (Figura 12), com trif6lios apresentado
grandes manchas esporulantes e causando nas plantas uma desfolha

prematura e deformacdo nas vagens no estddio R8 (67 ap6s a
semeadura).
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Figure 12. Severidade da mancha angular do feijoeiro (Pseudocercospora griseola)
em plantas das cultivares SCS 202 Guard e FT 91-1249 cultivadas no periodo de
01/03/2010 a 23/05/2010 e pulverizadas a cada 14 dias com &gua, sacarina (0,24
mg/mL) ou ulvana (Img/mL). ns: ndo significativo ao nivel de 5% de significancia
pelo teste Tukey. Setas indicam os momentos de aplicagdo dos tratamentos.
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A pulverizagdo de sacarina reduziu em 20% a AACPD para
mancha angular comparada a testemunha (Figura 13 e 14). As duas
cultivares foram igualmente suscetiveis. A ulvana nao afetou a area
foliar infectada nem a AACPD.

a [SCS 202 Guara BFT 911249

Agua Sacarina Ulvana
Tratamentos
Figura 13. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para mancha
angular do feijoeiro (Pseudocercospora griseola) em plantas das cultivares SCS 202
Guarad e FT 91-1249 cultivadas no periodo de 01/03/2010 a 23/05/2010 e
pulverizadas a cada 14 dias com agua, sacarina (0,24 mg/mL) ou ulvana (1mg/mL).
Dados transformados para Log x. NS: ndo significativo para cultivares e letras
mindsculas para tratamentos dentro de uma mesma cultivar indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.

w K

Figura 14. Efeito do tratamento preventivo de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) cv FT 911249 no controle da mancha angular (Pseudocercospora griseola). A.
agua e B. sacarina.
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5.1.3 Awvaliacdo de doenca no Experimento 111

No terceiro experimento conduzido no periodo da safra de
29/09/2010 a 27/12/2010, a ferrugem iniciou aos 41 dias apds a
semeadura no estaddio R5 (pré-florescimento) evoluindo até atingir na
cultivar suscetivel 7,6% e na cultivar resistente 0,4% da area foliar
afetada em plantas testemunhas tratadas com agua.

Em plantas pulverizadas com sacarina, a severidade da ferrugem
foi de 2% na cultivar suscetivel e 0,1% na resistente. Em plantas
tratadas com ulvana, a area foliar afetada evoluiu até atingir 6,6% e
0,4%, nas cultivares suscetivel e resistente, respectivamente (Figura 15).
A pulverizacdo de sacarina reduziu a AACPD em 72,3% na cultivar
suscetivel, na cultivar resistente ndo afetou a doenca. A pulverizagdo de
ulvana ndo afetou a ferrugem (Figura 16).

A mancha angular teve inicio aos 27 dias ap6s a semeadura
evoluindo até atingir 10,6% e 5,8% de area foliar afetada nas cultivares
FT 911249 e SCS 202 Guara, respectivamente (Figura 17). Em relacdo
a testemunha, a sacarina reduziu a AACPD em 59%, enquanto que a
ulvana teve uma reducdo de 26% na cultivar FT 911249 em relagdo a
testemunha (Figura 18).
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Figura 15. Severidade da ferrugem do feijoeiro (Uromyces appendiculatus) em
plantas das cultivares SCS 202 Guard e FT 911249 cultivadas no periodo de
29/09/2010 a 27/12/2010 e pulverizadas a cada 14 dias com &gua, ulvana (1 mg/mL)
ou sacarina (0,24 mg/mL). Letras indicam diferenca ao nivel 5% de significancia
pelo Teste de Tukey. Setas indicam momentos de aplicagdo dos tratamentos.
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Figura 16. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para a
Ferrugem do feijoeiro (Uromyces appendiculatus) em plantas das cultivares SCS
202 Guara e FT 911249 pulverizadas com agua, ulvana (1mg/mL) ou sacarina (0,24
mg/mL) a cada 14 dias. Cultivadas no periodo de 29/09/2010 a 27/12/2010. ns: ndo
significativo, letras maiusculas para cultivares e mindsculas para tratamentos dentro
de uma mesma cultivar indicam diferenca significativa ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
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Figura 17. Severidade da mancha angular do feijoeiro (Pseudocercospora griseola)
em plantas das cultivares SCS 202 Guard e FT 911249 cultivadas no periodo de
29/09/2010 a 28/12/2010 e pulverizadas a cada 14 dias com &gua, ulvana (1 mg/mL)
ou sacarina (mg/mL). Letras indicam diferenca ao nivel 5% de significancia pelo
Teste de Tukey. Setas indicam momentos de aplicacdo dos tratamentos.

180 - A

[1SCS 202 Guara BFT 911249

Agua Sacarina Ulvana
Tratamentos

Figura 18. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para Mancha
Angular do feijoeiro (Pseudocercospora griseola) em plantas pulverizadas com
agua, ulvana (1 mg/mL) ou sacarina (0,24 mg/mL) a cada 14 dias. Dados
transformados para Log x. Cultivadas no periodo de 29/09/2010 a 27/12/2010. ns:
ndo significativo, letras mailsculas para cultivares e minisculas para tratamentos
dentro de uma mesma cultivar indicam diferenga significativa ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
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5.1.4 Componentes de rendimento

No primeiro experimento (29/09/2009 a 28/12/2009) o numero
de vagens por planta e o nimero de grdos por vagem nao diferiram
significativamente para as cultivares e tratamentos (Tabela 3). Para o
peso seco de 100 sementes, observou-se diferenca significativa entre as
cultivares (Figura 19). As sementes da cultivar SCS 202 Guara
apresentaram 12% a mais de peso seco de 100 sementes que a cultivar
FT 911249.

Tabela 3. NUmero de vagens por plantas e nimero de sementes por vagem em
plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), pulverizadas com &gua, sacarina e ulvana a
cada 14 dias, cultivadas no periodo de 29/09/2009 a 28/12/2009.

Vagens/Plantas Sementes/\VVagem
Tratamentos ~ SCS 202 FT Media SCS 202 FT Média
Guara 911249 Guara 911249
Agua 10,1 14,5 12,3 3,9 3,7 3,8
Sacarina 11,1 10,7 10,9 3,7 3,6 3,6
Ulvana 10,8 12,6 11,7ns 3,9 41 4,0ns
Média 10,6 12,6 ns 3,8 3,8ns

ns: ndo significativo pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 19. Peso seco de 100 sementes (g) de feijdo em plantas pulverizadas com
agua, sacarina (0,24 mg/mL) ou ulvana (Img/mL) a cada 14 dias. ns: ndo
significativo, letras mailsculas para cultivares indicam diferenca significativa ao
nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey. ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Tukey.
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No segundo experimento conduzido de 01/03/2010 a
23/05/2010, o nimero médio de vagens por planta foi de 6 ndo havendo
diferenca estatistica entre as cultivares ou tratamentos. O nimero médio
de sementes por vagem foi de 4, ndo diferindo estatisticamente nos
fatores cultivares ou tratamentos (Tabela 4). Para o peso seco de 100
sementes, houve diferencga nas cultivares e tratamentos. Para a cultivar
FT 911249, a pulverizacdo de plantas com sacarina aumentou a
producdo em 29% em relacéo a testemunha (Figura 20).

Tabela 4. NUmero de vagens por plantas e nimero de sementes por vagem em
plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.), pulverizadas com &gua, sacarina e ulvana a
cada 14 dias, cultivadas no periodo de 01/03/2010 a 23/05/2010.

Vagens/Plantas Sementes/VVagem

Tratamentos ~ SCS 202 FT Media  SCS 202 FT Media

Guard 911249 Guard 911249
Agua 5,9 6,1 6,0 3,6 33 34
Sacarina 6,5 6,1 6,3 3,6 3.3 34
Ulvana 53 54 5,4 ns 3,8 35 3,6 ns
Média 59 5,9ns 3,7 3,3ns

ns: ndo significativo pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
[JSCS 202 Guara B FT 911249
A A b
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Tratamentos
Figura 20. Peso seco de 100 sementes (g) de feijdo em plantas pulverizadas com
agua, sacarina (0,24 mg/mL) ou ulvana (1 mg/mL) a cada 14 dias. ns: ndo
significativo, letras maidsculas para cultivares e minusculas para tratamentos dentro
de uma mesma cultivar indicam diferenca significativa ao nivel de 7% de
significancia pelo teste de Tukey.
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No terceiro experimento conduzido no periodo safra de
29/09/2010 a 27/12/2010, o numero médio de vagens por planta e
nimero de sementes por vagem nado diferiu significativamente para
cultivares ou tratamentos (Tabela 5). O peso seco de 100 sementes teve
diferenca nas cultivares e nos tratamentos, sendo que o tratamento da
cultivar SCS 202 Guard com sacarina aumentou o peso de sementes em
21% em relacdo a testemunha. Por outro lado, o peso de 100 sementes
na cultivar FT 911249 ndo foi afetado pelos tratamentos (Figura 21).
Tabela 5. Numero de vagens por plantas e nimero de sementes por vagem em

plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), pulverizadas com &gua, sacarina e ulvana a
cada 14 dias, cultivadas no periodo de 29/09/2010 a 27/12/2010.

Vagens/Plantas Sementes/VVagem
SCS 202 FT Media  SCS 202 FT Média
Guara 911249 Guara 911249
Agua 12,2 115 11,9 5,1 4,6 4.9
Sacarina 10,1 114 10,8 4,9 47 4.8
Ulvana 11,5 11,0 11,3ns 5,0 46 4.8 ns
Média 11,3 11,3 ns 50 4,6 ns

ns: ndo significativo pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 21. Peso seco de 100 sementes (g) de feijdo em plantas pulverizadas com
agua, sacarina ou ulvana a cada 14 dias, totalizando quatro aplicagdes. ns: ndo
significativo, letras mailsculas para cultivares e minGsculas para tratamentos dentro
de uma mesma cultivar indicam diferenca significativa ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
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5.2 EFEITO NA SEVERIDADE E NOS
MECANISMOS DE DEFESA NA INTERAGCAO
FERRUGEM-FEIJOEIRO

5.2.1 Porcentagem de area afetada

A porcentagem de area foliar apresentou diferenca significativa
para cultivares e para tratamentos. Porém, a interacdo entre cultivares e
tratamentos ndo foi significativa (p<0,05). A cultivar SCS 202 Guara
(suscetivel) apresentou as maiores porcentagens de ferrugem diferindo
estatisticamente da cultivar FT 911249 (resistente) (Figura 22 e 23 ). Na
cultivar SCS 202 Guard, os tratamentos sacarina e ulvana reduziram a
porcentagem de area afetada em 68 e 74%, respectivamente. Na Cultivar
FT 911249, que apresentou 3% da area afetada, a sacarina e a ulvana
reduziram a porcentagem de area afetada em 66 e 81%, respectivamente.

Aa [3SCS 202 Guara BFT 911249

Area foliar afetada (%)

Agua Sacarina Ulvana
Tratamentos

Figura 22. Porcentagem de area foliar afetada aos 15 DPI em plantas de feijéo
(Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guard e FT 911249 pulverizadas
com 4gua ou sacarina (0,24 mg/mL) 6 dias antes da inoculagdo (DAI) ou ulvana (10
mg/mL) 6 e 3 DAL ns: ndo significativo, letras mailUsculas para cultivares e
mindsculas para tratamentos dentro de uma mesma cultivar indicam diferenca

significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey. Dados
transformados para Vx-+1.
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Figura 23. Porcentagem de éarea foliar afetada por ferrugem (Uromyces
appendiculatus) em primeiros trifélios de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.)
das cultivares A. SCS 202 Guara tratada com &gua. B. SCS 202 Guaré tratada com
sacarina; C. SCS 202 Guara tratada com ulvana; D. FT 911249 tratada com &gua; E.
FT 911249 tratada com sacarina e F. FT 911249 tratada com ulvana.

5.2.2 Numero de pustulas por centimetro quadrado

O numero de pustulas por centimetro quadrado (NP/cm?2) nas
duas cultivares variou de 0,5 a 11,3 pusutlas/cm2. Em plantas
testemunhas, o NP/cm? foi aproximadamente 3 vezes maior na cv SCS
202 Guara que em cv FT 911249. Quando as plantas da cv SCS 202
Guara foram pulverizadas com ulvana, o NP/cm? foi reduzido a niveis
encontrados na cv FT 911249. A sacarina ndo afetou significativamente
o0 NP/cm2. Em plantas da cultivar resistente os tratamentos ndo afetaram
a doenca (Figura 24).
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Figura 24. Namero de pustulas por centimetro quadrado (NP/cm?) aos 15 DPI em
plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guara e FT 911249
pulverizadas com agua ou sacarina (0,24mg/mL) 6 dias antes da inoculagdo (DAI)
ou ulvana (10 mg/ml) 6 e 3 DAI. ns: ndo significativo, letras mailsculas para
cultivares e minusculas para tratamentos dentro de uma mesma cultivar indicam
diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey. Dados
transformados para Vx+1.

5.2.3 Diametro de pustulas

Quanto ao diametro de pustulas, a anlise de variancia revelou
efeito significativo (p< 0,05) e interagdo dos fatores cultivar (cv) e
tratamento. Em plantas tratadas com agua, o didmetro das pustulas foi
de aproximadamente 3 vezes maior na cv SCS 202 Guard que em na cv
FT 911249. Quando as plantas da cv SCS 202 Guara foram pulverizadas
com sacarina ou ulvana, o diametro das pustulas foi reduzido aos niveis
encontrados na cv FT 911249 (Figura 25), ndo diferindo
estatisticamente dessa cultivar. Nenhum dos tratamentos afetou o
diametro de pustulas na cultivar resistente (Figura 26).
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Figura 25. Diametro de pustulas 15 DPI em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) das cultivares SCS 202 Guara e FT 911249 pulverizadas com agua, sacarina
(0,24 mg/mL) 6 dias antes da inoculagdo e ulvana (10 mg/mL) 6 e 3 DAI. ns: ndo
significativo, letras maiusculas para cultivares e minudsculas para tratamentos dentro
de uma mesma cultivar indicam diferenca significativa ao nivel de 5% de
significancia pelo Teste de Tukey.

SCS 202 Guara-Ulvana
" ’L "_"

SCS 202 Guaré-Agua

et P

FT 911249-Agua FT 911249-Sacarina FT 911249-Ulvana

Figura 26. PUstulas aos 15 dias apds a inoculagdo no primeiro trifélio de plantas de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guara e FT 911249 tratadas
com &gua, sacarina (0,24 mg/mL) ou ulvana (10mg/mL). Barra= 50 pm.
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5.2.4 Taxa de esporulacédo

Quanto ao numero de uredésporos/plstula, a analise de
variancia mostrou efeito significativo (p<0,05) e interacdo dos fatores
cultivar e tratamentos. Em plantas tratadas com &gua o numero de
esporos/pustula foi de aproximadamente 3 vezes maior na cv SCS 202
Guard em relacdo a cv FT 911249. Quando as plantas suscetiveis foram
pulverizadas com sacarina ou ulvana, o nimero de uredésporos/plstula
foi reduzido aos niveis encontrados na cv FT 911249, ndo diferindo
estatisticamente desta. Nenhum dos tratamentos afetou o nimero de
ureddsporos/pustula na cv resistente FT 911249 (Figura 27).

20000 -

[1SCS 202 Guara BFT 911249

16000 -

12000 -
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Ureddsporos/pustula

4000 +

Agua Sacarina Ulvana
Tratamentos
Figura 27. Numero de esporos por pustula 15 DPI em plantas de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guard e FT 911249 pulverizadas com &gua,
sacarina (0,24 mg/mL) 6 DAI ou ulvana (10 mg/mL) 6 e 3 DAI. Letras indicam
diferenca significativa ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey.
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5.2.5 Peroxidases

A atividade de peroxidases as 24 horas apds a inoculacdo de U.
appendiculatus raca 59-63 (HAI), foi 60 e 65% maior em plantas
tratadas com ulvana nas cv SCS 202 Guard (suscetivel), e FT 911249
(resistente), respectivamente, que nas respectivas testemunhas.

A sacarina ndo alterou significativamente a atividade da
enzima em nenhuma cultivar. A atividade de peroxidases 48 HAI na cv
FT 911249 foi 47% maior que em cv SCS 202 Guara.

A pulverizacdo das plantas com sacarina e ulvana néo afetou a
atividade de peroxidases as 48 HAI (Figura 28).

A POX 24 HAI B POX 48 HAI
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Figura 28. Atividade de peroxidases avaliada no primeiro trifélio de plantas de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guard e FT 911249
pulverizados com agua, sacarina ou ulvana, 24 (A) e 48 (b) horas ap6s a inoculagao
de U. appendiculatus raga 59-63. ns: ndo significativo, Letras mailsculas para
cultivares e letras minusculas para tratamentos dentro de uma mesma cultivar
indicam diferenca significativa ao nivel 5% pelo teste Tukey.
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5.2.6 Germinacado de uredosporos e formacao de
apressdrios de U. appendiculatus

Os tratamentos dos primeiros trifélios com sacarina ou ulvana
em plantas suscetiveis e resistentes ndo afetaram a germinagdo de
ureddsporos e formacao de apressorios sobre os estdmatos (Tabela 6).
As 24 ou 48 horas ap6s a inoculacdo, a germinacéo de uredosporos de
U. appendiculatus raca 59-63 foi em meédia de 63 e 92%,
respectivamente em ambas cultivares.

Tabela 6. Porcentagem de germinacéo de uredésporos e formagédo de apressorios de
Uromyces appendiculatus sobre a superficie foliar de plantas de feijao (Phaseolus
vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guara e FT 911249, tratadas com &gua, sacarina
ou ulvana.

Germinacéo de Ureddsporos Formacéo de apressorios (%)
(%)
HAI  Tratamentos SCS 202 FT Meédia* SCS 202 FT Média
GUARA 911249 GUARA 911249
Agua 65,3 65,1 63,6 10,5 42 74
24 Sacarina 68,9 67,3 62,1 17,5 13,2 15,4
Ulvana 68,7 75,0 70,5ns 12,7 11,2 12,0ns
Média 63,9ns  66,9ns 13,6 ns 9,6 ns
Agua 87,5 91,8 92,6 37,0 35,7 36,3
48 Sacarina 88,5 86,6 84,6 38,2 40,0 39,1
Ulvana 89,2 89,5 88,0ns 32,0 28,5 30,2ns
Média 86,4ns  90,4ns 35,7 ns 34,7 ns

*ns: ndo significativo pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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5.2.7 Reacdo de hipersensibilidade

O numero de células epidérmicas exibindo reacdo de
hipersensibilidade as 24 HAI (Figura 29) e 48 HAI no primeiro trifélio
de plantas de feijdo suscetivel e resistente a ferrugem tratadas com agua,
sacarina ou ulvana, variou de 1,3 a 5,3 RH/cm? ndo havendo diferenca
entre cultivares e tratamentos (Tabela 7).

Tabela 7. NUmero de células epidérmicas com reacéo de hipersensibilidade/cm? na
superficie foliar de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202
Guaré e FT 911249, pulverizadas com agua, sacarina ou ulvana, 24 e 48 horas apds
a inoculagdo com a raga 59-63 de Uromyces appendiculatus.

Células com reagdo de Hipersensibilidade/cm?

HAI Tratamentos SCS 202 Guara FT 911249 Média
Agua 1,3 23 18
24 Sacarina 2,6 2,2 2,4
Ulvana 3,5 4,5 4,0 ns
Média 2,5ns 3,0ns
Agua 41 33 37
48 Sacarina 3,2 53 4,2
Ulvana 2,0 4,8 3,4n.s
Média 3,1ns 4,5ns

*ns: ndo significativo pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 29. Germinagdo de ureddsporos da raca 59-63 de Uromyces
appendiculatus (A e B), acimulo de perdxido de hidrogénio e reacdo de
hipersensibilidade em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) (C),
Ureddsporo germinado com apressorio penetrando pelo estdmato com
reacdo de hipersensibilidade nas células guarda ao redor do poro estomatico
24 e 48 horas apo6s a inoculagdo. UR: uredésporo; TG: tubo germinativo;
AP: apressério; ES: estdbmato; CERH: célula epidérmica apresentando
reacdo de hipersensibilidade; APH: acimulo de peréxido de hidrogénio nas
paredes das células do meséfilo; CMRH: célula do meséfilo com reacdo de
hipersensibilidade; PES: poro estomatico; CGRH: células guarda com
reacdo de hipersensibilidade. Barra= 10um.
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6 DISCUSSAO

As doencas que incidiram, em diferentes niveis, nos trés
experimentos sob condigdes de infeccdo natural foram a ferrugem
(Uromyces appendiculatus) e a mancha angular (Pseudocercospora
griseola). Essas doencas foram favorecidas pelas condi¢des climaticas e
pela presenca do inéculo nas areas circundantes.

No primeiro experimento, realizado no periodo de safra, os
primeiros sinais de ferrugem e mancha angular foram observados
precocemente no estadio V3 (primeiro trifolio). Sabe-se que geralmente
essas doengas, principalmente a mancha angular, aparecem a partir do
estadio R5 (pré-florescimento) momento no qual a planta fica mais
vulnerdvel (RIOS, 1994; OLIVEIRA, 1999). Com a evolugdo das
doencas, a ferrugem apresentou maior severidade, possivelmente pelo
fato de que nos meses de outubro e dezembro, ocorreram chuvas por
periodos prolongados e dias frios (em media 18°C), estas condi¢des sdo
ideais para o desenvolvimento da ferrugem porque aumenta a
esporulacdo como descrito por Stavely & Pastor-Corrales (1989). Ja
estas baixas temperaturas atrasam o desenvolvimento da mancha
angular como foi observado neste experimento onde a mancha angular
evoluiu até atingir uma severidade maxima de 7,4%.

No segundo experimento, ocorreu apenas mancha angular que
atingiu a nota maxima de severidade, descrita como folhas ou vagens
apresentando 25% da area afetada com manchas grandes esporulantes,
com ocorréncia de desfolha prematura e deformagdo nas vagens
(SCHOONHOVEN & PASTOR-CORRALES, 1987). Tal severidade foi
devida ao fato de que seus primeiros sintomas (pequenas manchas nao
esporulantes) iniciaram-se no estadio V3 (primeiro trifélio expandido).
Além do inicio precoce, foram observadas temperaturas médias
favoraveis no inicio do experimento durante 0 més de margo, em média,
a temperatura minima foi de 21°C e a maxima de 30°C. Essas condi¢des
favorecem uma maior severidade, maior tamanho da lesdo e maior
velocidade de desenvolvimento da doenga no campo como observado no
trabalho de Bazzanesi et al. (1997).

Durante o segundo experimento a ferrugem ndo foi observada, ja
gue nos meses de marco a maio (Anexo 2) durante varios dias a
temperatura esteve acima dos 30°C, sendo tal condigdo pouco favoravel
ao patégeno pois pode limitar seu desenvolvimento e causar até sua
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morte. Outro motivo deve ter sido o rapido avango da mancha angular
necrosando o tecido e por ser a ferrugem um fungo biotréfico ndo teria
disponibilidade de crescer junto a mancha angular pois existeria pouco
tecido sadio para o seu desenvolvimento (STAVELY & PASTOR
CORRALES, 1989).

No terceiro experimento, as duas doencas foram observadas, porém
a ferrugem ocorreu em uma intensidade menor quando comparada ao
primeiro experimento. Isto pode ser explicado pelo inicio mais tardio da
epidemia (estadio R5 - pré-florescimento). A mancha angular iniciou no
estadio V3, mas ndo conseguiu atingir niveis elevados de severidade
como aqueles observados no segundo experimento.

As cultivares usadas neste estudo foram escolhidas pelo grau de
resisténcia que apresentam a ferrugem. Esses diferentes graus de
resisténcia foram estudados em casa-de-vegetacdo previamente por
Borsato (2009), o qual classificou 37 cultivares de feijao em cinco
grupos de resisténcia: imune, resistente, moderadamente suscetivel e
altamente suscetivel. A cultivar SCS 202 Guara foi classificada como
altamente suscetivel, ja& que apresentou 5 vezes mais pustulas por
centimetro quadrado que o padrdo moderadamente suscetivel (Pérola).
No presente trabalho, confirmou-se a alta suscetibilidade da cultivar
SCS 202 Guara frente a isolados locais, pois apresentou altas
porcentagens de area foliar afetada pela ferrugem nos dois
experimentos.

A cultivar FT 911249 foi classificada por Borsato (2009) no grupo
das cultivares resistentes por apresentar menor nimero de pustulas por
centimetro quadrado e menor didmetro de pustulas que a cultivar Pérola
(PMS). Outro motivo pelo qual foi classificada nesse grupo foi o fato
de apresentar pontos necrdticos, expressdo tipica da resisténcia a
ferrugem caracterizada como lesdo necrdtica hipersensitiva. Essas
necroses ocorrem no entorno da lesdo do patdgeno e de forma tardia no
hospedeiro (STAVELY et al., 1989; SILLERO et al., 2000).

A resisténcia de FT 911249 descrita por Borsato (2009) foi
confirmada no presente trabalho onde também se observou um menor
nimero e didmetro de pustulas comparado com a cultivar SCS 202
Guara (suscetivel a ferrugem). Por outro lado, a reacdo de
hipersensibilidade ndo foi observada em nenhum dos experimentos,
tanto em condicOes de infeccdo natural como também em casa-de-



49

vegetacdo. A ndo ocorréncia de reacles de hipersensibilidade poderia
ser explicada, a0 menos para 0s experimentos sob infeccéo natural, pela
alta variabilidade de Uromyces appendiculatus, que durante um ciclo de
cultivo pode produzir varias geracdes e assim formarem-se novas ragas
ou mutacbes do patdgeno. Como a reacdo de hipersensibilidade é
resultado da incompatibilidade de alguns genes de resisténcia com ragas
especificas do patdgeno isso seria entdo possivel (STAVELY et al.,
1989; STAVELY & PASTOR-CORRALES, 1989; PASTOR-
CORRALES, 2001; SOUZA, et al.,, 2008). Entretanto, em casa-de-
vegetacdo o patdégeno vem sendo mantido, com relativo grau de pureza,
ha varios anos em feijoeiro na cv SCS 202 Guara e recentemente foi
identificado como a raca 59-63.

Para mancha angular ambas cultivares apresentaram-se suscetiveis.
Os elevados niveis de severidade observados nos experimentos devem-
se, em grade parte, a inexisténcia de resisténcia monogénica das plantas,
baixo nivel de resisténcia poligénica. Além disso, as as condigdes
climaticas ideais como temperatura média de 24°C, alta umidade relativa
e periodos de chuvas intercalados com periodos secos, devem ter
contribuido para o desenvolvimento da mancha angular nos
experimentos, principalmente durante 0os meses de mar¢o a maio. As
temperaturas necessarias para a germinacdo dos esporos de
Pseudocercospora griseola sdo muito amplas (5-33°C), com uma
temperatura Otima entre 18-28°C. Além disso, as freqUentes chuvas
presentes durantes os trés experimentos permitiram a disseminacgao e
infeccdo eficiente do patdgeno, ao facilitar condi¢es de molhamento
foliar, que segundo a literatura, apresenta intervalos 6timos de 16 horas
Todos estes fatores influenciaram positivamente a severidade da mancha
angular durante os experimentos (ALLORENT & SAVARY 2005;
SARTORATO & RAVA, 1994; STAVELY & PASTOR CORRALES
1989).

As pulverizagdes com sacarina protegeram o feijoeiro contra a
ferrugem e a mancha angular sob condicbes de infec¢do natural. Assim,
a severidade final e a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga
(AACPD) foram reduzidas significativamente para as duas doencas. Nos
primeiro e terceiro experimentos, a sacarina reduziu a AACPD e a
severidade final da ferrugem para a cv SCS 202 Guara (suscetivel a
ferrugem) em média de 85 e 72%, respectivamente. Para mancha
angular o tratamento de plantas com sacarina reduziu significativamente
a AACPD no segundo e no terceiro experimento, em 20 e 59%
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respectivamente. Estes resultados confirmam que a sacarina € um
eficiente protetor das plantas contra os patégenos foliares ferrugem e
mancha angular.

Apesar da eficiéncia da sacarina como indutor de resisténcia em
feijoeiro contra a ferrugem ja ter sido demonstrada em condicdes de
casa-de-vegetacdo e laboratdrio por Siegrist et al. (1998), os resultados
obtidos sdo o primeiro relato de sua capacidade em controlar um
patdbgeno  necrotréfico nesta  espécie. A  sacarina  induz
comprovadamente resisténcia ao virus do mosaico em fumo, a
antracnose no pepino (Colletrotrichum lagenarium) (SIEGRIST et al.,
1998) e a escaldadura (Rhynchosporium secalis) e ao oidio (Erysiphe
graminis) em cevada (WALTERS et al., 2007; BOYLE &WALTERS,
2006). Corroborando com estes trabalhos, a sacarina revela-se com
potencial para o controle de doencas do feijoeiro, podendo ser mais uma
ferramenta na protecdo da cultura do feijdo. Assim, como descrito para
outros indutores, 0 uso de sacarina teria como trés principais vantagens:
baixo impacto ambiental, amplo espectro de acéo a diferentes doencas €
baixo risco de selecionar patdgenos resistentes como acontece com 0
uso continuo de determinados fungicidas (STADNIK & MARASCHIN,
2004).

Um dos obstaculos para a implementacdo de inducéo de resisténcia
na agricultura é o fato de que uma vez a planta ativa seus mecanismos
de defesa, isto pode levar a um desvio de recursos do metabolismo
primario e assim ocasionar um efeito negativo na quantidade ou
atividade de proteinas, no funcionamento do carbono, assimilacdo do
nitrogénio e na fotossintese resultando na reducdo da producdo e o
crescimento das plantas. No entanto, para a inducdo de resisténcia ser
benéfica, plantas resistentes devem ter maior aptiddo que plantas
suscetiveis sob pressdo de doenca (WALTERS & HEIL, 2007).

O sucesso da indugdo de resisténcia por sacarina no presente
trabalho foi evidenciado pela protecdo contra a ferrugem e a mancha
angular e expresso em aumento da producdo. Além da protecdo contra a
mancha angular no segundo experimento, foi observado que plantas
tratadas com sacarina na cultivar FT 911249 tiveram um aumento na
producdo no peso de sementes em 29% em relagdo a testemunha. No
terceiro experimento, as pulverizagdes de sacarina aumentaram em 21%
0 peso de sementes em plantas da cultivar SCS 202 Guard. De modo
semelhante Walters et al. (2008) encontraram, em cevada tratada com
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sacarina e infectada com Oidio (Blumeria graminis), um aumento
significativo do numero e peso das sementes quando as plantas
estiveram submetidas a uma alta pressio do inéculo (5x10°
esporos/mL).

No presente trabalho, 0s maiores acréscimos por sacarina na
producdo (Figura 20) se deram justamente no segundo experimento,
onde a mancha angular chegou atingir os maiores valores de area
afetada (Figura 12), ocasionando uma desfolha prematura e deformacéo
nas vagens. Também foi observado que no segundo experimento o
numero de vagens por planta e sementes por vagem foi drasticamente
reduzido pela severidade da mancha angular, ja que ocorreu um
desfolhamento prematuro, que levou a uma reducdo da area foliar total
atil para a fotossintese. Perdas na producgdo de até 70% causadas pela
mancha angular tem sido relatadas no Brasil e na Colémbia de até 80%
(JESUS JUNIOR et al. 2001; SCHWARTZ et al., 1981).

A ulvana é conhecida por induzir resisténcia em diferentes
patossistemas, assim confirmado no presente trabalho em condiges de
casa de vegetacdo. A ulvana tem sido muito eficiente contra fungos
causadores de antracnose em alfafa (CLUZET et al., 2004), feijoeiro
(Colletotrichum lindemuthianum) (ABREU, 2008; FREITAS, 2010;
FREITAS et al., 2011; PAULERT et al., 2009), contra a mancha foliar
de glomerella (Colletotrichum gloeosporioides) em macieira (Malus
domestica) (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO, 2010). Também tem sido
muito eficaz em induzir resisténcia em plantas contra fungos biotréficos
como o oidio do feijoeiro (Erysiphe poligony), da uva (Uncicula
necator), do pepino (Sphareotheca fuliginea) (JAULNEAU et al.,
2011), da cevada e do trigo (Blumenaria graminis) (PAULERT et al.,
2010) e contra a ferrugem do feijoeiro (Uromyces appendiculatus)
(BORSATO et al., 2010).

Por outro lado, no presente trabalho, em condi¢fes de infeccdo
natural e usando doses reduzidas (1mg/ml), aplicagcdes quinzenais de
ulvana ndo reduziram significativamente o desenvolvimento
epidemiolégico da ferrugem. Contudo, no terceiro experimento, a
ulvana reduziu em 26% a AACPD para mancha angular na cultivar FT
911249. Apesar do efeito reduzido em controlar doengas no presente
trabalho, ha relatos de campo de que tratamento de plantas de feijado com
ulvana, aplicada na concentragdo 10mg/ml, é capaz de induzir
resisténcia contra a mancha angular reduzindo a AACPD em 49%
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(SANTOS et al., 2011) e que aplicagBes mensais reduzem a severidade
da antracnose em 50% LOFFAGUEM et al., 2004). Assim é possivel
que a dose do polissacarideo tenha sido insuficiente para ativar os
mecanismos de defesa da planta. Outra explicacdo seria que a protegédo
induzida por elicitores naturais como a ulvana pode ser afetado por
outros fatores como o intervalo de tempo entre acdo elicitora e o ataque
de pat6genos, o nimero de aplicacdes e as condi¢fes ambientais. Outro
fator importante é a qualidade e o conteldo dos compostos extraidos que
podem variar de acordo com as condi¢cbes ambientais. Tem sido
demonstrado que a composi¢do de ulvana pode variar ligeiramente em
amostras colhidas em local diferente ou durante varios periodos de
tempo (JAULNEAU et al., 2011; LAHAYE et al., 2007; ROBIC et al.,
2008). Além disso, existem evidéncias, de que a ulvana ndo funciona em
alguns patossistemas. Por exemplo, o tratamento foliar de cebola
(Allium cepa L.) com ulvana a campo ndo controlou o mildio causado
por Peronospora destructor (Berk.) (WORDELL et al. 2007).

Existem indutores de resisténcia bidticos e abidticos que sdo
conhecidos por induzir resisténcia a um grande nimero de patégenos em
diferentes culturas em condicfes controladas, porém em condigdes de
campo, os resultados sdo pouco eficientes. O probenazole é um indutor
de resisténcia utilizado na cultura do arroz, no entanto utilizado para o
controle de doencas em outras culturas o efeito ndo é significativo
(SIEGRIST et al., 1998) . Outro caso em que a resisténcia induzida nédo
apresentou controle da doenca em condic¢bes de campo é o trabalho de
Huth & Balke (2002) em que o ASM n&o controlou o virus BYDV em
cevada. Assim a falta de consisténcia e controle de doengas em
condi¢des de campo, se deve a que a resisténcia induzida pode ser
afetada por muitos fatores como o gendtipo, fenologia, idade da planta,
pressdo da doenca, nutrigdo, micorrizas (WALTERS & FOUNTAINE,
2009).

Experimentos realizados em casa de vegetacdo confirmaram o efeito
indutor da sacarina e da ulvana, porém em campo a ulvana, quando
aplicada em menor concentracédo, teve pouco efeito sobre as doencgas. A
sacarina reduziu a porcentagem de area afetada, o didmetro das pustulas
e 0 nimero de ureddsporos por pustula, estes resultados estdo de acordo
com aqueles obtidos em outro estudo, em que aplicagdes de sacarina
reduziram a area afetada e o numero de esporos por pustulas da
ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi) (SRIVASTAVA et al.,
2011).
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Em casa-de-vegetacdo a pulverizacdo de ulvana reduziu a
porcentagem de area foliar, o didmetro das pustulas e o numero de
esporos por pustula. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados
por BORSATO et al. (2010) onde plantas de feijoeiro das cultivares BR
IPA - 11 Brigida (resistente), Pérola (moderadamente suscetivel) e IPR
Juriti (suscetivel), que foram pulverizadas com ulvana (10 mg/mL) ou
agua destilada (testemunha) aos 6 e 3 dias antes da inoculacdo
com Uromyces appendiculatus tiveram uma redugdo no didmetro das
pustulas de 24% comparadas a plantas tratadas com agua.

Dentro do processo infeccioso das ferrugens existem varias etapas
para o desenvolvimento da doenca: fase de infecgdo, fase de penetracdo
e fase de esporulacdo (VOEGELE, 2006). Na fase de infec¢do o
uredosporo germina, forma o tubo germinativo e passa a formar o
apressorio para realizar a penetracdo. No presente estudo ndo se
verificou efeito inibitério de sacarina ou ulvana na germinacdo e
formacéo de apressdrio dos uredésporos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Borsato (2009) no mesmo patossistema, demonstrando que a
ulvana ndo afeta os processos de germinacdo de ureddsporos e a
formacdo de apressorios de U. appendiculatus. De modo semelhante,
Walters & Boyle (2005) ndo observaram efeito de sacarina sobre a
germinagdo de conidios e formacgdo de apressdrios do fungo biotréfico
Blumeria graminis f. sp. hordei em cevada. Com esses resultados
demonstrou-se que a ulvana ndo inibe a germinacdo e formagdo de
apressorio e sugere-se que o controle da severidade da ferrugem foi
resultado obtido da inducéo de resisténcia por parte da planta.

A atividade da enzima peroxidase as 24 HAI foi maior em plantas
tratadas com ulvana. Em plantas resistentes, o reconhecimento do
patégeno rapidamente e assim sdo ativados seus mecanismos de defesa
como a producdo de espécies ativas de oxigénio, reforco na parede
celular, sintese de fitoalexinas e acimulo de proteinas relacionas a
patogéneses (Proteinas PR), que atuam eficientemente contra a invasdo
(METRAUX, 2001; LOW & MERIDA, 1996).

As 48 HAI a atividade de peroxidases foi 47% maior na cv FT
911249 que na cultivar SCS 202 Guara (suscetivel). A maior atividade
desta enzima tem sido relatada em plantas resistentes e tratadas com
ulvana as 48 horas apo6s a inoculagdo de Colletotrichum lindemuthianum
(FREITAS, 2010). Em macieira foi observado que plantulas resistentes
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apresentaram maior atividade as 24 e 72 horas ap6s a inoculagdo de
Colletotrichum gloesporiodes (ARAUJO, 2010).

Por outro lado, Borsato (2010) que trabalhou com o mesmo
patossistema, observou aumento de 65% na atividade de peroxidases 48
horas apds a inoculacdo em plantas de feijoeiro da cultivar suscetivel
IPR Juriti, em relacdo a atividade da cultivar resistente BR IPA -11
Brigida. A atividade de peroxidases em plantas tratadas com sacarina
ndo diferiu estatisticamente da testemunha. No entanto, Boyle &
Walters (2006) observaram que o tratamento de plantas de cevada com
sacarina 6 dias antes da inoculacdo com oidio elevou a atividade de
peroxidases as 48 HAI. De fato, a atividade de peroxidases tem
comportamento varidvel frente ao ataque de diferentes patdgenos em
plantas resistentes ou suscetiveis de diferentes hospedeiros (ASADA,
1992).

A reacdo de hipersensibilidade (RH) desempenha um papel muito
importante na resisténcia das plantas, resultando na repentina morte das
células do hospedeiro vizinhas aos lugares de infeccdo. Para U.
appendiculatus, fungo biotrofico que precisa de células vivas para a
obtencdo de nutrientes durante seu desenvolvimento, esta RH resulta em
um ambiente inGspito que ndo permite seu crescimento, como uma
interacdo incompativel entre o patégeno e o hospedeiro (HEAT, 1998;
HEATH & SKALAMERA, 1997). No presente trabalho o nimero de
células com RH/cm? ocorreu em baixa freqiiéncia e se mostrou
independente da indugdo de resisténcia por sacarina e ulvana.

Em algumas células do mesdfilo e nas paredes das mesmas foi
observado acimulo de peréxido de hidrogénio mas ndo o suficiente para
ser quantificado (Figura 29) . Estes resultados estdo de acordo com o
trabalho do Iriti & Faoro (2003) que verificaram que aplicagcdes de
Benzothidiazole (BTH) em cultivares suscetiveis de feijoeiro induziram
resisténcia sistémica contra a ferrugem, mas esta indugdo foi
independente da morte celular. Esses autores também observaram um
acumulo de perdxido de hidrogénio nas paredes das células do meséfilo
em tecidos tratados com BTH as 12-48 horas ap6s a inoculacéo.

Em conclusdo, sob condi¢cBes de infecgdo natural, aplicagdes
quinzenais de sacarina ofereceram protecdo contra a ferrugem e a
mancha angular e aumentaram o peso de sementes, enquanto a ulvana
ndo afetou estas varidveis. Em casa de vegetacdo, foi confirmado o
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efeito indutor de resisténcia por sacarina e ulvana, que se expressou em
reduc@es significativas da ferrugem. Ambos compostos ndo afetaram a
germinacdo de ureddésporos e formacdo de apressorios. A ulvana
aumentou a atividade de peroxidases as 24 hai, porém sem ocasionar
reacdo de hipersensibilidade. Sacarina ndo afetou a atividade enzimatica.
As cultivares SCS 202 Guara (suscetivel) e FT 911249 (resistente)
mantiveram sua classificacao e reacdo de resisténcia frente a ferrugem e
se mostraram suscetiveis a mancha angular.
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8 ANEXOS

Anexo 1. Estadios de desenvolvimento do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) Adaptado de Schoonhoven & Pastor-Corrales (1987).

Estadio
a

Descricéo °

VO

V1

V2
V3

V4

R5

R6
R7

R8

R9

Germinacéo: Absorcdo de 4gua pelas sementes, emissdo
da radicula e sua transformagdo em raiz primaria.
Emergéncia: Os cotilédones aparecem ao nivel do solo,
separam-se e 0 epicoétilo comega seu desenvolvimento.

Folhas primarias: Folhas primérias totalmente abertas.
Primeira folha trifoliada: Abertura da primeira folha
trifoliada e aparece aparecimento da segunda folha
trifoliada.

Terceira folha trifoliada: Abertura da terceira folha
trifoliada e formacdo de ramos nas gemas e nos nés
inferiores.

Pré-floracdo: Aparecimento do primeiro botdo floral e
do primeiro racemo. Os botbes florais das variedades
determinadas se formam no Gltimo n6 do talo e do ramo.
Nas variedades indeterminadas 0s racemos aparecem
primeiro nos nés mais baixos.

Florac&o: Abertura da primeira flor.

Formacéo das vagens: Aparecimento da primeira vagem
até apresentar 2,5 cm de comprimento.

Enchimento de vagens: Inicio do enchimento da
primeira vagem (crescimento da semente). Ao final do
estadio, as sementes perdem a cor verde e comecam a
mostrar as caracteristicas da variedade. Inicio da desfolha
Maturacdo fisioldgica: As vagens perdem sua
pigmentacdo e comecam a secar. As sementes
desenvolvem a cor tipica da variedade

a. V = vegetativo; R = reprodutivo b. Cada estadio inicia quando 50% das
plantas apresentam as condigdes correspondentes a descricéo.
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Anexo 2. Dados metereoldgicos registrados durante os experimentos nos
periodos de 29/09/2009 a 28/12/2009; 01/03/2010 a 23/05/2010 e
29/09/2010 a 28/12/2010. Estacdo Epagri/Ciram Itacorubi, Floriandpolis,

SC.
Ano Més Temperatura (°C) Precipitacdo UR
N° de
Tmin. Tmax. Tmédia mm dias (%)
2009 Setembro  10.9 18.5 14.7 4,5 1 69.5
Outubro 16.8 24.3 20.5 130 15 82.2
Novembro 22.0 29.7 25.8 109 17 79.2
Dezembro 22.1 29.3 25.7 148 18 79.9
2010 Marcgo 21.2 30.0 25.1 344 21 88.2
Abril 18.3 26.0 22.2 189 15 88.1
Maio 16.6 23.7 20.2 334 15 88.1
Setembro 18,5 25,5 22,2 3,5 1 78
Outubro 15,8 23,4 19,6  106,6 14 77
Novembro 18,2 26 22,3  150,7 11 81
Dezembro 20,4 27,3 239 161, 20 82
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Anexo 3. Andlises de variéncia fatorial (p < 0,05) da severidade final e
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da ferrugem
(Uromyces appendiculatus) em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.)
das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel a ferrugem) e FT 911249
(resistente a ferrugem) cultivadas no periodo 29/09/2009 a 28/12/2009 e
pulverizadas a cada 14 dias com agua, ulvana (1 mg/mL) ou sacarina

(0,24 mg/mL).

Severidade final*
FVv GL SQ QM Fc p CV (%)
Cultivar 1 2.01 2,01 47,71 0,00 38,91
Tratamento 2 2,11 1,05 2497 0,00
C*T 2 0,56 0,28 6,66 0,00
Bloco 3 0,07 0,02 0,58 0,63
Erro 14 0,59 0,04

AACPD

FVv GL SQ QM Fc p CV (%)
Cultivar 1 48984,85 48984,85 128,71 0,00 25,75
Tratamento 2 35629,44 17814,72 46,81 0,00
C*T 2 22292,80 11146,40 29,28 0,00
Bloco 3 743,23 247,74 0,65 0,59
Erro 14 5327,92 380,56

FV: Fonte de variacdo; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor
do F-teste calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variagdo. * Dados transformados para Log x.
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Anexo 4. Anélises de variancia fatorial (p < 0,05) da severidade final e
Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) da mancha angular
(Pseudocercospora griseola) em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel a ferrugem) e FT 911249
(resistente a ferrugem) cultivadas no periodo 29/09/2009 a 28/12/2009
e pulverizadas a cada 14 dias com agua, ulvana (1 mg/mL) ou sacarina
(0,24 mg/mL).

Severidade final

FV GL SQ QM Fc p CVv
Cultivar 1 1,23 1,23 084 037 18381
Tratamento 2 10,76 5,38 3,66 0,05
C*T 2 2,15 1,07 0,73 049
Bloco 3 5,37 1,79 1,21 0,33
Erro 14 20,57 1,46

AACPD
FVv GL SQ QoM Fc p (4Y
Cultivar 1 2278,57 227857 253 0,13 35,64
Tratamento 2 1082,23 541,11 0,60 0,56
C*T 2 1392,74 696,37 0,77 0,48
Bloco 3 26,14 8,71 0,01 0,99
Erro 13 12610,63 900,75

FV: Fonte de varia¢do; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
Fc: Valor do F-teste calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado;
CV(%): Coeficiente de variacdo.
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Anexo 5. Anélises de variancia fatorial (p < 0,05) do peso seco de 100
sementes, nimero de vagens por planta e nimero de sementes por
vagem em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS
202 Guaré (suscetivel a ferrugem) e FT 911249 (resistente a ferrugem)
cultivadas no periodo 29/09/2009 a 28/12/2009) e pulverizadas a cada
14 dias com &gua, ulvana (1 mg/mL) ou sacarina (0,24 mg/mL).

Peso seco de 100 gréos

FVv GL SQ QM Fc p CVvV
Cultivar 1 47,18 47,18 11,39 0,00 8,44
Tratamento 2 12,55 6,27 151 0,25
C*T 2 3,61 1,80 0,43 0,65
Bloco 3 40,69 13,56 3,27 0,05
Erro 15 62,09 4,13

Vagens/ plantas
FV GL SQ QM Fc p CV
Cultivar 1 23,16 23,16 2,36 0,14 26,95
Tratamento 2 7,59 3,79 0,38 0,68
C*T 2 22,67 11,33 1,15 0,34
Bloco 3 4,49 149 0,15 0,92
Erro 15 147,15 9,81

Sementes/ vagem
FVv GL SQ QM Fc p CV
Cultivar 1 0,00 0,00 0,04 0,83 10,10
Tratamento 2 063 031 216 0,14
C*T 2 0,27 013 0,94 0,41
Bloco 3 0,23 0,07 0,53 0,66
Erro 15 2,22 0,14

FV: Fonte de varia¢do; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
Fc: Valor do F-teste calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado;
CV(%): Coeficiente de variacéo.



74

Anexo 6. Andlises de variancia fatorial (p < 0,05) da severidade final e
AACPD da mancha angular (Pseudocercospora griseola) em plantas de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel
a ferrugem) e FT 911249 (resistente a ferrugem) cultivadas no periodo
01/03/2010 a 23/05/2010 e pulverizadas a cada 14 dias com 4agua,
ulvana (1 mg/mL) ou sacarina (0,24 mg/mL).

Severidade final

FV GL SQ QM Fc p CV
Cultivar 1 0,18 0,18 0,09 0,76 57
Tratamento 2 17,76 8,88 450 0,02
C*T 2 0,36 0,18 0,09 091
Bloco 3 8,94 2,98 151 0,25
Erro 15 29,56 1,97

AACPD
FV GL SQ oM Fc p CV
Cultivar 130,2 130,29 0,04 0,83 10,7

1
Tratamento 2 38830,3 1941516 694 0,00
C*T 2 7086,9 354349 126 0,31
Bloco 3 7573,6 252453 0,90 0,46
Erro 15 419619  2797,46

FV: Fonte de variacdo; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
Fc: Valor do F-teste calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado;
CV(%): Coeficiente de variacao.
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Anexo 7. Analises de variancia fatorial (p < 0,05) do peso seco de 100
sementes, numero de vagens por planta, nimero de sementes por vagem
em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202
Guard (suscetivel a ferrugem) e FT 911249 (resistente a ferrugem)
cultivadas no periodo 01/03/2010 a 23/05/2010 e pulverizadas a cada 14
dias com &gua, ulvana (1 mg/mL) ou sacarina (0,24 mg/mL).

Peso de 100 sementes

FV GL SQ QM Fc p (04Y
Cultivar 1 18,39 18,39 6,66 0,02 9,95
Tratamento 2 21,08 10,54 3,82 0,04
C*T 2 11,29 5,64 2,04 0,16
Bloco 3 14,42 4,80 1,74 0,20
Erro 15 41,40 2,76

Vagens por plantas
FV GL SQ QM Fc p CVv
Cultivar 1 0,01 0,01 0,00 0,93 21,52
Tratamento 2 3,64 1,82 1,13 0,34
C*T 2 0,33 0,16 0,10 0,90
Bloco 3 3,46 1,15 0,71 0,55
Erro 15 24,15 1,61

Sementes por vagem
FV GL SQ oM Fc p (04Y
Cultivar 1 0,57 0,57 2,35 0,14
Tratamento 2 0,17 0,08 0,36 0,70
C*T 2 0,01 0,00 0,03 0,09
Bloco 3 0,57 0,19 0,78 0,52
Erro 15 3,63 0,24

FV: Fonte de varia¢do; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
Fc: Valor do F-teste calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado;
CV(%): Coeficiente de variacao.
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Anexo 8. Anélises de variancia fatorial (p < 0,05) da severidade final e
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da Ferrugem
(Uromyces appendiculatus) em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.)
das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel a ferrugem) e FT 911249
(resistente & ferrugem) cultivadas no periodo 29/09/2010 a 28/12/2010)
e pulverizadas a cada 14 dias com agua, ulvana (1 mg/mL) ou sacarina
(0,24 mg/mL).

Severidade final

FV GL SQ QM Fc p Ccv
Cultivar 1 157,59 157,59 266,89 0,00 26,86
Tratamento 2 40,50 20,25 34,30 0,00
C*T 2 33,48 16,74 28,35 0,00
Bloco 3 2,06 0,68 1,16 0,35
Erro 15 8,85 0,59

AACPD*
FV GL SQ QM Fc p cv
Cultivar 1 10,64 10,64 79,03 0,00 37,47
Tratamento 2 1,42 0,71 5,28 0,01
C*T 2 0,22 0,11 0,84 0,44
Bloco 3 0,32 0,10 0,81 0,50
Erro 15 2,01 0,13

FV: Fonte de varia¢do; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
Fc: Valor do F-teste calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado;
CV(%): Coeficiente de varia¢do. *Dados transformados para Log x+0,5
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Anexo 9. Anélises de variancia fatorial (p < 0,05) da severidade final e
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) da mancha
angular (Pseudocercospora griseola) em plantas de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel a ferrugem) e FT
911249 (resistente a ferrugem) cultivadas no periodo 29/09/2010 a
28/12/2010 e pulverizadas a cada 14 dias com agua, ulvana (1 mg/mL)
ou sacarina (0,24 mg/mL).

Severidade final

FV GL SQ QM Fc p (04Y
Cultivar 1 37,80 3780 9,35 0,00 31,25
Tratamento 2 60,16 30,08 7,44 0,00
C*T 2 15,40 7,70 190 0,18
Bloco 3 7,40 246 061 0,61
Erro 15 60,59 4,03

AACPD
FV GL SQ QM Fc p CVv
Cultivar 1 7339,15 7339,15 5,67 0,03 37,21
Tratamento 2 25868,39 12934,19 10,00 0,07
C*T 2 8148,63 4074,31 3,15 0,07
Bloco 3 3303,09 1101,03 0,85 0,48
Erro 15 19391,76  1292,78

FV: Fonte de variacdo; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
Fc: Valor do F-teste calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado;
CV(%): Coeficiente de variagéo.
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Anexo 10. Andlises de variancia fatorial (p < 0,05) peso seco de 100
sementes, nimero de vagens por planta e nimero de sementes por
vagem em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS
202 Guara (suscetivel a ferrugem) e FT 911249 (resistente a ferrugem)
cultivadas no periodo 29/09/2010 a 28/12/2010 e pulverizadas a cada 14
dias com &gua, ulvana (1 mg/mL) ou sacarina (0,24 mg/mL).

Peso de 100 sementes
FVv GL SQ QM Fc p cVv

Cultivar 1 63,27 63,27 9,10 0,00 10,40
Tratamento 2 52,88 26,44 380 0,04
C*T 2 17,42 8,71 125 0,31
Bloco 3 46,40 1546 2,22 0,12
Erro 15 104,20 6,94
Vagens por plantas
FV GL SQ QM Fc p cv
Cultivar 1 0,00 0,00 0,00 0,99 19,72
Tratamento 2 3,08 154 030 0,74
C*T 2 3,25 162 032 0,73
Bloco 3 13,50 450 088 0,46
Erro 15 76,00 5,06
Sementes por vagem
FVv GL SQ QM Fc p Ccv
Cultivar 1 0,04 0,04 027 0,60 8,16
Tratamento 2 0,08 0,04 0,27 0,76
C*T 2 1,08 054 354 0,05
Bloco 3 0,45 0,15 1,00 0,41
Erro 15 2,29 0,15

FV: Fonte de variacdo; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
Fc: Valor do F-teste calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado;
CV(%): Coeficiente de variacdo.
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Anexo 11. Anélises de variancia da atividade de peroxidases as 24 e 48
horas ap6s a inoculacdo com Uromyces appendiculatus raca 59-63 em
plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guara
(suscetivel a ferrugem) e FT 911249 (resistente a ferrugem)
pulverizadas 6 dias antes da inoculacdo com 4&gua, sacarina (0,24
mg/mL) ou 6 e 3 DAI com ulvana (10 mg/mL).

HAI* FV GL SQ QM Fc p CvV
Cultivar 1 1,56 156 205 0,17 154

24 Tratamento 2 7,41 3,70 4,87 0,02
C*T 2 0,22 0,11 0,14 0,86
Erro 18 13,69 0,76

HAlI FV GL SQ oM Fc p CvVv
Cultivar 1 7,61 761 8,70 0,01 153

48 Tratamento 2 0,26 0,13 0,15 0,85
C*T 2 0,15 0,07 0,09 0,91
Erro 18 15,73 0,87

*Dados transformados para Vx-+1

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacéo.

Anexo 12. Curva padrdo utilizando BSA (Albumina de soro bovino) e
equacao, utilizados para o calculo do contetido de proteinas em amostras
retiradas para a avaliagdo de peroxidases
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Anexo 13. Anélises de variancia da porcentagem de area afetada,
nimero de pulstula por centimetro quadrado (NP/cm?), diametro de
pustulas, taxa de esporulagdo em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel a ferrugem) e FT 911249
(resistente & ferrugem) pulverizadas 6 dias antes da inoculagdo com

agua, sacarina (0,24 mg/mL) e 6 3 DAI com ulvana (10 mg/mL).

Area afetada”

FV GL SQ oM Fc p CcVv
Cultivar 1 0,21 0,20 22,28 0,00 17,89
Tratamento 2 0,07 0,03 4,22 0,00
C*T 2 0,00 0,00 0,38 0,00
Erro 18 0,14 0,01

NP/cm2*

Cultivar 1 5,80 5,80 9,02 0,00 40
Tratamento 2 5,12 2,56 3,98 0,00
C*T 2 0,81 0,40 0,63 0,54
Erro 15 11,58 0,64

Diametro de pustulas
Cultivar 1 119947 119947 32,32 0,00 17,75
Tratamento 2 170684 85342 23,00 0,00
C*T 2 169246 84623 22,80 0,00
Erro 15 55653 3710

Uresdosporos/pustula*
Cultivar 1 4736 4736 10,59 0,00 324
Tratamento 2 16500 8250 18,44 0,00
C*T 2 2882 1441 3,22 0,04
Erro 15 6708 447

*Dados transformados para Log x+0,5
* Dados transformados para Vx+1

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de

variacao.
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Anexo 14. Andlises de variancia (ANOVA) para o ndmero de células
com reacdo de hipersensibilidade/cm?, avaliando 24 e 48 horas ap6s a
inoculagdo de Uromyces appendiculatus raca 59-63, em plantas de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares SCS 202 Guara (suscetivel
a ferrugem) e FT 911249 (resistente a ferrugem) pulverizadas 6 dias
antes da inoculacdo com sacarina (0,24 mg/mL) ou 6 e 3 DAI com

ulvana (10 mg/mL).

HAlI FV GL SQ QM Fc p CV
Cultivar 1 0,22 0,22 0,54 054 35

24  Tratamento 2 1,50 0,75 1,81 181
C*T 2 0,18 0,09 0,22 0,79
Erro 18 7,43 0,41

HAlI FV GL SQ QM Fc p (04
Cultivar 1 0,54 0,54 221 0,15 233

48 Tratamento 2 0,16 0,08 0,34 0,71
C*T 2 0,86 043 1,71 0,20
Erro 18 4,42 0,24

*Dados transformados Vx+1

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de

variacao.
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Anexo 15. Andlises de variancia (ANOVA) para germinacdo de
uredosporos e formacao de apressorios avaliados as 24 e 48 horas apés
a inoculagdo (HAI), em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das
cultivares SCS 202 Guard (suscetivel a ferrugem) e FT 911249
(resistente & ferrugem) pulverizadas 6 dias antes da inoculagdo com
sacarina (0,24 mg/mL) ou ulvana (10 mg/mL).

Germinacao 24 horas

FV GL SQ QM Fc p Ccv
Cultivar 1 140,20 140,20 2,32 0,14 8,7
Tratamento 2 182,30 91,10 151 0,24

C*T 2 53,60 26,80 0,44 0,64

Erro 18 1086,00 60,30

Germinacéo 48 horas

Cultivar 1 48,20 48,20 038 054 171
Tratamento 2 339,70 169,90 1,34 0,28

C*T 2 40,60 20,30 0,16 0,85

Erro 18 227350 126,30

Apressorios 24 horas*
FV GL SQ QM Fc p cv
Cultivar 1 96,00 96,00 1,76 0,20 33,3
Tratamento 2 258,08 129,42 236 0,12
C*T 2 22,75 11,37 0,20 0,81
Erro 18 981,00 54,50

Apressorios 48 horas

Cultivar 1 8,17 8,17 0,07 0,79 305
Tratamento 2 310,58 155,29 1,33 0,28

C*T 2 33,08 16,54 0,14 0,86

Erro 18 2093,50 116,31

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacdo. *Dados transformados para Vx+1.



