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Mecanismos de resisténcia e eficiéncia de formulagdes de ulvana no
controle da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris)
RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar os mecanismos de defesa
bioguimicos e histolégicos envolvidos na resisténcia inata do feijoeiro a
antracnose, compara-los com aqueles induzidos pela aplicacéo foliar de
ulvana e avaliar o efeito de inertes na armazenabilidade e eficiéncia da
ulvana. Para a avaliagdo dos mecanismos de defesa, plantas resistentes e
suscetiveis de P. vulgaris cv. Uirapuru foram tratadas, 6 e 3 dias antes
da inoculacdo (DAI), com agua (testemunha) ou ulvana (10mg/mL) e
inoculadas com C. lindemuthianum no estadio fenologico V4. A
severidade da antracnose foi avaliada em intervalos de 2 dias. As
atividades de peroxidases e glucanases foram determinadas as 12, 24 e
48 horas ap6s a inoculacdo (HAI) em foliolos do primeiro trifolio. A
germinacgdo de conidios, formacdo de apressorios de C. lindemuhianum
e a reagdo de hipersensibilidade (RH) em plantas de P. vulgaris foram
avaliadas as 12, 24 e 48 HAI em discos foliares retirados do primeiro
trifolio. Para a avaliacdo do efeito de diferentes inertes, foram realizados
quatro experimentos idénticos durante o periodo de 1 ano. Para tanto,
plantas de P. vulgaris cv. Uirapuru foram tratadas, 6 e 3 DAI, com agua
destilada ou ulvana (10mg/mL) (testemunhas) ou com as formulac@es de
ulvana com os inertes caulinita, silica amorfa e atapulgita e inoculadas
com C. lindemuthianum no estadio fenoldgico V4. Plantas resistentes
ndo apresentaram sintomas da antracnose, sendo que, 4 DPI foram
visualizados pequenos pontos necrdticos caracterizando a RH. O efeito
local da ulvana foi mais evidente que o sistémico. A atividade de POX
foi sempre maior em plantas resistentes, mas a atividade de GLU foi
similar. A pulverizacdo de ulvana elevou a atividade de POX e GLU
tanto em plantas inoculadas quanto em ndo inoculadas. A germinacéao e
a formacdo de apressorios do fungo ndo foram alteradas pela resisténcia
inata ou pela aplicagdo de ulvana. O nimero de células hipersensitivas
foi maior em plantas resistentes e menor em plantas tratadas com
ulvana, quando comparadas com os respectivos controles. A eficiéncia
da ulvana foi reduzida pela formulacdo contendo atapulgita, mas nédo
pela que continha silica amorfa ou caulinita.
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Resistance mechanisms and efficiency of formulations of ulvan in
the control of anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum) in bean
(Phaseolus vulgaris)
ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the biochemical and histological
defense mechanisms involved in the innate resistance of green bean to
anthracnose, to compare them with the mechanisms induced by the
foliar application of ulvan and to evaluate the effect of inerts in the
storability and efficiency of ulvan. To evaluate the defense mechanisms,
resistant and susceptible bean plants (P. vulgaris, cv. Uirapuru) were
treated, 6 and 3 days before inoculation (DBI), with water (control) or
ulvan (10mg/mL) then inoculated with C. lindemuthianum on V4
growth stage. The severity of anthracnose was evaluated every 2 days.
The peroxidases and glucanases activity were determined in leaflets
from the first trifoliate at 12, 24 and 48 hours after inoculation (HALI).
Conidial germination, apressoria formation of C. lindemuthianum and
hypersensitive response in bean plants were evaluated in discs from
leaflets of the first trifoliate at 12, 24 and 48 HAI. To evaluate the effect
of different inerts, four identical experiments were performed during a
year period. Bean plants cv. Uirapuru were treated, 6 and 3 DBI, with
distilled water or ulvan (controls) or with the formulations of ulvan with
the inerts kaolinite, amorphous silica or attapulgite, then inoculated with
C. lindemuthianum on V4 growth stage. The resistant line did not show
any anthracnose symptoms, but 4 days DPI little necrotic spots
characterizing the hypersensitive response were observed. Local effect
of ulvan was more evident than the systemic ones. POX activity always
was higher in resistant plants, but GLU activity was similar on both
resistant and susceptible plants. Ulvan increased POX and GLU activity
in non- and -inoculated bean plants. Both innate and ulvan-induced
resistance did not affect conidial germination and apressoria formation
of C. lindemuthianum. Hypersensitive response was higher in resistant
line than in the susceptible one, but lower in ulvan-treated plants, when
compared with controls. The efficiency of ulvan was reduced by
formulation with attapulgite, but not by the formulations with kaolinite
or amorphous silica.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de feijdo, com uma
producdo superior a 3 milhGes de toneladas na safra de 2007, porém esta
cultura ainda apresenta baixa produtividade média, cerca de 836kg/ha na
safra de 2007 (FAO, 2009), decorrente, principalmente, de perdas
ocasionadas por doencas. Dentre essas, a antracnose € considerada uma
das principais, podendo causar perdas de até 100%, quando sé&o
utilizadas sementes infectadas e as condigdes de temperatura e umidade
relativa do ar sdo favoraveis.

A antracnose do feijoeiro é uma doenca dificil de ser controlada,
pois o patdgeno apresenta alta variabilidade genética, pode sobreviver
em restos culturais e é transmitido pela semente. Os principais métodos
de controle utilizados atualmente sdo: praticas culturais, controle
quimico e utilizagdo de cultivares resistentes. A utilizacdo de cultivares
resistentes tem sido o método mais apropriado. No entanto, a grande
variabilidade genética do fungo vem dificultando o desenvolvimento de
cultivares com uma resisténcia genética duradoura.

A exigéncia crescente dos consumidores por alimentos livres de
agrotoxicos aliada ao aumento nos custos da producéo, contaminacgéo do
ambiente e a ocorréncia de microorganismos resistentes, vem levando a
uma necessidade de se utilizar métodos alternativos para o controle de
doencas. Neste contexto, a inducdo de resisténcia tem se mostrado uma
alternativa promissora e complementar ao controle quimico e genético
convencional. Dentre os indutores, 0s polissacarideos obtidos de algas
marinhas, tal como a ulvana, vem demonstrando potencial para elicitar
respostas de defesa em feijoeiro contra a antracnose. Considerando que
pouco se sabe sobre como e quais fases do processo infeccioso séo
afetadas pela resisténcia inata e pela induzida por ulvana, este trabalho
foi desenvolvido para avaliar os mecanismos de defesa bioquimicos e
histolégicos envolvidos na resisténcia inata do feijoeiro a antracnose,
compara-los com aqueles induzidos pela aplicacdo foliar de ulvana e
avaliar o efeito de diferentes inertes na armazenabilidade e eficiéncia da
ulvana.



2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Avaliar os mecanismos de defesa bioquimicos e histolégicos
envolvidos na resisténcia inata do feijoeiro a antracnose, compara-los
com aqueles induzidos pela aplicacdo foliar de ulvana, bem como
avaliar o efeito de diferentes inertes sobre a armazenabilidade e
eficiéncia da ulvana.

2.2. Especificos
-Avaliar o efeito da aplicacdo foliar de ulvana na severidade da
antracnose;

-Monitorar a atividade das enzimas peroxidases e glucanases em plantas
resistentes e suscetiveis tratadas com ulvana ou ndo e inoculadas ou nédo
com o fungo C. lindemuthianum;

-Avaliar microscopicamente a germinacdo de conidios, formacdo de
apressorios de C. lindemuthianum e a reacdo de hipersensibilidade apds
a inoculagdo de plantas resistentes e suscetiveis tratadas com ulvang;

-Avaliar o efeito de diferentes inertes sobre a armazenabilidade e
eficiéncia da ulvana.

3. HIPOTESES
-Plantas de Phaseolus vulgaris resistentes e suscetiveis tratadas com
ulvana respondem de modo diferenciado a infeccdo por Colletotrichum
lindemuthianum;

-Diferentes inertes influenciam a eficiéncia e a armazenabilidade da
ulvana.



4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. A cultura do feijoeiro

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa
pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Faboideae (VILHORDO et al.,
1996). Dentre as mais de 70 espécies constituintes do género Phaseolus,
P. vulgaris apresenta a distribuicdo mais ampla ao redor do mundo.
Entre as cinco espécies domesticadas (Phaseolus vulgaris, Phaseolus
dumosus Macfad., Phaseolus coccineus L., Phaseolus acutifolius A.
Gray e Phaseolus lunatus L.) P. vulgaris é responsavel por cerca de
85% da producdo (SINGH, 2001; ACOSTA-GALLEGOS; KELLY; GEPTS,
2007). A domesticagcdo do feijoeiro ocorreu a aproximadamente 7000
anos em dois centros de origem, na Mesoamérica (México e América
Central) e na regido dos Andes (sul do Peru, Bolivia e América Central)
(SINGH, 2001).

P. vulgaris é também a espécie mais consumida do género
(ACOSTA-GALLEGOS; KELLY; GEPTS, 2007), constituindo uma
importante fonte de proteinas e calorias na dieta humana, principalmente
em paises em desenvolvimento  (YOKOYAMA; BANNO;
KLUTHCOUSKI, 1996). No Brasil, o feijdo constitui-se no alimento
basico para a maioria da populacdo, independente da classe social. O
feijdo representa para o brasileiro uma importante fonte de diversos
nutrientes, sdo eles: proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e fibras
(LAJOLO; GENOVESE; MENEZES, 1996).

O Brasil é o0 maior produtor mundial de feijao (mais de 3 milhdes
de toneladas na safra de 2007), seguido de india, EUA, Miamar e
México (FAO, 2009). Dentre as regides produtoras no Pais, a regido Sul
se destaca, contribuido com 35% da producéo na safra de 2007, seguida
das regibes Nordeste (25%) e Sudeste (25%) (IBGE, 2008). Dentro da
regido sul, o Estado do Paranéa foi responsavel pela maior contribuicdo
na producdo regional em 2007, com 69%, seguido dos Estados de Santa
Catarina (20%) e Rio Grande do Sul (11%) (IBGE, 2008).

A cultura do feijoeiro ainda apresenta uma baixa produtividade
média, cerca de 836kg/ha na safra de 2007, se comparado com paises
como Estados Unidos (1.923kg/ha), Irlanda (5.312kg/ha) e Barbados
(5.275kg/ha) (FAO, 2009), decorrente, principalmente, de perdas
ocasionadas por doenc¢as (FERNANDES, 2007).



4.2. Antracnose do feijoeiro

A antracnose do feijoeiro comum, causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum, é uma das principais doencas dessa
cultura, atacando cultivares suscetiveis em todo o mundo (CHAVES,
1980; SARTORATO, 1988).

As perdas causadas pela antracnose podem chegar a 100%,
quando sdo utilizadas sementes infectadas e as condi¢Bes de temperatura
e umidade relativa do ar sdo favoraveis (CHAVES, 1980; SARTORATO,
1988; SCHWARTZ, 1994). Além da reducdo no rendimento da cultura, o
fungo, quando infecta a semente, causa a depreciacdo da qualidade do
produto, por causar manchas nos grdos (SARTORATO et al.,, 1996).
Temperaturas moderadas a frias, entre 13 e 26°C, com um étimo a 18°C,
acompanhadas de elevada umidade relativa do ar favorecem o
desenvolvimento da doenca (CHAVES, 1980; DOURADO NETO;
FANCELLLI, 2000).

A disseminacdo do patdgeno ocorre, a longas distancias, através
de sementes infectadas, enquanto que, a curtas distancias,
principalmente por respingos de agua da chuva. C. lindemuthianum
pode sobreviver de uma safra a outra como micélio dormente dentro do
tegumento de sementes ou em restos culturais (CHAVES, 1980;
SARTORATO, 1988).

Os sintomas da antracnose podem ser visualizados em toda a
parte aérea da planta. Nas folhas, as lesdes ocorrem inicialmente na face
abaxial, ao longo das nervuras, como manchas de cor parda-
avermelhada evoluindo para lesbes de cor café-escura & negra. Nos
peciolos e no caule, as lesbes sdo ovaladas, deprimidas e de coloragdo
escura (CHAVES, 1980; SARTORATO, 1988; SCHWARTZ, 1994). Nas
vagens, as lesfes sdo arredondadas e deprimidas, de coloragdo marrom,
com os bordos escuros e salientes, circundadas por um anel de coloracdo
parda-avermelhada, podendo apresentar o centro de coloragdo clara ou
rosada, devido a esporulacéo do fungo (SARTORATO, 1988; BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 1997).

4.3. Etiologia

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scribner é um
fungo mitospérico cujo teleomorfo corresponde a Glomerella cingulata
(Stoneman) Spauld. & Schrenk f. sp. phaseoli (SUTTON, 1992; JERBA;
RODELLA; FURTADO, 2005; THAUNG, 2008). O fungo produz micélio
septado e ramificado de coloracdo hialina a negra, a medida que
envelhece. Os conidios sdo unicelulares e de coloracdo hialina, com um
tamanho de 4 a 5um x 13 a 22um, podendo ser arredondados,
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cilindricos, oblongos ou em forma de S, com as pontas arredondadas ou
levemente pontiagudas (CHAVES, 1980; SARTORATO, 1988;
SCHWARTZ, 1994). Os conidios sdo produzidos no interior de acérvulos
e sobre conidioforos de coloragdo hialina, eretos e ramificados, que
medem de 40 a 60um, as estruturas apresentam-se envolvidas por uma
massa gelatinosa de cor rosa ou salmdo (CHAVES, 1980; SARTORATO,
1988).

4.4. Processo infeccioso

C. lindemuthianum é um fungo hemibiotréfico, apresentando um
processo infeccioso dividido em duas fases, uma fase inicial, biotrofica,
que ocorre de 2 a 4 dias ap6s a infeccdo, onde o patdgeno se estabelece
no hospedeiro ndo havendo presenga de sintomas visiveis e, outra fase,
necrotrofica, onde ocorrem o0s sintomas (BAILEY et al, 1992;
O’CONNELL et al., 2000).

Os conidios de C. lindemuthianum germinam, de 6 a 9h apos a
deposicdo e a adesdo a superficie foliar, formando de um a quatro tubos
germinativos. A diferenciacdo do apressorio acontece quando o tubo
germinativo para de crescer e sua ponta incha, tornando-se delimitada
por um septo (PERFECT et al., 1999). Em seguida, ocorre a maturacéo do
apressorio, onde sdo formadas novas camadas de parede celular, poros
de penetracdo, deposicdo de melanina e substancias mucilaginosas
(BAILEY et al., 1992; PERFECT et al., 1999; O’CONNELL et al., 2000). A
penetracdo ocorre de forma mecanica, onde trés mecanismos de
penetracdo foram propostos: forca mecanica, secrecdo de enzimas
responsaveis pela degradacdo de cutina e a combinacdo dos anteriores
(BAILEY et al., 1992).

Apls a penetracdo, inicia-se a fase biotréfica onde, o fungo
coloniza os tecidos formando uma extensa hifa primaria intracelular e
vesiculas de infeccdo em células invadidas, que, permanecem vivas. A
fase necrotrdfica inicia-se com a formagédo de hifas secundarias que, se
ramificam intra e extracelularmente e matam rapidamente as células do
hospedeiro (BAILEY et al., 1992; O’CONNELL et al., 2000).

4.5. Controle da antracnose do feijoeiro

A antracnose do feijoeiro € uma doenca dificil de ser controlada,
pois o patdgeno apresenta alta variabilidade genética, pode sobreviver
em restos culturais e é transmitido pela semente (RAVA et al., 1993;
SARTORATO et al., 1996).



Os principais métodos de controle utilizados atualmente séo:
praticas culturais, controle quimico e utilizacdo de cultivares resistentes
(SARTORATO et al., 1996; SARTORATO; RAVA,; FARIA, 2009).

Dentre as praticas culturais recomendadas para o controle da
antracnose, encontram-se a utilizacdo de sementes livres de patdgeno, a
rotacdo de culturas, a eliminacdo dos restos culturais, a utilizacdo de
uma densidade de semeadura adequada e a eliminacdo de sementes que
apresentem manchas ou defeitos (CHAVES, 1980; SARTORATO, 1988;
SCHWARTZ, 1994; SARTORATO et al., 1996; SARTORATO; RAVA,
FARIA, 2009).

O controle quimico da antracnose pode ser realizado através do
tratamento das sementes ou da pulverizacdo de fungicidas a campo. O
tratamento de sementes com fungicidas sistémicos pode inviabilizar
esporos efou micélio do fungo presentes no interior da semente
(SARTORATO, 1988; SARTORATO et al., 1996). Fungicidas protetores e
sistémicos podem ser utilizados no controle da antracnose, sendo que,
ao aparecimento dos primeiros sintomas, deve-se iniciar o tratamento.
Dentro dos fungicidas utilizados, pode-se citar 0 mancozeb, oxicloreto
de cobre e o tiofanato metilico (CHAVES, 1980; SARTORATO, 1988;
SARTORATO et al., 1996).

A utilizacdo de cultivares resistentes no controle da antracnose
tem sido o método mais apropriado, pois permite a reducdo nos custos
da producdo e uma diminuicdo da contaminacdo do ambiente e do
consumidor (TALAMINI et al., 2004; LOFFAGUEN; TALAMINI;
STADNIK, 2005). No entanto, a grande variabilidade genética existente
no fungo vem dificultando o desenvolvimento de cultivares com uma
resisténcia genética duradoura (RAVA et al., 1993; TALAMINI et al.,
2004). C. lindemuthianum foi o primeiro patdgeno vegetal para o qual
foram descritas racas fisioldgicas (BARRUS, 1918 citado por BEEBE;
PASTOR-CORRALES, 1991). A partir de entdo, iniciaram-se 0s trabalhos
de identificacdo de racas deste fungo, culminando com a designacdo de
varias racas ao redor do mundo (CHAVES, 1980; RAVA et al., 1993).
Entretanto, as cultivares utilizadas na identificacdo ndo eram as mesmas,
0 que dificultava o intercambio de resultados. Tal problema foi
resolvido na Primeira Reunido Latino Americana da Antracnose do
feijoeiro, realizada no CIAT (Cali, Colébmbia), onde foi definida a
utilizacdo de um sistema binario de identificacdo e padronizado um
grupo de 12 cultivares diferenciadoras (Tabela 1). Cada cultivar possui
um valor binario e, por meio da expansdo binomial e da soma destes
valores, é determinada a raca (PASTOR-CORRALES, 1991). A raca 73 de
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C. lindemuthianum é patogénica as seguintes cultivares diferenciadoras:
Michelite, Cornell 49-242 e México 222 (LOFFAGUEN et al., 2005).

Tabela 1. Conjunto de cultivares diferenciadoras de feijoeiro para a
identificacdo de racas fisiologicas de Colletotrichum lindemuthianum®*.

Cultivares Série Valor
Diferenciadoras Binomial Binario
Michelite 2° 1
Michigan Dark Red Kidney 2! 2
Perry Marrow 2° 4
Cornell 49-242 2° 8
Widusa 2* 16
Kaboon 2° 32
México 222 2° 64
Pl 207262 2/ 128
TO 2° 256
TU 2° 512
AB 136 2" 1024
G2333 21 2048

*Adaptado de Pastor-Corrales (1991).

4.5.1. Resisténcia genética no hospedeiro

A utilizacdo de cultivares resistentes é a mais efetiva das medidas
de controle, além de ser mais barata e mais facil de ser adotada pelos
agricultores (MAHUKU et al., 2002). A resisténcia inata de P. vulgaris a
antracnose € do tipo monogénica e raca-especifica. Este tipo de
resisténcia é conhecida como resisténcia vertical e é conferida por um
Unico gene dominante, genes duplicados ou complementares,
conhecidos com genes R, responsaveis pelo reconhecimento do
pat6geno, sendo que ndo existem genes que conferem resisténcia a todas
as racas conhecidas do fungo (MAHUKU et al., 2002; AGRIOS, 2005).

A resisténcia vertical atua na reducdo do desenvolvimento da
doenca afetando o indculo inicial do patégeno (AGRIOS, 2005). No ano
de 1955, Herold Henry Flor, utilizando o patossistema linho-
Melanpsora lini (Pers.) (agente causal da ferrugem do linho), propds a
existéncia de um sistema de reconhecimento do tipo gene-a-gene, onde a
reacdo € incompativel (auséncia de sintomas) quando o hospedeiro
possui um gene dominante de resisténcia “R” e 0 patdgeno possui um
gene dominante de aviruléncia “avr” correspondente (VAN DER PLANK,
1975; BARBIERI; CARVALHO, 2001; AGRIOS, 2005).



Vérias fontes de resisténcia vém sendo identificadas ao redor do
mundo, as principais e 0s respectivos alelos de resisténcia sdo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Principais fontes de resisténcia ao fungo Colletotrichum
lindemuthianum utilizadas em programas de melhoramento de
Phaseolus vulgaris*.

Fonte de Resisténcia Alelo de Resisténcia**
Michigan Dark Red Kidney Co-1 (A)
Kaboon Co-1°
Perry Marrow Co-1°
AND 277 Co-1*
Widusa Co-1°
Cornell 49242 e Blackhawk Co-2 (Are)
México 222 Co-3 (Mexique-1)
Meéxico 227 Co-3* (Mexique-1)
TO Co-4 (Mexique-2)
G2333 Co-4* (Mexique-2)
P1207262 Co-4°
TU, G2333, Selecdo 1360 Co-5 (Mexique-3)
Catrachita (derivada de AB 136) Co-6
AB 136 Co-6
G2333 E Selecdo 1308 Co-7
AB 136 Co-8
BAT 93 Co-9
Ouro Negro Co-10

*Adaptado de VIEIRA et al. (2005). **Entre parénteses, nomenclatura
antiga de identificacdo dos alelos de resisténcia.

No Brasil, o melhoramento visando resisténcia a antracnose é
realizado utilizando como fonte as cultivares Cornell 49242, México
222, TO, TU, Pl 207262, AB 136 Ouro Negro, G2333 e Kaboon
(VIEIRA et al., 2005).

4.5.1.1. Reacdo de hipersensibilidade

A resisténcia de plantas a fungos e bactérias € frequentemente
associada a reacdo de hipersensibilidade (RH), onde ocorre a morte de
um ndmero limitado de células em contato direto com o patdgeno
levando a um bloqueio no desenvolvimento da doenca (DIXON;

8



HARRISON; LAMB, 1994; LOW; MERIDA, 1996; MILOSEVIC;
SLUSARENKO, 1996; THORDAL-CHRISTENSEN et al., 1997).

Para que ocorra a RH é necessario o reconhecimento do patégeno
por parte do hospedeiro. A identificacdo é realizada através de
moléculas elicitoras liberadas pelo patégeno antes ou durante a invasao.
Os elicitores podem ser componentes da superficie microbiana
(glucanas, quitina ou quitosana) que necessitam da atividade de enzimas
do hospedeiro para serem liberados ou podem ser moléculas sintetizadas
e liberadas pelo préprio patdgeno em resposta a sinais gerados pelo
hospedeiro. As moléculas elicitoras sdo reconhecidas por receptores
presentes, geralmente, na parede celular vegetal (DIXON; HARRISON;
LAMB, 1994).

Apds o reconhecimento, as células elicitadas sofrem uma série de
mudangas, incluindo o acUmulo de transcritos de genes responsaveis
pela sintese de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PR-
1), despolarizacdo e posterior hiperpolarizacdo da membrana plasmatica
e a explosdo oxidativa (DIXON; HARRISON; LAMB, 1994).

A explosdo oxidativa é um dos eventos inicias durante a reacdo
de hipersensibilidade, onde ocorre a producdo de espécies ativas de
oxigénio (Active Oxigen Species — AOS’s), incluindo o &nion
superéxido (O,) e o peroxido de hidrogénio (H,0,). O peroxido de
hidrogénio possui varias funcGes importantes no processo de defesa,
além de participar do cruzamento oxidativo (cross-linking) de proteinas
da parede celular, atua como substrato das peroxidases na lignificacdo e
pode atuar como um regulador da reacdo de hipersensibilidade (DIXON;
HARRISON; LAMB, 1994, MEHDY, 1994, RESENDE; SALGADO;
CHAVES, 2003; IRITI; FAORO, 2003). Milosevic e Slusarenko (1996),
estudando o efeito da inoculacdo de folhas primarias de plantas de P.
vulgaris com isolados virulentos e avirulentos da bactéria Pseudomonas
syringae Van Hall pv. phaseolicola, observaram que a reacdo
incompativel estava associada com a RH, elevacdo na atividade de
enzimas que utilizam, produzem ou removem o H,0,, tais como
peroxidases, xanthina oxidases, glutationa redutases e catalases. O
acumulo de peroxido de hidrogénio em plantas de cevada (Hordeum
vulgare L.) contendo o gene de resisténcia MI-a3 responsavel por
conferir resisténcia por meio de reacdo de hipersensibilidade contra o
isolado A6 do fungo biotrofico Blumeria graminis (D.C.) Speer f. sp.
hordei, ocorreu, em células hipersensitivas, a partir de 15 horas apos a
inoculagcdo (THORDAL-CHRISTENSEN et al., 1997).



4.6. Inducao de resisténcia

As plantas sdo frequentemente expostas a uma grande quantidade
de patdgenos, o que levou ao desenvolvimento de complexos
mecanismos de defesa. De uma maneira geral, as plantas possuem
mecanismos fisicos e quimicos pré-existentes, tais como: camadas de
cera, cuticula, adaptagBes em estbmatos e compostos fungitdxicos
(AGRIOS, 2005). Além dos mecanismos pré-existentes, plantas
possuem mecanismos que sdo ativados apds o reconhecimento do
pat6geno, os quais envolvem a formacéo de tiloses, papilas, camadas de
cortica e de abscisdo, producdo de compostos como as fitoalexinas,
proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas) e AOS’s (STADNIK;
MARASCHIN, 2004; AGRIOS, 2005).

A habilidade das plantas se defenderem contra invasores esta
relacionada a capacidade de detecta-los (CLUZET et al., 2004; STADNIK;
MARASCHIN, 2004). A percepcdo de moléculas sinalizadoras (chamadas
de elicitores), que podem ser de natureza quimica diversa, liberadas
pelos patogenos, leva a um desencadeamento de mecanismos de
sinalizacdo que, geralmente iniciam com um influxo de célcio e uma
explosdo oxidativa, seguido da sintese de moléculas sinalizadoras tais
como: acido salicilico, &cido jasmonico e etileno (CLUZET et al., 2004).

Uma ampla variedade de moléculas pode atuar como elicitores,
incluindo oligo- e polissacarideos, peptideos, lipideos e proteinas.
Segundo Cluzet et al. (2004), um elicitor em potencial deve disparar
varias respostas de defesa, ndo causar grandes alteragdes no
metabolismo primério da planta e assegurar a protecéo contra doengas.

A expressdo da resisténcia induzida leva a uma reducdo no
tamanho e/ou ndmero de lesBes causadas no hospedeiro pelo patogeno,
resultando em um atraso no desenvolvimento da doenca.  Seus
principios podem ser aplicados na protecdo de plantas contra um amplo
espectro de doencas causadas por fungos, bactérias e virus
(HAMMERSCHMIDT, 1999; STADNIK; MARASCHIN, 2004).

A resisténcia induzida pode ocorrer sistemicamente, quando é
expressa em locais ndo expostos diretamente ao agente indutor e pode
ser dividida em duas categorias. A primeira delas, a resisténcia sistémica
adquirida (Systemic Acquired Resistance — SAR), pode se desenvolver
local e sistemicamente em resposta a um patdgeno causador de necrose.
A SAR caracteriza-se pelo acimulo de PR-proteinas e é mediada por
uma via dependente do &cido salicilico. O segundo tipo de resisténcia
induzida, conhecida como resisténcia sistémica induzida (Induced
Systemic Resistance — ISR), ocorre sistemicamente em resposta a
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colonizacdo das raizes da planta por certas bactérias presentes na
rizosfera. A ISR é mediada por uma via envolvendo jasmonato/etileno e
ndo envolve o acimulo de PR-proteinas (HAMMERSCHMIDT, 1999;
STADNIK; MARASCHIN, 2004).

Os indutores de resisténcia podem ser classificados, quanto a
origem, em: bidticos e abidticos. Dentro dos indutores biéticos, pode-se
destacar a pré-inoculagdo com patdgenos virulentos e avirulentos e a
pulverizacdo com alguns extratos de algas, tais como o de Laminaria
digitata L. (lodus 40®, Goémar). Dentro dos indutores abi6ticos, pode-
se destacar a utilizagdo de luz UV, choque térmico, injdrias mecanicas,
compostos quimicos tais como: fosfatos, derivados do acido salicilico,
acido 2,6 dicloroisonicotinico e o acibenzolar-S-metil (STADNIK;
MARASCHIN, 2004).

O acibenzolar-S-metil (Bion®, Syngenta), um analogo funcional
do acido salicilico (WALTERS; HEIL, 2007), é comercializado no Brasil
para controlar a antracnose, além de outras doencas causadas por
bactérias e virus na cultura do feijoeiro (AGROFIT, 2010).

4.7. Peroxidases

As peroxidases (POX) sdo uma classe de enzimas presentes em
tecidos de animais, vegetais e microrganismos que catalizam a reducéo
entre peroxido de hidrogénio (H,O,) e vérios redutores (HIRAGA et al.,
2001). Além da atividade redutora, as POX participam na lignificacéo,
suberizacdo e metabolismo da parede celular. Elas séo divididas em trés
classes: a classe | agrupa as enzimas intracelulares, a classe Il agrupa
enzimas secretadas por fungos e a classe Il agrupa as enzimas
secretadas por plantas (PASSARDI et al., 2005).

Segundo Van Loon e Van Strein (1999) e Van Loon, Rep e Pieterse
(2006) as POX sdo classificadas como Proteinas Relacionadas a
Patogénese (Proteinas PR) pertencentes a classe PR-9. Elas sdo
responsaveis pelo espessamento da parede celular vegetal através da
deposi¢do de lignina, em resposta ao ataque de patdgenos (VAN LOON;
VAN STREIN, 1999; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). A inoculacdo da
primeira folha verdadeira de plantas de pepino (Cucumis sativus L.) com
o0 fungo Colletotrichum lagenarium (Pass.) elevou a atividade de POX
na segunda folha. Quando a segunda folha foi inoculada uma semana
apos a inoculagdo da primeira, foi observada uma elevacéo da atividade
de POX na terceira folha e sua protecdo contra o patdégeno
(HAMMERSCHMIDT; NUCKLES; KUC, 1982). A inoculacdo da primeira
folha verdadeira de plantas de pepino com o fungo C. lagenarium
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aumentou a velocidade da lignificagdo das paredes celulares de células
da segunda folha inoculada com C. lagenarium ou Cladosporium
cucumerinum (Ellis & Arthur) (HAMMERSCHMIDT; KUC, 1982).

4.8. Glucanases

As p-1,3-glucanases (GLU) sdo enzimas que hidrolisam
polimeros dep -1,3-glucana, composto esse, que juntamente com a
quitina, sdo os principais componentes da parede celular dos fungos.
Além desta atividade, as glucanases participam em processos
fisiolégicos das plantas, tais como: fertilizagdo, autdlise e remocéo de
caloses no floema (GUZZO; MARTINS, 1996).

As B-1,3-glucanases sdo classificadas em 3 classes: a classe |
apresenta proteinas bésicas localizadas nos vactolos do mesofilo e
células da epiderme, enquanto que as classes Il e Il sdo proteinas acidas
localizadas extracelularmente (VAN DEN BULCKE et al., 1989; BEFFA;
MEINS Jr., 1996). Segundo Van Loon e Van Strein (1999) e Van Loon, Rep e
Pieterse (2006) as GLU sédo classificadas como Proteinas Relacionadas a
Patogénese (Proteinas PR) pertencentes a classe PR-2.

No processo de inducdo de resisténcia, uma pequena quantidade
de GLU ¢ sintetizada e excretada para o espaco intercelular, e, com o
crescimento fangico neste espago, esta enzima inicia o processo de
degradacdo da parede celular do fungo, e os fragmentos liberados pela
acdo da enzima funcionam como elicitores, induzindo a sintese de uma
grande quantidade de GLU e quitinases que sdo acumuladas nos
vacuolos. Quando o fungo consegue penetrar na célula, os vacuolos sdo
rompidos e ocorre a liberagcdo destas enzimas, inibindo a acdo do
patégeno (MAUCH; STAEHELIN, 1989). O tratamento de folhas
primérias de P. vulgaris com &cido dicloroisonicotinico (INA) ou
conidios de C. lindemuthianum eleva a atividade de glucanases e
quitinases na folha priméria e no primeiro e segundo trifélios (DANN et
al., 1996). A inoculacdo de hipocotilos de P. vulgaris com um isolado
ndo patogénico do fungo Rhizoctonia solani (Kuhn) eleva a atividade de
peroxidases, glucanases e quitinases, protegendo as plantas contra os
fungos R. solani e C. lindemuthianum (XUE; CHAREST; JABAJI-HARE,
1998).

4.9. A Utilizacdo de algas marinhas

A exigéncia crescente dos consumidores por alimentos livres de
agrotoxicos aliada ao aumento nos custos da producédo, contaminagéo do
ambiente e a ocorréncia de microorganismos resistentes, vem levando a
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uma necessidade de se utilizar métodos alternativos para o controle de
doencas. A utilizacdo de extratos de vegetais e de algas marinhas surge
como uma alternativa barata e menos agressiva ao homem e ao ambiente
(TALAMINI; STADNIK, 2004).

As algas marinhas encontram-se amplamente distribuidas pelos
oceanos, sendo que, mais de 150.000 espécies podem ser encontradas, e,
apenas algumas destas foram identificadas (LIMA-FILHO et al., 2002).
Apesar da grande diversidade existente, pouco se conhece a respeito de
suas potencialidades (TALAMINI; STADNIK, 2004). Atualmente, uma
grande atengdo tem sido dada para a utilizagdo de algas marinhas nas
mais diversas areas da ciéncia, por elas apresentarem um crescimento
rapido e produzirem grande volume de biomassa, além de apresentarem
um grande nimero de compostos com atividade bioldgica (TALAMINI;
STADNIK, 2004; PAULERT et al., 2007; PAULERT et al., 2009).

Algas marinhas representam uma fonte natural e abundante de
moléculas com alguma atividade bioldgica. A pulverizacdo de extratos
de algas pode melhorar a germinacdo de sementes, elevar a producédo e
0s niveis de resisténcia a doengas (CLUZET et al., 2004; STADNIK;
PAULERT, 2007).

No lago Venice (Italia), aproximadamente 1.000.000 de toneladas
de biomassa de algas do género Ulva é produzida anualmente. Cuomo e
colaboradores (1995), utilizando proporgdes entre 70 e 90% de biomassa
de Ulva no processo de compostagem, obtiveram um composto com
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas comparaveis aquelas de
produtos comercias utilizados como fertilizantes. A utilizagdo de Ulva
na producdo de fertilizante surge como alternativa para o destino final
da grande quantidade da biomassa produzida anualmente em &reas
costeiras.

A alga marinha Ulva fasciata Delile é uma macroalga pertencente
ao filo Chlorophyta, ordem Ulvales. Individuos dessa espécie sdo de
coloracdo verde, apresentam talo ereto e achatado, medindo de 2-25cm
de comprimento e 1-5,5cm de largura e fixam-se ao substrato por meio
de um pequeno apressorio (BOKER-TORRES, 2005).

Algas do género Ulva, conhecidas como alface do mar “Sea
Lettuce”, encontram-se amplamente distribuidas ao redor do mundo e
vém sendo utilizadas na alimentagdo, na medicina e agricultura
(PENGZHAN et al., 2003; CLUZET et al., 2004; PAULERT et al., 2007).
Individuos desta espécie estdo frequentemente envolvidos em problemas
ecoldgicos ao longo de areas costeiras, devido a sua grande proliferacdo
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em ambientes eutrofizados (RAY; LAHAYE, 1995; PAULERT et al., 2007;
ROBIC; SASSI; LAHAYE, 2008).

Em um experimento realizado a campo, com a cultivar IPR88
Uirapuru (altamente suscetivel a antracnose), a pulverizacdo mensal de
extratos de U. fasciata e Aloe vera (L.) Burman reduziram a severidade
da antracnose (55 e 30%, respectivamente), quando comparados com a
testemunha (adgua). O nivel de controle atingido pelo extrato de U.
fasciata (55%) superou o da aplicacio de fungicida (50%)
(LOFFAGUEN et al., 2004).

4.9.1.Ulvana

A ulvana é um heteropolissacarideo sulfatado solGvel em agua,
extraido das paredes celulares de algas marinhas dos géneros Ulva e
Enteromorpha, representando de 8 a 29% do peso seco da alga
(LAHAYE; ROBIC, 2007; ROBIC; SASSI; LAHAYE, 2008; PAULERT et al.,
2009). Este polissacarideo ¢ composto por ramnose, xilose, glicose
manose, galactose e &cidos urdnicos (PENGZHAN et al., 2003; PAULERT
et al, 2007; ROBIC; SASSI; LAHAYE, 2008). Os dois principais
dissacarideos repetitivos sdo acidos aldobiurdnicos designados como
tipo A (&cido ulvanobiurbnico 3-sulfato) (Ass) e tipo B (acido
ulvanobiurénico 3-sulfato) (Bss) (Figura 1) (ROBIC; SASSI; LAHAYE,
2008).

Ags B35 o~
.
HOC o o OH ofkC o)
7/
oH o X -0,8 oK
X+ 0,8 OH o OH
n s
n

Figura 1. Estrutura dos dois principais dissacarideos constituintes da
ulvana. Adaptado de Robic, Sassi e Lahaye (2008).

A ulvana induz, em plantas de Medicago truncatula (Gaertn.), a
expressao de varios genes relacionados com a defesa, dentre eles, genes
envolvidos com a biossintese de fitoalexinas, proteinas relacionadas a
patogénese (PR-proteinas) e proteinas da parede celular. Além de ativar
a expressdo de genes de defesa, este polissacarideo reduz os sintomas
causados pelo fungo Colletotrichum trifolii (Bain.), quando pulverizado
uma ou duas vezes antes da inoculagdo (CLUZET et al., 2004).
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Extratos sollveis e insoliveis em metanol e ulvana obtidos da
alga U. fasciata foram avaliados quanto ao seu efeito in vitro, na
germinagdo de conidios e crescimento micelial do fungo C.
lindemuthianum, bem como in vivo, na severidade da antracnose e na
producdo de biomassa aérea em plantas de feijoeiro (P. vulgaris). A
ulvana, quando adicionada a ldminas escavadas ou ao meio de cultura,
elevou a germinacdo de conidios e o crescimento micelial de C.
lindemuthianum, respectivamente. Por outro lado, o extrato soldvel em
metanol de U. fasciata reduziu significativamente o crescimento
micelial do fungo. Nos experimentos in vivo, a aplicagdo de ulvana, na
concentracdo de 10mg/mL, reduziu a severidade da antracnose em cerca
de 40%. Os extratos soluveis e insoliveis em metanol da alga U.
fasciata ndo reduziram significativamente a severidade da antracnose,
entretanto, elevaram em cerca de 20% o0 peso seco de plantas de
feijoeiro (PAULERT et al., 2009).

A pulverizagdo de ulvana, 6 e 3 dias antes da inoculag&o, reduziu
em cerca de 25%, o didmetro de pustulas de Uromyces appendiculatus
(Pers.) Unger em plantas de feijoeiro (cvs. BR IPA — 11 Brigida, Pérola
e IPR Juriti). N&o se verificaram diferencas significativas na germinagéo
de uredodsporos e formacdo de apressérios. Plantas de feijoeiro, cv.
Pérola, pulverizadas com ulvana apresentaram atividade de glucanases
cerca de 190% maior, quando comparadas com plantas testemunhas
(BORSATO, 2009).

A ulvana, quando aplicada 6 e 3 dias antes da inoculagdo, reduziu
local e sistemicamente, em cerca de 65%, a severidade da Mancha
Foliar de Glomerella (Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc.) em maciera (Malus domestica Borkh.), no entanto, quando
adicionada ao meio de cultura, ndo afetou o crescimento do fungo
(ARAUJO et al., 2008).

4.10.Formulagdes de produtos fitossanitarios

Atualmente, uma grande quantidade de moléculas com atividade
biologica diversa vem sendo identificadas ou desenvolvidas (VAN
EERDENBRUGH et al., 2009). Entretanto, algumas dessas moléculas
apresentam  caracteristicas indesejaveis, tais como uma baixa
solubilidade e/ou taxa de dissolucdo, levando & necessidade do preparo
de formulagdes contendo, além do principio ativo, agentes molhantes,
espalhantes, espalhantes adesivos, dispersantes, supressores de espuma,
penetrantes, reguladores da taxa de evaporagdo, reguladores de pH e
protetores solares (MEDUGNO, 2007; VAN EERDENBRUGH et al., 2009).
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Alguns fatores devem ser considerados para o preparo de uma
formulacdo, dentre eles pode-se destacar: as caracteristicas fisico-
guimicas, atividade biol6gica e modo de acdo, método de aplicacéo,
seguranca, custos da formulacdo e preferéncias de mercado. Apds a
determinacdo destes parametros, € realizada a sele¢cdo do tipo de
formulagdo a ser utilizada. Os principais objetivos do preparo de uma
formulagdo sdo: otimizar a atividade bioldgica do ingrediente ativo e
fornecer um produto seguro e conveniente para 0 uso (KNOWLES, 2008).

Os principais tipos de formulacbes de produtos fitossanitarios
encontram-se na Tabela 3. As formulagdes apresentadas diferem entre si
pela concentracdo de ingrediente ativo e demais agentes adicionados em
Seu preparo.

Tabela 3. Principais formulaces de produtos fitossanitarios
encontradas no mercado*.

Tipo de Formulagdo Sigla Internacional
Grénulos GR
Solucédo Concentrada SL
Concentrado Emulsificavel EC
P6 Molhavel WP
Suspensdo Concentrada SC
Emulstes Oleo/Agua EW
Suspensbes Emulsionaveis SE
Micro Emulsdes ME
Granulos Dispersiveis em Agua WG
Microcapsulas CS
Tratamentos de Sementes DS, WS, LS, FS

*Adaptado de Knowles (2008).

Dentre as formulagBes apresentadas, pode-se destacar a de PO
Molhével, uma formula¢do conhecida hd muitos anos que pode ser
utilizada quando o ingrediente ativo pode ser moido a seco em moinhos
mecanicos ou por moagem a ar (KNOWLES, 2008). Um P6 Molhavel
geralmente é composto por 50 — 95% de ingrediente ativo, 0 — 45% de
inerte, 1 — 10% de dispersante e 3 — 5% de molhante (MEDUGNO, 2007;
KNOWLES, 2008).

Antes do preparo de um PG Molhével, além de se verificar 0s
fatores citados anteriormente, deve-se selecionar o melhor inerte para
cada ingrediente ativo. Apesar do nome, esses produtos apresentam
algum tipo de atividade, podendo alterar o microambiente em torno do
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ingrediente ativo (MEDUGNO, 2007). Medugno e colaboradores (1997),
estudando o efeito de diferentes inertes na estabilidade fisica e bioldgica
de formulagdes de Baculovirus anticarsia, verificaram que a atividade
do virus, no controle de Anticarsia gemmatalis (Hubner), foi reduzida
pela bentonita, mas ndo pelos inertes silica amorfa, atapulgita e
caulinita. Apesar do inerte caulinita ndo afetar o atividade viral, houve
uma reducdo na molhabilidade e formacdo de aglomerados de
particulas.

O extrato da alga marinha L. digitata contendo laminarana, um
polissacarideo de reserva de baixo peso molecular extraido de algas
marrons e diatomaceas (CHIZHOV et al., 1998; LEPAGNOL-DESCAMPS
et al., 1998), € registrado e comercializado, na forma liquida (40g de
laminarana por litro de agua) para induzir resisténcia contra doengas em
trigo (Triticum aestivum L.), tais como fusariose (Fusarium
graminearum Schwabe), oidio (Blumeria graminis (DC.) Speer) e
septoriose (Septoria nodorum Berk.) (STADNIK; TALAMINI, 2004)

Dentre os varios inertes passiveis de utilizacdo, pode-se citar a
silica amorfa, a caulinita e a atapulgita. A silica amorfa é uma silica sub-
microscopica composta por dioxido de silicio (SiO,), suas particulas
apresentam um tamanho médio de 15nm (HAPGOOD, 2009). Esta silica
possui propriedades adsorventes, antiaglomerantes, estabilizantes de
emulsdo e de temperatura (HAPGOOD, 2009). Devido ao pequeno
tamanho de particula e grande &rea superficial especifica (200m?/g)
(HAPGOOD, 2009), a silica amorfa é muito utilizada em produtos
farmacéuticos (TAKEUCHI; HANDA; KAWASHIMA, 1987; WATANABE,
et al., 2001, 2002; VAN EERDENBRUGH, et al., 2009), cosméticos, tintas e
alimentos (GROTH et al., 1979; JOHNSTON, et al., 2000).

A caulinita ou silicato de aluminio hidratado € uma argila
constituida pela seguinte féormula quimica: Al;H4O6Si, (PALMIERI,
2009). A caulinita é estruturada em forma de duas camadas, uma de
tetraedros de Oxido de silicio e outra de octaedros de 6xido de aluminio
(WARD, 1984). Essa argila é um agente de suspensdo, possui
propriedades adsorventes e é utilizada como diluente em comprimidos e
capsulas (PALMIERI, 2009). Devido a suas propriedades e o baixo custo,
a caulinita é amplamente utilizada na inddstria, e encontra-se presente
em ceramicas, medicamentos, papéis revestidos, alimentos, cremes
dentais, lampadas incandescentes, cosméticos e tintas (DOGAN;
YILMAZ; ALKAN, 2008; KING, 2009), além de apresentar potencial na
bioremediacdo de derramamentos de Oleo, favorecendo a atividade das
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bactérias envolvidas na degradacdo de contaminantes (WARR et al.,
2009).

A atapulgita ou silicato de aluminio hidratado é uma argila
constituida de paligorskita, com a seguinte formula quimica empirica:
Mg(AI0,5_1Fe9_0,5)Si4010(OH)-4H20 (PALMIERI, 2009). A atapulgita é
estruturada em forma de cadeia de tetraedros de 6xido de silicio ligados
por octaedros de oxigénio e hidroxilas contendo cétions aluminio e
magneésio (WARD, 1984). Essa argila possui propriedades adsorventes,
podendo absorver quantidades consideraveis de agua e formar géis
(PALMIERI, 2009). Devido a suas propriedades adsorventes, a atapulgita
vem sendo utilizada na retencdo e no retardo da migracdo de
contaminantes (ZHANG; XIE; HO, 2009), tais como: metais tdxicos e
poluentes organicos e inorganicos (KISLENKO; VERLINSKAYA, 2001;
GONZALEZ-PRADA et al., 2005; POTGIETER; POTGIETER-VERMAAK;
KALIBANTONGA, 2006; CHEN; WANG, 2007; ZHANG; XIE; HO, 2009),
além de apresentar potencial na bioremediacdo de derramamentos de
Oleo (WARR et al., 2009).
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5. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacao
e no Laboratério de Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina— CCA/UFSC.

5.1. Condicdes de cultivo de feijoeiro

Foram semeadas oito sementes de forma equidistante em vaso
plastico preto n°3 (Plasticofer Ltda.), com capacidade para dois litros,
contendo substrato composto por uma mistura homogénea (v/v) de solo
argiloso (75%) e composto organico (25%). As sementes foram cobertas
com aproximadamente 2,5cm do mesmo substrato. Os vasos foram
mantidos em casa-de-vegetacdo e irrigados de acordo com as
necessidades hidricas da cultura.

No estadio fenolégico V2 (folhas primarias de 50% das plantas
completamente desenvolvidas) (Tabela 4), foi realizado o deshaste
deixando-se trés plantas por vaso.

Para a prevencdo contra o oidio do feijoeiro (Erysiphe polygoni
DC), as plantas foram pulverizadas, semanalmente, com uma solucdo de
Enxofre 80% (3g/L, Kumulus® DF, BASF).

Tabela 4. Caracterizagdo e evolucdo dos estadios fenoldgicos para o
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), cultivado em condicGes de casa-de-

vegetagdo™.

Estddio Dias Caracteristicas

VO 3 Germinag&o iniciada em 50% das sementes.

V1 5 Cotilédones de 50% das plantas completamente
desenvolvidos.

V2 9 Folhas primérias de 50% das plantas
completamente desenvolvidas.

V3 13 Primeiro trifélio de 50% das plantas completamente
desenvolvido.

V4 23 Terceiro trifélio de 50% das plantas completamente

desenvolvido.

*Adaptado de Dourado Neto e Fancelli (2000).

5.2. Obtencdo e aplicacdo da ulvana

A macroalga marinha U. fasciata foi coletada nos costBes
rochosos da Praia da Armac&o no litoral de Floriandpois, SC, em janeiro
de 2007. A coleta da alga foi registrada no Laboratorio de Fitopatologia
— LABFITOP do CCA com o nimero 67. A exsicata da alga encontra-se
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depositada no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade
Federal do Parana sob o codigo UPCB 61313.

O material coletado foi submetido a uma limpeza manual, para a
eliminagcdo de contaminantes. Em seguida, o material selecionado foi
lavado com é&gua corrente de torneira, a alga foi pesada e imediatamente
colocada em estufa com aeragdo a 40°C, por 48h. A macroalga seca foi
triturada obtendo-se um pé fino, o qual foi pesado e armazenado a 5°C
até o momento da extracdo do polissacarideo.

A ulvana foi obtida de acordo com a metodologia descrita por
Cluzet et al. (2004) e Paulert et al. (2009), autoclavando-se 30g do p6 seco
da macroalga marinha U. fasciata em 300mL de agua destilada, durante
2h a 110°C. A solucdo aquosa obtida foi filtrada com auxilio de um
pano e em seguida, a ulvana foi precipitada a -20°C por 48h,
adicionando-se trés volumes de etanol 96GL. Apos a precipitacdo, o
polissacarideo foi coletado, seco em estufa a 45°C por 48h, e
armazenado a 5°C até a utilizacao nos ensaios.

As plantas foram pulverizadas com ulvana (10mg/mL), quando
apresentaram o0 segundo trifdlio completamente expandido. O
tratamento foi realizado duas vezes, isto é, aos 6 e 3 dias antes da
inoculacdo (DAI). Plantas pulverizadas com &gua destilada foram
utilizadas como testemunhas.

As soluces foram pulverizadas com o auxilio de pistola de
pintura (LPHYV, pressdo maxima 58psi, bico 0,7mm de didmetro, marca
Grifo, Italia) acoplada a um compressor de ar (marca Schulz, Brasil;
pressdo de 25Ibf/pol?; poténcia de 180W; vazao de 105mL/min.).

5.3. Origem, manutencéo e producéo do inéculo

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizado o isolado
monosporico MANE (Micoteca Anne-Lore Schroeder — CCA - UFSC)
001-03 da raga 73 de C. lindemuthianum originado da regido do Alto
Vale do Itajai, SC, e previamente caracterizado por Loffaguen et al.
(2005).

O indculo foi produzido segundo metodologia descrita por
Talamini et al. (2004). Para tanto, vagens verdes de feijoeiro foram
parcialmente imersas em meio &gar-agua (12g/L; 5mL/tubo) no interior
de tubos de ensaio e esterilizadas por duas vezes em autoclave a 110°C
por 1h, com intervalo de 24 horas entre as autoclavagens. Em condicdes
assépticas em camara de fluxo, com o auxilio de um vazador, discos de
8mm contendo micélio do fungo em meio BDA foram transferidos para
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as vagens previamente esterilizadas. O material foi entdo incubado a
23+1°C e 12h de fotoperiodo.

Vinte dias ap6s a incubagdo, adicionaram-se 10mL de agua
destilada no interior dos tubos e procedeu-se a agitacdo leve para
desprender os conidios. Em seguida, a suspensdo foi filtrada em dupla
camada de gaze e homogeneizada em agitador. Por fim, a concentracéo
de conidios foi determinada com auxilio de cdmara de Neubauer, e
ajustada para a concentragao de 3x10° conidios/mL.

5.4. Inoculacédo das plantas com C. lindemuthianum

As plantas foram inoculadas com a suspenséo de conidios quando
apresentaram o terceiro trifélio completamente expandido (estadio V4),
com auxilio de pistola de pintura acoplada a um compressor de ar.

Apbs a inoculagdo, as plantas foram incubadas em camara Umida
por 48h, mantendo-se assim, as condi¢cfes necessarias para 0
desenvolvimento do processo infeccioso do fungo. Em seguida, as
plantas foram transferidas para bancadas em casa-de-vegetagéo. Plantas
que ndo foram inoculadas com o fungo permaneceram nas bancadas em
casa-de-vegetacéo.

5.5. Avaliacdo da severidade da antracnose

A severidade da antracnose foi avaliada a cada 2 dias a partir do
aparecimento dos primeiros sintomas utilizando-se a escala de notas de
Rava et al. (1993) (Tabela 5). A partir dos dados de severidade, foi
calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD),
utilizando-se a seguinte formula: AACPD = [((y1l+y2)/2)*(t2-t1))], onde
yl e y2 sdo duas avaliagbes consecutivas de severidade realizadas nos
tempos t1 e t2, respectivamente.
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Tabela 5. Escala descritiva da severidade da antracnose do feijoeiro *.
Notas Descricdo dos sintomas

1 Auséncia de sintomas.

2 Até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas,
perceptiveis somente na face inferior das folhas.

3 Maior frequiéncia dos sintomas descritos no grau 2, até 3%
das nervuras afetadas.

4 Até 1% das nervuras apresentando manchas necréticas,
perceptiveis em ambas as faces da folha.

5 Maior frequéncia dos sintomas descritos no grau 4, até 3%
das nervuras afetadas.

6 Manchas necréticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as
faces da folha, presenca de algumas les6es em talos, galhos
e peciolos.

7 Manchas necroticas na maioria das nervuras e em grande
parte do tecido do mesofilo adjacente que se rompe. Lesdes
abundantes em talos, ramos e peciolos.

8 Manchas necréticas em quase todas as nervuras,
ocasionando ruptura, desfolnamento e reducdo do
crescimento da planta. Lesdes muito abundantes em talos,
ramos e peciolos.

9 Maioria das plantas mortas.

* Rava et al. (1993).

5.6. Mecanismos bioquimicos e histoldgicos envolvidos na
resisténcia do feijoeiro a antracnose

Para a realizacdo desse experimento foram utilizadas uma
linhagem resistente a antracnose selecionada de uma populagdo
segregante da cultivar comercial de feijoeiro IPR Uirapuru e a cultivar
suscetivel a antracnose IPR Uirapuru (IAPAR, 2008). As plantas foram
cultivadas conforme o item 5.1, sob temperatura média de 30 £6°C.

As plantas foram pulverizadas com ulvana (5mL/planta;
10mg/mL), conforme o item 5.2, quando apresentaram o Segundo
trifélio completamente expandido. Durante os tratamentos, o terceiro
trifélio de cada planta foi coberto para a avaliagdo do efeito sistémico.

Apds o tratamento, as plantas foram inoculadas, conforme o item
5.4, com aproximadamente 5mL de in6culo por planta e incubadas a
27°C e 90% de umidade relativa do ar. Em seguida, foi realizada a
avaliacdo da severidade conforme item 5.5.
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O monitoramento da atividade de peroxidases e -1,3-glucanases,
a avaliagdo do processo infeccioso e a deteccdo da reacdo de
hipersensibilidade foram realizados as 12, 24 e 48h apds a inoculacéo.
Para tanto, foram retirados ao acaso quatro vasos (repeticfes) de cada
tratamento, dos quais foram coletados os foliolos laterais direito e
esquerdo do primeiro trifélio de cada planta para a andlise da atividade
de peroxidases e B-1,3-glucanases, respectivamente. Apo6s a coleta, o
material foi pesado, acondicionado em papel aluminio, armazenado em
gelo, e em seguida, armazenado a -20°C até o momento da analise. Do
foliolo central de cada planta foram coletados, com o auxilio de um
furador de rolhas, quatro discos foliares (8mm) para a avaliacdo do
processo infeccioso e deteccdo da reacdo de hipersensibilidade.

5.6.1. Monitoramento da atividade de peroxidases

Para a analise da atividade de peroxidases foi utilizada a
metodologia descrita por Cipollini (1998), com algumas modificacGes. As
folhas foram maceradas em cadinho de porcelana (100mL, Nalgon,
Brasil), na presenca de nitrogénio liquido até a obtencdo de um pé fino.
Em seguida, foi adicionado tampéo fosfato de sédio (100mM, pH 7,0)
na proporcgdo de 5:1 (v/p). A suspensdo foi transferida para microtubos
de 2mL (Axygen, EUA) e centrifugada (modelo 5804R, Eppendorf,
Alemanha) a 11.600xg por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado
e armazenado em gelo até o momento da analise.

A atividade de peroxidases foi determinada em espectrofotdmetro
(modelo 700Plus, Femto, Brasil) em 2,9mL de tampéo fosfato de sodio
(10mM, pH 6,0) contendo 0,25% de guaiacol (v/v) (Sigma, EUA) e
0,125% de peroxido de hidrogénio (v/v) (Merck, Alemanha). Apds a
adicdo de 0,1mL de extrato vegetal, foram acompanhadas as variagdes
na absorbancia a 470nm por 3 minutos, com anota¢es a cada 30
segundos. A atividade da enzima foi medida conforme o aumento da
Densidade Optica (DO)/min/mg de proteina.

5.6.2. Monitoramento da atividade de p-1,3-glucanases

A andlise da atividade de B-1,3-glucanases foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Wirth e Wolf (1992), com algumas
modifica¢Bes. Para tanto, as folhas foram maceradas em cadinho de
porcelana (100mL, Nalgon, Brasil), na presenca de nitrogénio liquido
até a obtencdo de um pd fino. Em seguida, foi adicionado tampédo
acetato de sddio (80mM, pH 5,0) na proporgdo de 4:1 (v/p), contendo
1mM de EDTA. A suspensdo foi transferida para microtubos de 2mL
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(Axygen, EUA) e centrifugada (modelo 5804R, Eppendorf, Alemanha)
a 10.000xg por 15 minutos e o sobrenadante coletado e armazenado a -
20°C até o momento da analise.

Para a determinacdo da atividade de glucanases foi utilizado
como substrato uma solucdo de carboxilmetilcurdlan-remazol brilhante
azul (CM-curdlan-RBB 4mg/mL, Loewe Biochemica, Alemanha). Para
tanto, foram adicionados em tubos com capacidade para 2mL (Axygen,
EUA): 200uL de extrato vegetal, 400pL de tampdo de extracdo (acetato
de sédio 80mM, pH 5,0) e 200uL de CM-curdlan-RBB (4mg/mL),
tubos contendo somente tampdo de extracdo e CM-curdlan-RBB foram
utilizados como “branco”. Em seguida, os tubos foram incubados, em
banho-maria, por 2h a 40°C. A reacdo foi interrompida com a adicao de
200uL de HCI 2N, e os tubos foram resfriados por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a
10.000xg por 15 minutos. A absorbancia a 600nm do sobrenadante foi
determinada em espectrofotdmetro (modelo 700Plus, Femto, Brasil). A
atividade de B-1,3-glucanases foi expressa em absorbancia a 600nm/mg
de proteina.

5.6.3. Quantificacédo do contelido de proteinas

A quantificagdo do contelido de proteinas totais nas amostras foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Bradford (1976). A
reacdo foi realizada em tubos com capacidade para 2mL (Axygen,
EUA), contendo 962uL de reagente de Bradford (0,01% (p/v) de Azul
Brilhante de Coomassie; 4,7% (v/v) de etanol 95% e 8,5% (v/v) de
acido fosforico 85%) e 38uL de amostra. ApGs a rea¢do a temperatura
ambiente por 5 minutos, a absorbancia a 595nm foi determinada em
espectrofotdmetro (modelo 700Plus, Femto, Brasil). A curva padréo de
proteinas foi determinada utilizando-se como padrdo concentragdes de
albumina de soro bovino (Sigma, EUA) variando de 0 a 19ug/mL
(Anexos 5 e 6).

5.6.4. Avaliacdo do processo infeccioso

Os discos foliares coletados foram processados para a realizago
de andlise microscopica, conforme metodologia descrita por Stadnik e
Buchenauer (2000). Apoés a coleta, discos foliares foram imediatamente
depositados em placas de petri (5cm de didmetro) contendo papel filtro e
5mL de uma solucdo de etanol e cido acético (3:1, v/v), para a fixacdo
e clareamento dos tecidos da planta. A solugdo foi trocada
periodicamente durante 3 dias, para o devido clareamento do material.
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Em seguida, a solugdo de clareamento foi substituida por uma solucéo
de conservacao (acido latico: glicerol: &gua, 1:1:1, v/viv).

Para a visualizacdo das estruturas do fungo, foi utilizada uma
solucdo de azul de Aman (Acido latico, 10mL; glicerina, 10mL, &cido
fénico cristalizado, 10g; azul de algodéo, 0,1g e &gua destilada, 10mL).
Apos permanecerem por 10 minutos na solucdo de azul de Aman, 0s
discos foram montados em laminas de vidro e visualizados em
microscopio optico (modelo FWL1500T, Feldmann Wild Leitz, Brasil)
no aumento de 400x.

A porcentagem de germinacdo de conidios e formacdo de
apressorios foram determinadas em 100 conidios sobre os discos
foliares. Os conidios e as estruturas de infeccdo do fungo foram
fotografados com o auxilio de uma camera digital (modelo DSC-W300,
Sony, Japao).

5.6.5. Deteccéo da reacdo de hipersensibilidade

A avaliagdo do numero de células apresentando reacdo de
hipersensibilidade (RH) foi realizada conforme metodologia descrita por
Hiickelhoven et al. (1999), com algumas modificagcbes. Para tanto, 0s
discos foliares foram imediatamente depositados em placas de petri
(5cm de didmetro) contendo papel filtro e 5mL de uma solucdo de
Img/mL de diaminobenzidina (DAB, Sigma, EUA), onde
permaneceram por 12h, para a formacdo de polimeros de DAB na
presenca de peroxidases e perdxido de hidrogénio. Em seguida, a
solucdo de diaminobenzidina foi substituida por uma solucdo de
clareamento (acido tricloroacético 0,15%, p/v em alcool etilico:
cloroférmio, 4:1, v/v), por 24h. Findo este periodo, os discos foram
transferidos para uma solucdo de conservacdo (&cido latico: glicerol:
agua, 1:1:1, viviv).

Células hipersensitivas apresentavam coloragdo marrom-
avermelhada. O numero de células apresentando reacdo de
hipersensibilidade (RH) foi avaliado em toda a superficie dos discos
foliares e em seguida, foi transformado para nimero de células com
RH/cm®. Células apresentando reagdo de hipersensibilidade foram
fotografadas com o auxilio de uma camera digital (modelo DSC-W300,
Sony, Japdo).
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5.7. Influéncia de diferentes inertes na armazenabilidade e
eficiéncia da ulvana
Para a avaliagdo do efeito de diferentes inertes sobre a
armazenabilidade e eficiéncia da ulvana no controle da antracnose do
feijoeiro, foram realizados quatro experimentos idénticos em intervalo
de 4 meses, durante o periodo de 1 ano.

5.7.1. Preparo dos tratamentos

A ulvana foi obtida conforme descrito anteriormente no item 5.2,
armazenada a 5°C e, no més de outubro de 2007 foi enviada, em forma
de placas de polissacarideo, para a pesquisadora da Embrapa Meio
Ambiente (Jaguariuna/SP) Claudia Conti Medugno para o preparo dos
tratamentos.

Os produtos foram moidos em uma proporcdo de 1:1 (inerte:
ulvana) em moinho até a obtencdo de um po fino. A limpeza do moinho,
entre as moagens, foi realizada com a adicdo do proximo inerte a ser
utilizado. Ap6s a moagem, os produtos foram armazenados em
recipientes plésticos a 24 £5°C e 60% de umidade relativa do ar.

Para o preparo dos tratamentos foram utilizados os seguintes
inertes: silica amorfa (Aerosil 200®, Degussa/Evonik), composta
basicamente por didxido de silicio (SiO,) (AEROSIL, 2009), caulinita
(Caulim Monte Pascoal®, Monte Pascoal), composta por 6xido de
aluminio (Al,O3) e didxido de silicio (SiO,) (MONTE PASCOAL, 2009) e
atapulgita (Attagel 50 Engelhard®, BASF), constituida por 6xido de
magneésio (MgO), éxido de aluminio (Al,Os) e didxido de silicio (SiO,)
(BASF, 20009).

As formulagGes de ulvana com a caulinita, a silica amorfa e a
atapulgita apresentaram pH de 7,6, 7,3 e 7,1, respectivamente, enquanto
que o pH obtido para a ulvana foi de 6,8.

5.7.2. Avaliacdo dos tratamentos

A avaliagdo do efeito dos diferentes inertes na armazenabilidade
e eficiéncia da ulvana foi iniciada ap6s o preparo dos tratamentos
(Tempo 0 = 3 dias ap6s o preparo dos tratamentos; agosto de 2008) e, as
demais avaliacdes foram realizadas nos Tempos 1 (dezembro de 2008),
2 (abril de 2009) e 3 (agosto de 2009).

Plantas de P. vulgaris cv. Uirapuru foram cultivadas conforme
item 5.1 sob temperaturas de 22+5°C, 30+6°C, 18+6°C e 20+5°C, para
os tempos 0, 1, 2 e 3, respectivamente.
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As plantas foram pulverizadas (3mL/planta) com os trés
tratamentos (concentracdo de ulvana: 10mg/mL), ulvana e &gua
(testemunha) conforme o item 5.2.

As plantas previamente tratadas foram inoculadas conforme o
item 5.4, com aproximadamente 3mL de indculo por planta e incubadas
a 25°C e 90% de umidade relativa do ar. Em seguida, foi realizada a
avaliacdo da severidade conforme item 5.5.

5.8. Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento mecanismos de defesa bioquimicos e histol6gicos
envolvidos na resisténcia do feijoeiro a antracnose foi conduzido em
delineamento fatorial com 3 fatores completamente casualizado:
linhagem (resistente ou suscetivel), tratamento (dgua ou ulvana) e
inoculacdo (plantas inoculadas ou ndo inoculadas) (Tabela 6). Foram
utilizadas 12 repeticfes, onde cada repeticdo foi constituida de um vaso
com trés plantas.

Tabela 6. Esquema dos tratamentos utilizados no estudo dos
mecanismos de defesa bioquimicos e histolégicos envolvidos na
resisténcia do feijoeiro a antracnose.

Representacdo ___ Tratamento
T1 Resistente + Agua + Inoculada
T2 Resistente + Ulvana + Inoculada
T3 Resistente + Agua + N4o Inoculada
T4 Resistente + Ulvana + Néao Inoculada
T5 Suscetivel + Agua + Inoculada
T6 Suscetivel + Ulvana + Inoculada
T7 Suscetivel + Agua + N&o Inoculada
T8 Suscetivel + Ulvana + Nao Inoculada

Para a avaliagdo do efeito de diferentes inertes na
armazenabilidade e eficiéncia da ulvana, foi utilizado o delineamento
experimental completamente casualizado, com cinco repeti¢cdes. Cada
repeticdo foi constituida de um vaso com trés plantas (Tabela 7).
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Tabela 7. Esquema dos tratamentos utilizados no estudo do efeito de
diferentes inertes na armazenabilidade e eficiéncia da ulvana no controle
da antracnose do feijoeiro.

Representacdo Tratamento
T1 Ulvana + Silica Amorfa
T2 Ulvana + Caulinita
T3 Ulvana + Atapulgita
T4 Ulvana (Testemunha)
T5 Agua (Testemunha)

Inicialmente, foi verificada a homogeneidade das variancias de
cada um dos conjuntos de dados. Em seguida, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para a separacdo de
médias, foi utilizado o Teste de Tukey a 5% de significancia. Para a
realizacdo das analises estatisticas, foi utilizado o programa Statistica
6.0° (StatSoft).
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6. RESULTADOS

6.1. Mecanismos bioquimicos e histoldgicos envolvidos na
resisténcia do feijoeiro a antracnose
6.1.1. Severidade da antracnose

Os primeiros sintomas da antracnose apareceram 5 dias apds a
inoculagdo com C. lindemuthianum (CI). A severidade da antracnose no
segundo trifélio (efeito local) de plantas suscetiveis a raga 73 de ClI
pulverizadas com &gua (testemunhas), 11 dias ap6s a inoculagao, atingiu
nota 6 (Figura 2 e 3D). Além de apresentarem lesGes necroéticas em
ambas as faces da folha, estas plantas apresentavam algumas lesdes nos
ramos e peciolos (Figura 3D). A pulverizagdo de ulvana reduziu a
severidade da antracnose aos 11 DPI em cerca de 30%, no segundo
trifélio, que apresentava algumas poucas lesdes necroticas perceptiveis
em ambas as faces da folha (Figura 3B). A AACPD calculada para o
segundo trifolio de plantas suscetiveis testemunhas foi de 40,8. A
pulverizacdo de ulvana reduziu em cerca de 30% a AACPD (28,7)
(Figura 2).

No terceiro trifélio (efeito sistémico), a severidade da antracnose
em plantas suscetiveis testemunhas, 11 dias apds a inoculagdo, atingiu
nota 6 (Figura 3D). A pulverizacdo de ulvana ndo reduziu
significativamente a severidade da antracnose aos 11 DPI, que atingiu
nota 5 (Figura 3C). Em média, essas plantas apresentavam lesdes
necréticas visiveis em ambas as faces das folhas atingindo
aproximadamente 3% das nervuras. A AACPD calculada para o terceiro
trifélio de plantas suscetiveis testemunhas foi de 46,4. A pulverizacao
de ulvana reduziu em cerca de 10% a AACPD.

Plantas resistentes tratadas com ulvana ou agua destilada nao
apresentaram sintomas da antracnose, confirmando a resisténcia a raga
73 de Cl. Entretanto, 4 dias ap6s a inoculacdo, foi observado o
aparecimento de pequenos pontos necroticos, caracterizando a reacéo de
hipersensibilidade (Figura 3A).
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Figura 2. Severidade da antracnose aos 11 DPI e Area Abaixo da Curva de
Progresso da Doenga (AACPD) avaliadas no segundo trifélio (efeito local)
e terceiro trifélio (efeito sistémico) de plantas resistentes e suscetiveis de
Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru, pulverizadas ou ndo com ulvana.
Letras minusculas para a AACPD e mailsculas para a severidade indicam
diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
*Diferenca significativa ao nivel de 7%.
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Figura 3. Reacdo de hipersensibilidade, 4 DPI (A) e sintomas da
antracnose em nervuras das faces abaxial representando as notas 4, 5 e 6
(RAVA et al., 1993) (B, C e D, respectivamente), em plantas de feijoeiro
cv. IPR Uirapuru, 9 dias apdés a inoculagdo com a raga 73 de
Colletotrichum lindemuthianum. RH: reacéo de hipersensibilidade; SA:
sintomas da antracnose.

6.1.2. Peroxidases

A atividade de peroxidases as 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo
(HAID) no primeiro triflio de plantas de feijoeiro resistentes e
suscetiveis a antracnose tratadas com ulvana (10mg/mL) ou agua
destilada (testemunha), é encontrada na Tabela 8.

A atividade de peroxidases foi sempre maior em plantas
resistentes do que em plantas suscetiveis, independente de serem
inoculadas ou ndo. A maior diferenca entre as linhagens foi obtida as 48
HAI, onde plantas resistentes apresentaram atividades cerca de 70% e
50% maiores do que as plantas suscetiveis, inoculadas ou ndo,
respectivamente.

A inoculacéo de plantas resistentes com a raga 73 de Cl elevou a
atividade de peroxidases, 48 HAI, em cerca de 50%.
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A atividade de peroxidases, de uma maneira geral, foi maior em
plantas tratadas com ulvana e ndo inoculadas. Entretanto, em plantas
inoculadas, o efeito da ulvana foi significativo somente as 48 HAI.

A atividade de peroxidases foi maior em plantas resistentes
pulverizadas com ulvana e ndo inoculadas. Por outro lado, em plantas
resistentes inoculadas, o efeito da ulvana foi significativo somente as 48
HAI. A pulverizacdo de ulvana ndo afetou significativamente a
atividade enzimatica de plantas suscetiveis inoculadas ou néo.

Tabela 8. Atividade de peroxidases, avaliada no primeiro trifélio, em
linhagem resistente (R) e suscetivel (S) de Phaseolus vulgaris cv. IPR
Uirapuru, 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculacdo (HAI), em plantas
inoculadas ou ndo com a raca 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Atividade de Peroxidases (DO/min./mg de Proteina*)

HAI  Linha Inoculadas N4o Inoculadas
H.0 Ulvana X H.0 Ulvana X
R 14,0 188" 164 A 132 a 203b 168 A
12 S 127 125 126 B 12,1 144™ 133 B
X 13,4 15,7 12,7 a 174 b
R 14.8 161 155 A 12,2 a 199b 161 A
24 S 11,0 133 122 B 11,4 134" 124 B
X 12,9 14,7 118 a 16,7 b
R 194 a 262 b 228 A 11,7 a 181 b 149 A
48 S 11,8 143 131B 7,9 11,7 98 B
X 156 a 203 b 9.8 a 149 b

*Letras mindsculas na linha e mailsculas na coluna indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey. ™:
ndo significativo na linha; X : média. Dms para comparacGes entre
plantas inoculadas ou ndo: 12 HAI: 4,6; 24 HAI: 4,6 e 48 HAI: 5,1.

6.1.3. Glucanases

A atividade de glucanases as 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculacédo
(HAID) no primeiro trifélio de plantas de feijoeiro resistentes e
suscetiveis a antracnose tratadas com ulvana (10mg/mL) ou &gua
destilada (testemunha), é encontrada na Tabela 9.

A atividade de glucanases foi semelhante entre plantas resistentes
e suscetiveis, inoculadas ou néo.
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A pulverizagdo de ulvana elevou a atividade de glucanases,
independente das plantas serem inoculadas ou ndo. As maiores
diferencas entre os tratamentos foram obtidas as 24 HAI em plantas
inoculadas, onde a ulvana elevou em cerca de 40% a atividade e as 24 e
48 HAI em plantas ndo inoculadas, onde o tratamento com o
polissacarideo elevou em cerca de 70% a atividade de glucanases.

A atividade de glucanases foi sempre maior em plantas
resistentes pulverizadas com ulvana, inoculadas ou ndo. Por outro lado,
em plantas suscetiveis, a ulvana elevou a atividade de glucanases as 12 e
24 HAI, em plantas inoculadas e as 24 e 48 HAI, em plantas nédo
inoculadas.

Tabela 9. Atividade de glucanases, avaliada no primeiro trifélio, em
linhagem resistente (R) e suscetivel (S) de Phaseolus vulgaris cv. IPR
Uirapuru, 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculagcdo (HAI), em plantas
inoculadas ou ndo com a raca 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Atividade de Glucanases (Abs. 600nm/mg Proteina)*

HAI  Linha Inoculadas Né&o Inoculadas
H0 Ulvana X H,0 Ulvana X
R 128 a 160b 144 109 a 141b 125
2 S 124 a 155 b 140" 13,1 151 141
X 12,6 a 15,6 b 12,0 a 14,6 b
R 133 a 200 b 16,7 99 a 159 b 12,9
24 S 154 a 209 b 182" 79 a 143b 11,1
X 144 a 205 b 89 a 151 b
R 13,4 a 174 b 154 10,3 a 147 b 125A
48 S 14,1 15,1 14,6 6,3 a 133 b 98B
X 138 a 16,2 b 83 a 140 b

*Letras mindsculas na linha e maidsculas na coluna indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey. ™:
ndo significativo na linha; NS nio significativo na coluna; X : média.
Dms para comparag@es entre plantas inoculadas ou ndo: 12 HAI: 3,3; 24
HAI: 7,0 e 48 HAI: 4,8.
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6.1.4. Germinacdo de conidios e formacao de apressorios de C.
lindemuthianum

A germinagdo de conidios e formacdo de apressérios de C.
lindemuthianum as 12, 24 e 48 horas apds a inoculacdo (HAI) no
primeiro trifdlio de plantas de feijoeiro resistentes e suscetiveis a
antracnose ftratadas com ulvana (10mg/mL) ou agua destilada
(testemunha), s&o encontradas na Tabela 10 e nas Figuras 4A e B.

Nao houve diferencas significativas na germinacdo de conidios e
formacdo de apressorios da raca 73 de Cl em plantas resistentes e
suscetiveis, exceto as 12 e 24 HAI, para a formacdo de apressorios e
germinacdo de conidios, respectivamente.

A germinacdo de conidios e formacéo de apressorios do fungo foi
menor, as 12 HAI, sobre o primeiro trifélio de plantas resistentes e
suscetiveis previamente tratadas com ulvana.

A formacdo de apressorios de CI foi menor as 12 e 48 HAI em
plantas resistentes pulverizadas com ulvana. Enquanto que, em plantas
suscetiveis tratadas com o polissacarideo, a germinagdo de conidios e a
formacéo de apressorios foram menores as 12 HA.

Tabela 10. Porcentagem de germinacdo de conidios e formagdo de
apressorios, em relacdo ao nimero de conidios germinados, da raca 73
de Colletotrichum lindemuthianum sobre a superficie foliar de linhagem
resistente (R) e suscetivel (S) de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru,
pulverizadas ou ndo com ulvana, 12, 24 e 48 horas apés a inoculacdo
(HAI).

HA Linha Germinacéo de Conidios (°/_0) Formacéo de Apressorios (%))
H,0 Ulvana X H0O Ulvana X
R 40,9 384" 39,7 149 a 70b 110A
12 S 40,9 a 353 b 381" 12,2 a 24 b 73B
X 40,9 a 36,9 b 136 a 47 b
R 76,5 783" 774 A 55 4,9™ 52
24 S 81,1 834™ 823 B 6,1 4,1™ 51N
X 78,8 80,9™ 58 4,5™
R 90,1 90,4™ 90,3 88 a 57 b 7,3
48 S 90,8 90,5"™ 90,7 6,7 8,3" 7,5M
X 90,5 90,5™ 7.8 7,0"

*Letras minudsculas na linha e maidsculas na coluna indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey. ™:
ndo significativo na linha; NS nio significativo na coluna; X : média.
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6.1.5. Reacdo de hipersensibilidade

O nOomero de células apresentando reacdo de
hipersensibilidade/cm? &s 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo (HAI) no
primeiro trifélio de plantas de feijoeiro resistentes e suscetiveis a
antracnose tratadas com ulvana (10mg/mL) ou 4&gua destilada
(testemunha), é encontrada na Tabela 11 e nas Figuras 4C e D.

O numero de células apresentando reagdo de
hipersensibilidade/cm? (RH/cm?) foi maior na linhagem resistente as 24
e 48 HAI, diferindo da testemunha. As 24 HAI, plantas resistentes
apresentavam o dobro de células hipersensitivas que as suscetiveis.

A pulverizacdo de ulvana ndo afetou o nimero de células
hipersensitivas, exceto as 24 HAI, quando plantas resistentes e
suscetiveis tratadas com ulvana apresentaram menor quantidade de
células com RH.

Tabela 11. Namero de células com reacéo de hipersensibilidade/cm?® na
superficie foliar de linhagem resistente (R) e suscetivel (S) de Phaseolus
vulgaris cv. IPR Uirapuru, pulverizadas ou ndo com ulvana, 12, 24 e 48
horas apds a inoculagdo com a raca 73 de Colletotrichum
lindemuthianum.

Células com Reacdo de Hipersensibilidade/cm®

HAI Linha —
H,O Ulvana X *
R 15 15™ 15
12 S 22 18"™ 20M°
X 19 17"
R 33 a 25 b 29 A
24 S 19 a 9 b 14 B
X 26 a 17 b
R 44 37" 41 A
48 S 23 21™ 22 B
X 34 29"™

*Letras mindsculas na linha e maidsculas na coluna indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey. ™:
ndo significativo na linha; *: ndo significativo na coluna; X : média.
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Figura 4. Germinacdo de conidios da raca 73 de Colletotrichum
lindemuthianum (A e B), acimulo de peroxido de hidrogénio e reagéo
de hipersensibilidade em plantas de Phaseolus vulgaris (C e D),
detectada utilizando a diaminobenzidina (DAB), 24 horas ap6s a
inoculacdo. TG: tubo germinativo; CO: conidio; ES: estdmato; AP:
apressorio; APH: acimulo de perdxido de hidrogénio na parede celular;
CH: célula epidérmica apresentando reacdo de hipersensibilidade.
Barras = 10pum.

6.2. Influéncia de diferentes inertes na armazenabilidade e
eficiéncia da ulvana

No momento do preparo dos tratamentos (agosto de 2008), a
severidade da antracnose, avaliada 13 dias apds a inoculacdo no
primeiro e segundo trifélios de plantas testemunhas, atingiu nota 5
(Figura 5). Estas plantas apresentavam lesdes necroticas visiveis em
ambas as faces da folha atingindo até 3% das nervuras. A pulverizagdo
de ulvana ou das formulagdes do polissacarideo com a silica amorfa ou
caulinita, reduziu a severidade aos 13 DPl em 60, 48 e 60%,
respectivamente. A AACPD em plantas testemunhas foi de 30,9
enquanto que, a pulverizagdo de ulvana ou das formulagdes do
polissacarideo com a silica amorfa ou caulinita, reduziu a AACPD em
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46, 37 e 42%, respectivamente. A pulverizacdo da formulagéo de ulvana
com a atapulgita ndo reduziu significativamente a severidade aos 13 DPI
e a AACPD, no momento do preparo dos tratamentos, quando
comparado com a testemunha (Figura 5).

Quatro meses apOs 0 preparo dos tratamentos (dezembro de
2008), a severidade da antracnose, avaliada 13 dias apds a inoculagéo
em plantas testemunhas atingiu nota 6. Essas plantas apresentavam
lesbes necroticas visiveis em ambas as faces da folha e algumas lestes
em galhos e peciolos. A pulverizagdo de ulvana ou das formulacdes do
polissacarideo com a silica amorfa ou caulinita, reduziu a severidade aos
13 DPI em 39, 48 e 37%, respectivamente. A AACPD em plantas
testemunhas foi de 56,5 enquanto que, a pulverizacdo de ulvana ou das
formulagdes do polissacarideo com a silica amorfa ou caulinita, reduziu
a AACPD em 43, 50 e 46%, respectivamente. A pulverizacdo da
formulagdo de ulvana com a atapulgita ndo reduziu significativamente a
severidade aos 13 DPI e a AACPD, quatro meses ap6s 0 preparo dos
tratamentos, quando comparado com a testemunha.

Oito meses ap6s o preparo dos tratamentos (abril de 2009), a
severidade da antracnose, avaliada 13 dias apds a inoculacdo em plantas
testemunhas atingiu nota 6. A pulverizacdo de ulvana ou das
formulagdes do polissacarideo com a silica amorfa ou caulinita, reduziu
a severidade aos 13 DPI em 28, 42 e 30%, respectivamente. A AACPD
em plantas testemunhas foi de 57,1 enquanto que, a pulverizacdo de
ulvana ou das formulagdes do polissacarideo com a silica amorfa ou
caulinita, reduziu a AACPD em 46, 54 e 49%, respectivamente. A
pulverizacdo da formulagcdo de ulvana com a atapulgita ndo reduziu
significativamente a severidade aos 13 DPI e a AACPD, oito meses
apos o preparo dos tratamentos, quando comparado com a testemunha.

Doze meses apds o preparo dos tratamentos (agosto de 2009),
a severidade da antracnose, avaliada 13 dias apds a inoculagdo em
plantas testemunhas atingiu nota 4. Estas plantas apresentavam lesfes
necroéticas visiveis em ambas as faces da folha atingindo até 1% das
nervuras. A pulverizagdo de ulvana ou das formulagBes do
polissacarideo com a silica amorfa ou caulinita, reduziu a severidade
aos 13 DPI em 46, 61 e 59%, respectivamente, ndo diferindo da
testemunha. A AACPD em plantas testemunhas foi de 31,3 enquanto
que, a pulverizacdo de ulvana ou das formulacdes do polissacarideo
com a silica amorfa ou caulinita, reduziu a AACPD em 41, 49 e 47%,
respectivamente. A pulverizacdo da formulagdo de ulvana com a
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atapulgita ndo reduziu significativamente a severidade aos 13 DPI e a
AACPD, doze meses apds o preparo dos tratamentos.
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Figura 5. Severidade da antracnose aos 13 DPI e Area Abaixo da Curva de Progresso da
Doenca (AACPD) avaliadas no primeiro e segundo trifolios de plantas de Phaseolus
vulgaris cv. IPR Uirapuru pulverizadas com ulvana (10mg/mL) e as combinagGes de
ulvana com os inertes caulinita, silica amorfa e atapulgita (concentracéo final de ulvana
= 10mg/mL), avaliadas aos 0, 4, 8 e 12 meses apds o preparo dos tratamentos. Letras
minGsculas para a severidade e mailsculas para a AACPD indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
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7. DISCUSSAO

No presente trabalho, a pulverizacdo de ulvana (10mg/mL)
promoveu uma reducdo de cerca de 30% tanto na severidade da
antracnose aos 11 DPI quanto na AACPD (Figura 2), no segundo
trifélio (efeito local) de plantas de P. vulgaris cv. IPR Uirapuru.
Resultados semelhantes foram obtidos por PAULERT et al. (2009), que
relataram uma reducdo de 38% na severidade da antracnose em plantas
de P. vulgaris previamente tratadas com ulvana. A aplicacdo deste
polissacarideo tem demonstrado também potencial para o controle de
outras doencas, tais como, a ferrugem (U. appendiculatus) do feijoeiro
(BORSATO, 2009) e a mancha foliar de Glomerella (C.
gloeosporioides) em macieira (M. domestica) (ARAUJO et al., 2008).
Considerando que a ulvana ndo possui efeito antifingico e que pode
elicitar respostas de defesa tanto local quanto sistemicamente em plantas
(ARAUJO et al., 2008; CLUZET et al., 2004; PAULERT et al., 2009;
STADNIK et al., 2009), € provavel que a reducdo de doenca tenha sido
causada por mecanismos de defesa induzidos pelo polissacarideo.
Geralmente, a expressdo da resisténcia induzida leva a uma redugdo no
tamanho e/ou namero de lesdes causadas no hospedeiro pelo patégeno,
levando assim, a um atraso no desenvolvimento da doenca. Seus
principios podem ser aplicados na prote¢do de plantas contra um amplo
espectro de doencas causadas por fungos, bactérias e virus
(HAMMERSCHMIDT, 1999; STADNIK e MARASCHIN, 2004;
HAMMERSCHMIDT, 2007).

A pulverizagdo de ulvana reduziu a AACPD, mas ndo afetou a
severidade aos 11 DPI da antracnose no terceiro trifolio (efeito
sistémico) (Figura 2). As discrepancias entre estes resultados podem ser
explicadas pelo coeficiente de variagdo obtido para os dois conjuntos de
dados. Engquanto que para a AACPD o CV foi de 7%, o obtido para a
severidade foi de 17%, ndo permitindo, possivelmente, a deteccdo de
diferencas sutis entre os tratamentos.

A reducdo na AACPD observada no tecido ndo tratado (terceiro
trifolio) pode ser explicada pela translocacdo de sinais provenientes das
folhas tratadas para os demais tecidos, resultando na inducdo de
resisténcia. Entretanto, este efeito foi menor quando comparado ao
obtido em tecido tratado (segundo trifélio). Sabe-se que a resisténcia
induzida sistemicamente geralmente € caracterizada por menor
eficiéncia e durabilidade (RYALS; UKNES; WARD, 1994; GUZZO;
MARTINS, 1996; GOzZzO, 2003; STADNIK; MARASCHIN, 2004;
FERNANDES, 2007).
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A severidade da antracnose foi avaliada, neste experimento
também em uma linhagem resistente selecionada de uma populacdo
segregante do cv. Uirapuru. Essa linhagem n&o apresentou sintomas da
antracnose (Figura 2). No entanto, 4 dias ap6s a inoculacdo foram
visualizados pontos necroticos no tecido do mesofilo (Figura 3A), que
corresponderiam possivelmente & reacdo de hipersensibilidade. A
resisténcia de cultivares de P. vulgaris a raca 73 de C. lindemuthianum
vem sendo estudada e, até o momento, foram identificadas varias fontes
de resisténcia, dentre elas pode-se citar os cv. Kaboon (Co-1%)
(MELLOTO; KELLY, 2000), G2333 (Co-5) (PEREIRA; SANTOS, 2004) e
Widusa (Co-1°) (GONCALVES-VIDIGAL; KELLY, 2006), todas
governadas por um Unico gene dominante. A interacdo feijoeiro-
antracnose segue 0 modelo gene-a-gene (VENEAULT-FOURREY;
LAUGE; LANGIN, 2005). Assim, a presenca de resisténcia monogénica
dominante em plantas de P. vulgaris leva possivelmente a RH,
bloqueando o desenvolvimento de Cl (VENEAULT-FOURREY; LAUGE;
LANGIN, 2005; O'CONNELL; BAILEY, 1988). A interacdo entre o gene
Co-2 e seu respectivo gene de aviruléncia presente no fungo C.
lindemuthianum leva ao desenvolvimento da RH (VENEAULT-
FOURREY; LAUGE; LANGIN, 2005).

Apbs o reconhecimento do patdgeno, novos mecanismos de
defesa sdo ativados, os quais envolvem a formacdo de tiloses, papilas,
camadas de cortica e de abscisdo, produgdo de compostos como as
fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas) e
espécies ativas de oxigénio (AOS’s) (STADNIK; MARASCHIN, 2004).

As peroxidases (POX) pertencem a classe PR-9 de proteinas
relacionadas & patogénese e estdo envolvidas no espessamento da parede
celular catalisando a deposi¢do de lignina em resposta ao ataque de
patégenos (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999), enquanto que as B-1,3-
glucanases (GLU) sdo enzimas pertencentes a classe PR-2 de proteinas
relacionadas a patogénese e estdo envolvidas na degradacdo de
polimeros de B -1,3-glucana, um dos principais componentes da parede
celular de fungos (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; CORNELISSEN;
MELCHERS, 1993).

Geralmente, os agentes indutores de resisténcia ndo causam uma
elevacdo na atividade de POX antes da inoculagdo (STADNIK; BETTIOL,
2007; SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007). Por outro lado, no
presente trabalho, a pulverizagdo de ulvana elevou, em todos o0s
momentos avaliados, a atividade das enzimas POX e GLU em plantas
ndo inoculadas (Tabelas 8 e 9). O efeito deste polissacarideo sobre
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atividade enzimética pode ser explicado de duas maneiras: (1) o
polissacarideo ulvana poderia fornecer nutrientes aos microorganismos
presentes no filoplano que, ao tentarem invadir as células vegetais,
desencadeariam, por sua vez, respostas de defesa, tais como a elevagéo
da atividade enzimatica. Um aumento na populacdo de
Methylobacterium spp., uma bactéria ndo patogénica amplamente
distribuida na filosfera, eleva a atividade das enzimas fenilalanina
amonia liase, peroxidases, glucanases e quitinases em plantas de arroz
(Oriza sativa) (MADHAIYAN et al., 2004); (2) a aplicacdo de ulvana
poderia ter sensibilizado as células de P. vulgaris, aumentando sua
capacidade de mobilizar respostas de defesa. A resisténcia induzida esta
frequentemente associada com o Priming (ORTMANN; CONRATH;
MOERCHBACHER, 2006), onde plantas/células tratadas com um agente
indutor tornam-se sensibilizadas (primed) podendo ativar respostas de
defesa mais rapidas e intensas se submetidas a estresses abidticos ou ao
atague de patdégenos ou insetos (PAULERT; STADNIK;
MOERCHBACHER, 2008; JUNG et al.,, 2009; CONRATH; PIETERSE;
MAUCH-MANI, 2002). O tratamento de culturas de células de trigo com
exopolissacarideos provenientes da bactéria Erwinia herbicola, eleva em
cerca de 100% a atividade de peroxidases, além de potencializar a
explosdo oxidativa gerada pela aplicacdo posterior de quitina e de
quitosana (ORTMANN; MOERSCHBACHER, 2006).

A capacidade de sensibilizar células (Priming) foi recentemente
descrita para a ulvana por Paulert, Stadnik e Moerchbacher (2008). Segundo
estes autores, a pré-incubacdo de culturas de células de trigo e de arroz
com ulvana potencializou a explosdo oxidativa gerada pela aplicacéo
posterior de quitina, quando comparada a sua aplicacdo isoladamente.

A inducdo de resisténcia e o priming podem resultar em gastos
desnecessarios para a planta, especialmente em casos de auséncia de
patégenos (WALTERS; HEIL, 2007; HEIL, 2007). Os custos mais comuns
sdo: custos de alocacdo, custos ecoldgicos e custos genéticos. Os custos
de alocacgdo envolvem o direcionamento de recursos que poderiam ser
utilizados para o crescimento ou reproducdo. Os custos ecoldgicos estdo
relacionados com os efeitos negativos da resisténcia induzida sobre as
interacdes da planta com o ambiente e 0s custos genéticos estdo
relacionados com os efeitos dos genes de resisténcia sobre os genes
envolvidos no desenvolvimento da planta (WALTERS; HEIL, 2007; HEIL,
2007). No entanto, os custos envolvidos na resisténcia induzida parecem
ser maiores que os do priming. Por exemplo, o priming induzido em
Arabidopsis thaliana por pequenas doses do é&cido p -aminobutirico
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causa uma pequena reducdo na taxa de crescimento e ndo afeta a
producdo de sementes, enquanto que a resisténcia induzida diretamente
por doses maiores do acido ou pelo benzotiadiazol afeta fortemente
ambos os fatores (VAN HULTEN et al., 2006).

A atividade de peroxidases (POX) foi sempre maior em plantas
resistentes, independente de serem inoculadas ou ndo (Tabela 8). A
maior atividade de POX em plantas resistentes ndo inoculadas sugere
gue esta enzima esta presente em maior quantidade em condi¢es
naturais nestas plantas. Uma alta atividade de POX em linhagens de
plantas antes da inoculagdo tem sido associada com a resisténcia a
patégenos (SHIMONI; BAR-ZUR; REUVENI, 1991; REUVENI et al., 1992),
por exemplo: a atividade de POX, antes da inoculagdo, € maior nas
linhagens de milho B37HtN e B73HtN, quando comparada as linhagens
B37 e B73, respectivamente. Apds a inoculacdo com o fungo
Exserohilum turcicum (Pass.), as linhagens B37HtN e B73HtN
mostraram-se resistentes ao fungo, enquanto que as linhagens B37 e
B73 foram suscetiveis (SHIMONI; BAR-ZUR; REUVENI, 1991).

A inoculacdo elevou a atividade de POX em plantas resistentes e
tratadas com ulvana somente as 48 HAI, enquanto que para plantas
suscetiveis, a presenca do fungo ndo alterou a atividade desta enzima
(Tabela 8). Considerando que a enzima POX estd envolvida no
espessamento da parede celular em resposta ao ataque de patdgenos
(VAN LOON; VAN STRIEN, 1999), pode-se sugerir que a elevacdo da
atividade desta enzima, as 48 HAI em plantas resistentes e tratadas com
ulvana, esteja relacionada com o reconhecimento do patogeno e ativagdo
de mecanismos de defesa. Sabe-se que na maioria das interagdes entre
plantas e fungos, a resisténcia inata atua no reconhecimento rapido e
especifico do patégeno, levando a inducdo de respostas de defesa, tais
como a producdo de AOS's, reforco da parede celular, sintese de
fitoalexinas e acimulo de proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas
PR) (VENEAULT-FOURREY; LAUGE; LANGIN, 2005). A interacdo entre
plantas resistentes de P. vulgaris e P. syringae pv. phaseolicola eleva a
atividade de enzimas envolvidas na produgdo e utilizacdo do H,0,, tais
como as peroxidases e xantina oxidase e reduz a atividade de enzimas
envolvidas na remo¢do do H,O, como as catalases (MILOSEVIC;
SLUSARENKO, 1996). O processo de lignificacdo em pepino ocorre mais
rapidamente em plantas resistentes e suscetiveis tratadas com um agente
indutor (C. lagenarium), bloqueando a penetracdo do fungo C.
lagenarium (HAMMERSCHMIDT; KUC, 1982).
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A atividade de glucanases (GLU) ndo diferiu entre plantas
resistentes e suscetiveis, independe de serem inoculadas ou ndo, exceto
as 48 HAI em plantas ndo inoculadas (Tabela 9). Uma hip6tese pode ser
levantada para a explicagdo desses resultados: a atividade de GLU pode
ser elevada, em plantas resistentes, em um momento posterior as 48
HAI. A atividade de glucanases em plantas de P. vulgaris foi maior
somente 5 dias apds a inoculagcdo com Cl (DANN et al., 1996). Por outro
lado, o acimulo de transcritos da PR-2 (glucanases) é detectado em
plantas de P. vulgaris a partir da adesdo e germinacédo de conidios de Cl
na superficie foliar (VENEAULT-FOURREY; LAUGE; LANGIN, 2005).

A pulverizacdo de ulvana elevou a atividade de GLU em plantas
inoculadas em todos os momentos avaliados (Tabela 9). A pulverizagdo
de ulvana elevou a atividade GLU em plantas de P. vulgaris
moderadamente suscetiveis a U. appendiculatus, mas ndo afetou a
atividade desta enzima em plantas resistentes (BORSATO, 2009). Estes
resultados sugerem que a ulvana tenha induzido a expressdo de genes
relacionados com a sintese de glucanases. Por outro lado, a aplicacéo
preventiva de ulvana em plantas de Arabidopsis thaliana (STADNIK et
al., 2009) e de Medicago truncatula (CLUZET et al., 2004) ndo induz a
expressao de genes envolvidos na sintese de glucanases.

A germinacdo de conidios de CI ndo foi afetada pela resisténcia
inata, exceto as 24 HAI (Tabela 10). De fato, sabe-se que a germinacao
de conidios e a formacdo de apressdrios de Colletotrichum spp. séo
semelhantes tanto em plantas resistentes quanto em plantas suscetiveis
(WHARTON; JULIAN; O'CONNELL, 2001; BENTES; MATSUOKA, 2002).

A formacdo de apressorios ndo foi influenciada pela resisténcia
inata, exceto as 12 HAI quando plantas resistentes apresentaram maior
numero de apressdrios formados (Tabela 10). Fernandes (2007) relatou
maior formacgdo de apressorios de Cl em plantas resistentes de P.
vulgaris. Estes resultados sugerem que 0s mecanismos de defesa
presentes na linhagem resistente atuam em fases posteriores a infeccéo.

A pulverizacdo de ulvana causou um atraso transiente na
germinagdo de conidios e na formagéo de apressorios de Cl em plantas
de P. vulgaris (Tabela 10). Fernandes (2007) relatou uma redugdo na
germinacdo de conidios de Cl em plantas de P. vulgaris tratadas com
ulvana. Por outro lado, a ulvana ndo influenciou a germinacdo de
esporos de U. appendiculatus em plantas de P. vulgaris (BORSATO,
2009). Duas hipdteses podem ser levantadas para a explicacdo destes
resultados, de acordo com Fernandes (2007), (1) a ulvana possui
capacidade de formar quelatos na presenca de ions boro e célcio (HAUG,

43



1976; CHIOVITTI et al., 2001), 0 que poderia sequestrar cations essenciais
para a germinacdo dos conidios e a diferenciacdo dos apressorios do
fungo (WARWAR; DICKMAN, 1996; AHN et al., 2006). (2) a ulvana
poderia fornecer nutrientes para microorganismos presentes na
superficie foliar que poderiam, por sua vez, produzir substancias
antimicrobianas como as produzidas por diversos isolados de Bacillus
spp. contra o fungo C. acutatum, em frutos citricos (KUPPER;
GIMENES-FERNANDES; GOES, 2003). Assim, Sd0 necessarios novos
estudos para avaliar os possiveis efeitos da ulvana sobre a germinagédo
de conidios e formacao de apressorios de CI.

A superficie aérea das plantas fornece habitat para diversos
microrganismos, sendo que muitos destes podem afetar o desempenho e
a qualidade da producdo das plantas, bem como o crescimento de
patégenos (BLAKEMAN; FOKKEMA, 1982; WHIPPS et al., 2008).

O elevado numero de células hipersensitivas bem como o
acumulo de peréxido de hidrogénio (Tabela 11 e Figuras 4C e D)
observados em plantas resistentes sugerem que a interacdo entre a racga
73 de Cl e a linhagem resistente do cv. Uirapuru leva ao
desenvolvimento da RH. Por outro lado, Fernandes (2007) ndo observou
diferencas no numero de células hipersensitivas em cultivar de P.
vulgaris com resisténcia monogénica e cv. suscetivel a raca 73 de CI.
Esta discrepancia entre resultados pode ser explicada pelas diferentes
metodologias utilizadas na avaliagdo da RH, enquanto que neste estudo
foi utilizada a diaminobenzidina (DAB) que forma polimeros na
presenca de H,O, e peroxidases (HUCKELHOVEN et al., 1999), Fernandes
(2007) ndo utilizou metodologia especifica para a visualizagdo da RH.
Além disso, no presente estudo foi utilizada uma linhagem resistente da
cv. Uirapuru, esta cultivar foi originada do cruzamento entre (IAPAR
BAC 29 x PR1711) x [NEP 2 x (PUEBLA 173 x ICAPIJAO)] (MODA-
CIRINO et al., 2001), enquanto que Fernandes (2007) utilizou a cv.
Valente originada do cruzamento entre (ENGOBA 201 - OURO x
ONIX x NA 512486) (ALBRECHT; CARVALHO, 2004). Estas cultivares
apresentam origens diferentes e, possivelmente, diferentes genes de
resisténcia a raca 73 de CI.

A pulverizacdo de ulvana reduziu o numero de células
hipersensitivas as 24 HAI em plantas de P. vulgaris (Tabela 11). Estes
resultados sugerem que este polissacarideo induz resisténcia por uma via
independente da RH. A resisténcia induzida em plantas de P. vulgaris,
pela aplicagdo do benzotiadiazol contra a ferrugem (U. appendiculatus),
¢ independente da RH (IRITI; FAORO, 2003). O benzotiadiazol atua
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inibindo a atividade de catalases e ascorbato peroxidases, elevando os
niveis de H,0,. Entretanto, estes niveis ndo atingem concentragdes
suficientes para causar a morte das células, pois 0 H,O, é utilizado por
enzimas tais como as peroxidases que sdo relativamente abundantes em
P. vulgaris (IRITI; FAORO, 2003). Por outro lado, Fernandes (2007)
observou um maior nimero de células com RH em plantas de P.
vulgaris ( cv. Uirapuru) previamente tratadas com ulvana e inoculadas
com a raca 73 de C. lindemuthianum. Assim, s80 necessarios novos
estudos para avaliar os efeitos da ulvana sobre a reacdo de
hipersensibilidade em plantas de P. vulgaris.

No presente trabalho, os inertes caulinita e silica amorfa néo
influenciaram a eficiéncia da ulvana em elicitar respostas de defesa em
plantas de P. vulgaris contra o fungo C. lindemuthianum, durante o
periodo de um ano (Figura 5). Sabe-se que a correta sele¢do do inerte
pode aumentar a vida de prateleira e a eficiéncia do ingrediente ativo
(WARD, 1984; MEDUGNO, 2007). Até o presente momento, 0 preparo de
formulagdes utilizando polissacarideos como ingredientes ativos tem
sido pouco estudado.

Apesar do nome inerte, este produto é quimicamente ativo,
podendo alterar o pH da solucéo, melhorar a suspensibilidade, prevenir a
compactacdo, atuar na absor¢do de substancias que poderiam afetar o
ingrediente ativo e na retencdo de umidade. Estas propriedades
permitem a alteracdo do microambiente em torno do ingrediente ativo
melhorando 0 armazenamento, a manipulacdo e a aplicacdo do produto
(WARD, 1984; MEDUGNO, 2007).

Os produtos silica amorfa e caulinita sdo tidos como inertes
(WARD, 1984; MEDUGNO, 2007). No entanto podem, em alguns casos,
induzir resisténcia em plantas, por terem em sua composi¢do o silicio
(Si). A adicdo de silicio no solo reduz a incidéncia da antracnose em
feijoeiro (MORAES et al., 2010) e induz o acumulo de fitoalexinas em
plantas de pepino contra o fungo Sphaerotheca fuliginea (Schltdl.)
Pollacci (oidio) (FAWE et al., 1998).

O inerte atapulgita reduziu em todos os momentos avaliados a
eficiéncia do polissacarideo ulvana em elicitar respostas de defesa em
plantas de P. vulgaris contra o fungo C. lindemuthianum (Figura 4).
Considerando que o inerte pode interagir com o ingrediente ativo
(WARD, 1984; MEDUGNO, 2007; KNOWLES, 2008), pode-se sugerir que
ocorreram interacGes entre as particulas da atapulgita e o polissacarideo
ulvana. Sabe-se que particulas de argila (montimorilonita) podem
flocular na presenca de sais e polissacarideos, através da anulacdo da
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repulsdo eletrostatica por parte dos sais, possibilitando a aproximagéo
das particulas de argila e posterior formacdo de ligacdes entre elas
através da adsorcdo de macromoléculas (LABILLE et al., 2005). Para a
formacdo destes aglomerados dois mecanismos sdo propostos: (1) o
hidrogénio do radical hidroxila do polissacarideo poderia se ligar ao
oxigénio presente na superficie da argila, ou (2) o radicai hidroxila da
argila poderia se ligar ao oxigénio do polissacarideo (LABILLE et al.,
2005). Além da presenca de sais, as interagdes sdo influenciadas pelo
grau de dispersdo, tamanho, forma e propriedades superficiais das
particulas de argila (THENG, 1970; LABILLE et al., 2005). A
montimorilonita possui a seguinte férmula empirica: (Na, Ca)o3(Al,
MQ),Si4019(OH),-nH,O. Além de possuirem composicdo quimica
semelhante, a montimorilonita e a atapulgita apresentam fortes
propriedades adsorventes (WARD, 1984). Durante o preparo dos
tratamentos para a aplicacéo, foi observado que o tratamento contendo o
inerte atapulgita apresentou, em todos os momentos avaliados, uma
maior dificuldade de dissolugdo e a formacdo de aglomerados de
particulas.

A ulvana ndo formou aglomerados de particulas com a caulinita
(argila), como os observados na formulagdo contendo atapulgita. Isto
pode ser explicado pela estrutura quimica destes compostos, enquanto a
caulinita é estruturada em duas camadas, uma delas de tetraedros de
oxido de silio e outra de octaedros de 6xido de aluminio, a atapulgita
apresenta uma estrutura em forma de cadeia de tetraedros de 6xido de
silicio ligados por octaedros de oxigénio e hidroxilas contendo cations
aluminio e magnésio (WARD, 1984). Sabe-se que as varia¢des estruturais
sd0 responsaveis por alterar propriedades fisico-quimicas das argilas,
tais como a carga da superficie, influenciando suas propriedades
adsorventes (WARD, 1984).

Por fim, pode-se concluir que a germinacdo de conidios e a
formacdo de apressorios de Cl ndo foram afetadas pela resisténcia inata
ou pela induzida por ulvana. A resisténcia inata de P. vulgaris a raga 73
do fungo C. lindemuthianum parece estar associada com o rapido
reconhecimento do patégeno, com a reacao de hipersensibilidade e com
a elevada atividade de POX. A reducdo da antracnose em plantas
tratadas com ulvana parece estar relacionada com o aumento da
atividade de POX e GLU. A eficiéncia da ulvana foi reduzida pela
formulacdo contendo atapulgita, mas ndo pela que continha silica
amorfa ou caulinita.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Andlise de variancia (ANOVA) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
para o segundo trifélio (efeito local) de linhagem suscetivel de
Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratada com agua ou ulvana e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 1 9,245 7,098 0,037 217
Erro 6 1,303 !

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV(%)
Tratamento 1 544500 15,604 0,008 160
Erro 6 34,900 '

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

Anexo 2. Resultado do Teste de Tukey (p<0,05) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
para o segundo trifdlio (efeito local) de linhagem suscetivel de
Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratada com &gua ou ulvana e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Tratamento Média Tukey
Agua 6,3 A
Ulvana 4,2 B
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)
Tratamento Média Tukey
Agua 45,1 A
Ulvana 28,6 B
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Anexo 3. Andlise de varidncia (ANOVA) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
para o terceiro trifolio (efeito sistémico) de linhagem suscetivel de
Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com &gua ou ulvana e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Fonte de Variagdo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 1 0,661 0,788 0,409 16.9
Erro 6 0,840 '

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Fonte de Variagdo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 1 44,650 5276 0,061 66
Erro 6 8,460 !

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

Anexo 4. Resultado do Teste de Tukey (p<0,05) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
para o terceiro trifélio (efeito sisttmico) de linhagem suscetivel de
Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratada com 4gua ou ulvana e
inoculadas com a raca 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Tratamento Média Tukey
Agua 5,7 A
Ulvana 52 A
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)
Tratamento Média Tukey*
Agua 46,4 A
Ulvana 417 B

*Probabilidade de 7%.
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Anexo 5. Curva padrdo utilizando BSA (Albumina de soro bovino) e
equacdo, utilizados para o célculo do contelido de proteinas em amostras
retiradas para a avaliacdo de peroxidases.
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Anexo 6. Curva padrdo utilizando BSA (Albumina de soro bovino) e
equacao, utilizados para o calculo do contelido de proteinas em amostras
retiradas para a avaliacdo de glucanases.
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Anexo 7. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade de
peroxidases (A Abs. 470nm/min/mg Proteina) avaliada 12, 24 e 48 horas
apos a inoculagdo (HAI) no primeiro trifdlio de linhagem resistente e
suscetivel de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com agua ou
ulvana e inoculadas com a raca 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

HAI Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 57,249 5,198 0,042

12 Tratamento 1 21,670 1,967 0,186 228
Linhagem*Tratamento 1 25,044 2,274 0,158 '
Erro 12 11,015

HAI Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 44588 6,078 0,030

24 Tratamento 1 12,224 1,666 0,221 196
Linhagem*Tratamento 1 0,831 0,113 0,742 '
Erro 12 7,336

HAI  Fonte de Variagdo* GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 1,170 28,595 0,000

48 Tratamento 1 0,288 7,033 0,021 79
Linhagem*Tratamento 1 0,020 0,478 0,503 !
Erro 12 0,041

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacdo. *Dados transformados para Log(x).
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Anexo 8. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade de
peroxidases (A Abs. 470nm/min/mg Proteina) avaliada 12, 24 e 48 horas
apos a inoculagdo (HAI) no primeiro trifdlio de linhagem resistente e
suscetivel de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com agua ou
ulvana e ndo inoculadas.

HAI Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 48,842 5,408 0,038

12 Tratamento 1 89547 9,915 0,008 201
Linhagem*Tratamento 1 23191 2568 0,135 '
Erro 12 9,032

HAI Fonte de Variacdo* GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 0,856 4,255 0,062

24 Tratamento 1 1490 7,412 0,019 120
Linhagem*Tratamento 1 0,430 2,137 0,169 '
Erro 12 0,201

HAI Fonte de Variagdo* GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 1,994 6,095 0,030

48 Tratamento 1 1,947 5952 0,031 166
Linhagem*Tratamento 1 0,021 0,065 0,803 '
Erro 12 0,327

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacdo. *Dados transformados para Vx.
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Anexo 9. Anélise de variancia (ANOVA) para a atividade de glucanases
(Absorbancia a 600nm/mg de Proteina) avaliada 12, 24 e 48 horas apds
a inoculacdo (HAI) no primeiro trifolio de linhagem resistente e
suscetivel de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com agua ou
ulvana e inoculadas com a raca 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

HAI Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 0,946 0,476 0,504
Tratamento 1 39,094 19,653 0,001

12 . 10,0%
Linhagem*Tratamento 1 0,004 0,002 0,963
Erro 12 1,989

HAI Fonte de Variagdo GL QM Fc P CV (%)

Linhagem 1 8,693 1,918 0,191

24 Tratamento 1 147,606 32,574 0,000 12.2%
Linhagem*Tratamento 1 1,698 0,375 0,552 '
Erro 12 4,531
HAI Fonte de Variagdo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 2,751 1,285 0,279

48 Tratamento 1 24506 11,445 0,005 0.8%
Linhagem*Tratamento 1 8,892 4,153 0,064 ’
Erro 12 2,141

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacao.
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Anexo 10. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade de
glucanases (Absorbancia a 600nm/mg de Proteina) avaliada 12, 24 e 48
horas apdés a inoculacdo (HAI) no primeiro trifélio de linhagem
resistente e suscetivel de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas
com agua ou ulvana e nao inoculadas.

HAI Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 10,498 2,677 0,128
12 T_ratamento 1 26,794 6,834 0,023 14.9%
Linhagem*Tratamento 1 1,655 0,422 0,528
Erro 12 3,921
HAI Fonte de Variagdo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 12,611 1,803 0,204
Tratamento 1 153,058 21,887 0,001
24 . 22,2%
Linhagem*Tratamento 1 0,151 0,022 0,886
Erro 12 6,993
HAI Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 28,449 53,793 0,000
48 Tratamento 1 131,728 249,083 0,000 6.5%
Linhagem*Tratamento 1 6,706 12,681 0,004 '
Erro 12 0,529

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacao.
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Anexo 11. Andlise de variancia (ANOVA) para a porcentagem de
germinacdo de conidios da raca 73 de Colletotrichum lindemuthianum,
avaliada 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo (HAI), no primeiro trifélio
de linhagem resistente e suscetivel de Phaseolus vulgaris cv. IPR
Uirapuru tratadas com agua ou ulvana.

HAI Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 9,250 2,516 0,139

12 Tratamento 1 64,670 17,590 0,001 5 0%
Linhagem*Tratamento 1 9,250 2,516 0,139 ’
Erro 12 3,680

HAI Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 93,400 51,260 0,000

24 Tratamento 1 16,700 9,150 0,011 2 0%
Linhagem*Tratamento 1 0,300 0,190 0,673 '
Erro 12 1,800

HAI Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 0,600 0,900 0,360

48 Tratamento 1 0,000 0,000 0,961 1.0%
Linhagem*Tratamento 1 0,400 0,600 0,468 '
Erro 12 0,700

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacao.
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Anexo 12. Andlise de variancia (ANOVA) para a porcentagem de
formacdo de apressodrios da raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum,
avaliada 12, 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo (HAI), no primeiro trifélio
de linhagem resistente e suscetivel de Phaseolus vulgaris cv. IPR
Uirapuru tratadas com agua ou ulvana.

HAI  Fonte de Variagdo* GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 2,242 12,543 0,004
12 T_ratamento 1 9,792 54,785 0,000 14.7%
Linhagem*Tratamento 1 0,448 2,509 0,139
Erro 12 0,179
HAI Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 0,063 0,021 0,888
Tratamento 1 6,343 2,480 0,141 0
24 Linhagem*Tratamento 1 1,879 0,735 0,408 30,9%
Erro 12 2,558
HAI Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 0,205 0,091 0,769
Tratamento 1 1,975 0,874 0,368 o
48 Linhagem*Tratamento 1 22,356 9,890 0,009 20,4%
Erro 12 2,260

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacdo. *Dados transformados para Vx.
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Anexo 13. Andlise de variancia (ANOVA) para o nimero de células
com reagdo de hipersensibilidade/cm? avaliada 12, 24 e 48 horas ap6s a
inoculacdo (HAI), em linhagem resistente e suscetivel de Phaseolus
vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com 4agua ou ulvana e inoculadas
com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

HAI  Fonte de Variagdo* GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 0,194 1,775 0,208

12 T_ratamento 1 0,027 0,250 0,626 11.8%
Linhagem*Tratamento 1 0,017 0,156 0,700
Erro 12 0,109

HAI  Fonte de Variagdo* GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 2,430 26,825 0,000
Tratamento 1 0,732 8,083 0,015

24 Linhagem*Tratamento 1 0,168 1.854 0,198 10.3%
Erro 12 0,091

HAI  Fonte de Variagdo** GL QM Fc P CV (%)
Linhagem 1 105565 9,634 0,009

48 Tratamento 1 0,461 0,420 0,529 19.3%
Linhagem*Tratamento 1 0,031 0,028 0,869
Erro 12 1,097

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

para Vx.
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Anexo 14. Anélise de varidancia (ANOVA) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
avaliadas no momento do preparo dos tratamentos (agosto de 2008),
para plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com é&gua,
ulvana ou as formulagdes de ulvana com os inertes Caulinita, silica
amorfa e atapulgita (concentracdo final de ulvana = 10mg/mL) e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose*

Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 4 0,975 18,544 0,000 128
Erro 20 0,053 !

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 4 248,220 17,069 0,000 170
Erro 20 14,540 '

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacao. *Dados transformados para x.
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Anexo 15. Resultado do Teste de Tukey (p<0,05) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
avaliadas no momento do preparo dos tratamentos (agosto de 2008),
para plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com é&gua,
ulvana ou as formulagdes de ulvana com os inertes Caulinita, silica
amorfa e atapulgita (concentracdo final de ulvana = 10mg/mL) e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Tratamento Média Tukey
Silica amorfa + Ulvana 2,8 A
Caulinita + Ulvana 2,1 A
Atapulgita + Ulvana 4,5 B
Ulvana 2,1 A
Agua 53 B

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Tratamento Média Tukey
Silica amorfa + Ulvana 19,4 A
Caulinita + Ulvana 17,7 A
Atapulgita + Ulvana 21,7 B
Ulvana 16,5 A
Agua 30,9 B
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Anexo 16. Andlise de varidncia (ANOVA) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
avaliadas quatro meses apds o preparo dos tratamentos (dezembro de
2008), para plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas
com agua, ulvana ou as formulagfes de ulvana com os inertes Caulinita,
silica amorfa e atapulgita (concentracéo final de ulvana = 10mg/mL) e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 4 9,453 6,323 0,001 278
Erro 20 1,495 '

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV(%)
Tratamento 4 890,560 6,496 0,000 303
Erro 20 137,090 ’

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacao.
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Anexo 17. Resultado do Teste de Tukey (p<0,05) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD),
avaliadas quatro meses apds o preparo dos tratamentos (dezembro de
2008), para plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas
com agua, ulvana ou as formulagfes de ulvana com os inertes Caulinita,
silica amorfa e atapulgita (concentracéo final de ulvana = 10mg/mL) e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Tratamento Média Tukey
Ulvana + Silica amorfa 3,1 A
Ulvana + Caulinita 3,8 AB
Ulvana + Atapulgita 55 ABC
Ulvana 3,7 AB
Agua 6,0 C

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Tratamento Média Tukey
Ulvana + Silica amorfa 28,5 A
Ulvana + Caulinita 30,4 A
Ulvana + Atapulgita 46,4 B
Ulvana 32,0 A
Agua 56,5 B
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Anexo 18. Anélise de variancia (ANOVA) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
avaliadas oito meses apds o preparo dos tratamentos (abril de 2009),
para plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com é&gua,
ulvana ou as formulagdes de ulvana com os inertes Caulinita, silica
amorfa e atapulgita (concentracdo final de ulvana = 10mg/mL) e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Fonte de Variagédo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 4 6,510 11,889 0,000 155
Erro 20 0,548 !

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Fonte de Variacdo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 4 1084,690 13,806 0,000 295
Erro 20 78,560 '

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacao.
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Anexo 19. Resultado do Teste de Tukey (p<0,05) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
avaliadas oito meses apds o preparo dos tratamentos (abril de 2009),
para plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com é&gua,
ulvana ou as formulagdes de ulvana com os inertes Caulinita, silica
amorfa e atapulgita (concentracdo final de ulvana = 10mg/mL) e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Tratamento Média Tukey
Ulvana + Silica amorfa 3,5 A
Ulvana + Caulinita 42 AB
Ulvana + Atapulgita 6,3 C
Ulvana 4,3 AB
Agua 5,6 BC

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Tratamento Média Tukey
Ulvana + Silica amorfa 26,3 A
Ulvana + Caulinita 29,1 A
Ulvana + Atapulgita 53,8 B
Ulvana 31,0 A
Agua 57,1 B
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Anexo 20. Andlise de variancia (ANOVA) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
avaliadas 12 meses ap6s 0 preparo dos tratamentos (agosto de 2009),
para plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas com é&gua,
ulvana ou as formulagdes de ulvana com os inertes Caulinita, silica
amorfa e atapulgita (concentracdo final de ulvana = 10mg/mL) e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Fonte de Variagéo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 4 5,788 7,682 0,000 339
Erro 20 0,754 !

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Fonte de Variagdo GL QM Fc P CV (%)
Tratamento 4 231,010 12,721 0,000 196
Erro 20 18,160 '

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fc: Valor do F-teste
calculado; P: Probabilidade de Fc>F esperado; CV(%): Coeficiente de
variacao.
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Anexo 21. Resultado do Teste de Tukey (p<0,05) para a Severidade da
Antracnose e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD),
avaliadas avaliadas 12 meses apds o preparo dos tratamentos (agosto de
2009), para plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru tratadas
com agua, ulvana ou as formula¢fes de ulvana com os inertes Caulinita,
silica amorfa e atapulgita (concentracéo final de ulvana = 10mg/mL) e
inoculadas com a raga 73 de Colletotrichum lindemuthianum.

Severidade da antracnose

Tratamento Média Tukey
Ulvana + Silica amorfa 1,6 A
Ulvana + Caulinita 1,7 A
Ulvana + Atapulgita 3,3 B
Ulvana 2,2 A
Agua 41 B

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)

Tratamento Média Tukey
Ulvana + Silica amorfa 16,0 A
Ulvana + Caulinita 16,6 A
Ulvana + Atapulgita 26,6 B
Ulvana 18,5 A
Agua 31,3 B
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