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AVALIAQAO DA RESISTENCIA DE CULTIVARES DE
FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L) A FERRUGEM E
MECANISMOS DE DEFESA ELICITADOS POR ULVANA
CONTRA Uromyces appendiculatus.
RESUMO

Verificou-se a reagdo de 37 cultivares comercias, crioulos e linhagens de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) quanto aos componentes
quantitativos de resisténcia a ferrugem. As avaliacfes foram efetuadas
em plantas inoculadas artificialmente com suspenséo de ureddsporos de
Uromyces appendiculatus em  casa-de-vegetacdo, em cinco
experimentos independentes. As plantas foram observadas diariamente a
fim de se determinar o periodo de incubacédo e de laténcia. Aos 15 dias
apés a inoculacdo, quantificou-se o nimero de pustulas/icm? (NP) e o
didmetro de pustulas (DP) no primeiro trifélio, os quais foram utilizados
para o célculo do indice de doenca (ID). As reagdes de resisténcia foram
classificadas por meio de teste de agrupamento de médias Scott Knott
(5%) em relacdo ao padrdo moderadamente suscetivel (cv. Pérola).
Posteriormente, trés cultivares de feijoeiro do grupo carioca
apresentando diferentes niveis de resisténcia a ferrugem, BR IPA — 11
Brigida (resistente), Pérola (moderadamente suscetivel) e IPR Juriti
(suscetivel), selecionadas na etapa anterior, foram usados para comparar
a atividade de peroxidases, glucanases e 0 desenvolvimento de U.
appendiculatus. Para tanto, as plantas foram pulverizadas com ulvana
(10 mg/mL) ou com &gua destilada (testemunha) 6 e 3 dias antes da
inoculagdo. A severidade da doenca foi avaliada através do nimero e
didmetro das pustulas no primeiro trifélio 15 dias apds a inoculagéo.

Para determinar a germinacdo dos uredésporos e a formacdo de
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apressorios, discos foliares (9 mm) foram coletados 48 h apds a
inoculagédo do foliolo central, clareados e conservados em lactoglicerol
até o exame em microscopio Optico. As atividades de peroxidases e
glucanases foram determinadas nos primeiros trifolios das plantas de
feijoeiro 48 h apds a inoculacdo. As diferentes cultivares apresentaram
variabilidade para todas a caracteristicas avaliadas, exceto para o
periodo de incubacdo e laténcia, que foi 9 e 11 dias, respectivamente. As
linhagens FT 991159 e FT 84-113 ndo apresentaram sintomas da doenga
e foram consideradas imunes. Com base no indice de doenca, seis
cultivares foram classificadas como  resistentes, 19 como
moderadamente suscetiveis, seis como suscetiveis e quatro como
altamente suscetiveis. As plantas pulverizadas com ulvana apresentaram
reducdo do didmetro das pustulas. A porcentagem de germinagdo de
uredosporos e a formacdo de apressorios foi maior na cv. BR IPA — 11
Brigida. Foi observada a interacdo positiva entre a pulverizacdo de
ulvana e a cv. Pérola que apresentou maior atividade de glucanases em
relacdo ao controle. As atividades de peroxidases e glucanases foi maior
na cv. IPR Juriti em comparacéo a cv. BR IPA - Brigida.
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Evaluation of resistance of bean cultivars (Phaseolus vulgaris L.) to
rust and defence mechanisms elicited by ulvan against Uromyces
appendiculatus.
ABSTRACT

The resistance reaction of 37 commercial cultivars, land races and lines
of common bean (Phaseolus vulgaris) were verified by evaluating
qualitative components. The disease evaluation was performed under
greenhouse conditions in plants inoculated with uredospore suspension
of Uromyces appendiculatus, on five independents experiments. The
plants were examined daily to determine the incubation and latent
period. The number of pustules / cm? (NP) and diameter of pustules
(DP) were quantified in the first trifolialed leaf at 15 days after
inoculation and used to calculate the disease index (ID). The resistance
reaction was classified by means of cluster analysis of Scott Knott (5%)
always in relation to the moderatly resistant control (cv. Pérola). In a
follow up experiment, three selected cultivars of carioca commercial
group showing different levels of resistance to bean rust, i.e. BR IPA -
11 Brigida (resistant), Pérola (moderatly resistant) and IPR Juriti
(susceptible), were used to compare the activities of peroxidases and
glucanases as well as the development of U. appendiculatus. The plants
were pulverized with ulvan atl0 mg/mL or with distillated water
(control) 6 and 3 days before inoculation. To determine the germination
of the uredospores and the apressoria formation, foliar discs (9mm) were
collected 48 hours after the inoculation, leached and maintained in
lactoglicerol until microscopical examination. The peroxidases and
glucanases activity was determined in first trifolioled leaves 48 after
inoculation. The three cultivars showed variability for all characterizes
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evaluated, except for incubation and latent period, which were 9 and 11,
respectively. The lines FT 991159 and FT 84-113 did not show any
disease symptoms and were considered immune. According to disease
index, six cultivars were classified as resistant, 19 moderatly resistant,
six susceptible and four highly susceptible. The cultivars showed
differences in number of pustules / cm?. The ulvan spray reduced the
diameter of pustules at a similar extent and the plants pulverized with
ulvan showed reduction in pustules diameters. The percentage of
uredospore germination and the apressoria formation was hight in BR
IPA — 11 Brigida. A positive interaction between ulvan spray and cv.
Pérola was observed, that presented the highest glucanase activity in
relation to their control plants. The activities of peroxidades and
glucanases in cv. IPR Juriti were higher than in comparation of BR IPA
— 11 Brigida.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O feijdo é considerado um alimento de grande importancia
econdmica e social, constituindo uma das principais fontes de proteina
utilizada na alimentacdo da populacdo brasileira. O feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.) é uma planta originaria das Américas e é
cultivado em praticamente todo o territério nacional, em diferentes
sistemas de cultivo (FANCELLI, & DOURADO NETO, 1997).

Fatores como a utilizacdo inadequada do solo, desequilibrio
nutricional e ocorréncia de pragas podem juntamente com as doencas,
causar a reducdo da produtividade e da qualidade do grdo de feijdo.
Dentre o grande nimero de doencas as quais a cultura do feijoeiro esta
sujeita, a ferrugem causada pelo fungo Uromyces appendiculatus (Pers.)
Unger é considerada uma das mais importantes, podendo causar grandes
danos de até 45% na producdo em cultivares suscetiveis se as condigdes
ambientais forem favoraveis & doenca (JESUS JUNIOR et al., 2001).

Muitos estudos tém demonstrado que a resposta de plantas de
feijoeiro a infeccdo de ferrugem, quando medida através de
componentes da resisténcia, tais como niimero e tamanho de lesdes, area
foliar infetada e producdo de esporos variam entre as cultivares com
diferentes niveis de resisténcia. Apesar da existéncia de muitas
cultivares resistentes & ferrugem, o controle genético dessa doenca €
dificultado devido & existéncia de muitas ragas fisiologicas e a alta taxa
de variabilidade deste patdgeno (SINGH, 2001; SILVA et al., 2001).

Devido aos problemas ambientais causados pelo uso de
agrotoxicos e aos frequentes relatos do aparecimento de isolados de U.

appendiculatus resistentes aos fungicidas, a agricultura moderna exige o



desenvolvimento de medidas alternativas de controle. A inducéo de
resisténcia pode ser entendida como o aumento da atividade dos
mecanismos estruturais e/ou bioquimicos de respostas de defesa da
planta pela utilizacdo de agentes externos, de origem biotica ou abidtica.
Os polissacarideos obtidos de algas marinhas, tal como a ulvana, tém
demonstrado efeito como potencial indutor de respostas de defesa das
plantas. Nesse sentido, os objetivos do trabalho sdo caracterizar fontes
de resisténcia a ferrugem no feijoeiro e avaliar a capacidade da ulvana

em induzir resisténcia.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

- Classificar cultivares comerciais, crioulas e linhagens de feijoeiro
quanto a reacdo de resisténcia ao isolado MANE - 4 de U.
appendiculatus e verificar respostas de defesa elicitadas pelo
polissacarideo ulvana em cultivares caracterizadas como resistente,

moderadamente suscetivel e suscetivel a ferrugem do feijoeiro.

2.2 Objetivos especificos
- Testar em casa-de-vegetacdo, a resisténcia a U. appendiculatus dos
diferentes cultivares de feijoeiro no estadio fenolégico Vs, classificando-

os através dos componentes de resisténcia a ferrugem do feijoeiro.

- Verificar microscopicamente o desenvolvimento de U. appendiculatus
48 horas apos a inoculagdo em cultivares de feijoeiro do grupo carioca
identificados como suscetivel, resistente e na cultivar Pérola, tratados ou

nao com ulvana.

- Estudar a atividade das enzimas peroxidades e glucanases 48 horas
apos a inoculacdo de U. appendiculatus em cultivares de feijoeiro do
grupo carioca identificados como suscetivel e resistente a ferrugem e no

cultivar Pérola, tratados ou ndo com ulvana.



3. HIPOTESES

Os diferentes cultivares crioulos, comerciais e linhagens de feijoeiro
apresentam diferencas quanto ao niimero de pustulas/cm?, didmetro das
pUstulas e periodo de laténcia apresentando resisténcia qualitativa e/ou
quantitativo ao isolado MANE - 4 de U. appendiculatus.

A aplicacéo foliar do polissarideo ulvana, em plantas de feijoeiro, pode
induzir respostas de resisténcia relacionadas com a atividade de
peroxidases e glucanases reduzindo a severidade da ferrugem do

feijoeiro.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 A cultura do feijoeiro

O feijoeiro é uma planta herbacea, de ciclo anual de 60 a 120
dias, pertencente & familia Fabaceae, da ordem Fabales (ITIS, 2008).
Dentre as cerca de 30 espécies do género Phaseolus descritas, apenas
Phaseolus vulgaris L. (feijoeiro comum), Phaseolus coccineus L.
(feijdo ayocote), Phaseolus polyanthus Greenm., Phaseolus acutifolius
A. Gray. e Phaseolus lunatus L. (feijdo lima) foram domesticadas pelos
povos pré-colombianos. P. vulgaris é a espécie com maior distribuicéo
mundial, sendo cultivada nos tropicos e também nas zonas temperadas
dos hemisférios norte e sul. A domesticacdo ocorreu em dois centros de
origem, a Mesoamérica (México e América Central) e a regido dos
Andes (sul do Peru, Bolivia e norte da Argentina) ha aproximadamente
7000 anos (SINGH, 2001). O feijdao € um alimento tradicional na
culinaria brasileira, independente da classe social. O habito alimentar
de grande parte da populacdo se baseia na mistura arroz e feijdo. Do
ponto de vista nutricional, o feijdo contém carboidratos complexos,
proteinas, fibras, oligossacarideos, e minerais como calcio, ferro,
potassio, manganés e zinco (ANDERSON et al., 1999).

Mais da metade da producéo brasileira de feijdo € constituida
pelo tipo carioca, que é o preferido pelos consumidores da regido
centro-oeste e, seguido pelo feijao preto, preferido na regido sul e nos
estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro. Os outros tipos (feijoes
vermelho, branco, canario, jalo, rajado e rosinha) aparecem em menor
quantidade (NETO & ITO, 2006).



No Estado de Santa Catarina, o feijoeiro é cultivado sob
diferentes condi¢Bes edafo-climaticas e por agricultores que possuem
diferentes niveis de tecnologia (ELIAS et al., 2005). Entretanto, esta
cultura estd em declinio no estado desde a década de 90. A grande
suscetibilidade das lavouras de feijdo as adversidades climaticas, que
resulta em perda de qualidade e de produtividade dos gréos, fortaleceu a
tendéncia dos agricultores substituirem por outras atividades mais
produtivas e de menor risco (EPAGRI, 2008).

Dentre os fatores que limitam a producéo de feijdo destacam-se
0 baixo uso de tecnologia, o déficit hidrico e a suscetibilidade dos
cultivares as pragas e doencas. O feijoeiro é hospedeiro de varios
patdgenos de etiologia flngica, bacteriana, virética, além dos
nematoides. As doencas causam, em média, danos considerdveis na
producdo de feijdo, apesar do uso de produtos fitossanitarios (ZUPPI et
al., 2005).

4.2 Ferrugem do feijoeiro

A ferrugem do feijoeiro € uma das doencas foliares que causam
reducdo da producdo de feijio em todas as partes do mundo onde a
planta é cultivada. A ferrugem é causada pelo fungo Uromyces
appendiculatus, que pertence ao Filo Basidiomycota, classe
Urediniomycetes da ordem Uredinales (ITIS, 2008). O fungo completa
todo o ciclo em um Unico hospedeiro (autdico). A ferrugem do feijoeiro
frequentemente infecta as folhas, mas também pode ser encontrada em
vagens, ramos e em todas as partes verdes das plantas de feijdo. Os

uredosporos sdo as estruturas reprodutivas responsaveis pela infeccéo,



sobrevivéncia e disseminagdo do patégeno. Os picnididsporos e
aeciosporos sdo raramente observados na natureza (MCMILLAN et al.,
2003).

A infeccdo ocorre quando os ureddsporos germinam sobre a
planta suscetivel e a penetracdo do patdgeno ocorre através dos
estdmatos. Os primeiros sintomas podem ser observados na superficie
abaxial das folhas, 6 a 7 dias ap6s a infeccdo, como pequenas manchas
esbranquicadas levemente salientes, recobertas pela cuticula da folha,
que aumentam de tamanho com o desenvolvimento da doenga, até que
aos 10 a 12 dias rompem a epiderme formando plstulas maduras
marrom-avermelhadas, que caracterizam o sintoma tipico da doenca. As
temperaturas mais adequadas para a germinacdo dos ureddsporos estdo
entre 12,5° a 22° C, com 0 méaximo entre 17° a 22 °C. Mesmo sob
temperatura superior a 30° C, tém sido observadas epidemias de
ferrugem, desde que existam elevada umidade relativa do ar e orvalho,
os uredosporos sdo disseminados a grandes distancias pelo vento
(BIANCHINI et al., 2005)

A doenca pode gerar danos de 20 a 45% na producéo de feijdo.
Os danos podem ser mais severos quanto mais cedo a doenca ocorrer no
ciclo da cultura, sendo também influenciados pelas condi¢Bes climéticas
e suscetibilidade das cultivares (JESUS JUNIOR et al., 2001).

O fungo U. appendiculatus € um patégeno biotrofico que
apresenta grande variabilidade genética. Somente em Minas Gerais, de
13 isolados obtidos, sete constituiram racas diferentes, confirmando a
alta variabilidade nas popula¢fes deste fungo. Esta variabilidade tem
como consequéncia a superacdo dos genes de resisténcia a cada safra
(SOUZA et al., 2003). Dessa forma, visando contornar as dificuldades



nos estudos da variabilidade desse patdgeno por diferentes grupos de
pesquisa, foi proposta uma nova série diferenciadora, contendo seis
cultivares de origem andina e seis cultivares de origem meso-americana
para classificar os patdtipos de U. appendiculatus (STEADMAN et al.,
2002). Usando esta metodologia, foram identificados varios patétipos
em diferentes partes do mundo (LIEBENBERG et al., 2003; SOUZA et
al., 2005).

Dentre as medidas de controle da ferrugem, a utilizagdo de
cultivares resistentes tem recebido atencéo dos pesquisadores por ser um
método relativamente eficiente, seguro, barato e acessivel a produtores
de qualquer nivel econdémico (FALEIRO et al., 2001). O controle
quimico, quando usado pode contaminar o ambiente e afetar a salde
humana. Além disso, é pouco adotado por pequenos produtores que nao
utilizam técnicas avancadas de cultivo, principalmente pela necessidade
de conhecimento especializado e pelos elevados custos (ALZATE-
MARIN et al., 2004).

4.3 Resisténcia quantitativa

As plantas ao longo do processo evolutivo, desenvolveram
mecanismos de resisténcia a doencas que envolvem complexas
alteracbes no metabolismo celular. Este processo é realizado pela
interacdo especifica entre os produtos de genes especificos de resisténcia
do hospedeiro e o produto do gene de aviruléncia do patégeno. O nivel
de resisténcia é uma consequéncia da velocidade e eficacia da ativacéo
desses sistemas (NISHIMURA & SOMERVILLE, 2002).



A resisténcia de cultivares de feijoeiro a ferrugem pode ocorrer
de maneira qualitativa e quantitativa. A resisténcia qualitativa €
caracterizada pela inexisténcia de respostas intermediarias entre plantas
resistentes ou suscetiveis frente & determinada raca do patégeno
(CAMARGO, 1995). Até o momento, sdo conhecidos 12 genes de
resisténcia a ferrugem em todo o mundo (BASSETT, 2003).

A resisténcia quantitativa a ferrugem do feijoeiro caracteriza-se
por uma reducdo na taxa de desenvolvimento da doenga, através da
combinacéo de componentes como a reducdo na frequéncia de infec¢éo,
periodos de laténcia mais longos, diminuigdo na produgdo de esporos e
menor periodo infeccioso (HABTU & ZADOKS, 1995; SILLERO et
al., 2006).

4.4 Indugdo de resisténcia

As plantas possuem complexos mecanismos de defesa aos
parasitas. Alguns desses mecanismos S0 constitutivos, representados
por estruturas fisicas como camada de ceras, cuticula, parede celular
espessa, tricomas, adaptagfes em estdbmatos e fibras vasculares, e
também por substancias quimicas como os fendis, alcal6ides, lactonas
insaturadas, glicosidios fendlicos, glicosidios cianogénicos, fitoxinas,
inibidores protéicos e enzimas hidroliticas (AGRIOS, 2005). Por outro
lado, existem mecanismos de defesa que sdo ativados apds o
reconhecimento do agente agressor pelo hospedeiro. Esses mecanismos
podem envolver a formagdo de papilas, halos, lignificacdo, camada de
cortica e formagdo de tiloses, além da sintese de compostos como as
fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e espécies ativas de
oxigénio (KIRALY et al., 2007).
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A inducdo de resisténcia nas plantas é um fenémeno que pode
ser explicado pelo aumento das respostas de defesa local e/ou sistémica
por meio de agentes externos (bidticos ou abidticos), denominados
elicitores ou indutores. Os indutores caracterizam-se por atuarem de
maneira ndo especifica, ativando varios mecanismos de defesa da planta
(STADNIK & MARASCHIN, 2004). Alguns  organismos
fitopatogénicos ativos ou inativados, racas avirulentas de patdgenos e
organismos nado fitopagénicos, bem como seus metabdlitos, tém sido
relatados como potenciais indutores de origem biodtica (XUE et al.,
1998; YUEN et al., 2001; STADNIK et al., 2003; DI PIERO et al.,
2006).

Os mecanismos de acdo resultam da expressdo, no momento
adequado, de genes relacionados a sintese e ao acimulo de substancias
que evitam ou atrasam a penetracdo do patégeno para o interior dos
tecidos e a subsequente reducgdo de suas atividades na planta hospedeira.
Os mecanismos bioguimicos envolvem alteracGes metabolicas que estdo
correlacionadas com mudangas na atividade de enzimas-chave no
metabolismo primério e secundario da planta (STADNIK &
MARASCHIN, 2004).

4.5 Peroxidases

As peroxidases sdo enzimas encontradas no tecido celular de
animais, plantas e microrganismos. Elas catalisam a oxireducgéo entre o
peroxido de hidrogénio e outros redutores, estimuladas por variagdes
ambientais, ferimentos e reagfes infecciosas (LEHNINGER, 2004). As

peroxidases também participam na lignificacdo, suberizacdo e
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metabolismo da parede celular. Dentro das diversas familias vegetais,
existe uma grande variedade de isoformas que reagem sobre varios
substratos 0 que dificulta o estudo mais detalhado sob sua forma de
atuacdo (SEEVERS et al., 1971; QUIROGA et al., 2000; PASSARDI,
2005).

Segundo VAN LOON et al. (2006) as peroxidases sdo
classificadas como proteinas relacionadas a defesa induzida (Proteinas
PR) pertencentes a familia PR-9. O desenvolvimento da inducdo de
resisténcia em plantas € inicialmente desencadeado pela presenca de
espécies ativas de oxigénio, que sdo moléculas reduzidas, transitérias e
altamente reativas, produzidas na via metabdlica de transformacdo do
oxigénio molecular (O,) em agua (H,O). Dentre as varias fungdes das
espécies ativas de oxigénio na defesa vegetal, pode ser citado o efeito
toxico do peroxido de hidrogénio diretamente sobre o patdgeno,
dependendo da sua concentragdo no sitio de infeccdo. O peroxido de
hidrogénio também atua como sinalizador por causa da sua vida
relativamente longa e alta permeabilidade através das membranas, e por
ativar uma enzima responsavel pela conversdo do acido benzdico em
acido salicilico, que é um composto que participa das rotas metabdlicas
que conduzem a ativacdo de genes de defesa (RESENDE et al., 2003;
CAVALCANTI et al., 2005).

Elas catalizam a oxidacéo e eventual polimerizacdo de alcool
hidrocindmico, na presenca de peroxido de hidrogénio (H,0,),
originando a lignina, que juntamente com a celulose e outros
polissacarideos que se acumulam na parede celular das células vegetais,
funcionam como uma barreira fisica & penetracdo fungica (STADNIK &
BUCHENAUER, 2000).
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Estudos histoquimicos e citoquimicos realizados por IRITI &
FAORO (2003) mostraram o acimulo de H,0, nas paredes celulares de
células epidérmicas de folhas de feijoeiro 48 horas ap6s o tratamento
com o Acibenzolar-S-metil (ASM), um indutor de resisténcia disponivel
comercialmente. O tratamento com ASM conduziu ao fortalecimento da
parede das células da epiderme das folhas, limitando a colonizagéo pelo
fungo U. appendiculatus.

4.6 Glucanases

Uma outra resposta de defesa das plantas envolve a sintese de
enzimas liticas, como as glucanases, que sdo enzimas que produzem
oligbmeros com 2 a 6 unidades de glicose a partir da B-1,3 glucana que
juntamente com a quitina, sdo componentes da parede celular dos
fungos (JONGEDIJK et al., 1995). A enzima é encontrada em vérias
plantas, fungos e bactérias (MARKOVICH & KONONOVA, 2003).

Estudos indicam que as glucanases possuem uma relagéo direta
na defesa das plantas, atuando sinergisticamente com as quitinases sobre
a parede celular do patdgeno. Os oligossacarideos resultantes da lise da
parede celular, tanto do patdgeno, quanto do hospedeiro, os quais podem
ativar outros mecanismos locais ou sistémicos de resisténcia, como a
producdo de fitoalexinas (CUTT & KLESSIG, 1992).

O acumulo de B-1,3 glucanas entre a membrana plasmética e a
parede celular est relacionado a formacéo de halos e papilas, que séo
importantes estruturas fisicas de defesa (KANG et al., 2003). A protecéo
de plantulas estioladas de feijoeiro contra Rhizoctonia solani (Kuhn) e
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Briosi & Cavara foi
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associada ao aumento da atividade de glucanases induzida por uma cepa

de Rhizoctonia binucleada ndo fitopatogénica (XUE et al., 1998).

4.7 A macroalga Ulva fasciata

A alga Ulva fasciata (Delile) é uma macroalga marinha do filo
Chlorophyta, com talo achatado e irregularmente lobado, de cor
predominantemente verde, que se fixa nos costfes rochosos através de
um pequeno apressorio. Microscopicamente, o talo apresenta apenas
uma camada de células retangulares que caracterizam o género
(BOKER-TORRES, 2005). Essa alga pode ser encontrada em
praticamente todo o litoral brasileiro, desde dguas rasas com exposi¢ao
de ondas até 10 metros de profundidade. E potencialmente dominante
em ambientes eutrofizados de baixa salinidade causado pelo aporte de
agua doce (OLIVEIRA et al., 2005).

WOSNITZA & BARRANTES (2005) descrevem a utilizagdo
do p6 de Ulva sp. como condicionador de plantas ap6s o processo de
compostagem como alternativa para a utilizagcdo da biomassa de algas
deste género que acumulam-se em areas eutrofizadas na baia de Paracas
no Peru. No Brasil OLIVEIRA FILHO (1981), citado por OLIVEIRA et
al. (2005), relatou a utilizacdo de algas dos géneros Ulva C. Agardh e
Enteromorpha Link como adubo, por agricultores da regido de Rio
Grande (RS).GESTINARI et al. (2002) observaram que a utilizacdo do
po das algas dos géneros Ulva spp. e Sargassum C. Agardh incorporadas
no solo ou areia promoveu efeito benéfico sobre o desenvolvimento de
plantas de cebolinha (Allium schoenoprasum L.), rabanete (Raphanus

sativus L.) e salsa (Petroselinum crispum P. Miller).
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As algas marinhas do género Ulva possuem diversos compostos
quimicos de grande interesse para as industrias de alimentos
(RAYMUNDO, 2004), cosméticos (GARCIA et al., 2002) e produtos
farmacéuticos (PENGZHAN et al., 2003) e agricolas (STADNIK &
PAULERT 2008).

4.8 Ulvana

A ulvana é um polissacarideo sulfatado solivel em agua
encontrado na parede celular de algas do género Ulva spp., cerca de 38 a
52 % do peso seco da alga sdo representados por polissacarideos
(LAHAYE & ROBIC, 2007). QUEMENER et al., 1997; PENGZHAN
et al., 2003 e PAULERT, 2005 demonstraram que sulfato, ramnose,
xilose, e &cido glicourdnico sdo os principais constituintes da ulvana. A
molécula é composta estruturalmente por unidades repetidas de acido
ulvanobiurdnico-3-sulfato [— 4)-B-GlcpA-(1—a 4)-a-Rhap(1—1].

Diversos trabalhos tém demonstrado os efeitos da aplicacdo de
polissacarideos obtidos de algas marinhas na ativagdo de mecanismos de
resisténcia de plantas contra patégenos. O tratamento de plantas de fumo
(Nicotiana tabacum L.) com o polissacarideo laminarina, uma B-1,3
glucana extraida da alga marrom Laminaria digitata (Huds.) Lamour,
elicitou respostas de defesa contra a bactéria fitopatogénica Erwinia
carotovora (Jones) Bergey et al. (KLARZYNSKI et al., 2000), a
laminarina quando aplicada sobre plantas de videira (Vitis vinifera L.)
induziu respostas de resisténcia que reduziram em 55% e 75% a
infeccdo contra os patdgenos Botrytis cinerea (Pers.) e Plasmopara
viticola (Berk. & M. A. Curtis) , respectivamente (AZIZ et al., 2003).
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Entretanto, MERCIER et al. 2001 nédo verificaram a expressao
de genes de defesa em plantas de fumo utilizando a laminarina. Porém,
quando se utilizou o polissacarideo algal sulfatado carragena, obtido das
algas vermellhas Gigartina acicularis (Roth) Lamourou e Gigartina
pistilla (Gmelin), verificou-se a ativacdo dos genes de defesa semelhante
ao tratamento com o elicitor bi6tico Phytophthora parasitica Dastur var.
nicotianae (Breda de Haan) Tucker.

CLUZET et al., (2004) observaram que o tratamento com ulvana
pode elicitar a expressdo de genes relacionados a defesa em plantas de
Medicago truncatula L. contra o patégeno Colletotrichum trifolii (Bain.
Ess.). A pulverizagdo de ulvana reduziu local e sistémicamente cerca de
65 % a severidade da mancha foliar de Glomerella em plantulas de maca
cv Gala, quando aplicado 6 dias antes da inoculagdo com o fungo
Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (ARAUJO et al.,
2008) demonstrando o potencial da ulvana como possivel indutor de
resisténcia a doengas de plantas.

Em feijoeiro, PAULERT (2005) verificou que duas aplicacbes
consecutivas de ulvana reduziram a severidade da antracnose, doenca
causada pelo fungo C. lindemuthianum. Analisando o mesmo
patossistema, FERNANDES (2007) observou que o tratamento com
ulvana reduziu local e sistemicamente o nimero e o desenvolvimento de
lesbes do fungo nas cultivares de feijoeiro suscetiveis a antracnose IPR
Uirapuru e Mouro Graudo.
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5. AVALIACAO DA RESISTENCIA DE CULTIVARES DE
FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.) A FERRUGEM.

INTRODUCAO

A ferrugem do feijoeiro causada pelo fungo U. appendiculatus,
€ uma doenga que ocorre em todas as regifes produtoras do mundo. No
Brasil a ferrugem representa um problema de importancia econémica
em quase todas as regides de cultivo do feijoeiro, causando danos
variaveis no rendimento dos graos.

A utilizag8o de cultivares resistentes é o método mais eficiente
de controle da ferrugem, entretanto o trabalho de melhoramento
genético visando obter cultivares resistentes é bastante dificultado em
funcéo da alta variabilidade do patégeno, que apresenta inimeras racas
fisioldgicas. A caracterizacdo dos componentes de resisténcia parcial
como: a quantidade e tamanho das pustulas, periodo de laténcia e o
progresso da doenca ao longo do cultivo sdo estratégias para a obtencéo
de resisténcia estavel e duradoura.

Nessa etapa do trabalho objetivou-se testar em condi¢bes de
casa-de-vegetacdo 37 cultivares comercias, crioulas e linhagens de
feijoeiro comum quanto a resisténcia a ferrugem através da
quantificacdo dos componentes quantitativos de resisténcia. Por fim,
para a caracterizacdo da reacdo de resisténcia dos genétipos 0s
componentes de resisténcia avaliados foram comparados em
porcentagem em relacdo ao padrdo moderadamente suscetivel (cv.
Pérola) e analisados por meio do teste de agrupamento de médias Scott
Knott (5%).
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5.1. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos na casa-de-vegetacao
e no Laboratdrio de Fitopatologia, no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina.

5.1.1 Condicdes de cultivo

As plantas foram cultivadas em condi¢fes de casa-de-vegetacdo
no periodo de maio a agosto de 2007 (Tabela 1).
Tabela 1. Temperaturas minimas, maximas e as médias mensais na casa-

de-vegetacao durante a realizagdo dos experimentos.

Temperatura mensal (° C)

Més Minima Maxima Média
Maio 14 23 18
Junho 10 23 16
Julho 9 22 15
Agosto 11 22 16
Setembro 13 25 19
Outubro 15 31 23
Novembro 16 30 23
Dezembro 17 32 24

Os 37 gendtipos de P. vulgaris avaliados constituiram-se de trés
grupos: cultivares comerciais, cultivares crioulas e linhagens (Tabela 2)
gue estavam armazenadas no Banco de Germoplasma da Escola
Agrotécnica Federal de Rio do Sul (EAFRS) — SC e foram sedidas pelo
pesquisador da EPAGRI Jodo A. Wordell Filho semeadura distribuiram.

As sementes foram armazenadas a -20 © C até o seu uso. Na -se
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equidistantemente oito sementes em cada vaso plastico preto n° 3
(Plasticofer Ltda.) contendo 2 kg de mistura homogénea (v/v) de solo
argiloso (75%) e composto organico (25%). Estas sementes foram
cobertas com aproximadamente 2,5 cm de solo argiloso. Decorridos 7
dias ap6s a emergéncia das plantulas, foi realizado um desbaste,
deixando-se trés plantas por vaso. Cerca de 3 dias ap6s o desbaste, fez-
se uma adubagdo com solucdo de uréia (0,05 g/L) adicionando-se 50 mL
da solug@o em cada vaso, fornecendo 35 pg de N/Kg de solo.

Para a prevencdo contra o oidio do feijoeiro (Erysiphe polygoni
DC), pulverizou-se semanalmente, antes da inocula¢do, solucdo de
enxofre 80% PM (0,3 g/L, Ambiens, Salvador). Os vasos foram
irrigados conforme a necessidade hidrica das plantas e casualizados

periodicamente.

5.1.2 Obtencgdo e manutencao do indculo

O isolado MANE (Micoteca Anne-Lore Schroeder — CCA -
UFSC) - 4 de U. appendiculatus foi obtido de lavoura comercial de
feijoeiro da regido do Alto Vale do Itajai — SC (MARTINS, 2005). O
indculo foi mantido e multiplicado em feijoeiro cv. Pérola por meio de
inoculagdes periddicas de plantas jovens com suspensdo de ureddsporos
do fungo.
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Tabela 2. Classe comercial, grupo e nimero do acesso no Banco de
Germoplasma da EAFRS, conforme as cultivares de feijoeiro testadas

quanto a resisténcia a ferrugem.

Cultivar Classe comercial Grupo n°. do acesso
BR IPA-11 Brigida carioca Comercial 9
Tahyu rosinha Comercial 48
Ruda carioca Comercial 56
FT Paulistinha carioca Comercial 57
IPR Juriti carioca Comercial 128
Carioca carioca Comercial 139
FT Soberano preto Comercial 152
BRS Valente preto Comercial 162
IPR Uirapuru preto Comercial 166
SCS 202 Guara carioca Comercial 177
CF 49 carioca Crioula 89
CF 68 preto Crioula 100
CF 69 Caibi manteiga Crioula 101
CF 73 Piratuba rajado Crioula 105
CF 128 Aberlardo Luz preto Crioula 109
Sogro/Daniel preto Crioula 172
Becker - Bela Vista preto Crioula 182
Ivo Risolis Wittimarsum rajado Crioula 183
FT 9901 carioca Linhagem 49
FT 991159 preto Linhagem 51
TB 9401 preto Linhagem 52
FT 84113 preto Linhagem 53
MD 841 preto Linhagem 55
CHC 90-1535 carioca Linhagem 124
LH11 carioca Linhagem 125
CHC 9713 carioca Linhagem 129
LP 97-04 carioca Linhagem 140
VI 4599 carioca Linhagem 141
CHC 97-29 carioca Linhagem 143
FT 91-1249 carioca Linhagem 144
CHC 9703 carioca Linhagem 145
SEL. CP9310635 preto Linhagem 146
AL 9021332 preto Linhagem 149
Cl 96712V preto Linhagem 150
LP 98-05 preto Linhagem 157
FT 84-113 preto Linhagem 160

CHP 97-04 preto Linhagem 167
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5.1.3 Inoculagéo das plantas

Os ureddsporos foram removidos das pustulas para um copo de
Becker de vidro (500 mL) com o auxilio de um pincel n® 2 e, logo em
seguida, suspensos em agua destilada estéril, adicionando-se Tween 20
(0,05%). O indculo foi quantificado em cAmara de Neubauer e calibrado
para a concentracdo de 10° ureddsporos/mL, por meio das diluicBes
necessarias.

Ao atingirem o estadio fenoldgico V3 (Tabela 3), as plantas
foram inoculadas artificialmente com uma suspensdo de ureddsporos de
U. appendiculatus, utilizando-se pistola de pintura (LPHV, pressao
maxima 58 psi, bico 0,7 mm de didmetro, marca Grifo, Italia) acoplada a
um compressor de ar (Schulz, Brasil; pressdo 25 Ibf/pol?; poténcia 180
W; vasdo de 20 mL/min). Apds a aspersio de um volume
aproximadamente de 2 mL/planta, os vasos foram acondicionadas em
condicBes de cAmara Umida por 48 horas. Findo este periodo, as plantas
foram transferidas para as bancadas da casa-de-vegetagdo, onde
permaneceram até a avaliagdo do experimento.

Tabela 3. Descricdo e evolugdo dos estadios fenoldgicos vegetativos
para o feijoeiro, cultivado em condi¢des de casa-de-vegetacao

Tempo (dias apos a

Estadio™ Descrigdo
semeadura)
Vo 2 Germinacédo de 50% das sementes.
v 4 Folhas cotiledonares de 50% das plantas ao nivel
! do solo
Folhas primarias de 50% das plantas
V, 7 -
completamente expandidas
Folhas trifoliadas de 50% das plantas
V3 12 .
completamente expandidas
v 18 Segunda Folhas trifoliadas de 50% das plantas
4

completamente expandidas

*Adaptado de FANCELLI & DOURADO NETO (1997).
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5.1.4 Determinacdo do periodo de incubacdo (Pl), periodo de
laténcia(PL) e nUmero de pustulas (NP)

Para verificacdo do periodo de incubagdo e de laténcia, as
primeiras folhas trifolioladas das plantas foram examinadas diariamente,
a fim de observar o desenvolvimento dos primeiros sintomas da doenca
e formacdo das pustulas. Nesse trabalho o periodo de incubacéo foi
definido como sendo o intervalo de tempo (dias) entre a inoculagéo e o
aparecimento dos sintomas e o periodo de laténcia foi considerado como
sendo o intervalo de dias entre a inoculacdo e a esporulacdo visivel de
50% das pustulas conforme PARLEVLIET, 1979.

Aos 15 dias ap6s a inoculacdo, foi efetuada a contagem do
nimero de pustulas em toda a area do primeiro trifélio de cada planta,
com auxilio de contador manual. Apds a contagem e a retirada das
secOes foliares para a determinacdo do didmetro de pustulas, todos os
primeiros trifolios foram destacados e, imediatamente prensados e
herbarizados. A area total de cada trifélio foi determinada por meio do
medidor de area foliar portatil Area Meter (modelo AM 300, ADC
Bioscientific, Inglaterra).

5.1.5 Determinagdo do didametro de pustulas (DP)

Para a determinacdo do didmetro das pUstulas, uma segéo foliar
(3 x 4 mm) contendo uma pustula foi retirada do primeiro trifolio de
cada uma das plantas da repeti¢do, 15 dias apds a inoculagdo. As se¢des
foliares foram colocadas em microtubos contendo 1 mL de solucdo de
acido acético glacial (3:1), para a fixac&o, retirada da clorofila do tecido
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e conservacdo por no maximo 48 horas. Em seguida, as se¢des foram
montadas individualmente em glicerina em laminas de vidro e o
didmetro da pustula foi determinado com o auxilio de microscopio
optico (StudarLab. PZO, Polbnia), equipado com ocular micrométrica
sob aumento de 125x.

5.1.6 Indice de doenga (ID)

Para a obteng&o do indice de doenca, o nimero médio de pustulas
por centimetro quadrado de cada repeticdo, foi convertido em
porcentagem em relacdo ao nimero de pustulas da cv. Pérola (PRP) em
cada experimento. Paralelamente, o didmetro médio de pustula de cada
repeticdo foi convertido em notas, de acordo com a escala descrita na
Tabela 4. O indice de doenga (ID) foi calculado com a seguinte formula:
ID = (PRP x DP) x 100 / PRPysx X DP max. Onde: PRP = Porcentagem
em relacdo ao padréo; DP = didmetro da Plstula (nota); PRP s = valor
méximo da porcentagem em relacdo ao padrdo no respectivo
experimento e DP s = valor maximo do didmetro de pustula verificado
no respectivo experimento. Por meio do teste Scott Knott (5%), (Anexo
5), estabeleceram-se os intervalos de classes para grupos de resisténcia

de acordo com os valores do ID em cada experimento.
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Tabela 4. Descricdo da escala de notas (tipo de pustula) segundo
STAVELY et al., 1983.

Escala Descrigdo

1 Auséncia de sintomas (imune)
Manchas necréticas sem esporulagéo
Pustulas esporulando com didmetro < 300 pm
Pustulas esporulando com didmetro de 300 um a 500 pm
Pustulas esporulando com didmetro de 500 um a 800 pm
Pustulas esporulando com didmetro >800 pm

o Ol WODN

5.1.7 Delineamento experimental e anélises estatisticas

Devido as limitaces do espago fisico na cAmara Umida foram
realizados cinco experimentos independentes, incluindo-se sempre a cv.
Pérola que serviu como padrdo moderadamente suscetivel (PMS). Foi
utilizado o delineamento experimental completamente casualizado
composto por sete repeticBes (vasos com trés plantas). Para as analises,
os valores do Numero de pustulas (NP), Diametro de pustulas (DP),
indice de doenca (ID), foram convertidos em porcentagem em relacio
a0 padrdo moderadamente suscetivel (cv. Pérola). Verificou-se a
homogeneidade das variancias através do teste de Levene. Em seguida,
de acordo com a necessidade, foi realizada a transformacéo dos dados
para V(x +1)ou log (x + 1).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, apés a
verificagdo da significancia, foi aplicado o teste de agrupamento de
médias Scott Knott a 5% de probabilidade para a classificagdo dos
grupos de resisténcia. Para as analises de correlacdo e de variancia foi
utilizado software Statistica 6.0 (Statsoft®, EUA). O teste de
agrupamento de médias Scott Knott foi calculado através do software
Sisvar (UFLA).
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Numero de pustulas (NP)

O nUmero de pustulas verificado no primeiro trifolio da cv.
Pérola que serviu como padrdo moderadamente suscetivel (PMS),
variou de 0,1 a 2,2 pustulas/cm? (Anexo 1). Comparado ao cultivar
padrdo moderadamente suscetivel (PMS), o namero de pustulas foi
significativamente menor em apenas cinco cultivares, entre elas, a cv.
BR IPA - 11 Brigida, ilustrada na Figura 1 A. Nessas cultivares, o
namero de pustulas foi de 15,2 a 52,4% menor que o PMS (Tabela 5).
As linhagens FT 991159 e FT 84-113 apresentaram imunidade & doenca,
nao havendo a formacéo de nenhuma pustula.

Ainda quanto ao nimero de pustulas, 18 cultivares (aprox.
50%), apresentaram valores estatisticamente semelhantes ao PMS, nove
cultivares foram mais suscetiveis do que o PMS, e trés cultivares
altamente suscetiveis a ferrugem apresentando cinco vezes mais pustulas
gue o PMS (Tabela 5; Anexo 5).

5.2.2 Didametro de pustulas (DP)

Os diametros médios de pustulas nas 35 cultivares apresentaram
médias que variaram de 158 pm a 590 um (Anexo 1), ou seja, de 45,2%
a 124,4% em relacdo ao PMS, respectivamente (Tabela 5). Na cultivar

utilizada como PMS, o DP variou de 347 pm a 475 pm.
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Figura 1. Grupos de resisténcia a ferrugem do feijoeiro de acordo com o
indice de doenca (ID): (A) cv. BR IPA -11 Brigida — Resistente (ID =
16%); (B) cv. Pérola — Moderadamente Suscetivel (ID = 100%); (C) cv.
CHP 97-04 — suscetivel (ID = 260%) e (D) cv. SCS 202 Guara —

altamente suscetivel (ID = 371,8%).

A andlise de variancia detectou diferenga significativa entre os
valores do DP (Anexo 3). O maior DP foi encontrado na cultivar SCS
202 Guara (590 pm) mostrado na Figura 1D, que quando comparado ao
PMS mostrou-se significativamente superior através do teste Scott Knott



26

(p< 0,05). Foram observados pontos necroticos na linhagem FT 91-1249
(Figura 2). As cultivares que apresentaram DP abaixo de 76,5% em
relacdo ao PMS foram estatisticamente inferiores (Anexo 6).

Figura 2. Pontos necréticos em foliolo de feijoeiro cv. FT 91-1249, aos
15 dias ap6s a inoculagdo de U. appendiculatus.

5.2.3 Reagdo de resisténcia com base no indice de doenga (ID)

A analise pelo teste de agrupamento Scott Knott das cultivares
de feijoeiro, baseado na porcentagem ID em relacdo ao PMS, permitiu a
classificacdo de cinco grupos de resisténcia & ferrugem do feijoeiro:
imune, resistente, moderadamente suscetivel, suscetivel e altamente
suscetivel (Tabela 5). Os valores de ID para o PMS variaram de 6,5 a
22,5. Das 37 cultivares, seis obtiveram ID inferior ao PMS. Metade das
cultivares (19 gendtipos) foram classificados como semelhante ao PMS
guanto & reagdo de resisténcia a ferrugem. Seis gendtipos apresentaram
valores de ID superiores ao PMS e foram considerados suscetiveis e 4
genotipos apresentaram o ID maior que o grupo suscetivel e foram

considerados altamente suscetiveis (Anexo 7).
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Tabela 5. Periodo de laténcia (PL), nimero de pUstulas por centimetro quadrado

(NP/cm?), diametro de pustulas (DP), indice de doenca (ID) em relagdo ao PMS e

reagdo de resisténcia a ferrugem de 37 cultivares comerciais, crioulos e linhagens de

feijoeiro, 15 dias ap6s a inoculagdo com U. appendiculatus.

% em relagdo ao PMS

Gen6tipos Experimento ( dFi,;s) NP? DP® (nota)® ID® Reagéo®
FT 991159 2 B 0 0(1) 0 [
FT 84-113 4 - 0 0(1) 0 [
AL 9021332 1 12 15,2* 52,4 (35)* 6,3* R
BR IPA-11 Brigida 2 11 28,7* 53,0 (3,6)* 16,1* R
Ivo Risolis Wittmarsum 2 11 21,0* 57,0 (3,6)* 25,0* R
FT 91-1249 5 11 85,0 43,7 (2,0)* 41,2* R
MD 841 3 11 52,4* 452 (3,5)* 44,9* R
CF 128 Abelardo Luz 1 11 47.4% 86,0 (3,0) 45.2* R
BRS Valente 1 11 1745 90,6 (4,0) 60,2 MS
SEL. CP9310635 3 11 93,2 58,1 (3,6)* 79,8 MS
CHC 9703 5 11 1115 65,2 (4,0)* 92,8 MS
CF 68 5 11 107,6 76,5 (4,3)* 96,4 MS
FT Soberano 3 11 108,7 70,0 (3,8)* 98,2 MS
FT 9901 1 11 276,4* 97,3(4,2) 100,0 MS
Ruda 3 11 1285 64,2 (3,7)* 113,2 MS
CF 69 Caibi 3 12 136,7 80,3(3,9) 127,0 MS
CF 73 Piratuba 3 11 131,5 92,0 (4,1) 1284 MS
TB 9401 5 11 167,0 50,0 (3,7)* 1288 MS
FT Paulistinha 1 11 261,3* 1014 (4,2) 1324 MS
Cl 96712V 3 11 170,3 64,8 (3,7)* 150,1 MS
VI 4599 5 11 132,7 100,8 (4,8) 154,8 MS
Carioca 4 12 217,7 66,6 (3,8)* 161,2 MS
LH 11 4 11 201,7 93,4 (43) 1692 MS
CHC 9713 4 12 197,0 1035 (4,5) 173,0 MS
CHC 97-29 1 11 188,0 114,0 (4,5) 173,0 MS
FT 84113 3 11 155,3 109,5 (4,7) 1740 MS
Becker Bela Vista 1 11 126,4 96,0 (4,1) 180,0 MS
IPR Juriti 4 11 296,4* 94,0 (4,3) 248,3* S
CHP 97-04 4 11 318,0* 86,3 (4,2) 260,0* S
CHC 90-1535 3 12 245,1* 115,6 (4,5) 262,8* S
Sogro Daniel 5 12 2432* 1214 (52)* 2634* S
IPR Uirapuru 5 11 253,4* 111,0 (5,0) 278,7* S
LP 98-05 4 11 297,0* 98,8 (4,4) 297,0* S
SCS 202 Guara 5 11 336,8* 124,4 (5,3)* 371,8**  AS
CF 49 4 12 550,0**  1055(4,8) 514,2** AS
Tahyu 4 11 632,2** 97,5(4,4) 608,0**  AS
LP 97-04 2 11 692,4** 93,2 (4,4) 630,2*%* AS
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* indica diferenca significativa em relagdo ao PMS, de acordo com o
teste de agrupamento de médias (Scott Knott, P<0,05).

** indica diferenga significativa em relagdo ao grupo suscetivel (S) de
acordo com o teste de agrupamento de médias (Scott Knott, P<0,05).

% nimero de pustulas por centimetro quadrado do PMS = 1,4; 0,1; 2,2;
0,6 e 1,4 para os experimentos 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente.

® diametro médio das pustulas do PMS = 352 (4,2); 347 (4,2); 350 (4,2);
393 (4,4) e 475(4,8) para os experimentos 1, 2, 3,4 e 5 respectivamente.

c

Escala: 1=auséncia de sintomas; 2=manchas necrdticas sem
esporulacdo; 3= pustulas com didmetro <300um; 4= pustulas com

didmetro de 300 a 500 pm; 5= pustulas com didmetro de 500 a 800 pm.

¢ valores de ID do PMS = 224; 7,0; 225, 65 e 151 para 0s
experimentos 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente.

*Reacdes classificadas de acordo com o ID: | = imune, R = resistente,
MS = moderadamente suscetivel, S = suscetivel e AS = altamente

suscetivel.

5.2.4 Periodo de laténcia e de incubagao

O periodo de incubagdo da doenga nas diferentes cultivares
variou pouco, sendo que na maioria, cerca de 80% (30 cultivares), os
primeiros sintomas foram observados em 9 dias apés a inoculagdo. No
restante, os sintomas foram observados 10 dias ap6s a inoculagdo
(Tabela 5). Em todas as cultivares, o periodo de laténcia foi de 2 dias

apos o aparecimento dos primeiros sintomas.
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5.2.5 Correlagéo entre os componentes de resisténcia

Foram estabelecidas correlagcBes entre diametro de pustula,
namero de pustulas, indice de doenca, e periodo de laténcia de cada
cultivar entre si (Tabela 6). A correlagdo mais alta foi verificada entre o
ID e o NP. Entretanto a andlise da correlagdo entre o PL e 0s outros
componentes foi baixa, destacando-se apenas a correlagdo entre o DP.

Tabela 6. Anélise de correlacdo entre os componentes de resisténcia das

diferentes cultivares de P. vulgaris a ferrugem do feijoeiro.

. Variavel ! Coeficiente de correlagdo (r)
DP x NP 0,57 *
ID x NP 0,96 **
ID x DP 0,59 *
PL x NP 0,30 ns
PL x DP 0,67*
PLx ID 0,29 ns

DP= Diametro de pUstula; NP = NUmero de pustulas; ID = indice de
doenca e PL = Periodo de laténcia.

* significativo a 5% de probabilidade.

** significativo a 1% de probabilidade.

ns: nao significativo.
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5.3 DISCUSSAO

A resisténcia parcial resulta na reducdo da taxa de
desenvolvimento da doenca, através da agdo combinada dos
componentes que a condicionam, como o maior periodo de laténcia,
pUstulas de tamanho restrito e poucas plstulas por cm? de &rea foliar
(OHM & SHANER, 1976; PARLEVLIET, 1979). De acordo com
SILLERO et al. (2006), muitas das rea¢des de resisténcia a ferrugem em
leguminosas sdo do tipo incompleta. O termo incompleta aplica-se aos
casos em que o hospedeiro é menos afetado pelo patdgeno que o
controle suscetivel, mas sem a prevencdo completa do desenvolvimento
e reproducdo do patdgeno. A resisténcia quantitativa no patossistema
ferrugem do feijoeiro j& foi evidenciada por diferentes autores
(STATLER & MCVEY, 1987; MMBAGA & STEADMAN, 1992;
HABTU & ZADOKS, 1995; FALEIRO et al., 1999; OCHOA et al.,
2007) e vem sido manipulada continuamente em programas de
melhoramento a essa doenca.

Para que a resisténcia parcial possa ser identificada e
caracterizada em um grupo de gendtipos, € necessario que exista
variabilidade entre os componentes acima citados. Assim, no presente
trabalho, verificou-se a variabilidade da maioria dos componentes de
resisténcia avaliados nos 37 genétipos de feijoeiro, o que permitiu
separar grupos de resisténcia através da sua quantificaco.
Curiosamente, o periodo de laténcia (11 dias) manteve-se invariavel em
todos os experimentos (Tabela 5). Segundo PARLEVLIET (1979), um
longo periodo de laténcia esté relacionado com uma maior resisténcia da

planta & colonizacgéo do patégeno, o que ocasiona um menor nimero de
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ciclos da doenca, reduzindo a severidade durante o ciclo de cultivo. No
presente trabalho, ndo foi observada variacdo em relagdo aos cultivares
de feijoeiro e o periodo de laténcia em concordancia com STATLER &
MCVEY, (1987), que analisaram a resisténcia parcial de cinco cultivares
de feijoeiro e encontraram que o periodo de laténcia ndo variou
significativamente entre as cultivares resistentes e suscetiveis a
ferrugem. Entretanto, diversos trabalhos (HABTU & ZADOKS, 1995;
MMBAGA et al., 1996; RIOS et al.,, 2001; SILVA et al.,, 2001)
mencionam a importancia do aumento do periodo de laténcia como
componente da resisténcia parcial no patossistema ferrugem do
feijoeiro.

O numero e o tamanho das pustulas refletem a resisténcia da
planta & colonizagdo e & multiplicacdo do patdgeno. Com excecdo das
linhagens FT 991159 e FT 84-113, que apresentaram imunidade ao
isolado MANE - 4 de U. appendiculatus utilizado, os diversos gen6tipos
de feijoeiro avaliados apresentaram alta variabilidade quanto ao nimero
de pUstulas/cm’ e ao diametro das pUstulas. Nesse estudo, a maioria dos
gendtipos apresentaram o NP semelhante ao padrdo moderadamente
suscetivel (Tabela 5), independente da classe comercial ou do grupo,
demonstrando que a resisténcia ndo é restrita a algum grupo particular.

Considerando as cultivares  comerciais incluidas na
identificagdo de resisténcia ao isolado MANE - 4 de ferrugem houve
discrepéncias entre os resultados encontrados nesse trabalho e aqueles
descritos por outros autores (FALEIRO et al., 2001; SILVA et al., 2001;
RAGAGNIN et al., 2003). Dentre os dez gendtipos do grupo comercial,
apenas a cv. BR IPA -11 Brigida apresentou maior resisténcia que o cv.

Pérola, isto €, tanto o NP quanto o DP foram menores significativamente
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em BR IPA -11 Brigida que no PMS (Tabela 5). Em contraste, a cv.
Tahyu, do grupo comercial Rosinha, que é conhecido como suscetivel a
ferrugem (RIOS, 1994; BASSANEZI et al., 1998) e utilizada para a
multiplicacéo de indculo SILVA et al. (2001).

MODA-CIRINO et al., 2003 comentam sobre a resisténcia da
cv. IPR Juriti, do mesmo modo, a cv. SCS 202 Guaré foi descrita como
resistente a ferrugem (ELIAS et al.,, 2003), fato ndo observado no
presente trabalho. Estas variedades foram langadas em 2003 e
provavelmente devido a pouca ocorréncia da doenga nos estados Santa
Catarina e Parana nesse ano, essas cultivares foram classificadas como
resistentes.

A caracterizacdo de cultivares resistentes a ferrugem é
dificultada em funcdo da grande variabilidade genética do patégeno
(SINGH, 2001; MIKLAS et al., 2006). A variagdo da viruléncia entre
cultivares de feijoeiro durante a fase assexuada do fungo foi dectada por
ALEXANDER et al. 1985 estudando cinco geracBes de U.
appendiculatus, os quais demonstraram a existéncia de variabilidade
mesmo em regides onde o desenvolvimento da fase sexuada do fungo é
rara ou inexistente. As constantes geragdes do patégeno durante o ciclo
de cultivo e o transporte dos ureddsporos pelo vento permitem a
introducdo constante de novas ragas dentro e entre as épocas e regioes
de cultivo do feijoeiro (SINGH, 2001).

Entre o grupo crioulo, destaca-se o genétipo Ivo Risolis
Wittmarsum, caracterizado como resistente que foi cultivado em
pequena escala na regido do “Alto Vale do Itajai” de Santa Catarina,
mesma regido de origem do isolado de U. appendiculatus. O fato de

alguns agricultores ndo utilizarem sementes comerciais para o plantio,
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reutilizando as suas prdprias sementes, ou as sementes do vizinho,
ocasiona a selecdo de cultivares adaptados as suas condigdes
agroecoldgicas e sdcio-econbmicas que sdo diferentes das encontradas
nos cultivos convencionais (RODRIGUES et al., 2002).

Segundo STAVELY et al. (1989), a resisténcia a ferrugem do
feijoeiro pode se expressar como uma lesdo necrética hipersensitiva ou
como reacdo de imunidade ao patdgeno. Este fato reforga a importancia,
em relacdo a utilizacdo de fontes de resisténcia, das linhagens FT
991159 e FT 84-113 que foram imunes ao isolado de U. appendiculatus.
Outro tipo de reacéo de resisténcia & ferrugem é uma forma de reagédo
hipersensitiva incompleta associada com a necrose tardia dos tecidos do
hospedeiro em torno da lesdo do patdégeno (SILLERO et al., 2000),
semelhante & reagdo observada na linhagem FT 91-1249 (Figura 2).

Em outro trabalho de resisténcia de diferentes cultivares a
ferrugem do feijoeiro, FALEIRO et al., (2001) em um estudo de 17
cultivares comerciais de feijoeiro a cinco isolados de U. appendiculatus
em casa-de-vegetacdo, detectaram suscetibilidade na maioria das
cultivares, sendo que os cultivares do grupo carioca Ruda apresentaram
a média de 3,4 pustulasicm® e tamanho médio de 300 a 500 pm,
enquanto o cv. Pérola obteve média de 2,2 pustulas/cm? e tamanho
meédio de 300 a 800 um, na folha primaria. No presente trabalho, a cv.
Ruda apresentou 2,8 pustulas/cm? e diametro médio menor que 300 pm
e foram encontradas pustulas com didmetro médio de 383 um e a média
de 1,3 pUstulas/cm? no cv. Pérola (Anexo 1). Porém estes resultados s&o
referentes ao segundo trifélio, demonstrando a possivel discrepancia
devido ao diferente estadio de desenvolvimento da planta (IMHOFF et
al., 1981). RAGAGNIN et al., (2003) e SILVA et al., (2001) também
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citam o cv. Ruda como resistente a ferrugem.

Com base nos componentes relacionados com a severidade da
doenca (NP e DP) em relagdo ao padrdo cv. Pérola foi calculado o ID
que permitiu o agrupamento dos gendtipos em resistentes (R),
moderadamente suscetivel (MS), suscetiveis (S) e altamente suscetiveis
(AS) mostrados na Tabela 5.

As cultivares resistentes selecionadas devem ser avaliados a
campo, pois a influéncia das adversidades climaticas e a mistura de
racas de U. appendiculatus que freqientemente ocorrem nestas
condicBes podem alterar o desempenho da resisténcia. Outros fatores
como producdo de uredosporos (nimero de ureddsporos produzidos por
pastulas por dia) ou a duracdo da esporulacdo (nimero de dias de
producdo de ureddsporos) sdo importantes componentes de resisténcia
(SILLERO et al., 2006).
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6. MECANISMOS DE DEFESA ELICITADOS POR ULVANA
CONTRA Uromyces appendiculatus.

INTRODUCAO

O fendmeno do aumento do nivel de resisténcia devido a rapida
espressdo de diferentes genes de defesa do hospedeiro utilizando-se
substéncias de origem bidticas ou abidticas é conhecido como indugéo
de resisténcia. Como conseqliéncia, verifica-se a redugdo do nimero e
tamanho das lesGes do patégeno, assim como prejuizo a reprodugdo do
agente causal através de mecanismos fisicos e/ou bioquimicos da planta
gue evitam ou atrasam o desenvolvimento do mesmo.

Alguns polissacarideos derivados de algas, a exemplo da
ulvana, tém sido relatados como potenciais indutores de resisténcia em
plantas, ativando genes relacionados a proteinas de defesa.

Nesta parte do trabalho, procurou-se investigar o efeito da
pulverizacdo da ulvana nos mecanismos de defesa de trés cultivares de
feijoeiro do grupo comercial carioca com diferentes niveis de resisténcia
a ferrugem do feijoeiro. Para tanto, foram efetuadas avaliacOes
microscopicas e determinadas as atividades de peroxidases e glucanases
na primeira folha trifoliolada das cultivares 48 horas apds a inoculagéo
de Uromyces appendiculatus.
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6.1. MATERIAL E METODOS

6.1.1 Obtencdo da ulvana a partir da alga Ulva fasciata

As amostras da alga U. fasciata foram coletadas manualmente
em janeiro de 2007 nos costdes rochosos da praia da Armacgéo (latitude:
27° 44> 53,77 S; longitude: 48° 29’ 55,6”), Floriandpolis, Santa
Catarina), acondicionadas em sacos plasticos e levadas para o
Laboratdrio de Fitopatologia, onde foram lavadas em agua corrente para
a retirada dos residuos de areia, sal e outras algas. Ap6s o escorrimento
da 4gua em excesso, o material foi colocado em estufa a 50° C durante
48 horas. Apds a secagem completa, o material foi triturado até a
obteng@o de um po, o qual foi armazenado a 6 + 2°C até 0 momento da
extracdo do polissacarideo. A amostra de alga U. fasciata e o
polissacarideo ulvana foram registrados no Laboratério de fitopatologia
com 0 numero de coleta 67. A exsicata da alga foi depositada no
Herbario do Departamento de Boténica da Universidade Federal do
Parana sob o cddigo UPCB 61313.

Para obtencdo da ulvana 10g do pé da alga seca foram
adicionados em 100 mL de &gua destilada. A mistura foi autoclavada por
uma hora (121° C e pressdo de 1,5 kg/cm?) e filtrada em uma dupla
camada de pano de algoddo branco (22 x 19 cm). O polissacarideo foi
precipitado com trés volumes de etanol 98 GL e armazenado a -20 °C
por 48 horas. Apos este periodo, o liquido sobrenadante foi descartado e
0 precipitado resultante foi seco em estufa a 50° C durante
aproximadamente 50 horas. O polissacarideo obtido foi armazenado a 6°

+ 2 C até o momento do uso.
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6.1.2 Cultivo, tratamento, inoculagdo, avaliacdo do numero de

pustulas/cm?e diametro das pustulas.

As cultivares do grupo comercial carioca BR IPA - 11 Brigida
(resistente), IPR Juriti (suscetivel) e Pérola (padrdo moderadamente
suscetivel) foram usadas para avaliar o efeito da pulverizacdo com
ulvana na resisténcia contra U. appendiculatus. As plantas foram
cultivadas no periodo de setembro a outubro de 2007 (Tabela 1) em
casa-de-vegetacdo e inoculadas conforme descrito nos itens 5.1.1 e
5.1.3, respectivamente.

A ulvana foi dissolvida completamente em agua destilada sob
agitacdo em temperatura ambiente, na concentragdo de 10 mg/mL. Para
a pulverizacao, utilizou-se pistola de pintura (LPHV, pressdo méaxima 58
psi, bico 0,7 mm de didmetro, vasdo de 20 mL/min marca Grifo, Italia)
acoplada a um compressor de ar (Schulz, Brasil; pressdo 25 Ibf/pol® e
poténcia 180 W). As plantas foram pulverizadas com ulvana 3 e 6 dias
antes da inoculacdo. As plantas testemunhas receberam agua destilada, 3
e 6 dias antes da inoculagdo. Foram utlizados cerca de 1,5 mL de
solucdo de ulvana e de agua destilada por planta.

A determinacéo do nimero de plstulas/cm’ e do diametro das
plstulas foram efetuados semelhante aos itens 5.1.4 e 5.15,

respectivamente.
6.1.3 Analises microscopicas

Para analise microscépica da germinacdo e verificacdo das
estruturas de infeccdo de U. appendiculatus 48 horas ap6s a inoculacéo,
foram coletados com auxilio de um furador de rolhas, trés discos
foliares de 9mm de didmetro do primeiro trifélio de uma planta por
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vaso, de cada cultivar, tratados com ulvana e suas respectivas
testemunhas. Apds sua coleta, os discos foliares foram imediatamente
colocados com a superficie abaxial voltada para cima, em placas de Petri
(5 cm) contendo papel de filtro previamente umedecido com solucdo de
etanol e acido acético (3:1 v/v) para a retirada da clorofila dos tecidos. A
solucdo foi trocada periodicamente durante 3 dias. Em seguida, os
discos foram lavados cuidadosamente na placa de Petri com agua
destilada e finalmente fixados em solucéo de lactoglicerol, &cido latico e
dgua destilada (1:1:1 v/iv) (STADNIK & BUCHENAUER, 2000) e
examinados com o auxilio de um microscopio Optico, sob aumento de
480X (PZO, modelo StudarLab, Pol6nia).

Os discos foliares foram montados em glicerina sobre l1aminas
de vidro. As estruturas do fungo sobre as folhas foram coradas com
solucdo azul de Comassie em 4gua destilada (0,1 mg / mL) no momento
da contagem. A porcentagem de germinacéo e a formacao de apressorios
sobre os estdbmatos foram determinadas em cerca de 40 ureddsporos por
repeticdo. Os ureddsporos e as estruturas de infec¢do foram fotografados
com camera digital (5.1 megapixels, modelo cyber-shot DSC-P93,
marca Sony).

6.1.4 Determinacao da atividade de peroxidases

Para as analises da atividade da enzima peroxidase, coletou-se o
primeiro trifdlio de quatro plantas tratadas com ulvana e das
testemunhas, 48 horas ap6s a inoculagdo. Durante a coleta, as amostras
foram acondicionadas em papel aluminio e mantidas sob gelo e, em

seguida, armazenadas a -20°C até o momento das analises. O foliolo
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lateral esquerdo de cada trifolio (Figura 3) foi macerado usando-se
cadinho e pistilo de porcelana (100mL, Nalgon, Brasil) na presencga de
nitrogénio liquido, até a obtengdo de um pd. Em seguida foram
adicionados 1,5 mL de tampédo fosfato de sddio 50 mM (pH 7,0)
contendo fluoreto de fenilmetanosulfonila (1mM) (Sigma, EUA). A
suspensdo foi transferida para microtubos de 2 mL (Axygen, EUA),
centrifugada a 20.000 g/30 min, a 4° C, e o sobrenadante foi recolhido
(extrato protéico).

A determinagdo da atividade de peroxidases foi medida
espectrofotometricamente conforme STADNIK & BUCHENAUER
(2000). Para tal, 20puL do extrato protéico foram adicionados em 2,9 mL
de tampéo fosfato de soédio 50 mM (pH 6,0), contendo guaiacol 0,25%
(v/v) (Sigma,EUA) e perdxido de hidrogénio 0,1 M (Merck, Alemanha).
Os valores de absorbéncia da reagdo foram registrados a cada 30
segundos durante 4 minutos por meio de espectrofotdmetro (modelo
UV-1203, Shimatzo, Japéo).

Determinou-se o teor de proteinas totais em cada amostra
através do método de BRADFORD (1976). A curva padrdo de proteinas
(Anexo 15) foi determinada utilizando-se como proteina padrdo a
albumina de soro bovino (ASB, Sigma, USA). As atividades foram
expressas em unidades de Densidade Optica a 470 nm / mg proteina /

min.
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Figura 3. Diagrama ilustrativo de uma folha trifoliolada de feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.) na posicdo adaxial, onde foram
determinadas as atividades de peroxidases (FE: foliolo esquerdo) e as
atividades de glucanases (FD: foliolo direito). O foliolo central (FC) foi

utilizado para as anélises microscopicas.

6.1.5 Determinagdo das atividades de glucanases

Para determinar a atividade de glucanases, adotou-se 0 mesmo
procedimento de coleta descrito no item 6.1.4. O primeiro trifélio de
quatro plantas tratadas com ulvana e das testemunhas foram retirados 48
horas depois da inoculagdo e acondicionados de modo semelhante ao
item 6.1.4. O foliolo lateral direito (Figura 3) foi macerado na presenca
de nitrogénio liquido, em seguida foram adicionados ao pd 2 mL de
tampdo acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0). Para a determinacdo da
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atividade de glucanases, uma aliquota de 20 uL do extrato protéico foi
transferida para tubos de ensaio contendo 480 L de laminarina (Sigma)
na concentracdo de 1 mg / mL de tampéo acetato de sodio 0,1 M (pH
5,0). A reacdo foi realizada a 44 °C durante 60 min. Em seguida, 0s
acucares formados foram quantificados pelo método de LEVER (1972),
adicionando-se a reacdo 1,5 mL de solucdo de hidrazida do &cido p-
hidroxibenzbico 1% em NaOH. A solucéo foi mantida por 5 min sob
temperatura de 100 ° C em banho-maria. Apds o resfriamento a
temperatura ambiente, o produto foi quantificado em espectofotémentro
(700 Plus, FEMTO, Brasil), na absorbancia de 410 nm (DI PIERO &
PASCHOLATI, 2004) e convertido em mg de glicose, utilizando-se a
curva padrdo apresentada no Anexo 20. Para cada amostra, descontou-se
a absorbancia obtida a partir da mistura cujos reagentes foram
adicionados na seguinte ordem: 20 uL do respectivo extrato protéico +
1,5 mL da hidrazida do é&cido p-hidroxibenzéico 1% em NaOH
(inativag@o enzimatica) + 480 pL de laminarina (1mg / mL), de modo
que o resultado final expressasse apenas agucares provenientes da acdo
das glucanases.

Apbs a determinagdo da concentracdo de proteinas de cada
amostra pelo método de BRADFORD (1976), a atividade das
glucanases foi expressa em pKatal/mg de proteina, sendo que 1 Katal é
definido como a atividade enzimatica que cataliza a formag&o de 1 mol
de equivalente-glicose / segundo.
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6.1.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi realizado utilizando-se o delineamento
completamente casualizado. Para a avaliagdo do nimero e tamanho de
pUstulas foram utilizadas duas plantas de um vaso com trés plantas
como repeticdo, a planta restante foi utilizada para a retirada de amostras
para as observacdes microscopicas (3 discos foliares do foliolo central)
ou atividades de peroxidases e glucanases. Ao todo foram utilizadas 8
repeticbes para as andlises do numero e didmetro das pustulas. As
andlises microscopicas e enzimaticas foram utilizadas 4 repeticOes.
Depois de verificada a homogeneidade das variancias, os dados foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA) com esquema fatorial
(3x2). O teste de separacdo de médias Tukey 5% foi empregado nas
analises do NP/cm?, diametros de pustulas e atividades enzimaticas. A
porcentagem de germinacdo dos ureddsporos e formacdo de apressorios
foi analisada pelo teste de separacdo de médias LSD & 5% de
probabilidade.
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6.2. RESULTADOS

6.2.1 NUmero de pustulas

O numero de pustulas de ferrugem nas diferentes cultivares do
grupo carioca pulverizadas com ulvana ou &gua destilada variou de
0,342 a 1,490 pustulas/cm? (Tabela 7) A pulverizacdo de ulvana ndo
afetou significativamente esta varidvel (Anexo 12). Com relacdo as
cultivares, foram encontradas diferencas entre a cv. BR IPA-11 Brigida
(resistente), que apresentou a menor média, aproximadamente trés vezes
menor que a cv. IPR Juriti, onde foi verificado o maior nimero de

pUstulas/cm? (Tabela 7; Anexo 8).

Tabela 7. NGmero de pustulas /cm? no primeiro trifélio das cultivares de
feijoeiro do grupo carioca pulverizados com de ulvana (10 mg/mL), 15

NUmero de pUstulas /cm”

Cultivares Testemunha Ulvana Média *
BR IPA-11 Brigida 0,365 0,342 0,354 a
Pérola 0,908 0,943 0,926 b
IPR Juriti 1,490 1,120 1,309 b
Média 0,921 0,801™

dias apos a inoculagdo de U. appendiculatus

ns = Nao significativo pelo teste F (p<0,05).

* = Letras diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o

teste de separacdo de médias Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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6.2.2 Diametro das pustulas

As médias dos diametros de pustula nas diferentes cultivares de
feijoeiro do grupo carioca, pulverizadas ou ndo com ulvana, estdo
apresentados resumidamente na Tabela 8. Os valores variaram de 316,8
a 616 um. Houve diferenca significativa entre as cultivares do grupo
carioca (Anexo 9), sendo que no cv. BR IPA - 11 Brigida, as pustulas
apresentaram menor didmetro (381,2 pm). O tratamento com ulvana
também teve efeito significativo, porém a interacdo entre cultivares x
tratamento ndo foi significativa a 5% de probabilidade (Anexo 10). O
didametro das pustulas foi menor nas cultivares tratadas com ulvana,
sendo que na cv. IPR Juriti (suscetivel) houve reducdo de praticamente
20% em relacdo aos didmetros das pulstulas de plantas da mesma

cultivar pulverizadas com agua destilada.

Tabela 8. Diametro médio das pustulas no primeiro trifolio das
cultivares de feijoeiro do grupo carioca pulverizados com ulvana (10
mg/mL) 15 dias ap6s a inoculagdo de U. appendiculatus.

Diametro das pustulas (um)

Cultivares Testemunha Ulvana  Média*®
BR IPA -11 Brigida 4455 316,8 381,2a
Pérola 523,0 398,5 460,8 b
IPR Juriti 616,3 490,8 553,6 b
Média 528,3 402,1*

% Letras diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste
de separagdo de médias Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
* indica diferenga significativa pelo teste F (p < 0,05).
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6.2.3 Analises microscopicas

A pulverizacdo de ulvana ndo alterou a germinacdo de
uredosporos e a formacdo de apressorios sobre estdbmatos no primeiro
trifolio das cultivares de feijoeiro 48 horas ap6s a inoculacdo (Figura 4).
A porcentagem de germinacao dos uredosporos de U. appendiculatus foi
significativamente maior na cv. BR IPA — 11 Brigida, onde foram
observados cerca de 80% de ureddsporos germinados (Tabela 9 e Anexo
11). Néo foi observada correspondéncia entre as cultivares de feijoeiro
do grupo carioca pulverizados ou ndo com ulvana (10 mg / mL) no
desenvolvimento de apressdrios sobre os estdbmatos na primeira folha
trifoliada (Anexo 12).

Tabela 9. Porcentagem da germinacdo de uredésporos e formacéo de
apressorios de U. appendiculatus sobre a superficie foliar de cultivares

de feijoeiro do grupo carioca pulverizados ou ndo com ulvana.

Germinacéo de uredésporos %  Formacéo de apressorios %

Cultivares Testemunha Ulvana Média* Testemunha Ulvana Média™
BR IPA-11 Brigida 76,7 81,6 79,2a 39,7 34,0 36,8
Pérola 65,2 43,7 54,4b 21,8 24,3 23,0
IPR Juriti 54,6 62,6 58,7b 33,0 24,0 28,4
Média 65,5 62,7 31,5 27,4™

* Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenca significativa
de acordo com o teste LSD 5%.

™ = nao significativo
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Figura 4. Germinacdo de ureddsporos de U. appendiculatus sobre a
superficie abaxial dos trifélios de feijoeiro observados 48 horas apds a
inoculacdo. Ap = apressorio; Es = estdmato; H = hifa; Tr = tricoma; Ur
= uredosporo germinado. Barras = 50 pm.

6.2.4 Atividade de peroxidases

A atividade de peroxidases nos foliolos do primeiro trifélio das
cultivares de feijoeiro do grupo carioca pulverizadas com solucdo de
ulvana (10 mg / mL) ou agua destilada 48 horas apés a inoculagdo de U.
Appendiculatus variou de 34,7 a 55,4 unidades de densidade 6ptica / mg
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de proteina / min (Tabela 10). A maior atividade foi observada na cv.
IPR Juriti (suscetivel), enquanto que a menor atividade foi verificada na
cv. BR IPA - 11 Brigida (Anexo 14). A atividade de peroxidases foi
analisada utilizando-se a andlise de varidncia no esquema bifatorial (3
cultivares e 2 tratamentos) o desdobramento da interacéo dupla pode ser
observado na Tabela 10. A pulverizacdo de ulvana ndo afetou
significativamente a atividade de peroxidases, quando comparada com
as amostras pulverizadas com agua destilada (Anexo 14).

Tabela 10. Atividade de peroxidases 48 horas ap6s a inoculagéo de U.
appendiculatus no primeiro trifélio das cultivares de feijoeiro do grupo

carioca pulverizados ou ndo com o ulvana (10 mg/mL).

Densidade optica/mg proteina/min

Cultivares Testemunha Ulvana Média *
BR IPA-11 Brigida 36,3 36,3 36,3a
Pérola 34,7 47,6 41,3 ab
IPR Juriti 54,7 55,4 55,0b
Média 42,0 473 "™

ns = Nao significativo pelo teste F (p<0,05).

* = Médias diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de
separacdo de média Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

6.2.5 Atividade de p — 1,3 Glucanases

A atividade de glucanases 48 horas ap6s a inoculagdo nos foliolos
do primeiro trifdlio das cultivares de feijoeiro do grupo carioca
pulverizadas com ulvana (10 mg / mL) ou &gua destilada foi analisada
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através de esquema bifatorial (3 cultivares e 2 tratamentos). Pela analise
de variancia, foi possivel observar que houve interacdo entre as
cultivares do grupo carioca com diferentes niveis de resisténcia a
ferrugem e a pulverizagdo de ulvana (Anexo 17 e 18). A atividade de
glucanases foi 190 % maior nas plantas do cv. Pérola (moderadamente
suscetivel) pulverizadas com ulvana em relacdo as respectivas plantas
pulverizadas com agua destilada (Figura 5). Nas outras duas cultivares,
ndo houve efeito significativo da ulvana sobre a atividade enzimatica. A
maior atividade de glucanases foi observada em plantas da cv. Juriti
(suscetivel).
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Figura 5. Atividade de glucanases 48 horas apos a inoculacdo de U.
appendiculatus em cultivares de feijoeiro do grupo carioca BR IPA - 11
Brigida, Pérola e IPR Juriti pulverizados com ulvana ou dgua destilada.
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6.3 DISCUSSAO

A atividade elicitora de resisténcia em plantas contra patdgenos
tem sido relatada com a utilizacdo de diversos polissacarideos obtidos
de macroalgas marinhas. MERCIER et al. (2001) observaram a
expressdo de genes de defesa em folhas de fumo a partir de 24 horas
ap6s a aplicagdo de carragenas extraidas das algas vermellhas G.
acicularis e G. pistilla. Os efeitos foram semelhantes aos da aplicacéo de
Phytophthora parasitica var. nicotianae como elicitor de defesa. Os
polissacarideos laminaranas e laminarinas, extraidas da alga marrom
Laminaria digitata, sdo componentes de alguns fertilizantes comerciais
a base de algas e também sdo conhecidos por seu efeito como elicitor de
respostas de defesa em fumo contra Erwinia carotovora
(KLARZYNSKI et al., 2000) e em videira contra Plasmopara viticola e
Botrytis cinerea (AZZIZ et al., 2003). A ulvana é relatada como
ativadora de defesa de plantas contra estresses bidticos e abioticos e
elicitora dos mecanismos de absorcdo do nitrogénio e sintese protéica
(BRIAND et al., 2005a; BRIAND et al., 2005b).

No presente trabalho, a pulverizacdo do polissacarideo ulvana
promoveu reducdo do didmetro das pulstulas de U. appendiculatus em
plantas de feijdo das cultivares Brigida, Pérola e Juriti pulverizadas aos
6 e 3 dias antes da inoculacdo do patdgeno, quando comparado com as

plantas da mesma cultivar tratadas com agua destilada, ndo tendo sido

observadas diferengas significativas no nimero de pt]stulas/cm2 (Figura
4). Este resultado é semelhante ao obtido por FERNANDES (2007), o
qual observou a redugdo do crescimento das lesdes de antracnose do

feijoeiro causada pelo fungo hemibiotréfico C. lindemuthianum em
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plantas da cv. suscetivel a antracnose (IPR Uirapuru) tratadas
preventivamente com ulvana. Menores pustulas produzem menos
ureddsporos, reduzindo o indculo (STATLER & MCVEY, 1987),
contribuindo para diminuir o progresso da doencga. Este comportamento
sugere a ativacdo de algum mecanismo de defesa devido ao tratamento
com o polissacarideo.

O processo de infeccéo das ferrugens, de um modo geral, pode
ser dividido em etapas: deposicdo dos ureddsporos, germinacéo,
formacéo do apressorio sobre estdbmatos, penetragdo na cavidade sub-
estomatica, desenvolvimento da célula-mée do haustério e a formagédo
do primeiro haustdrio. Depois ocorrem & colonizagdo da planta,
producdo e liberacdo dos ureddsporos. Alguns mecanismos de
prevencdo contra as ferrugens podem ocorrer antes da penetracdo via
estdmato por Uromyces spp., como a fraca adesdo dos ureddporos sobre
a superficie da folha (DEISING et al., 1992). WYNN, (1976)
demonstrou que o estimulo para germinacéo e a formacao de apressorios
de U. appendiculatus é independente do hospedeiro, podendo ser
realizada em réplicas da superficie das folhas feitas de plastico.

No atual estudo, verificou-se que a maior porcentagem de
germinacgdo de ureddsporos sobre a superficie foliar foi encontrada na
cv. BR IPA-11 Brigida (resistente). A pulverizacdo de ulvana ndo teve
efeito diferencial sobre a germinacdo de U. appendiculatus,
diferentemente do observado por FERNANDES (2007) em foliolos de
feijoeiro cvs. Uirapuru e Mouro Graldo tratados com ulvana e
inoculados com o fungo C. lindemuthianum. A porcentagem de
apressorios formados sobre estdmatos, embora ndo significativa,

também foi maior nessa cultivar (Tabela 10), sugerindo que o
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mecanismo de resisténcia da cv. BR IPA-11 Brigida atue nas fases
posteriores & infeccao.

Observacdes semelhantes foram feitas em outras leguminosas
com resisténcia parcial & ferrugem, onde o0 menor nivel de doenga esteve
associado & menor formacgdo e desenvolvimento de haustérios pelos
agentes causais, prejudicando a colonizacdo da planta, uma etapa pos-
infeccdo. SILLERO & RUBIALES (2002) observaram que o tamanho e
0 nimero de haustérios foram reduzidos em duas linhagens de feijao-
fava com resisténcia parcial a Uromyces fabae (Pers.) de Bary, quando
comparadas com a linhagem suscetivel. A resisténcia de gendtipos de
Medicago truncatula a ferrugem da alfafa (Uromyces striatus Schroet.)
ocorreu pela restricdo da formacao do haustdrio e redugdo do nimero de
haustdrios, ocasionando a diminuicdo do crescimento da colbnia
(RUBIALES & MORAL, 2004). O haustorio é um 6rgéo especializado
para a obtencdo de nutrientes do hospedeiro, sendo a penetragdo na
célula da planta e a invaginacdo do plasmalema da célula hospedeira
fases criticas no desenvolvimento de fungos biotréficos (HEATH, 1997;
NICKS & RUBIALES, 2002).

As respostas de plantas a patdgenos dependem de varios fatores,
muitos destes sdo alteragdes metabdlicas provocadas por perturbagdes
causadas por patdgenos especificos. As atividades de duas enzimas
relacionadas com a defesa neste trabalho foram detectadas em todas as
cultivares, independente do nivel de resisténcia. As peroxidases estdo
envolvidas em varias etapas do processo fisiolégico vegetal, incluindo a
resisténcia da planta a fitopatdgenos. A atividade desta enzima pode
produzir radicais livres toxicos para o patdégeno e participar do reforco

da parede celular da planta através do envolvimento nas etapas finais da
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biossintese de lignina (STADNIK & BUCHENAUER, 2000). As
peroxidases estdo geralmente relacionadas com respostas de resisténcia
locais e sisttmicas em varias espécies vegetais (PASSARDI et al.,
2005). No presente trabalho, observou-se que a atividade de peroxidases
48 horas apos a inoculagdo foi maior na cv. IPR Juriti, caracterizada
como suscetivel, com um aumento de pelo menos 65% em relagdo a
atividade na cv. resistente BR IPA — 11 Juriti, independente do
tratamento com ulvana. ROLDAN SERRANO et al., (2007)
verificaram que as atividades de peroxidases e quitinases em hipocotilos
de plantulas de girassol também foram significativamente maiores nas
plantulas suscetiveis ao mildio (Plasmopara halstedii Berl. & de Tomy)
do que nas resistentes.

A B-1,3-glucanase é uma enzima hidrolitica que apresenta acdo
direta contra o patégeno, degradando sua parede celular e possivelmente
atuando como uma barreira quimica, inibindo a formag&o do haustoério
na célula hospedeira (HU & RIJKENBERG, 1998). A figura 4 mostra
que, a exemplo do ocorrido para as peroxidases, plantas da cv.
Resistente BR IPA — 11 Brigida apresentaram menor atividade desta
enzima que a cv. suscetivel IPR Juriti. A pulverizagdo de ulvana causou
0 aumento da atividade de glucanases somente nas plantas da cv. Pérola
(moderadamente suscetivel), mas ndo em Juriti, um cultivar com maior
nivel de suscetibilidade. Desse modo, a participacdo dessa enzima na
reducdo do nimero de pustulas da ferrugem é questionavel. Uma
explicacdo para este resultado contraditorio € que ndo sdo todas as
glucanases que possuem atividade antifungica (SELA-BUURLAGE et
al., 1993). RAUSCHER et al., (1999) observaram aumento na expressao
de B — 1,3-glucanases e quitinases em plantas de feijao-fava (Vicia faba
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L.) tratadas e ndo tratadas com os indutores cido salicilico e acido 2,6-
dicloro isonicotinico, no entanto, a presenca dessas enzimas ndo afetou
0 desenvolvimento de U. fabae. Os mesmos autores verificaram a agdo
anti-fangica relacionada as proteinas de defesa da familia PR-1,
resultando na reducéo da diferenciacio celular depois da formagdo do
apressorio, sugerindo que o mecanismo de resisténcia afeta as fases
posteriores de desenvolvimento do fungo.

Em algumas situacdes, 0 aumento na atividade enzimatica pode
ser mais uma conseqiiéncia no metabolismo da planta ap6s a infecgdo do
que propriamente uma resposta conduzindo a defesa (ROLDAN
SERRANO et al., (2007). Para a maioria dos fungos causadores de
ferrugens, o primeiro haustorio é formado entre 24 e 48 horas apés a
inoculagdo das plantas (EMERAN et al., 2005), enquanto que as
andlises de peroxidases e glucanases do atual trabalho foram efetuadas
48 horas depois. Pode ser que o gendtipo suscetivel, ndo bloqueando a
colonizagdo fungica logo nas fases iniciais através de mecanismos
bioguimicos e estruturais de resisténcia, passou a produzir uma grande
guantidade de enzimas de defesa num momento inoportuno, quando a
atividade dessas ja ndo poderia mais atuar eficientemente sobre o fungo.
Ao contrario, o genobtipo resistente, restringindo a colonizagdo fungica
logo nas primeiras etapas, cessou a elicitagdo de repostas de resisténcia,
culminando com uma menor biossintese de glucanases e peroxidases nas
fases posteriores.

Por outro lado, SIEGRIST et al. (1997) verificaram associacao
da reducéo da severidade da ferrugem e a alta produgdo de glucanases
em fluidos intercelulares de folhas de feijoeiro tratados com
acibenzolar-S-metil (ASM) e inoculados com U. appendiculatus quando
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comparadas com as plantas ndo tratadas. IRITI & FAORO (2003),
trabalhando com 0 mesmo patossitema através de analises histoldgicas,
observaram o acumulo de perédxido de hidrogénio nos tecidos das folhas
entre 12 e 48 horas ap0ds o tratamento com ASM, mas sem a ocorréncia
de reacdo de hipersensibilidade, evidenciando a alta atividade de
peroxidase nas plantas que expressaram resisténcias, atuando
principalmente no refor¢o da parede celular pela ligacdo de proteinas e
deposicao de lignina.

No presente trabalho, ndo foi possivel atribuir isoladamente a
um dos mecanismos de defesa estudados um papel de grande
significancia na resisténcia de feijoeiro a ferrugem ou na forma de
atuacdo do polissacarideo ulvana. Segundo TUZUN (2001), as
respostas de defesa em plantas envolvem a ativagdo mdltipla e
coordenada de diversos genes de resisténcia e a somatoria das
contribui¢bes individuais de cada gene poderia explicar melhor a

resisténcia quantitativa de uma cultivar.
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Anexo 1. Valores do nimero de pustulas por centimetro quadrado

(NP/cm®)® e diametro das plstulas (DP) no primeiro trifolio das

cultivares de feijoeiro, 15 dias ap6s a inoculagdo de U. appendiculatus.

Gendtipos Experimento Datas® NP/cm” __ DMP (um)
AL 9021332 0.107 184
CF 128 Abelardo Luz 0,68 302
BRS \alente 0,903 318
Pérola 1 29/05 - 26/06/07 1,43 352
FT 9901 1,431 342
FT Paulistinha 1,89 356
CHC 97-29 2,31 401
Becker bela vista 2,638 337
FT 991159 0 0
BR IPA -11 Brigida 0,018 184
Ivo Risolis Wittmarsum 2 05/06 — 03/07/07 0,03 198
Pérola 0,094 347
LP 97-04 0,665 323
MD 841 1,211 158
SEL. CP9310635 2,093 203
Pérola 2,247 350
FT Soberano 2,44 240
Ruda 3 26/06 — 23/07/07 2,886 224
CF 73 Piratuba 2,955 321
CF 69 Caibi 3,072 280
FT 84113 3,491 429
Cl96712Vv 3,828 226
CHC 90-1535 551 403
FT 84-113 0 0
CHC 9713 1,167 408
LH 11 1,195 368
Carioca 1,288 262
IPR Juriti 4 04/07 - 31/07/07 1,754 370
Pérola 1,754 393
CHP 97-04 1,879 340
LP 98-05 2,049 389
CF49 3,253 471
Tahyu 4,197 384
FT 91-1249 1,181 208
Pérola 1,39 475
CF 68 1,498 363
CHC 9703 1,55 310
V14599 5 11/07 - 07/08/07 2,153 479
TB 9401 2,324 239
Sogro/Daniel 3,382 577
IPR Uirapuru 3,721 527
SCS 202 Guara 4,684 590

®Datas da semeadura até a Gltima avaliagdo, respectivamente.
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Anexo 2. Analise de variancia da porcentagem do nimero de pustulas

por centimetro quadrado (NP/cm?)?, no primeiro trifélio, em relacéo ao

PMS das cultivares de feijoeiro 15 dias ap6s a inoculagdo de U.

appendiculatus.

experimentos Fontes de variagdo GL SQ QM  Fc P

1 Cultivares 7 655,98 93,71 3,531 0,004
Erro 40 1061,09 26,52
Total corrigido 47 1717,08

2 Cultivares 3 1960,65 653,55 8,744 0,006
Erro 20 1494,94 74,74
Total corrigido 23 3455,60

3 Cultivares 9 310,35 34,48 4,057 0,004
Erro 60 509,97 8,50
Total corrigido 69 820,32

4 Cultivares 8 1101,38 137,67 5,958 0,001
Erro 54 1224,60 23,10
Total corrigido 62 2325,98

5 Cultivares 8 612,38 76,54 3,016 0,007
Erro 54 1345,35 25,38
Total corrigido 62 1957,74

% Dados transformados em Vx +1
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Anexo 3. Andlise de variancia da porcentagem dos didmetros das

pastulas (DP), das cultivares de feijoeiro em relagdo ao cv. Pérola no

primeiro trifolio, 15 dias apds a inoculacdo de U. appendiculatus.

Experimentos Fontes de variagdo GL ~ SQ QM Fc P

1 Cultivares 7 16178,64 2311,23 4,842 0,005
Erro 40 19092,57 477,31
Total corrigido 47 35271,21

2 Cultivares 310017,96 3339,32 12,68 0,001
Erro 20 5267,01 263,35
Total corrigido 23 15284,97

3 Cultivares 9 43942,56 4882,50 10,58 0,001
Erro 60 27669,76 461,16
Total corrigido 69 71612,32

4 Cultivares 8 11244,70 1405,58 2,157 0,035
Erro 54 35185,86 651,60
Total corrigido 62 46430,56

5 Cultivares 851636,43 6454,55 28,88 0,001
Erro 54 11843,86 223,47

Total corrigido

62 63480,29

GL= Graus de liberdade; SQ= Soma dos quadrados; QM= Quadrado
médio; Fc= Valor do F-teste calculado; P= Probabilidade de Fc>F

esperado.
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Anexo 4. Analise de variancia da porcentagem dos valores do indice de

doenca (ID)% das cultivares de feijoeiro em relagdo ao cv. Pérola no

primeiro trifolio 15 dias apds a inoculacéo de U. appendiculatus.

Experimentos Fontes de variacdo GL ~ SQ QM  Fc P

1 Cultivares 7 16,60 2,37 3,823 0,003
Erro 40 2481 0,62
Total corrigido 47 4141

2 Cultivares 3 16,00 5,33 5,055 0,009
Erro 20 21,10 1,05
Total corrigido 23 37,10

3 Cultivares 9 324 036 5575 0,001
Erro 60 3,88 0,064
Total corrigido 69 7,12

4 Cultivares 8 6,06 0,75 5,595 0,0001
Erro 54 7,31 0,13
Total corrigido 62 13,37

5 Cultivares 8 814 1,01 2,807 0,0112
Erro 54 1958 0,36
Total corrigido 62 27,72

% Dados transformados em log x +1
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Anexo 5. Resultado do teste de agrupamento de médias de Scott Knott
5% para o nimero de pGstulas por centimetro quadrado (NP/cm?), no
primeiro trifélio, em relacdo ao cv. Pérola, das cultivares de feijoeiro 15

dias apos a inoculagdo de U. appendiculatus.

Gendtipos Experimentos Médias Resultado do teste* CV%
AL 9021332 1 15,2 A 24,0
CF 28 Abelardo Luz 47,4 A
Pérola (PMS) 100,0 B
Becker Bela Vista 126,4 B
BRS Valente 1745 B
CHC 97-29 188,0 B
FT Paulistinha 261,3 C
FT 9901 276,4 C
Ivo Risolis Wittmarsum 2 21,0 A 28,6
BR IPA-11 Bridida 28,7 A
Pérola (PMS) 100,0 B
LP 97-04 692,4 C
MD 841 3 52,4 A 24,3
SEL. CP9310635 93,2 B
Pérola (PMS) 100,0 B
FT Soberano 108,7 B
Ruda 128,5 B
CF 73 Piratuba 1315 B
CF 69 Caibi 136,7 B
FT 84113 155,3 B
Cl96712Vv 170,3 B
CHC 90-1535 2451 C
Pérola (PMS) 4 100,0 A 22,7
CHC 9713 197,0 A
LH 11 201,7 A
Carioca 217,7 A
IPR Juriti 296,4 B
LP 98-05 297,0 B
CHP 97-04 318,0 B
CF49 550,0 o
Tahyu 632,2 C
FT 91-1249 5 85,0 A 18,8
Pérola (PMS) 100,0 A
CF 68 107,6 A
CHC 9703 1115 A
VI 4599 132,7 A
TB 9401 167,0 A
Sogro Daniel 2432 B
IPR Uirapuru 253,4 B
SCS Guara 336,8 B

CV = Coeficiente de variacgéo.

* Letras diferentes indicam diferenga significativa de acordo com o teste

realizado.
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Anexo 6. Resultado do teste de agrupamento de médias Scott Knott 5%
para porcentagem dos didmetros das pustulas em relacdo ao PMS das
cultivares de feijoeiro 15 dias apds a inoculacdo de U. appendiculatus.

Genétipos Experimentos ~ %DMP _ Resultado do teste * CV%
AL 9021332 1 52,4 A 23,3
CF 128 Abelardo Luz 88,6 B
BRS Valente 90,6 B
Becker Bela Vista 96,0 B
FT 9901 97,3 B
FT Paulistinha 1014 B
Pérola (PMS) 100,0 B
CHC 97-29 1141 B
BR IPA-11 Brigida 2 53.0 A 218
Ivo Risolis Wittmarsum 57,0 A
LP 97-04 93,2 B
Pérola (PMS) 100,0 B
MD 841 3 45,2 A 26,3
SEL. CP9310635 58,0 A
Ruda 64,2 A
Cl 96712V 64,8 A
FT Soberano 70,0 A
CF 69 Caibi 80,3 B
CF 73 Piratuba 92,0 B
Pérola (PMS) 100,0 B
CHC 90-1535 115,6 B
FT 84113 127,0 B
Carioca 4 66,6 A 26,5
CHP 97-04 86,3 B
LH 11 93,4 B
IPR Juriti 94,0 B
Tahyu 97,5 B
LP 98-05 98,8 B
Pérola (PMS) 100,0 B
CHC 9713 103,5 B
CF49 105,5 B
FT 91-1249 5 43,7 A 16,9
TB 9401 50,0 A
145 CHC 9703 65,2 A
CF 68 76,5 A
Pérola (PMS) 100,0 B
V14599 100,8 B
IPR Uirapuru 111,0 B
Sogro Daniel 1214 C
SCS Guara 1244 C

CV= Coeficiente de variacdo

* Médias com letras diferentes indicam diferenca significativa de acordo

com o teste realizado.
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Anexo 7. Resultado do teste de agrupamento de médias Scott Knott 5%
para a porcentagem do indice de doenca (ID) das cultivares de feijoeiro
em relacdo ao cv. Pérola, avaliados 15 dias apos a inoculagdo de U.
appendiculatus.

Genétipos Experimentos %ID Resultado do teste* CV%
AL 9021332 1 6.3 A 29,8
CF 28 Abelardo Luz 452 A
BRS Valente 60,2 B
Pérola (PMS) 100,0 B
FT 9901 100,0 B
FT Paulistinha 132,4 B
CHC 97-29 173,0 B
Becker Bela Vista 180,0 B
BR IPA-11 Bridida 2 16,1 A 34,0
Ivo Risolis Wittmarsum 25,0 A
Pérola (PMS) 100,0 B
LP 97-04 630,2 C
MD 841 3 45,0 A 18,4
SEL. CP9310635 79,8 B
FT Soberano 98,2 B
Ruda 113,2 B
Pérola (PMS) 100,0 B
CF 69 Caibi 127,0 B
CF 73 Piratuba 128,4 B
Cl96712Vv 150,1 B
FT 84113 174,1 B
CHC 90-1535 262,8 C
Pérola (PMS) 4 100,0 A 11,0
Carioca 161,2 A
CHC 9713 169,2 A
LH 11 173,0 A
IPR Juriti 248,3 B
CHP 97-04 260,0 B
LP 98-05 297,0 B
CF49 514,2 C
Tahyu 608,0 C
FT 91-1249 5 41,2 A 20,0
CHC 9703 92,8 B
CF 68 96,4 B
Pérola (PMS) 100,0 B
TB 9401 128,8 B
VI 4599 154,8 B
Sogro Daniel 263,4 o
IPR Uirapuru 178,7 C
SCS Guara 3718 D

CV = Coeficiente de variacio
Os dados foram transformados para log x +1
* Médias com letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste

realizado.
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Anexo 8. Andlise de variancia do nimero de pustulas por centimetro
quadrado (NP/cm?) e diametro das pustulas (DP) no primeiro triflio das
cultivares de feijoeiro do grupo carioca BR IPA — 11 Brigida, IPR Juriti
e Pérola, pulverizados com ulvana (10 mg/mL) 6 e 3 dias antes da
inoculacéo de U. appendiculatus.

NP/cm*

Fontes de variacdo GL SQ oM Fc P
Cultivares 2 490396 2,45198 42,9537 0,001
Tratamento 1 0,06805 0,06805 1,1921 0,278
Cultivares*Tratamento 2 0,09620 0,04810 0,8426 0,434
Erro 72 4,11007 0,05708

DMP

Fontes de variacdo GL SQ oM Fc P
Cultivares 2 0,2782 10,1391 21,99 0,001
Tratamento 1 0,2114 10,2114 33,43 0,001
Cultivares*Tratamento 2 0,0077 0,0039 0,61 0,349
Erro 54 0,3414 0,0063

% Dados transformados em log x +1
® Dados transformados em log x

GL= Graus de liberdade; SQ= Soma dos quadrados; QM= Quadrado
médio; Fc= Valor do F-teste calculado; P= Probabilidade de Fc>F
esperado.



80

Anexo 9. Resultado do teste de separacdo de médias Tukey 5% do
nimero de pustulas por centimetro quadrado (NP/cm?) no primeiro
trifolio das cultivares de feijoeiro do grupo carioca BR IPA — 11 Brigida,
IPR Juriti e Pérola, pulverizados com ulvana (10 mg/mL) 6 e 3 dias
antes da inoculacdo de U. appendiculatus.

Gendtipos NP/cm* Resultado do teste* CV%
BR IPA-11 Brigida 0,354 A 27,0
Pérola 0,926 B

IPR Juriti 1,309 B

CV = Coeficiente de variacgéo.

* Letras diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste
realizado.

Anexo 10. Resultado do teste de separacdo de médias Tukey 5% do
didmetro médio das pustulas no primeiro trifélio das cultivares de
feijoeiro do grupo carioca BR IPA — 11 Brigida, IPR Juriti e Pérola,
pulverizados com ulvana (10 mg/mL) 6 e 3 dias antes da inoculagéo de
U. appendiculatus.

Fontes de variacdo

Cultivares DMP (um) Resultado do teste* CV%
BR IPA-11 Brigida 381,2 A 4.4
Pérola 460,8 B
IPR Juriti 553,6 B
Tratamentos
Testemunha 528,3 A 40
Ulvana 402,1 B

CV = Coeficiente de variacgéo.

* Letras diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste
realizado.
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Anexo 11. Andlise de varidncia da porcentagem da germinagdo de
ureddporos e numero de apressérios de U. appendiculatus sob o
primeiro trifolio em cultivares de feijoeiro do grupo carioca BR IPA-11
Brigida, IPR Juriti e Pérola, pulverizados com ulvana (10mg/mL) 6 e 3
dias antes da inoculacéo de e avaliados 48 horas apds a inoculagéo.

Germinacao de uredosporos ?
Fontes de variacdo GL SQ oM Fc P

Cultivares 2 0,07979 0,03990 4,163 0,042
Tratamentos 1 0,00221 0,00221 0,231 0,639
Cultivares * Tratamentos 2 0,03536 0,01768 1,844 0,200
Erro 12 0,11501 0,00958

Numero de apressorios "
Fontes de variacdo GL SQ oM Fc P
2

Cultivares 0,01495 0,00748 0,259 0,776
Tratamentos 1 0,00075 0,00075 0,026 0,874
Cultivares * Tratamentos 2 0,03027 0,1513 0,523 0,605
Erro 12 0,34690 0,02891

& Dados transformados em raiz de x
b Dados transformados e arcsin de x
GlL=graus de liberdade; SQ= soma dos quadrados; QM= quadrado

médio; Fc= F-teste calculado; P=probabilidade de Fc < F - teste
esperado.
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Anexo 12. Resultado do teste de separacdo de média LSD (5%) da
porcentagem da germinacdo de uredoporos e formagdo de apressorios
sobre o primeiro trifélio em cultivares de feijoeiro do grupo carioca BR
IPA — 11 Brigida, IPR Juriti e Pérola, pulverizados com ulvana
(10mg/mL) 6 e 3 dias antes da inoculagdo de U. appendiculatus e
avaliados 48 horas ap06s a inoculagao.

Cultivares % germinacdo Resultado do teste CV%
BR IPA-11 Brigida 79,22 A 14,0
Pérola 54,45 B

IPR Juriti 58,68 B

CV = Coeficiente de variagéo.

* Letras diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste
realizado.

Anexo 13. Analise de variancia da atividade da enzima peroxidase 48
horas ap6s a inoculacdo de U. appendiculatus em foliolos do primeiro
trifolio das cultivares de feijoeiro do grupo carioca BR IPA — 11 Brigida,
IPR Juriti e Pérola, pulverizados com ulvana (10 mg/mL) 6 e 3 dias
antes da inoculagao.

Fontes de variacdo GL SQ oM Fc P
Cultivares 2 8,56 4,28 5,363 0,015
Tratamentos 1 0,74 0,74 0,927 0,350
Cultivares * Tratamentos 2 1,01 0,51 0,636 0,540
Erro 17 13,56 0,79

20s dados foram transformados em Vx.

GlL=graus de liberdade; SQ= soma dos quadrados; QM= quadrado
médio; Fc= F-teste calculado; P=probabilidade de Fc < F - teste
esperado.
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Anexo 14. Resultado do teste de separacdo de médias Tukey 5% da
atividade de peroxidase 48 horas apds a inoculacido de U.
appendiculatus em foliolos do primeiro trifélio das cultivares de
feijoeiro do grupo carioca BR IPA — 11 Brigida, IPR Juriti e Pérola,

pulverizados com ulvana (10 mg/mL) 6 e 3 dias antes da inoculacéo.

Densidade 6ptica

. * /0
Cultivares (/mg proteina) Resultado * CV%
BR IPA - 11 Brigida 36,31 A 12,0
Pérola 41,23 AB

IPR Juriti 55,08 B

CV = Coeficiente de variacéo.

* Letras diferentes indicam diferenga significativa de acordo com o teste
realizado.
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Anexo 15. Curva padrdo e equacdo da concentracdo de proteina
utilizando BSA como proteina padrdo e reagente de BRADFORD

diluido.
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Anexo 16. Curva padréo e equacao da concentragdo de glicose.
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Anexo 17. Andlise de varidncia da atividade de glucanases (uKatal/mg
de proteina) nos foliolos do primeiro trifélio, determinada 48 horas apos
a inoculagéo com U. appendiculatus, nas cultivares de feijoeiro comum
(P. vulgaris) do grupo comercial carioca: Pérola, IPR Juriti e BR IPA-11
Brigida pulverizados com o polissacarideo ulvana (10 mg/mL), 6 e 3

dias antes da inoculago.

Fontes de variacdo GL SO oM Fc P
Cultivares 2 0.2086 0.1043 5.227 0.018
Tratamentos 1 0,0002 0,0002 0.012 0.913
Cultivares * Tratamentos 2 0,1756 0,0878 4,401 0,031
Erro 15 0,2993 0,0200

% Dados transformados em log x.

H.A.l.= horas ap6s a inoculacdo; GL= graus de liberdade; SQ= soma
dos quadrados; QM= quadrado médio; Fc= F-teste calculado;
P=probabilidade de Fc < F - teste esperado.

Anexo 18. Resultado do teste de separacdo de médias Tukey 5% da
atividade de glucanases em foliolos do primeiro trifélio das cultivares de
feijoeiro do grupo carioca BR IPA — 11 Brigida, IPR Juriti e Pérola,
pulverizados com ulvana (10 mg/mL) 6 e 3 dias antes da inoculagéo de
U. appendiculatus, avaliados 48 horas apds a inoculacéo.

Cultivares Testemunha Ulvana* CV%
BR IPA- 11 Brigida 1936 abc  139,2a 9,0
Pérola 153,0 ab 292,1cd

IPR Juriti 335,2d 243,0 bed

CV = Coeficiente de variagéo.

* Letras diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste
realizado.



