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RESUMO

Respostas de defesa e resisténcia induzida por ulvana a antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) em cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.)

O efeito da aplicagdo foliar do polissacarideo algal, ulvana, na resisténcia a antracnose e nas
respostas de defesa foi estudado sobre as nervuras primdria, secunddria e tercidria em foliolos
de cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Para tanto, trés cultivares de
feijoeiro, apresentando diferentes niveis de resisténcia foram usados, isto é, ‘Uirapuru’
(suscetivel), ‘Mouro Graido’ (com resisténcia de planta adulta) e ‘Valente’ (resistente). Estas
plantas, no estadio fenolégico V3, foram pulverizadas com ulvana (10 mg/mL) ou com dgua
destilada (testemunha) 6 e 3 dias antes da inoculagdo com a raca 73 de C. lindemuthianum. O
foliolo central do segundo trifélio foi protegido com um saco plastico durante o tratamento,
para avaliar o efeito sitémico, enquanto que os dois foliolos laterais permaneceram
desprotegidos. A drea foliolar bem como o comprimento das nervuras foram determinados, e
a severidade da doenca foi avaliada por escala descritiva e pela mensuracdo do nimero e
tamanho de lesdes necréticas sobre cada nervura. As 48 horas apds a inoculacdo, discos
foliares de 8mm de didmetro foram coletados de foliolos laterais, clareados com solucio de
etanol e 4cido acético glacial (3:1. v/v), conservados em solucdo de lactoglicerol, corados com
azul de Amann (0,1%) e examinados ao microscopio 6ptico (480x) para determinar a
germinacdo de conidios, a formagao de apressorios e a freqii€éncia de células hipersensitivas.
A éarea foliolar e o comprimento das nervuras foram muito semelhantes entre os cvs. Uirapuru
e Mouro Graudo. A severidade da doenca aos 8 dai (dias ap6s a inoculagio) ndo diferiu entre
os tratamentos. Entretanto, a ulvana reduziu local e sistemicamente a taxa de desenvolvimento
tanto do nimero como do comprimento de lesdes de 8 a 14 dai em ambos os cultivares
suscetiveis. A nervura primdria foi mais suscetivel a antracnose do que as outras. A taxa de
formacgdo de lesdes foi reduzida sistemicamente pela ulvana somente na nervura secunddria.
Os conidios germinaram igualmente nos cultivares, mas a ulvana reduziu sua germinag¢do em
28 e 44% nos cvs. Uirapuru e Mouro Graudo, respectivamente. A maior formagao de
apressorios (42%) foi registrada no ‘Valente’ que diferiu significativamente daquela sobre os
foliolos do ‘Mouro Graido’. A ulvana ndo influenciou a formacdo de apressorios. A
freqiiéncia de células hipersensitivas foi semelhante entre os cultivares, mas
significativamente maior em ‘Uirapuru’ tratado com ulvana que em plantas testemunhas de
‘Mouro Graddo’. A resisténcia inata e induzida bem como algumas respostas de defesa dos
tecidos de feijoeiro a antracnose e o efeito da ulvana sobre a germinag¢do de conidios sdo

discutidos.
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ABSTRACT

Defense responses and resistance induced by ulvan to anthracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) in common bean cultivars (Phaseolus vulgaris L.)

The effect of foliar application of the algal polyssacharide ulvan on the resistance to
anthracnose and defense responses was studied on primary, secondary and tertiary veins of
bean leaflets (Phaseolus vulgaris 1.). For that, three bean cultivars showing different
resistance levels were used, i.e. ‘Uirapuru’ (susceptible), ‘Mouro Graido’ (with adult plant
resistance) and ‘Valente’ (resistant). Plants at V3-growth stage were sprayed with ulvan (10
mg/mL) or water (control) six and three days before the inoculation with the race 73 of C.
lindemuthianum. The central leaflet of the 2 leaf was covered with a plastic bag at treatment
time, to evaluate the systemic effect, whereas two lateral leaflets remained uncovered. The
leaflet area as well as vein length were determined and the disease severity assessed by both
descriptive scale and measuring the number and the size of necrotic lesions on each leaflet
vein. At 48 h after inoculation, 8-mm diameter leaf discs from lateral leaflets were collected,
bleached with ethanol: glacial acetic acid (3:1. v/v), stored in lactoglycerol, stained with
Amann’s blue (0.1%) and examined with a light microscopy (480x) to determine the conidia
germination, appressoria formation and frequency of hypersentive cells. Uirapuru and Mouro
Gratdo cvs. presented similar leaflet area and vein length. Disease severity at 8 days after
inoculation (dai) did not differ between treatments. However, ulvan locally and systemically
reduced the development rate of both lesion number and length from the 8" to 14™ dai in both
susceptible cultivars. Primary vein was more susceptible to anthracnose than others. Lesion
formation rate was systemically reduced by ulvan only at the secondary vein. Conidia
germinated on cultivars equally well, but ulvan reduced their germination by 28 and 44% on
‘Uirapuru’ and ‘Mouro Graudo’, respectively. The highest appressoria formation (42%) was
recorded on ‘Valente’ which significantly differed from that on the ‘Mouro Graudo’ leaflets.
Ulvan did not influence appressoria formation. The frequency of hypersensitive cells was
similar among cultivars, but significantly higher in ulvan-treated ‘Uirapuru’ than in ‘Mouro
Graudo’ control plants. The innate and induced resistance as well as some defense responses
of bean plant tissues to anthracnose and the effect of ulvan on conidia germination are

discussed.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil é o maior produtor mundial de feijoeiros da espécie Phaseolus vulgaris, com
uma producdo de 3 bilhdes de toneladas na safra 2004 (IBGE, 2005) além de ser o maior
consumidor mundial com 18,4 kg /hab/ ano, porém esta cultura ainda apresenta baixa
produtividade média, cerca de 745 kg/ha (IBGE, 2005), decorrente de problemas de déficit
hidrico e ocorréncia de microrganismos fitopatogénicos. Dentre estes, destaca-se
Colletotrichum lindemuthianum, agente causal da antracnose que € reconhecida como a mais
importante doenca flingica que ataca a parte aérea do feijoeiro (Rava et al., 1993). Seu
controle € especialmente dificil devido ao fato do patégeno ser disseminado eficientemente
por sementes (Tu, 1992) e a existéncia de inimeras ragas do fungo (Sartorato, 2006). Deste
modo, as principais medidas de controle atualmente sdo o uso de cultivares resistentes e o
emprego de fungicidas.

Os programas de melhoramento tém dado preferéncia a incorporacdo de genes de
resisténcia vertical, porém a grande variabilidade dos fungos € capaz de vencer esta
resisténcia de tempos em tempos (Robinson, 1976), o que vem acontecendo no caso da
antracnose do feijoeiro. Por outro lado, o uso de agrotdxicos para a protecdo de plantas contra
fitopatdgenos, apesar de trazer resultados “positivos” em curto prazo, traz desvantagens por
exemplo, de onerar custos de produ¢do, contamina¢do do solo e da dgua, problemas de saide
para o ser humano, selecao de microorganismos resistentes, desequilibrio ambiental (Talamini
& Stadnik, 2004)

Dentro deste contexto, para minimizar ou até mesmo eliminar as desvantagens trazidas
pelos agrotdxicos, ou como opg¢do para driblar a grande variabilidade dos fungos capazes de
vencer a resisténcia vertical, a indug¢do de resisténcia tem se mostrado uma alternativa
promissora e complementar ao controle quimico e genético convencional. Entre os indutores,
os extratos etandlicos e polissacarideos de macroalgas marinhas tém apresentados resultados
promissores quanto a capacidade de resisténcia a antracnose do feijoeiro (Paulert, 2005;
Abreu, 2005).

Considerando a grande producdo de biomassa de Ulva no litoral sul brasileiro e seus
resultados promissores na inducdo da resisténcia a antracnose na cultura do feijoeiro,
desenvolveu-se esta pesquisa para avaliar a aplicagdo da ulvana na inducdo de resisténcia ao

fungo fitopatogénico C. lindemuthianum em cultivares de feijoeiro comum.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a indugdo de resisténcia em trés cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris

L.) ao Colletotrichum lindemuthianum pelo polissacarideo de alga (Ulva fasciata).

2.2 Objetivos especificos

- Verificar medidas foliolares nos cultivares de feijoeiro;

- Comparar a severidade da antracnose em trés cultivares de feijoeiro nos estadios fenolégicos

V3, com e sem aplicacdo de ulvana;

- Verificar a ocorréncia de efeito sisttmico de ulvana na indug¢do de resisténcia ao C.

lindemuthianum, em trés cultivares de feijoeiro, no estadio fenoldgico V3;

- Determinar, microscopicamente, em que estdgio(s) ocorre o desenvolvimento das estruturas
de infec¢do do C. lindemuthianum e qual o momento de resisténcia em diferentes cultivares

de feijoeiro no estadio fenoldgico V3, antes e depois da aplicacdo do tratamento com ulvana.

3. HIPOTESE

A aplicacdo foliar de ulvana induz respostas de defesa de modo diferenciado em cultivares de

feijoeiro ao Colletotrichum lindemuthianum.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Cultura do feijoeiro

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado em todo o mundo, em quase
todas as regides, nos mais diferentes climas. E um importante constituinte da dieta do
brasileiro, por ser uma excelente fonte protéica vegetal, contendo cerca de 20 a 25% de
proteina, mas é deficiente em aminodcidos sulfurados (metionina e cisteina). O feijao é um
dos produtos agricolas de maior importancia econdmico-social, por ser cultivado em grandes
extensoes de dreas e devido ao emprego de mao-de-obra durante o ciclo da cultura (Vieira et
al., 1999). O feijoeiro comum € a espécie mais cultivada no género Phaseolus, que inclui P.
coccineus, P. acutifolius, P. lunatus, contribuindo com cerca de 95% da producdo mundial
entre os feijoes, cultivado em mais de 100 paises, destacando-se India, Brasil, Estados Unidos
e México, responsaveis por 63% do total produzido. O Brasil é o maior consumidor de feijao
com 18,4 kg hab/ano (Embrapa, 2006).

Embora o pais seja consumidor em potencial, a produgdo brasileira ndao € suficiente
para suprir o consumo interno, apesar de ser o segundo maior produtor mundial de feijao, ja
que apresenta um rendimento médio entre os mais baixos do mundo, com cerca de 745 kg/ha.
Entre os fatores que afetam a produtividade da cultura do feijoeiro destacam-se as perdas
ocasionadas por doencgas, que em alguns casos podem chegar a 100%, principalmente quando
o manejo ndo € adequado e as medidas de controle ndo sdo adotadas (Gilbertson & Maxwell,
1992; Saettler, 1991). A Regido Sul do Brasil ocupa lugar de destaque no cendrio nacional,
respondendo por 37% da producgdo, seguida da Regido Sudeste com 31%, Regidao Nordeste
com 16%, Regido Centro-Oeste com 13%, e da Regido Norte com 3% (Embrapa, 2006).

O cultivar IPR Uirapuru, vem sendo cultivado na regido do Alto Vale do Itajai, no
estado de Santa Catarina, por apresentar um alto rendimento. Entretanto, em trabalhos
realizados na Escola Agrotécnica Federal de Rio do Sul, esse cultivar apresentou
suscetibilidade a algumas ragas de C. lindemuthianum, tais como a raga 73 (Loffaguen, 2004).
O cultivar BRS Valente, que ja vem sendo utilizado nessa mesma regido, também € uma boa
alternativa de cultivo (Embrapa, 2004), pois apresentou resisténcia a0 mosaico comum,
reacdo intermedidria a ferrugem e mancha angular e sob inoculacdo artificial, apresentou

resisténcia a 19 racas do fungo causador da antracnose (Embrapa Trigo, 2006). O cultivar



Mouro Gratdo apresentou reacdo suscetivel nos estddios V1/V2, intermedidria em V4/RS e
resistente em R5/R6 para as ragas 23, 31, 65 e 89 de C. lindemuthianum, caracterizando

aumento gradativo da resisténcia com a idade da planta (Medeiros, 2004).

4.2 Antracnose do feijoeiro

O feijoeiro comum € uma planta bastante vulnerdvel a acdo dos agentes ambientais,
seja de natureza abidtica (clima) ou bidtica (organismos vivos), caracterizada por acentuada
instabilidade produtiva (Dourado Neto & Fancelli, 2000). Em funcio da expansdo das areas
cultivadas no Brasil e do cultivo sucessivo, principalmente em dreas irrigadas, hd uma maior
contribuicdo para o aumento e disseminacdo dos patégenos. Além disso € suscetivel a
inimeras doencas que diminuem a produtividade da cultura e podem depreciar a qualidade do
produto (Sartorato, 2004).

A antracnose do feijoeiro, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.
& Magn.) Scrib., € uma das doengas mais graves do feijoeiro, afetando cultivares suscetiveis
em todo o mundo. Esta doencga estabelece-se, preferencialmente, em regides de temperatura
moderada a fria, entre 13°C e 26°C, com o 6timo a 21°C, e com alta umidade ambiental, como
nas zonas temperadas e subtropicais, onde a umidade relativa do ar acima de 91% ¢ freqiiente
(Bianchini et al., 1997; Paula-Jr. & Zambolim, 1998). O patégeno sobrevive de uma safra a
outra como micélio dormente no interior das sementes e em restos culturais. Os fatores que
contribuem para a disseminacdo do patdégeno a longa distdncia sdo o uso de sementes
contaminadas e chuvas moderadas e freqiientes, acompanhadas de ventos. Na disseminacao a
curta distancia, destaca-se o salpico de chuva sobre os residuos de colheita, insetos, animais,
homem e implementos agricolas (Pastor-Corrales, 1985; Schwartz, 1991; Sartorato et al.,
1996). Nestas condi¢Oes ambientais e sobre cultivares suscetiveis, e especialmente se as
sementes estiverem infectadas pelo patégeno, podem ocorrer redugdes de até 100% no
rendimento da cultura (Chaves, 1980; Peloso, 1992).

C. lindemuthianum € um fungo mitosporico, produz micélio septado e ramificado, de
coloracdo hialina a quase negra, a medida que envelhece. Os conidios sdo hialinos,
unicelulares, podendo ser oblongos, cilindricos, com pontas arredondadas; germinam em 6 a 9
horas sob condi¢des favordveis, formam tubo germinativo, apressorio e penetram

mecanicamente pela cuticula e epiderme do hospedeiro. As dimensdes dos conidios variam



entre 4,4um a 53um x 13um a 22um, sendo formados no interior de acérvulos e sobre
conidiéforos hialinos, eretos e ramificados, que medem de 40pum a 60um de comprimento. Os
conidiéforos/conidios apresentam-se envolvidos por uma massa gelatinosa de cor salmao,
ocre ou rosa, agregados em 30 a 50 conidi6foros por acérvulo (Bianchini et al., 1997,
Medeiros, 2004).

Os sintomas da antracnose podem ser observados em toda parte aérea da planta. As
lesdes necrdticas de coloracdo marrom-escura nas nervuras da face inferior da folha sdo os
sintomas tipicos desta doenca. Lesdes produzidas no caule e nos peciolos sdo alongadas,
escuras e as vezes deprimidas. Nas vagens, sdo geralmente circulares e deprimidas, de
coloragdo marrom, com os bordos escuros e salientes, circundados por um anel pardo-
avermelhado, podendo ainda apresentar o centro de coloragdo mais clara ou rosada, devido a
esporulacdo do fungo (Bianchini et al., 1997)

C. lindemunthianum possui ampla variabilidade em relagdo a capacidade de causar
doenca em vdrios cultivares. Tal variabilidade é identificada através de racas fisioldgicas
(Sartorato, 2002). No periodo de 1994 e 2002, identificou-se no Brasil, um total de 50 ragas.
As ragas 65, 73, 81 e 87 foram as mais freqiientes e estdo largamente distribuidas em
praticamente todos os estados amostrados do Brasil. No estado do Parand, foi encontrada a
maior variabilidade (29 ragas), seguido por Goids, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Minas
Gerais, com 17, 16, 14 e 9 ragas, respectivamente (Alzate-Marin & Sartorato, 2004; Sartorato,

2006).

4.3 Processo de infeccao de Colletotrichum lindemuthianum

Logo apds a deposi¢@o na superficie das folhas, os conidios de C. lindemuthianum, em
contacto com um filme de dgua na superficie da folha, iniciam o processo de germinacdo. A
maioria dos esporos germina dentro de um periodo de 9h. O tubo germinativo sofre uma
complexa diferenciacdo na sua extremidade livre, formando um apressério, proximo ao
conidio, normalmente na junc¢do entre células epidérmicas (Warthon & Julian, 1996). A
diferenciacao de um apressoério € essencial para a penetracdo no hospedeiro e a sua maturagao
envolve: formagao de um poro de penetracdo na base da célula; deposi¢ao de novas camadas
na parede celular e secre¢cdo de matriz extracelular. Para fixar o apressorio firmemente na

superficie da parede celular do hospedeiro, é depositada melanina em uma camada de parede



celular do patdgeno, fechando a membrana plasmdtica (O’Connell er al., 1995). Apés a
fixagdo do apressorio na superficie da folha, ha formacdo da hifa infectiva, a qual emerge a
partir do poro do apressdrio e penetra diretamente a cuticula e a parede celular do hospedeiro
(Wharton et al., 2001). A penetragdo por meio de tubo germinativo ndo diferenciado, ou seja,
sem formacdo de apressorio, ou através dos estdmatos ndo foi observada. Dentro da parede
celular a hifa infectiva aumenta de volume e desenvolve uma vesicula de infeccdo globosa
(Warthon & Julian, 1996; Wharton et al., 2001).

A penetracdo na cuticula da planta e parede celular, provavelmente, envolve as
seguintes combinacgdes: forca mecanica; maior turgor (maior pressdo); secrecdo de enzimas
degradadoras da cuticula e parede celular; e uma combinacao dos processos anteriores (Bailey
et al., 1992). Em M. grisea, o maior turgor no apressorio € conseguido pela concentracao de
glicerol, que € retido dentro da célula, pois a melanina € impermeével a este dlcool. Um
mecanismo similar ocorre em apressorio de Colletotrichum lindemuthianum (Bailey et al.,
1992).

Ap6s a penetragdo nos tecidos da folha, C. lindemuthianum, apresenta dois estadios de
infec¢do: uma fase inicial biotréfica e uma fase secunddria necrotréfica. Na fase biotréfica, a
qual tem uma duracdo de, aproximadamente, 24h, as membranas das células infectadas
invaginam-se em torno das vesiculas de infec¢@o, ndo havendo qualquer alteracio estrutural
no citoplasma. Apds a infeccdo de vdrias células do hospedeiro, as hifas crescem
intracelularmente, degenerando as células infectadas e dando origem a fase necrotréfica de
infec¢do, quando hifas secunddrias, de diametro varidvel sdao formadas (Wharton & Julian,
1996; Wharton et al., 2001; Mendgen & Hahn, 2002). Nesta fase, sdo observados os sintomas
tipicos da doenca. Durante a coloniza¢do dos tecidos do hospedeiro, a cuticula é rompida
mecanicamente, permitindo a exteriorizacdo dos conidiéforos, conidios, podendo ou ndo
aparecer setas, estruturas duras e pontiagudas, septadas, de cor marrom, medindo entre 30pm
a 100um, que podem ou nao se sobressair da massa gelatinosa que cobre os conidios,
caracterizando a esporulacdo do patogeno. Esse tipo de infeccdo caracteriza o fungo C.

lindemuthianum como parasita hemibiotréfico (Wharton et al., 2001; Medeiros, 2004).



4.4 Controle da antracnose do feijoeiro

z N

A antracnose do feijoeiro é uma doenca de dificil controle devido a eficiente
transmissdo do patdégeno pela semente; a falta de método de controle quimico efetivo; a
capacidade de sobrevivéncia durante varios meses em restos culturais infectados no solo
(Sutton, 1992).

Medidas integradas e complementares poderiam apresentar resultados promissores
(Rava et al., 1993): quarentena; estabelecimento de tolerdncia do nivel de sementes
infectadas; produgdo de sementes em dreas livres de doenca; tratamento quimico de sementes;
remogao dos restos culturais; rotacdo de culturas utilizando espécies nao hospedeiras como,
por exemplo, o milho; procedimentos sanitdrios; aplicacao de fungicidas, como por exemplo,
Captan, Carbendazim, Quintozene (tratamento de sementes) ou Azoxystrobin, Chlorothalonil,
Mancozeb (pulverizacdes foliares) (Embrapa, 2007); uso de cultivares resistentes.

Cultivares resistentes t€ém sido o método mais apropriado para controlar a antracnose,
particularmente, em paises onde métodos alternativos sdo dificeis de serem implementados. A
grande variabilidade presente em C. lindemuthianum, porém, tem resultado em continua
quebra de resisténcia em cultivares comerciais. O fato de haver muitas espécies de
leguminosas hospedeiras, possibilita o patégeno sobreviver em hospedeiros alternativos
conferindo certa dificuldade em relacdo as intervencdes para seu controle (Medeiros, 2004). O
fungo C. lindemuthianum possui ampla variabilidade em relacdo a capacidade de causar
doenca em varios cultivares. Tal variabilidade € identificada pela presenca de diferentes racgas
fisiolégicas (Sartorato, 2002). Diante da utilizacdo de diferentes conjuntos de cultivares
diferenciadores para a classificacdo das racas decidiu-se, numa reunido realizada no Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), pela ado¢ao universal de um conjunto de doze
cultivares diferenciadores de feijdo e uma nova metodologia para a nomenclatura de racas do
patégeno da antracnose foi proposta. Essa nova nomenclatura é baseada num sistema bindrio,
no qual os cultivares diferenciadores (d;) sdo identificados ordenadamente de 1 a 12. Sistema
de nomenclatura para os genes que conferem resisténcia a antracnose foi proposto, entre
outros objetivos, para auxiliar a caracterizacdo de ragas, € o simbolo Co, de Colletotrichum,
seguido de nuimeros que ordenam a seqiiéncia de identificacdo dos genes, foi sugerido
(Medeiros 2004).

Atualmente, a série diferenciadora utilizada ¢ composta pelos cultivares Michelite,

Michigan Dark Red Kidney, Perry Marrow, Cornell 49-242, Widusa, Kaboon, México 222, PI



207-262, TO, TU, AB 136 e G 2333 (Pastor-Corrales, 1991). Cada cultivar possui um ou mais
genes de resisténcia, destacando-se Co-1, presente em Michigan Dark Red Kidney; Co-2,
presente em Cornell 49-242; Co-3, presente em México 222; Co-4, presente em TO; Co-5,
presente em TU; Co-6, presente em AB 136 e Co-42, Co-5, Co-7, presentes em G2333. Os
demais cultivares da série ainda ndo tiveram genes de resisténcia identificados (Medeiros,
2004). A designacdo de uma determinada racga se d4 pela soma dos valores numéricos 4-h
de cada cultivar diferenciador que € suscetivel a essa raca. Por exemplo, araga 5 (1 + 4) vence
o cv. Michelite (20) e o cv. Perry Marrow (22). A resisténcia a antracnose é condicionada por
nove genes independentes, Co-1 ao Co-10 e os genes Co-3 e Co-9 sdo formas alélicas de um

mesmo gene (Silva, 2005).

4.5 Inducio de resisténcia

As plantas sdo continuamente expostas a um grande nimero de patégenos e, como
resultado, apresentam um complexo mecanismo de defesa para reconhecer e se proteger,
através da montagem de barreiras que restringem a invasdo do agente patogé€nico. A
resisténcia natural de plantas a microrganismos patogénicos baseia-se numa grande variedade
de barreiras quimicas e fisicas que promovem os mecanismos de defesa pré-existentes,
denominados de constitutivos. Além destes, as plantas possuem mecanismos de defesas
eficientes, que permanecem inativos ou latentes, que sdo acionados ou ativados ap6s a célula
vegetal entrar em contato com agentes de induc@o. Nesse caso, a resisténcia € dita induzida
(Colson & Deveral, 1996; Agrios, 1997). Segundo Stadnik & Maraschin (2004), a resisténcia
induzida € caracterizada pela: 1) auséncia de efeitos toxicos do agente indutor sobre o
patégeno; 2) possibilidade de se suprimir a resisténcia induzida por agentes que inibem a
expressdo de genes do hospedeiro; 3) necessidade de um intervalo de tempo entre exposi¢ao
da planta ao indutor e a expressdo da resisténcia; 4) falta de relacdo entre a magnitude da
resisténcia expressa e quantidades do indutor aplicado; 5) inespecificidade da protecdo; 6)
dependéncia do ambiente e do gendtipo da planta.

O principio da indugdo de resisténcia pode ser aplicado na protecao de plantas contra
diferentes doencgas, sejam elas causadas por bactérias, fungos ou virus. A resisténcia do
hospedeiro a fitopatégenos pode ser entendida como a capacidade da planta em evitar ou

atrasar a penetracao e/ou o subseqiiente desenvolvimento do patégeno. Plantas podem reagir



ao ataque fungico: 1) pela formacdo de papilas; 2) reacdes hipersensitivas; 3) sintese de
compostos antimicrobianos; 4) enzimas degradoras da parede celular do patégeno; e/ou 5) por
alteracdes metabdlicas em seus tecidos (Stadnik & Maraschin, 2004).

A capacidade de plantas se defenderem contra patégenos depende de varios
mecanismos que detectam invasores através da percepcao de sinais moleculares, também
chamados elicitores. O gatilho de percep¢do do elicitor usualmente comeca com um influxo
de cdlcio e uma explosao oxidativa, seguida pela sintese de moléculas de sinal tal como acido
salicilico e etileno (Cluzet et al., 2004). O reconhecimento planta-microrganismo ocorre
devido a interacdo de uma molécula elicitora do patégeno ou da prépria planta, que € liberada
por acdo do patégeno, e de um receptor protéico presente na membrana celular da planta
(Hahn, 1996; Metraux, 2001). As moléculas elicitoras sdo de natureza varidvel sendo mais
comum a ocorréncia de carboidratos, lipidios, proteinas e glicoproteinas. A origem também
pode ser varidvel, por exemplo, os lipopolissacarideos extracelulares de bactérias,
glicoproteinas da parede celular de fungos patogénicos e leveduras, e carboidratos da parede
celular de fungos e algas, sdo alguns dos elicitores capazes de ativar mecanismos de defesa de
plantas (Wulff & Pascholati, 1999; Klarzynski et al., 2000; Cluzet et al., 2004). Plantas
tratadas com moléculas elicitoras podem levar ndo apenas a uma resposta de resisténcia, mas
a uma expressao sincronizada de diversos mecanismos de defesa, culminando com a indugdo
de resisténcia.

A inducgdo de resisténcia em plantas a patégenos é conhecida hd muitos anos. Em
1933, Chester afirmou que as plantas inoculadas com microrganismos atenuados ficavam
protegidas contra subseqiientes infec¢des pelo mesmo microrganismo ou contra outros
semelhantes. Entretanto, s6 recentemente a potencialidade de seu emprego no controle de
enfermidades tem recebido enfoque e a dedicacdo de pesquisadores (Sticher et al., 1997). A
resisténcia sistémica adquirida — SAR (Systemic Acquired Resistance) — designa o fenomeno
através do qual as plantas, apds exposicdo a um agente indutor, t€ém seus mecanismos de
defesa ativados ndo apenas no sitio de indu¢do como também em outros locais dele distantes,
de forma mais ou menos generalizada (Sticher et al., 1997). A SAR envolve acimulo de
proteinas relacionadas a patogénese (PRPs), como mecanismos induzidos de defesas da
planta, e a sua inducao pode resultar em alteragdes visuais (necroses), e geralmente € induzida
por patégenos ou ativadores quimicos (Van Loon et al., 1998).

A SAR caracteriza-se por apresentar um mecanismo de controle ndo especifico, ou
seja, a capacidade de controlar diversas doencas de origens diferentes (Sticher et al., 1997,

Van Loon et al., 1998). A ativagdo de genes de defesa que codificam enzimas envolvidas nos
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mecanismos de defesa como a peroxidase, B-1,3- glucanase, e envolvidas na sintese de
fitoalexinas, levam ao aumento da expressdo desses genes que podem resultar na resisténcia
sistémica induzida (ISR) (Nandakumar et al., 2001). Recentes estudos estabeleceram novas
alternativas para incrementos da resisténcia das plantas a diversas doencas, principalmente
por meio da inducdo de resisténcia. Por exemplo, a pré-inoculacdo com fungo patogénico
avirulento pode induzir resisténcia nas plantas hospedeiras (Lyon et al., 1995), bem como a
utilizacdo de raios UV (Ghaouth et al., 2003).

A resisténcia induzida pode influenciar, com excecdo da germinacdo de esporos, as
demais fases do desenvolvimento de fungos. Em plantas com resisténcia adquirida, o fungo
apresenta uma menor eficiéncia de penetracdo das células epidérmicas e/ou um crescimento
prejudicado de suas hifas. Como conseqiiéncia, verifica-se uma redu¢do do nimero, tamanho
e esporulacdo das lesdes, que resulta finalmente num menor progresso da doenga no campo.
Embora ja sendo usados na prética, indutores de resisténcia a fitopatdgenos encontram-se
ainda numa fase inicial de desenvolvimento e precisam ser melhor estudados e novos
indutores, mais eficientes que os atualmente disponiveis, sdo extremamente necessarios

(Stadnik & Maraschin, 2004).

4.6 Uso de algas marinhas

As plantas e as algas marinhas s3o uma importante fonte de substancias
biologicamente ativas, ou seja, substidncias que apresentam alguma atividade sobre o
metabolismo de um organismo vivo (diverso daquele no qual foi produzido). Do ponto de
vista fitossanitdrio, os produtos naturais podem apresentar trés atividades principais: (1)
antibiose, isto €, atividade direta contra os fitopatégenos pois inibem o crescimento micelial, a
germinacdo de esporos ou a multiplicagdo de microrganismos; (2) inducao de resisténcia, pois
contém moléculas bioativas capazes de ativar os mecanismos de defesa da planta; (3)
bioestimulacdo de crescimento da planta (Talamini & Stadnik, 2004).

As substancias bioativas sintetizadas pelos vegetais e algas marinhas geralmente sdo
provenientes do metabolismo secundario. Dentre essas substancias pode-se citar como
exemplos os fendis, os polipeptideos, os terpenos entre outras (Poser & Mentz, 2000). Os
fendis sao compostos derivados de um anel fendlico, sendo que quanto maior for seu grau de

hidroxilagdao, maior sua toxicidade para microorganismos. Os compostos oxidados inibem a
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atividade enzimdtica através de uma reacdo de grupos sulfidrila ou por interagdes ndo
especificas com proteinas (Cowan, 1999). Os peptideos com atividade antimicrobiana estao
presentes em grande parte dos vegetais e podem ser classificados em familias como, por
exemplo, as tioninas, e as defensinas de plantas. Seu modo de agdo estd relacionado a
desestruturacdo da membrana celular do microorganismo-alvo e também podem atuar como
indutores de resisténcia. Os terpenos sdo metabodlitos secunddrios derivados do acetato, cuja
estrutura bdsica € o isopreno, e quando possuem elementos adicionais, como o oxigénio, sao
denominados terpendides. S3o ativos contra bactérias, fungos e protozodrios, agindo
possivelmente na desorganizacdo da estrutura da membrana celular desses microorganismos
(Cowan, 1999).

Apesar da alta diversidade de espécies de algas marinhas, estas ainda sdo
subutilizadas, principalmente na drea agricola. O fato € que pouco se conhece a respeito das
suas potencialidades, mas atualmente é um campo que tem despertado interesse € uma série
de pesquisas nessa drea foram iniciadas. Um dos motivos desse crescente interesse se deve ao
fato das algas marinhas crescerem geralmente rdpido e produzirem grande volume de
biomassa, além de serem grande fonte de substancias com atividade bioldgica (Stadnik,
2003).

Em estudos preliminares de bioprospec¢do, realizados pelo Laboratério de
Fitopatologia da UFSC, o extrato da macroalga verde Ulva fasciata reduziu em 80% o
nimero de colonias de oidio (Erysiphe polygoni) do feijoeiro. Porém, o extrato ndo afetou o
crescimento in vitro das bactérias fitopatogénicas Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Leonetti et al., 2003). Zeferino & Stadnik
(2004) também testaram o extrato etandlico da espécie U. fasciata para o controle do oidio em
dois cultivares do feijoeiro (Carioca e FT-Bonito) e verificaram reducdo da severidade do
oidio. Porém, o extrato da alga nao afetou o oidio de modo sistémico quando as inoculag¢des
foram feitas 9 dias apds a pulverizacdo de extrato. O extrado etandlico de Ulva fasciata
também reduziu o indice de velocidade de crescimento micelial e a germinagdo de conidios de
C. lindemuthianum, in vitro (Talamini et al., 2004).

O efeito da alga sobre a antracnose do feijoeiro foi avaliada, quinzenalmente, em um
experimento no campo com o cultivar Uirapuru, altamente suscetivel a doenga, em parcelas
que receberam pulverizacdes, a cada 30 dias, com extratos de Ulva fasciata, Aloe Vera
(babosa), fungicida e dgua (testemunha). As parcelas que receberam pulverizacdes com os
extratos de Ulva fasciata e A. Vera apresentaram reducdes de 55 e 30% na severidade da

antracnose, respectivamente, em relacdo a testemunha. O extrato de U. fasciata superou o
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efeito da aplicacdo do fungicida, que reduziu em 50% a severidade da doenca (Loffaguem et
al., 2004). Acredita-se que, nesse caso, o extrato da alga tenha atuado pela indugdo de

resisténcia (Talamini & Stadnik, 2004).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Condicoes de cultivo de feijoeiro

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo e no Laboratério de
Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrdrias da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), no periodo de fevereiro a outubro de 2006.

Foram utilizados dois cultivares comerciais de feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris
L.), IPR Uirapuru e BRS Valente, ambos do grupo preto, e um cultivar local, Mouro Gratdo,
do grupo de cores, rajado. Os trés cultivares apresentam hdbitos de crescimento
indeterminados. Foram escolhidos estes materiais por apresentarem diferentes graus e/ou tipos
de resisténcia a antracnose: o ‘Uirapuru’ € suscetivel (Loffaguen, 2004; Loffaguen et al.,
2005; TAPAR, 2007), o ‘Valente’ € resistente (Medeiros, 2004; Loffaguen et al., 2005;
Embrapa, 2007) e o ‘Mouro Graudo’ apresenta resisténcia de planta adulta (Medeiros, 2004).
As sementes dos cvs. Uirapuru e Valente foram obtidas da Cooperativa Copercampos
(Campos Novos - SC) e Sementes Campo Verde Ltda (Roncador — PR), respectivamente. As
sementes do cv. Mouro Gratido foram cedidas gentilmente pela Escola Agrotécnica Federal
de Rio do Sul - SC.

Foram semeadas de forma eqiiidistante, oito sementes por vaso pldstico (capacidade
de 1,5L), contendo substrato composto por uma mistura homogénea (v/v) de solo horizonte B
(75%) e composto organico (25%). Os vasos foram mantidos sobre bancadas em casa-de-
vegetacdo, irrigados, de acordo com a necessidade hidrica, e casualizados periodicamente
durante o experimento.

Aos 5 dias apds a semeadura (das), no estadio fenoldgico V1 (Tabela 1), o substrato
foi adubado com 50mL da solucdo do fertilizante fosfato de monoaménio (N, P, K; 12, 87, 0;
Kemira chemical, U.K.) incorporando ao solo 0,4g de N/Kg de solo e 2,8g de P/Kg de solo.
Logo ap6s, as plantulas foram pulverizadas com 0,4mL/planta da solu¢do de enxofre 80% PM
(0,5g/L, Ambiens, Salvador), para a prevencao contra o oidio (Erysiphe polygoni). Aos 6 das,
as plantulas foram pulverizadas com 0,4mL/planta da solu¢do de inseticida, Malathion
(3mL/L, Dipil, SC), para a prevencao contra insetos.

As plantulas foram pulverizadas com ImL/planta com as solugdes de enxofre e
inseticida, aos 8 e 9 das, respectivamente, no estddio fenoldgico V2, conforme descrito

anteriormente. Neste estddio realizou-se o desbaste deixando-se trés plantulas por vaso.
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Posteriormente, duas plantas/vaso foram usadas para determinar as medidas foliares e avaliar

a severidade da antracnose. Uma planta/vaso foi utilizada para a andlise microscépica.

Tabela 1. Caracterizacdo e evolugdo dos estddios fenoldgicos vegetativos para a cultura do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), cultivado em condi¢des de casa-de-vegetacdo nos meses de
setembro a outubro, no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), UFSC *.

Estadio Dias Caracteristicas

Vo 2 Germinacao iniciada em 50% das sementes.

Vi 4 Cotilédones de 50% das plantas completamente desenvolvidos.

\% 8 Folhas primarias de 50% das plantas completamente desenvolvidas.
V3 12 Primeiro trifélio de 50% das plantas completamente desenvolvidos.
V4 20 Terceiro trif6lio de 50% das plantas completamente desenvolvidos.

* Adaptado de Fancelli & Dourado Neto (1997)

5.2 Obtencao de ulvana

A macroalga marinha foi coletada manualmente, em hordrios de maré baixa, nos
costdes rochosos da Praia da Armacao no litoral de Florianépolis, SC, a 27° 44° 53,7” S e 48°
29’ 55,6” O, em janeiro de 2006. A coleta desta alga verde foi registrada no Laboratério de
Fitopatologia do CCA com o numero 66. Amostras de algas frescas foram enviadas ao
Laboratério de Biologia Celular Vegetal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Santa Catarina, sob responsabilidade da Professora Dra. Zenilda Laurita Bouzon,
para a identificacdo do material coletado. Com base em sua morfologia, as algas foram
identificadas, segundo Joly (1965), como Ulva fasciata.

O material coletado foi submetido a uma limpeza manual, para a elimina¢do dos
contaminantes: areia, sal, organismos epifitos, fauna acompanhante e separacdo de outras
espécies de algas. Apds, o material selecionado foi lavado abundantemente com 4dgua corrente
de torneira, a alga foi pesada e imediatamente colocada em estufa com aeracdo a 40 — 45°C,
por 24 a 48h. A macroalga seca foi triturada obtendo-se um pé fino, o qual foi pesado e

armazenado a 6 £ 2°C até o momento da extracdo do polissacarideo.

A ulvana foi obtida autoclavando-se 30g de pé seco da alga em 300mL de dgua
destilada, durante 2h a 110°C. O liquido foi filtrado com pano de algodao e em seguida foram

adicionados 3 volumes de etanol 98GL a - 20°C, por 48h, para haver a precipitacdo do
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polissacarideo. O sobrenadante de etanol foi decantado e o precipitado, ulvana, foi coletado
com espétula de pléstico, colocado em placa de Petri e levado a estufa a 40 + 4°C, por 48h,

para a secagem. O polissacarideo foi conservado em geladeira a 5°C, até o uso.

5.3 Aplicacao de ulvana

As plantas foram pulverizadas com ulvana (10mg/mL) quando apresentavam o
segundo trifélio completamente desenvolvido. Sempre antes do tratamento, protegeu-se o
foliolo central do segundo trif6lio com um saco plastico transparente (Figura 1), o qual foi
retirado apds o secamento das folhas. As plantas foram tratadas duas vezes, isto é, aos 6 € 3
dias antes da inoculagdo. Plantas pulverizadas com dgua destilada serviram de testemunhas. O
objetivo deste tratamento foi avaliar o efeito local, através dos foliolos laterais e o efeito

sist€mico, através do foliolo central, no controle da antracnose de feijoeiro comum.

Figura 1. Diagrama ilustrativo de uma folha
trifoliolada de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris 1.) onde foram avaliados o efeito
local (FD: foliolo direito e FE: foliolo
esquerdo) e o efeito sistémico (FC: foliolo
central, protegido com saco pléstico) da ulvana
no controle da antracnose. O nimero e
comprimento de lesdes necréticas foram
avaliados nas nervuras primdria (NP),
secundaria (NS) e terciaria (NT) da face
abaxial de cada foliolo. Discos foliares (DF)
de 8 mm de diametro foram coletados 48hai
dos foliolos laterais para a andlise
microscopica do  desenvolvimento  das
estruturas de infeccdo do  patdgeno
Colletotrichum lindemuthianum e do nimero
de células com reacdo de hipersensibilidade
nos trés cultivares estudados: Uirapuru, Mouro
Gratido e Valente. Linha pontilhada ao redor
do foliolo central representa um saco plastico.
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As solucdes foram pulverizadas com o auxilio de pistola em motocompressor de ar
(Marca Schulz, 60Hz, 220v, 20mL/min, 25lbf/pol2, Y4cv) até o ponto de escorrimento
(aproximadamente 4 mL/planta). O cv. Valente ndo recebeu o tratamento com ulvana por

apresentar resisténcia a antracnose.

5.4 Origem, manutencio e producao do inéculo

Utilizou-se o isolado monospoérico (Labfitop 001-03) originado da regido do Alto-
Vale-do-Itajai e previamente caracterizado por Loffaguen er al. (2005). O isolado foi
conservado, a curto prazo, em meio de cultura BDA (batata, dextrose, agar, 4, 20, 15g/L;
Scharlau, Espanha) a 6£2°C, e a longo prazo, pelo método de Castellani (Dhingra & Sinclair,
1995) em temperatura ambiente.

O in6culo da raca 73 de C. lindemuthianum foi produzido segundo metodologia
descrita por Talamini et al. (2004): vagens verdes de feijoeiro, parcialmente imersas em 2 mL
de meio dgar-dgua (12g/L), no interior de tubos de ensaio, foram esterilizadas por duas vezes
em autoclave, a 120°C durante 1h, com intervalo de 24h entre as autoclavagens. Em
condi¢Oes assépticas na camara de fluxo, com o auxilio de um vazador, foram repicados da
cultura monospodrica discos com 8mm de didmetro e inoculados nas vagens esterilizadas.
Estas vagens, contendo os discos, foram incubadas em cimara BOD a 20 + 2°C com
fotoperiodo de 12 h.

Ap6s 15 dias de incubagdo, com a formacgdo visivel de acérvulos (presenca de massa
rosea sobre a superficie da vagem), foram adicionados SmL de 4dgua destilada esterilizada no
interior dos tubos e com o auxilio de uma al¢a de platina as vagens foram levemente raspadas
para haver o desprendimento dos conidios. A suspensao foi filtrada através de uma camada de
gaze e homogeneizada em agitador. A concentracdo de conidios foi quantificada com o
auxilio do hemacitdmetro de Neubauer, conforme metodologia descrita por Tanaka (1987), e

ajustada com 4dgua destilada até a obtencdo da concentracdo de 1,2 x 10° conidios/mL,

utilizando-se a férmula C.V, = Cz-Vz; onde, C; corresponde a concentragdo inicial, C, a

concentracao final, V; ao volume incial e V, ao volume final.
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5.5 Inoculacao das plantas com Colletotrichum lindemuthianum

Plantas foram inoculadas no estddio fenoldgico V3, isto é, quando apresentavam o
segundo trifélio completamente desenvolvido. As plantas foram aspergidas com uma
suspensdo conidial, na concentracdo de 1,2 x 10° conidios/mL e num volume aproximado de
4mL/planta. As plantas testemunhas foram pulverizadas com dgua destilada. As pulverizacdes
foram realizadas com auxilio de pistola em motocompressor de ar, conforme descrito no item
5.3.

Ap6s a inoculagdo, as plantas permaneceram em camara Umida a 20+2°C e 98% de
umidade relativa por 48h, mantendo-se assim, as condi¢des necessarias para a germinacao dos
conidios do fungo e o desenvolvimento do processo infeccioso. Findo este periodo, as plantas

foram transferidas para bancadas em casa-de-vegetacdo, onde permaneceram até a avaliacdo.

5.6 Medidas foliolares

O comprimento das nervuras (cm) e drea foliolar (cm?) foram determinadas no estadio
fenoldgico V4, isto €, quando as plantas apresentavam o terceiro trifélio completamente
desenvolvido. Estas medidas foram tomadas nos foliolos do segundo trifélio e usadas para
expressar os valores do nimero e comprimento de lesdes por centimetro de nervura, e calcular
o numero de células com reacao de hipersensibilidade na superficie de um foliolo. As medidas
do cv. Valente ndo foram determinadas pois este cultivar apresenta resisténcia a antracnose.

O comprimento das nervuras primdria, secunddria e tercidria foi obtido através de
método ndo-destrutivo com o auxilio de uma régua milimetrada, aos 11 dias ap6s a inoculag@o
(dai). Para a estimativa da area foliolar, aos 15 dai, seguiu-se a metodologia descrita por
Queiroga et al. (2003), utilizando-se, porém, o comprimento ao longo da nervura central e a
largura maxima do foliolo. A 4rea real de cada foliolo foi determinada através de método

destrutivo por meio do medidor de drea “Area Meter” (modelo AM 300).

5.7 Avaliacao da severidade da antracnose

A severidade da antracnose foi avaliada quando as plantas encontravam-se no estadio

fenoldgico V4, através da contagem do nimero e da medi¢io do comprimento de lesdes
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necréticas sobre a nervura, aos 8, 10, 12 e 14 dai. Além disso, a porcentagem de drea

lesionada foi avaliada pela escala descritiva de Tamayo (1995) (Tabela 2), conforme descrito

por Alves et al. (2006), aos 9 dai. O niimero, o comprimento de lesdes e a porcentagem de

area lesionada, foram avaliados nos foliolos laterais (efeito local) e no central (efeito

sistémico).

Na contagem do nimero de lesdes, foi considerado cada necrose no tecido da nervura,

alongada e de cor marrom-escura, sintomas da antracnose, delimitada por tecido vivo. O

comprimento das lesdes foi medido com o auxilio de uma régua milimetrada, considerando a

distancia entre as extremidades longitudinais de cada lesdo.

Tabela 2. Escala de avaliagdo (descritiva) para a antracnose do feijoeiro *

Notas Descricao

1 Sem sintomas visiveis da enfermidade.

; Presenca de muito poucas lesdes de tamanho pequeno cobrindo aproximadamente
1% da érea foliar.

s Presenca de vdérias lesdes pequenas no peciolo e nas nervuras primdrias e
secunddrias sob as folhas.

. Presenca de numerosas lesdes grandes sob as folhas. Também se podem observar
lesdes necrdticas nas nervuras e peciolos.
Necroses evidentes em 25% ou mais do tecido da planta como resultado de lesdes

9 nas folhas, peciolos, talos, ramos e inclusive no ponto de crescimento; estas necroses

causam freqiientemente a morte de grande parte dos tecidos da planta.

* Tamayo (1995)

5.8 Preparo e analise microscépica de discos foliares

A anélise microscdpica das estruturas de infeccao de C. lindemuthianum e do nimero

de células com reacdo de hipersensibilidade foi realizada 48 horas apds a inoculacio (hai).

Para tanto, foram coletados, com auxilio de um vazador, 3 discos de 8mm de didmetro, dos

foliolos laterais do segundo trifélio dos trés cultivares.



19

Os materiais coletados foram preparados para a realizacdo de andlise microscopica
conforme metodologia descrita por Stadnik & Buchenauer (2000): apds a retirada, os discos
foliares foram imediatamente colocados em placas de Petri contendo papel de filtro,
previamente umedecido com solu¢do 1 (etanol e dcido acético, 3:1, v/v), para a fixacdo e
clareamento dos tecidos da planta. O manuseio destes discos foi cuidadosamente feito pelos
seus bordos para evitar o desprendimento de conidios e ndo haver danos a estrutura do
patossistema. Durante 3 dias foram realizadas trocas periddicas da solugdo 1 para o devido
clareamento do material e, apds, esta solucao foi substituida por lactoglicerol (dcido lactico,
glicerol e dgua, 1:1:1 v/v/v), (solucdo 2), para conservar o material, por até 6 meses.

A andlise microscopica foi realizada com o auxilio de um microscopio Optico,
binocular, no aumento de 480X (Studar Lab, Pol6nia). Os discos foliares foram montados em
laminas de vidro. As estruturas do fungo sobre as folhas foram coradas com azul de Aman em
lactofenol (4cido l4ctico, 10mL; glicerina, 10mL; 4cido fénico cristalizado 10g; azul de
algodao, 0,1g e dgua destilada, 10mL).

A porcentagem de germinacdo e a formagdo de apressoérios foram determinados em
100 conidios sobre os discos foliares. O nimero de células com reacdo de hipersensibilidade
foi avaliado em dois discos foliares, por repeticio. Os conidios considerados germinados
foram aqueles que apresentaram a emissdo de um tubo germinativo, independente do seu
tamanho (Abreu, 2005; Paulert, 2005). Quando se observou somente o apressorio, sem
visualizagdo do tubo germinativo este foi classificado como conidio germinado com
apressorio. A reacdo de hipersensibilidade foi identificada pela observacdo de plasmolise e
pigmentag¢do com aspecto marrom-amarelado das células. O conidio, as estruturas de infec¢ao
do fungo e a reacdo de hipersensibilidade das células, foram fotografados com uma camera

digital (5.1 mexapixels, modelo cyber-shot DSC-P93, marca Sony).

5.9 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento experimental completamente
casualisado, com seis repeticdes. As combinacdes entre cultivares de feijoeiro comum
(Uirapuru, Mouro Grauido e Valente) e os tratamentos com ulvana ou dgua representaram as
unidades de investigacdo. O foliolo do segundo trifélio constituiu uma unidade amostral;

excecdo feita a avaliacdo da severidade de antracnose pela escala de Tamayo, na qual a

unidade amostral foi a segunda folha trifoliolada.
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Foram avaliadas as seguintes varidveis: comprimento das nervuras primaria,
secunddria e tercidria; drea foliolar; nimero e comprimento de lesdes, por centimetro de
nervura; severidade dos sintomas de antracnose, em porcentagem de drea foliar; total de
conidios germinados (%), conidios germinados com apressérios (%) e nimero de células
hipersensitivas/cm2. As varidveis analisadas compuseram as unidades de observacdo e os
periodos de anédlise a condi¢do de avaliacdo.

Verificou-se a homogeneidade de variancias e a normalidade de cada grupo de dados,
o que permitiu definir o uso de andlise estatistica paramétrica ou ndo-paramétrica. Em
seguida, os dados paramétricos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), e
ocorrendo diferencas significativas, aplicou-se o teste de separacao de médias pelo método de
Tukey ou andlise de regressdo a 5% de probabilidade. Os dados ndo-paramétricos foram
submetidos ao teste de aderéncia pelo método de qui-quadrado (%?), (p<0,05), e representados
em diagrama de caixa (boxplot).

Para a estimativa da 4rea foliolar foram estabelecidas regressoes testando-se o modelo
linear. As regressdes foram determinadas, considerando-se a area foliolar real como varidvel
dependente e as dimensdes, comprimento, largura e as relagdes entre estas medidas, como
varidveis independentes. As varidveis independentes foram: comprimento, largura maxima do
foliolo, comprimento + largura, dobro da largura, quadrado da largura, comprimento x
largura, dobro do comprimento e quadrado do comprimento. Foram estimadas, também,
correlagdes entre os valores de drea real e os estimados pelo modelo linear para a verificagdo
do ajuste do modelo.

As estatisticas descritivas, os testes de homogeneidade de variancias e de normalidade,
bem como as andlises paramétricas e ndo-paramétricas foram processados com auxilio do
programa para computador SAS (versdo 6.0). Os diagramas de caixa (boxplot) foram
produzidos com o programa para computador Minitab® (release 15). Os gréficos contendo
informacdes sobre a andlise estatistica foram criados em planilhas eletronicas do programa

para computador Excel® (Microsoft®).
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6. RESULTADOS

6.1 Medidas foliolares

Os comprimentos das nervuras dos foliolos do segundo trifélio estao apresentados na
Tabela 3 e mostraram-se muito semelhantes nos dois cultivares avaliados 11 dias apds a
inoculacdo (dai). O comprimento total foi obtido pela soma das nervuras priméria, secunddria
e tercidria, que correspondeu a 11, 34 e 55% no cv. Uirapuru e a 10,5, 34,5 e 55% no cv.
Mouro Gratdo, respectivamente. A variacdo do comprimento da nervura primdria foi maior
no cv. Mouro Graido que no cv. Uirapuru. No entanto, a variacdo dos comprimentos das

nervuras secundaria e terciaria foi menor no cv. Mouro Graudo.

Tabela 3. Comprimentos das nervuras primdria, secunddria, tercidria e total, obtidos de
foliolos do segundo trifélio de cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.),
Uirapuru e Mouro Graudo, aos 11 dai, no estddio fenoldgico V4.

Comprimento da Nervura (cm)

Tipo de Nervura Uirapuru D CV (%) Mouro Gratado? CV (%)
Primaria 9,3 +0,4 4,5 9,2+1,0 11,0
Secundaria 29,1 +5,2 17,9 30,4 £3,0 9,9
Terciaria 46,9 7.8 16,6 48,3 +4,1 8,5
Total 85,3 +£12,6 14,7 87,8 £6,9 7.9

(1) = média de 6 repeti¢des com duas plantas, inoculadas, por repeticao.
CV = coeficiente de variacdo; (+) = desvio-padrao.

A estimativa da drea foliolar, de modo geral, foi melhor ajustada pelo modelo de
regressao linear (Figura 2). Os coeficientes de determinacdo ‘“R?” (Tabela 4) entre as medidas
de areas foliolares obtidas pelo medidor de area foliar “Area Meter” e as dimensdes,
comprimento, largura e suas relagdes variaram de 0,85 a 0,92 no cv. Uirapuru e de 0,77 a 0,93
no cv. Mouro Graudo. Os coeficientes de correlagdo de Pearson “r”’, entre as varidveis
analisadas e a area real do foliolo, apresentaram uma associacdo forte e positiva, nos dois
cultivares. Estes coeficientes variaram de 0,88 a 0,96. Contudo, o maior grau de correlacdo

(0,96) foi apresentado nas varidveis, produto e soma entre comprimento e largura, observado

em ambos os cultivares.
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Figura 2. Regressdes lineares entre o produto (A e B) e a soma (C e D) do comprimento pela
largura e a area foliolar real, em plantas de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), cvs.
Uirapuru (A e C) e Mouro Graudo (B e D), aos 15 dai, no estddio fenolégico V4, 36 dias ap6s
a semeadura (das) (p<0,05).

A média da drea foliar real dos foliolos dos cvs. Uirapuru e Mouro Gratudo foi de
2 . . .
43cm”. Tanto o produto como a soma do comprimento e largura, aplicados nas respectivas

equacgdes de ajustes lineares, resultaram o mesmo valor médio de area real (43cm?). Portanto,
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estas equagOes mostraram-se mais precisas para estimar a drea foliolar de feijoeiro comum,

nos cvs. Uirapuru e Mouro Gratdo, com base em medidas de comprimento e largura.

Tabela 4. Coeficientes de determinacdo entre as medidas reais de dreas foliolares e as
dimensdes, comprimento, largura e suas relacdes, em foliolos de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris) cultivares, Uirapuru e Mouro Grauddo.

R2
Variaveis
Uirapuru Mouro Graido

Largura 0,86 0,77
Comprimento 0,85 0,92
Largura * 2 0,86 0,77
Largura? 0,85 0,78
Comprimento * 2 0,85 0,92
Comprimento? 0,85 0,93
Comprimento + Largura 0,92 0,92
Comprimento * Largura 0,92 0,92

R? = coeficiente de determinagao.

6.2 Efeito sobre a severidade da antracnose

Aos 9 dai, havia uma severidade média (nota 2,7) de muito poucas lesdes necréticas,
as quais apresentavam tamanho pequeno. As notas atribuidas pela escala de Tamayo (1995) a
severidade da antracnose, na segunda folha trifoliolada aos 9 dai estdo apresentadas na Tabela
5. Apesar das médias serem bastante semelhantes, as notas de severidade da doenca, nas
plantas testemunhas variaram de 1,3 a 3,3 no cv. Uirapuru e de 1,3 a 6,7 no cv. Mouro
Graudo, o que resultou num coeficiente de variacdo de 49%.

Pela analise de variancia das notas de severidade e da area foliar infectada (Anexo 1),
nao houve diferenca significativa (p < 0,05) do tratamento, em comparacdo as plantas

testemunhas, em nenhum dos cultivares avaliados.
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Tabela 5. Efeito da aplicagdo de ulvana (10mg/mL), no controle da antracnose de feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris), na segunda folha trifoliolada de cultivares Uirapuru e Mouro
Gratdo, aos 9 dai, no estadio fenoldgico V4.

Severidade da antracnose

agua Ulvana
Cultivares W % de area W % de area
nota 5 nota .
lesionada® lesionada®
Uirapuru 2,5" 0,8 2,6"™ 0,8
Mouro Graiado 3,0 1,0 2.3 0,7
Média 2.8 0,9 2.5 0,8
CV (%) 49%

' Severidade de doenca, escala de 1 a 9 (Tamayo, 1995). Média de 6 repeticdes com duas plantas por
repeti¢do.

@ Porcentagem de drea lesionada em relacdo as notas da escala de Tamayo.

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

CV = Coeficiente de variacdo.

6.3 Efeito sobre o numero de lesdes

6.3.1 Efeito local

O numero de lesOes necroéticas de antracnose avaliado aos 8, 10, 12 e 14 dai, nas
nervuras do segundo trifélio dos foliolos laterais (efeito local) dos cvs. Uirapuru e Mouro
Gratudo estd apresentado na Figura 3 e no Anexo 2. Estas lesdes aumentaram de forma
gradativa durante o periodo avaliado. Porém, a velocidade de formacdo de lesdes foi mais
lenta nas plantas que receberam o tratamento com ulvana comparado as testemunhas. O cv.
Valente ndo apresentou nenhuma lesdo de antracnose, confirmando, assim, sua resisténcia a
raca 73 de C. lindemuthianum.

A andlise de variancia (Anexo 3) revelou diferenca significativa na evolucdo do
numero de lesdes na nervura primdria entre os dois cultivares. O nimero de lesdes na nervura
primdria avaliado de 8 a 14 dai teve um crescimento de 92% (de 0,12 a 0,23 lesdes/cm de
nervura) e de 65% (de 0,20 a 0,33 lesdes/cm de nervura), nas plantas testemunhas dos cvs.

Uirapuru e Mouro Graddo, respectivamente. Com a aplica¢do da ulvana a taxa de crescimento
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do numero destas lesdes de 8 a 14 dai foi reduzida signifitivamente (p < 0,05) em 45% no cv.
Uirapuru e em 54% no cv. Mouro Graudo.

A ANOVA também revelou diferenga significativa sobre o nimero de lesdes, na
interacdo tempo/tratamento nas demais nervuras dos dois cultivares, Uirapuru e Mouro
Graido (Ur + MQG), ndo havendo, porém, modelo estatistico para os tratamentos da nervura
secunddria e para o tratamento com ulvana em todas as nervuras (Anexo 4). Na nervura
terciaria das testemunhas dos dois cultivares (Ur + MG) o crescimento do nimero de lesdes
de 8 a 14 dai foi de 300%. A taxa de crescimento do nimero de lesdes de antracnose foi
reduzida de forma significativa (p < 0,05) pela aplicacdo da ulvana em 67% na tercidria, no
mesmo periodo de avaliacdo. O aumento de formagdo de lesdes em todas as nervuras dos
foliolos laterais das plantas testemunhas de ambos os cultivares (Ur + MG), de 8 a 14 dai, foi
de 87,5% (de 0,24 a 0,45 lesdes/cm de nervura).

O desenvolvimento das lesdes ao longo do tempo, nas nervuras analisadas foi
representado em um modelo de regressao simples e linear. Os graficos deste modelo com a
reta ajustada e as equacgdes de ajuste, estdo apresentados na Figura 3. Os coeficientes de
determinacdo “R?’ de uma maneira geral indicaram que as regressdes ajustaram-se bem as
retas. As correlagdes entre as varidveis foram positivas e fortes e variaram de 0,92 a 0,98. O
intercepto “a” e o coeficiente angular “b” das equacdes de regressdo (Anexo 5) mostraram o
melhor ajuste de adequagdo das retas ao conjunto de dados das varidveis. O coeficiente “b”
foi significativamente diferente de zero (p < 0,05), na maioria das retas, confirmando o
crescimento do ndmero de lesdes de 8 a 14 dai. Entretanto, observando-se as retas da nervura
secundéria e a reta do tratamento com ulvana em todas nervuras, paralelas ao eixo “x”,
percebeu-se que ndo houve correlagdo, ou seja, b = 0, portanto, r = 0, demonstrando que o

nimero de lesdes manteve-se inalterado durante todo o periodo avaliado.
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Figura 3. Efeito local da ulvana (10mg/mL), aplicada 6 e 3 dias antes da inoculagdo com
Colletotrichum lindemuthianum, sobre o numero de lesdes necréticas de antracnose nas
nervuras primdrias de foliolos laterais de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) cvs.
Uirapuru (Ur) e Mouro Graido (MG) e nas secunddrias, tercidrias € em todas as nervuras dos
dois cultivares (Ur + MG), avaliadas aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenolégico V4.

" p<0,05; " p<0,01; ™ ndo significativo.
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6.3.2 Efeito sistémico

O numero de lesdes avaliado aos 8, 10 12 e 14 dai, nas nervuras do foliolo central
(efeito sistémico) estd apresentado na Figura 4 e no Anexo 6. O efeito sistémico foi observado
no segundo trifélio dos cvs. Uirapuru (Figura 5A), Mouro Gratudo (Figura 5B) e Valente
(Figura 5C). O nuimero de lesdes cresceu de forma gradativa de 8 a 14 dai. Porém, a
velocidade no desenvolvimento destas lesdes foi mais lenta nas plantas previamente tratadas
com ulvana.

A andlise de varidncia (Anexo 7) mostrou diferenca significativa, sobre o
desenvolvimento das lesdes, na interacdo tempo/tratamento na nervura secunddria e no total
de nervuras dos dois cultivares (Ur + MG), ndo havendo modelo estatistico para os
tratamentos com ulvana (Anexo 8). O aumento do nimero de lesdes, avaliado entre 8 e 14 dai,
na nervura secunddria das testemunhas dos cultivares (Ur + MQG) foi de 133% (de 0,06 a 0,14
lesdes/cm de nervura). A ulvana neste mesmo periodo manteve inalterado o aumento do
nimero de lesdes na nervura secundéria destes cultivares. A taxa de crescimento do nimero
de lesdes em todas as nervuras do foliolo central das plantas testemunhas, foi de 93% (de 0,30
a 0,58 lesdoes/cm de nervura). A ulvana também manteve inalterado o aumento do nimero de
lesdes em todas as nervuras do foliolo central dos dois cultivares (Ur + MG).

O numero de lesdes necréticas de antracnose no foliolo central, de 8 a 14 dai, foi
apresentado em regressdes simples e lineares, cujos graficos com as respectivas retas e
equagdes estdo apresentados na Figura 4. Os coeficientes de determinacdo “R?” mostraram
um bom ajuste das regressoes as retas. As correlacdes foram fortes e positivas, variando de
0,83 a 0,97. Os ajustes das equagdes (Anexo 9) mostraram que os coeficientes de inclinagdao
de retas “b” foram significativamente diferentes de zero nas plantas testemunhas. Porém, nas
plantas previamente tratadas com ulvana nao houve diferenca (b = 0) indicando um maior

controle no desenvolvimento das lesdes ao longo do tempo, em relacdo as testemunhas.
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Figura 4. Efeito sistémico da ulvana (10mg/mL), aplicada 6 e 3 dias antes da inoculagdo com
Colletotrichum lindemuthianum, sobre o ndmero de lesdes necréticas de antracnose na
nervura secunddria e em todas as nervuras do foliolo central de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) cvs. Uirapuru mais Mouro Graddo (Ur + MG), avaliadas aos 8, 10, 12 e 14 dai,
no estadio fenolégico V4. - p<0,01.

g

Figura 5. Lesdes necrdticas de antracnose, de cor marrom-escura, nas nervuras primaria,
secunddria e tercidria da face abaxial de foliolo central do segundo trifélio de cultivares de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), Uirapuru (A) e Mouro Graido (B), 14 dai com
Colletotrichum lindemuthianum. O cv. Valente (C), mostrou-se resistente a antracnose. cp =
comprimento de uma lesdo.
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6.4 Efeito sobre o comprimento de lesoes

6.4.1 Efeito local

O comprimento das lesdes nos foliolos laterais (efeito local) do segundo trif6lio dos
cultivares suscetiveis a antracnose aos 8, 10, 12 e 14 dai, estd apresentado na Figura 6 e no
Anexo 10. O comprimento aumentou em todas as nervuras durante o periodo de avaliagdo.
Entretanto, a evolucao das lesdes foi mais lenta nas plantas previamente tratadas com ulvana,
comparado as testemunhas.

A ANOVA (Anexo 11) revelou diferenca significativa (p < 0,05), na evolug¢do do
comprimento das lesdes, na interagdo tempo/tratamento em todos os tipos de nervuras dos
dois cultivares (Ur + MG), ndo havendo modelo estatistico para os tratamentos (dgua e
ulvana) da nervura primadria e para os tratamentos com ulvana da nervura secunddria e todas
nervuras (Anexo 12).

O aumento no tamanho das lesdes na nervura primaria dos foliolos laterais das plantas
testemunhas e das plantas tratadas dos cultivares de feijoeiro (Ur + MG) analisado de 8 a 14
dai, ndo sofreu alteracdo durante o periodo de avaliacdo. J4 nas nervuras secundadrias,
tercidrias e em todas as nervuras das plantas testemunhas o aumento no tamanho das lesdes
foi de 150% (de 0,14 a 0,35mm/cm de nervura), de 400% (de 0,02 a 0,10mm/cm de nervura)
e de 147% (de 0,58 a 1,43mm/cm de nervura), respectivamente. A ulvana reduziu o aumento
do comprimento das lesdes de 8 a 14 dai, em 63% nas nervuras tercidrias dos foliolos destes
cultivares (Ur + MG). O tratamento com a ulvana manteve inalterado o aumento do tamanho
das lesOes nas nervuras secundarias e no total de nervuras dos foliolos laterais dos cultivares,
durante o periodo de avaliagdo.

O crescimento do comprimento das lesdes nas nervuras foi apresentado em graficos de
regressao linear (Figura 6). Os coeficientes de determinacao “R?” indicaram um bom ajuste
das retas de regressdo. As correlacdes foram fortes e positivas variando de 0,89 a 0,96. O
coeficiente angular “b”, dos ajustes das equagdes (Anexo 13) foi significativamente diferente
de zero na maioria das retas, mostrando o crescimento do tamanho das lesdes durante as
quatro avaliacdes. Porém, observando-se as retas da nervura primdria e as retas do tratamento
com ulvana da nervura secunddria e em todas nervuras, paralelas ao eixo “x”, percebeu-se que
nao houve correlagdo, ou seja, b = 0, portanto, r = 0, demonstrando que o nimero de lesdes

manteve-se inalterado durante todo o periodo avaliado.
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Figura 6. Efeito local da ulvana (10mg/mL), aplicada 6 e 3 dias antes da inoculagdo com
Colletotrichum lindemuthianum, sobre o comprimento de lesdes necréticas de antracnose, nas
nervuras primdria, secunddria, tercidria e em todas as nervuras dos foliolos laterais de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) cvs. Uirapuru mais Mouro Graido (Ur + MG),
avaliado aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenolégico V4. - p<0,01.
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6.4.2 Efeito sistémico

O comprimento das lesdes (Figura 5B) no foliolo central (efeito sist€émico) dos cvs.
Uirapuru e Mouro Graudo, 8, 10, 12 e 14 dai, estd apresentado na Figura 7 e no Anexo 14. O
comprimento destas lesdes aumentou a cada dia avaliado, porém de forma mais lenta nas
plantas previamente tratadas com ulvana.

A andlise de variancia (Anexo 15) revelou diferenca significativa, entre os tratamentos
e os cultivares, na evolucdo do comprimento das lesdes na nervura secunddria, porém, nao
houve modelo estatistico para os tratamentos (dgua e ulvana) das nervuras primarias,
terciarias e de todas as nervuras (Anexo 16).

O aumento do comprimento das lesdes na nervura secundéria dos foliolos das plantas
testemunhas do cv. Uirapuru, de 8 a 14 dai, foi de 287% (de 0,15 a 0,58mm/cm de nervura) e
do cv. Mouro Graddo de 223% (de 0,13 a 0,42mm/cm de nervura). A ulvana reduziu ao final
deste periodo em 58 e 72% a velocidade de crescimento das lesdes na nervura secundéria do
foliolo central, dos cvs. Uirapuru e Mouro Gratdo, respectivamente.

O aumento no tamanho das lesdes nas nervuras primdrias e tercidrias e de todas as
nervuras dos foliolos centrais das plantas testemunhas e das plantas tratadas dos cultivares de
feijoeiro (Ur + MG) analisado de 8 a 14 dai, ndo sofreu alteracdo durante o periodo de
avaliacdo.

O crescimento do comprimento das lesdes nas quatro avaliagdes foi apresentado em
graficos de regressao linear (Figura 7). O coeficiente de determinacdo “R?” das retas de
regressdao indicaram um bom ajuste do modelo linear. A associacdo entre as varidveis na
nervura secunddria foi muito forte e positiva, variando de 0,95 a 0,99. Os coeficientes de
inclinacdo das retas “b” dos ajustes das equagdes (Anexo 17) foram significativos (p < 0,05)
nas retas de regressdo da nervura secundaria, indicando que houve aumento no comprimento
das lesdes ao longo do tempo. Porém, observando-se as retas das nervuras primdrias e
tercidrias e de todas as nervuras de ambos os tratamentos (dgua e ulvana), paralelas ao eixo
“x”, percebeu-se que nao houve correlagdo, ou seja, b = 0, portanto, r = 0, demonstrando que

o numero de lesdes manteve-se inalterado durante todo o periodo avaliado.
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Figura 7. Efeito sistémico da ulvana (10mg/mL), aplicada 6 e 3 dias antes da inoculacdo com
Colletotrichum lindemuthianum, sobre o comprimento de lesdes necréticas de antracnose, nas
nervuras secunddrias do foliolo central de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris 1L.) cvs.
Uirapuru (Ur) e Mouro Graido (MG) e nas primdrias, tercidrias € em todas as nervuras dos
dois cultivares (Ur + MG), avaliado aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenolégico V4.

" p<0,05; " p<0,01.
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6.5 Germinacao de conidios, formacao de apressorios de Colletotrichum lindemuthianum

e reacdao de hipersensibilidade

O conidio, as estruturas de infeccdo de C. lindemuthianum e a reacdo de
hipersensibilidade em células de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), observados 48 hai,

estdo ilustrados na Figura 8.

Figura 8. Conidio, estruturas de infeccdo de Colletotrichum lindemuthianum e reagdo de
hipersensibilidade, desenvolvidos na superficie abaxial do 2° trifélio de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.), cultivares Uirapuru, Mouro Gratido e Valente, visualizados, 48 hai,
por meio de microscopia Optica (480x). Barra = 10u. (A) Conidio; (B) conidio com tubo
germinativo e apressorio; (C) apressorio melanizado; (D) conidio com tubo germinativo; (E)
reacao de hipersensibilidade.
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A porcentagem de conidios germinados avaliada 48 hai, por microscopia 6ptica, sobre
foliolos laterais do segundo trif6lio dos trés cultivares estudados, estd apresentada como
diagrama de caixa na Figura 9A. A porcentagem de germinag¢do foi maior nas plantas
testemunhas, com 68, 66 e 61% nos cvs. Mouro Graddo, Uirapuru e Valente, respectivamente.

O teste de qui-quadrado (¥?) (Anexo 14), revelou diferenca significativa (p < 0,05) na
germinacdo de conidios entre os tratamentos nos cvs. Mouro Graido e Uirapuru. A aplicacdo
de ulvana reduziu, em relacdo as testemunhas, a germina¢do de conidios em 44 e 29% nos
cvs. Mouro Graudo e Uirapuru, respectivamente.

A porcentagem de formacdo de tubo germinativo sem apressorio (Figura 8D) foi
sempre superior nas testemunhas com 39, 34 e 19% nos cvs. Mouro Graudo, Uirapuru e
Valente, respectivamente. A maior porcentagem de formacdo de apressérios (42%) foi
encontrada no cultivar resistente a antracnose, Valente (Figura 9B). Observou-se somente um
apressorio por conidio germinado (Figura 8B). N@o houve diferenca na formacdo de
apressOrios entre os tratamentos nos cultivares suscetiveis, Mouro Graido e Uirapuru. Porém,
pelo diagrama de caixa observou-se que as plantas testemunhas do cv. Mouro Graido
apresentaram 31% menos apressorios comparado ao cv. Valente, diferindo significativamente
(p < 0,05). Todos os apressorios observados encontravam-se melanizados (Figura 8C).
Algumas vezes observou-se apenas o apressorio sobre o tecido foliar, devendo ter ocorrido o
desprendimento das outras estruturas.

O nimero de células com reac@o de hipersensibilidade (Figura 8E) por cm?, 48 hai,
nos trés cultivares de feijoeiro comum estd apresentado na Figura 10. O nimero de células
hipersensitivas nas plantas testemunhas foi 23, 21 e 11 células/cm? nos cvs. Uirapuru, Valente
e Mouro Graudo, respectivamente. Nao houve diferenca na formacao de células com reagdo
de hipersensibilidade entre os tratamentos nos cvs. Uirapuru e Mouro Graido. Porém, o
namero de células hipersensitivas foi significativamente maior (p < 0,05) nas plantas do cv.
Uirapuru (35 células/cm?), tratadas com ulvana, que naquelas das plantas testemunhas de
Mouro Graido (11 células/cm?). Em cada foliolo dos cultivares suscetiveis, com area de
43cm? (item 6.1), o numero de células hipersensitivas nas testemunhas e nas plantas tratadas

foi, respectivamente, 989 e 1505 no cv. Uirapuru e 473 e 817 no cv. Mouro Gratudo.
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Figura 9. Diagramas de caixa da porcentagem de conidios germinados de Colletotrichum
lindemuthianum (A - acima) e dos apressorios formados (B - abaixo) sobre foliolos de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris 1L.) cvs. Mouro Graudo, Uirapuru e Valente, no estadio
fenolégico V4, 48 hai. Legenda: -=- mediana; = média; | barras indicam o desvio padrao; [!
extremidade das caixas indicam quartil 1 (extremidade inferior) e quartil 3 (extremidade

superior).
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Figura 10. Reacdo de hipersensibilidade em células de foliolos laterais de trés cultivares
de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L1.), Uirapuru, Mouro Graido e Valente,
previamente tratados com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da inoculacdio com
Colletotrichum lindemuthianum, avaliada em microscopio optico (480x), 48 hai, no estadio
fenoldgico V4. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos
(Tukey, p<0,05).
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7. DISCUSSAO

A éarea foliolar foi determinada no estddio fenoldgico V4, por método direto, para
verificar possiveis diferencas entre os cultivares suscetiveis a antracnose, Uirapuru e
Mouro Gratudo, de modo a permitir conversdes dos valores da severidade de doenca e
reacoes de defesa da planta, para uma unidade de area fixa. Entretanto, de acordo com os
resultados apresentados na Figura 2, a drea foliolar, neste estddio foi muito semelhante
entre estes cultivares. Estudos t€m evidenciado a praticabilidade e eficiéncia de métodos
para a estimar a drea foliar, sobretudo aqueles diretos, determinados no local onde se
desenvolve a planta (Oliveira & Barreto, 1980; Queiroga et al., 2003).

Diversos métodos destrutivos e nao-destrutivos vém sendo desenvolvidos para a
determinacdo da drea foliar (Benincasa, 1988). Neste trabalho, a drea foliolar foi estimada
por meio do célculo do produto e da soma do comprimento pela largura méxima do foliolo.
Para isto, usou-se 0 método nao-destrutivo, que € simples, rapido e permite a medi¢ao das
mesmas plantas diversas vezes durante o seu ciclo de desenvolvimento (Oliveira et al.,
2002; Queiroga et al., 2003; Severino et al., 2004). O método apresentado nesta pesquisa
utilizou poucas varidveis, a drea calculada teve pouca diferenca da érea real das folhas (R?
= 0,92) (Tabela 4) e a equacdo foi simples do tipo linear. Segundo Oliveira et al. (2002),
estas sd@o condi¢des minimas necessdrias para que o método seja utilizavel e confidvel.

A érea foliar real tem sido determinada indiretamente por equacdes envolvendo o
comprimento e a largura de folhas de diferentes espécies monocotiledoneas como a taboa
(Typha latifolia) (Bianco et al., 2003), e dicotiledoneas tais como cagaiteira (Eugenia
dysenterica D. C.), feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e mangabeira (Hancornia speciosa
Gom.) (Oga & Fonseca, 1994; Fonseca & Condé, 1994). Em todos os casos citados o
coeficiente de determinacdo tem sido descrito como superior a 0,90, de modo semelhante
aos resultados encontrados neste experimento. Em feijoeiro com crescimento determinado,
Queiroga et al. (2003), com o objetivo de estabelecer um modelo matemético para estimar
a drea foliar, utilizaram a largura maxima do foliolo central, com base em cinco medidas
de 21 a 51 dias apds a emergéncia (dae). Estes pesquisadores concluiram que o modelo de
poténcia € adequado para estimar a area foliar (R? = 0,98) pelo método ndo-destrutivo. De
modo contrdrio, quando se utilizou somente a largura, o R? foi 0,86 e 0,77 nos cvs.
Uirapuru e Mouro Graudo, respectivamente. Estes coeficientes de determinagao inferiores

aos encontrados por estes pesquisadores, utilizando esta varidvel, se deve, talvez, aos
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seguintes motivos: (1) foi utlizado um gendtipo diferente do que Queiroga et al. (2003)
utilizaram; e/ou (2) o cultivar utilizado apresentava habito de crescimento indeterminado;
e/ou (3) porque foram usadas as medidas tomadas de uma tnica vez, aos 36 dae. Portanto,
para escolher os modelos e varidveis mais adequados que descrevem a drea foliar é
necessario sempre realizar um estudo prévio. Para os cvs. Uirapuru e Mouro Gratdo, o
modelo linear estimou a drea foliolar tanto pelo produto como pela soma do comprimento
pela largura maxima do foliolo, pelo método ndo-destrutivo.

Os comprimentos das nervuras foram muito semelhantes entre os cvs. Uirapuru e
Mouro Graudo (Tabela 3). Apesar disso, a conversdao do nimero e comprimento de lesdes
por centimetro de nervura possibilita comparagdes futuras com outros trabalhos
envolvendo estas varidveis para a avaliacdo da antracnose do feijoeiro, visto que tanto a
area foliar como o comprimento das nervuras pode ser afetado por diferentes condig¢des
abidticas (nutricdo, luminosidade, deficiéncia hidrica, temperatura) de cultivo do feijoeiro
(Dourado Neto & Fancelli, 2000).

A escala descritiva de notas, normalmente empregada pelos pesquisadores na
avaliacdo da severidade da antracnose do feijoeiro (Loffaguen et al., 2005; Paulert, 2005;
Abreu, 2005; Alves et al., 2006), foi utilizada de forma complementar ao método de
avaliacdo da severidade pela contagem e medi¢cdo das lesdes necréticas. A severidade da
doenca avaliada aos 9 dai pela escala de Tamayo (Tabela 5), confirmou os resultados
obtidos aos 8 dai, pela contagem e medi¢ao de lesdes. Isto €, ndo se detectou diferenca
significativa entre a ulvana e a testemunha, bem como entre os cultivares. Ao contrario,
Paulert (2005) utilizando a escala de Tamayo, observou aos 7 dai reducdo significativa na
severidade da antracnose usando os mesmos cultivar (Uirapuru), tratamento e isolado de
C. lindemuthianum. Trés hipdteses podem ser discutidas para tentar explicar as
discrepancias entre estes resultados: 1) a escala de Tamayo ndo seria sensivel o suficiente
para verificar pequenas alteragdes na severidade. Note, por exemplo, que a nota 2 pode
variar de 0 a 1% de area foliar lesionada. No entanto, isto € pouco provavel, pois a
avaliacdo mais precisa usando o método de medicdo e contagem de lesdes também nao
revelou diferencgas entre os tratamentos; 2) a protecdo obtida pela ulvana teria sido, por
motivo desconhecido, expressa mais fracamente que no trabalho de Paulert (2005). Sabe-se
que a inducdo de resisténcia € afetada por fatores ambientais, como temperatura, radiacao
ultravioleta, nutri¢do (Stadnik & Maraschin, 2004; Athayde sobrinho et al., 2005). Isto &,
alids, um dos principais fatores limitantes desta técnica; e/ou 3) a expressao de resisténcia

teria sido atrasada por interferéncia da temperatura, umidade ou outros fatores ambientais
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durante o tratamento com ulvana e/ou inoculagdo do patégeno (Balardin, 2007). Embora o
efeito da ulvana possa ter sido pequeno, somente este tipo de andlise mais apurada, através
da contagem e medicao de lesdes no tempo, possibilitou que se encontrasse uma diferenca
entre os tratamentos, o que pode contribuir como mais uma ferramenta ttil para a avaliacao
da severidade da antracnose.

A severidade da antracnose foi avaliada, neste experimento, em trés cultivares com
diferentes niveis de resisténcia. O cv. Valente ndo apresentou sintomas de antracnose
confirmando sua resisténcia a raca 73 de C. lindemuthianum (Loffaguen et al., 2005;
Sartorato, 2003). Este gendtipo revelou resisténcia total, que geralmente € monogénica e
raca-especifica. Esta resisténcia é denominada de vertical (qualitativa), que segundo Van
Der Plank (1968), € conferida por um ou pouco genes, que conferem resisténcia a uma ou
poucas racas fisiolégicas do patégeno e, normalmente, € pouco estdvel. Ja a resisténcia
quantitativa € um tipo de resisténcia incompleta, poligénica, que proporciona uma baixa
taxa de desenvolvimento da doenca no campo (Parlevliet, 1979). Em trabalho cléssico,
Flor (1955) prop6s a existéncia de um sistema de reconhecimento gene-a-gene, com
interacdo especifica: uma planta com o gene dominante de resisténcia R reconhece um
patégeno com o gene dominante de aviruléncia avr correspondente, assim a presenga do
gene avr torna o patdgeno nao-virulento se a planta tiver o gene R apropriado (Barbieri &
Carvalho, 2001). Embora o cv. Valente apresentou-se resistente a antracnose neste
experimento, € importante destacar que, segundo Medeiros (2004), a complexidade que
envolve a variabilidade patogénica de C. lindemuthianum torna dificil a obtengdo de
cultivares com resisténcia duradoura a este patégeno.

Apesar de a grande maioria das plantas ser resistente a maior parte dos patégenos,
por possuirem um amplo arranjo de componentes constitutivos de defesa e/ou bloqueio
fisico da entrada de microrganismos, muitas plantas cultivadas s@o suscetiveis a um
determinado nimero de patdgenos, capazes de causar enormes perdas de produtividade
(Barbieri & Carvalho, 2001). Em feijoeiro, estas perdas sdo tanto maiores quanto mais
precoce for o aparecimento da doenga na lavoura e podem chegar a 95% em cultivar
suscetivel inoculado com C. lindemuthianum de uma a sete semanas apds a germinagao
(Rava & Sartorato, 1994).

Todas as plantas, na natureza, desenvolvem-se sob constante ameaca de seus
inimigos, sejam eles herbivoros ou patégenos. Porém, as plantas ndo aceitam passivamente
a agressao de seus inimigos, mas apresentam barreiras ja existentes antes do ataque, que

visam conter esta agressdo. Estas barreiras sio denominadas de defesas constitutivas e sao
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representadas por estruturas, como: ceras, cuticula, parede celular espessa, tricomas, bem
como substincias quimicas pré-formadas, como os fendis, alcaldides, fototoxinas,
inibidores protéicos e enzimas hidroliticas. Por outro lado, hd mecanismos de defesa que se
manifestam somente quando a planta € desafiada por um agressor. Estes mecanismos
envolvem a formacdo de papila, halos, lignificacdo, além de compostos como fitoalexinas,
proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas — RP) e espécies reativas de oxigénio
(Pascholati & Leite, 1995; Agrios, 2005). Neste trabalho, o cv. Uirapuru nao resistiu a
agressao do patégeno confirmando sua suscetibilidade a raga 73, descrita por Loffaguen et
al. (2005) e Paulert (2005).

O cv. Mouro Gratudo, em avaliagdo no estddio V4, foi tdo suscetivel quanto o cv.
Uirapuru, um genétipo altamente suscetivel a antracnose. Segundo Medeiros (2004), o cv.
Mouro Graado € suscetivel em estadio V1/V2, moderadamente resistente em V4/R5 e
resistente em RS5/R6 para diferentes racas de C. lindemuthianum. Este aumento gradativo
da resisténcia com a idade da planta tem sido denominado “resisténcia de planta adulta”.
Embora resisténcia de planta adulta seja bem conhecida e estudada em cereais (Liang et
al., 2006) como por exemplo, em trigo (Triticum aestivum) cv. Toropi que possui
resisténcia estritamente de planta adulta contra ferrugem da folha (Puccinia triticina
Erikss) (Barcellos et al., 2000), poucos estudos sdo disponiveis para o patossistema
feijoeiro/C. lindemuthianum. Na verdade, nenhuma das varidveis analisadas neste trabalho,
exibiu qualquer diferenca entre os cvs. Uirapuru e Mouro Gratido. Possivelmente, porque a
expressdo de genes de resisténcia s6 ocorre no estddio reprodutivo. Costa et al. (2006)
pesquisando a resisténcia em cultivares de soja ao C. truncatum observaram um aumento
de resisténcia das plantas, em estiddios mais tardios do ciclo de desenvolvimento. De
acordo com os resultados desta pesquisa, o cv. Mouro Graudo, que segundo Medeiros
(2004) apresenta resisténcia de planta adulta, ndo expressou os genes para este tipo de
resisténcia no estddio fenoldgico V4.

A aplicacdo do polissacarideo ulvana (10mg/mL) reduziu aos 14 dai, em 52 e 53%
o aumento do nimero e do tamanho do comprimento de lesdes nas nervuras dos foliolos
laterais, diretamente tratados (Anexos 2 e 10). Paulert (2005), também observou aos 7 e 14
dai reducdo na severidade de antracnose em feijoeiro quando tratou com ulvana
(10mg/mL) quatro dias antes da inoculagdo com C. lindemuthianum, em comparacao as
testemunhas. Considerando que a ulvana nao tem efeito direto sobre o fungo (Paulert,
2005, Abreu, 2005, Cluzet et al., 2004), os resultados sugerem que a ulvana tenha

estimulado respostas locais de defesa em feijoeiro, isto €, deve ter induzido resisténcia.
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Segundo Stadnik & Maraschin (2004), a resisténcia induzida do hospedeiro a
fitopatogenos pode ser entendida como a capacidade da planta em evitar e/ou atrasar o
desenvolvimento do patdégeno apds sua penetragdo, podendo se manifestar como uma
reducdo no ndmero e tamanho das lesdes. Como houve reducdo na taxa de
desenvolvimento das lesdes nas nervuras dos cultivares estudados, € de supor que o
tratamento com o polissacarideo algal tenha ativado os mecanismos de defesa do feijoeiro
de forma a inibir o desenvolvimento do patégeno. Quando as respostas de defesa sdo mais
rapidas que o processo de infeccdo, a planta pode conter o desenvolvimento do patégeno
(Bonaldo et al., 2005).

Neste trabalho, a aplicacdo preventiva da ulvana reduziu o desenvolvimento das
lesdoes de forma diferenciada nas nervuras dos foliolos dos cultivares. Assim, a nervura
primdria teve mais e maiores lesdes por centimetro de nervura do que as outras. A nervura
tercidria foi a que apresentou menos lesdes. Embora lesdes entre as nervuras possam ser
observéaveis, a antracnose do feijoeiro ocorre preferencialmente nas nervuras foliares (Jerba
et al., 2005). A nervura primdria desempenha um papel essencial para a sobrevivéncia da
folha, pois é por ela que sao transportados os nutrientes e dgua que irdo suprir as
necessidades das demais células do limbo foliar (Raven et al., 2001). E importante destacar
que, com a morte desta nervura, haverd inevitavelmente a morte dos foliolos. Quando o
fungo atinge essas nervuras, promove a desestruturacio da lamela média e,
conseqiientemente, ocorre o colapso do sistema de feixes vasculares, reduzindo a
translocacdo de fotoassimilados (Kimati, 1997). A severidade de antracnose, medida tanto
pelo nimero como pelo tamanho de lesdes, foi sempre maior na nervura primaria (Figuras
3e0).

No foliolo central dos cultivares Uirapuru e Mouro Graudo, verificou-se o efeito
sist€émico da ulvana. Este polissacarideo reduziu tanto a velocidade de formag¢do como o
crescimento das lesdes. A ulvana manteve inalterado o nimero de lesdes na nervura
secunddria no periodo avaliado (Figura 4), e a velocidade de aumento do tamanho do
comprimento das lesdes foi reduzido em 58 e 72% na nervura secunddria do foliolo
central, dos cvs. Uirapuru e Mouro Gratddo, respectivamente (Figura 7). E importante
destacar que o foliolo central foi protegido com saco pléstico durante o tratamento. Tal fato
comprova o efeito sisttmico da ulvana. As plantas, apds exposicdo a um agente indutor,
tém seus mecanismos de defesa ativados ndo apenas no sitio de indu¢ao, como também em
outros locais distantes dele, de forma mais ou menos generalizada (SAR) (Sticher et al.,

1997). Os extratos de U. fasciata e Lemna sp., em testes comparativos, reduziram aos 5
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dai, de forma sistémica (em trifélio nao tratado) a severidade de antracnose no cv.
Uirapuru, na ordem de 55 e 44%, respectivamente, em relacdo a testemunha (Abreu, 2005).
A acdo sistémica de extrato de alga verde U. fasciata em plantas de feijoeiro contra a
antracnose, encontrada no trabalho de Abreu (2005), também foi observada em condig¢des
de campo por Loffaguen er al. (2004). E importante destacar a expressio genética
diferencial que ocorreu na nervura secunddria do foliolo central dos cultivares em estudo,
com a aplicagcdo da ulvana, pois, ndo houve diferenca no desenvolvimento do nimero de
lesdes, entre os tratamentos nas demais nervuras. Contudo, mais estudos precisam ser
realizados para elucidar e confirmar a expressdo diferencial da indug¢do na resisténcia
sistémica.

A ulvana diminuiu a germinacdo de conidios sobre os foliolos dos cvs. Uirapuru e
Mouro Graudo, 48 hai (Figura 9A). As seguintes caracteristicas da ulvana podem ser
levantadas para tentar explicar a reducdo na germinagdo observada neste trabalho: (1) a
ulvana é um polissacarideo com capacidade para formar quelatos na presenca de ions boro
e célcio (Chiovitti et al., 2001). Com a formacao de géis pode haver o seqiiestro de cétions
que s@o essenciais para a germinagao de conidios de Colletotrichum, como por exemplo o
calcio (Ahn et al., 2003); (2) a ulvana pode fornecer nutrientes aos microrganismos que
estdo no filoplano que poderiam, por sua vez, produzir metabdlitos antimicrobianos como
ocorreu, por exemplo, a produ¢do de substancias inibidoras ao C. acutatum, produzidas por
diversos isolados de Bacillus spp. em frutos citricos (Kupper et al., 2003). Em contraste,
estudos prévios realizados t€m demonstrado claramente que este polissacarideo ndo possui,
in vitro, atividade direta (fungicida) contra Colletotrichum spp (Cluzet et al., 2004;
Talamini, 2004), embora extratos alcélicos da mesma alga possam apresentar acdo
antimicrobiana (Paulert, 2005).

Curiosamente, a maior formacdo de apressérios (42% dos conidios germinados)
ocorreu nos foliolos do cultivar resistente (Valente), que diferiu significativamente daquela
observada no cv. Mouro Graudo (Figura 9B). O cv. Valente ndo apresentou lesdes
necrdticas (reacao resistente), o que indica que o patégeno ndo infectou o tecido foliar da
planta e/ou nao se desenvolveu nele. De fato, trabalhos citolégicos de resisténcia de plantas
(Silva e Bisognin, 2004) a diferentes patégenos tém demonstrado que genes maiores nao
influenciam na formacgdo de apressorio. Assim, o patégeno € capaz de germinar e formar o
apressorio tao bem em cultivares resistentes quanto em suscetiveis. Apds a sua deposicao
na superficie da folha, o conidio de Colletotrichum lindemuthianum germina formando um

tubo germinativo relativamente curto € em sua extremidade forma um apressério
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melanizado (Bailey et al., 1992; Wharton & Diégues-Uribeondo, 2004). A penetragcdo
ocorre através de uma hifa de infeccdo que emerge da base do apressério e penetra
diretamente a cuticula e a parede celular da planta. Na extremidade da hifa de penetracao,
origina-se a hifa intracelular formada por uma estrutura globosa, a vesicula de infec¢do e a
partir desta, uma hifa primdaria. A hifa intracelular € circundada por uma matriz interfacial
separarando-a da membrana plasmética do vegetal que invagina-se ao redor desta estrutura.
Esta fase € caracterizada como biotréfica (O’Connell et al., 1995; Mendgen et al., 2002).

A colonizacdo dos tecidos inicia-se ao final da fase biotréfica, isto &,
aproximadamente, 48 horas apds a penetracio do patégeno. Na fase necrotrofica,
desenvolve-se uma hifa secundéria que destr6i rapidamente o citoplasma e degrada as
paredes celulares de células do hospedeiro e das vizinhas ao redor da infec¢ao (O’Connell
et al., 1995; Wharton & Julian, 1996; Wharton et al., 2001), o que caracteriza o fungo C.
lindemuthianum, como parasita hemibiotréfico (Bailey et al., 1992; O’Connell et al.,
1995). Nesta fase sdo observados os sintomas tipicos da doenga. Como observado neste
trabalho e na descricdo dos sintomas da antracnose na literatura (Bailey et al., 1992,
Medeiros, 2004), C. lindemuthianum infecta preferencialmente as nervuras. A rara
ocorréncia de lesdes entre as nervuras indica que estas células sejam geralmente resistentes
a penetracdo e/ou desenvolvimento do patdgeno. Isto explicaria, em parte, porque a
freqiiéncia de células hipersensitivas neste tecido foi tdo elevada, visto que a reacdo de
hipersensibilidade € uma resposta de defesa altamente eficiente para patdgenos biotréficos
e hemibiotréficos (Watanabe & Lam, 2006). Todos os cultivares exibiram um nimero
elevado de lesdes nas nervuras. No entanto, as reagdes de hipersensibilidade foram
observadas a 48 hai, justamente no momento de transicdo entre a fase biotréfica e
necrotréfica do fungo, quando o nimero de células necrosadas aumentaria naturalmente.
Porém, o nimero de células hipersensitivas foi semelhante entre o cv. Valente (resistente,
sem lesdes) e os cultivares suscetiveis.

Por fim, pode-se concluir que ulvana reduziu local e sistemicamente a taxa de
desenvolvimento tanto do nimero como do comprimento de lesdes aos 14 dai em ambos os
cultivares suscetiveis. A nervura primaria foi mais suscetivel a antracnose do que as outras.
Os conidios germinaram igualmente nos cultivares, mas a ulvana reduziu sua germinacao
em 28 e 44% nos cvs. Uirapuru e Mouro Graudo, respectivamente. A maior formagao de
apressorios (42%) foi registrada no ‘Valente’ que diferiu significativamente daquela sobre
os foliolos do ‘Mouro Gratido’. A ulvana ndo influenciou a formacao de apressérios. A

freqiiéncia de células hipersensitivas foi semelhante entre os cultivares, mas
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significativamente maior em ‘Uirapuru’ tratado com ulvana que em plantas testemunhas de

‘Mouro Graudo’.
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Anexo 1. Andlise de variancia das notas atribuidas ao segundo trifélio dos cultivares
Uirapuru e Mouro Gratdo, pela escala de avaliacdo para antracnose do feijoeiro proposta
por Tamayo (1995), 9 dai, no estddio fenolégico V4.

Segundo Trifélio
Fonte GL QM F P>F
Cultivar 1 0,0181 0,01 0,9164
Tratamento 1 0,4648 0,29 0,5967
Cultivar * Trat. 1 0,9048 0,56 0,4618
Erro 20 1,6073

Trat. = tratamento; GL = Graus de liberdade; QM = Quadrado médio; F = teste F; P>F =
probabilidade do teste F.
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Anexo 2. Numero de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primadria, secunddria,
terciaria e na soma de todas as nervuras, em foliolos laterais (efeito local) de cultivares de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru (acima) e Mouro Gratido (abaixo),
previamente tratados com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da inoculacio com
Colletotrichum lindemuthianum, avaliada aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenoldgico V4.

Uirapuru*
8 dias 10 dias 12 dias 14 dias
Nervuras
agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana
primaria 0,12 0,10 0,14 0,13 0,17 0,15 0,23 0,16
secundaria 0,07 0,05 0,09 0,06 0,11 0,07 0,14 0,08
terciaria 0,01 0,01 0,02 0,01 0,03 0,02 0,05 0,02
total 0,20 0,16 0,25 0,20 0,32 0,24 041 0,26
Mouro Graado*
8 dias 10 dias 12 dias 14 dias
Nervuras
agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana
primaria 0,20 0,23 0,23 0,23 0,27 0,26 0,33 0,29
secundaria 0,06 0,03 0,06 0,04 0,08 0,05 0,12 0,06
terciaria 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,04 0,03
total 0,27 0,27 0,30 0,28 0,37 0,33 0,49 0,38

* Média de seis repeticdes (4 foliolos por repeti¢do). Lesdes por centimetro de nervura.
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Anexo 3. ANOVA de dados de pré-tratamentos com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes
da inoculagdo com Colletotrichum lindemuthianum, em foliolos laterais (efeito local) de
cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru e Mouro Graudo, sobre o
desenvolvimento do nimero de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primaria,
secunddria, tercidria € no comprimento total destas nervuras, avaliado aos 8, 10, 12 e 14
dai, no estadio fenoldgico V4.

Nervura Primaria

F de Cultivares GL QME F P>F
cultivar 1 0,2702 7,84 0,0111
tratamento 1 0,0077 0,22 0,6412
cultivar/tratamento 1 0,0029 0,09 0,7729
tempo 3 0,0347 23,88 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0006 0,44 0,7225
tempo/ tratamento 3 0,0044 3,04 0,0356
tempo/cultivar/trat 3 0,0003 0,17 0,9150

Nervura Secundaria

F de Cultivares GL QME F P>F
cultivar 1 0,0107 1,94 0,1791
tratamento 1 0,0298 5,40 0,0308
cultivar/tratamento 1 0,0001 0,01 0,9358
tempo 3 0,0102 28,28 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0001 0,20 0,8980
tempo/ tratamento 3 0,0013 3,73 0,0158
tempo/cultivar/trat 3 0,0001 0,23 0,8737

Nervura Terciaria

F de Cultivares GL QME F P>F
cultivar 1 0,0002 0,43 0,5186
tratamento 1 0,0008 1,41 0,2488
cultivar/tratamento 1 0,0008 1,41 0,2485
tempo 3 0,0034 45,57 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0001 0,76 0,5196
tempo/ tratamento 3 0,0004 5,75 0,0016
tempo/cultivar/trat 3 0,0001 0,39 0,7582

Nervura Total

F de Cultivares GL QME F P>F
cultivar 1 0,1525 2,48 0,1311
tratamento 1 0,0893 1,45 0,2423
cultivar/tratamento 1 0,0062 0,10 0,7546
tempo 3 0,1181 38,07 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0020 0,63 0,5970
tempo/ tratamento 3 0,0154 4,96 0,0038
tempo/cultivar/trat 3 0,0001 0,05 0,9871

F = teste de F; GL = Graus de liberdade; QME = Quadrado médio do erro; F = valor do teste de F;
P>F = probabilidade.
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Anexo 4. ANOVA de modelos linear, quadratico e ctubico de regressdo de dados de pré-
tratamentos com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da inoculagdo com Colletotrichum
lindemuthianum, em foliolos laterais (efeito local) de cultivares de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru e Mouro Gratido, sobre o desenvolvimento do nimero
de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primdria, secunddria, tercidria € no
comprimento total destas nervuras, avaliado aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenoldégico

V4.
Variavel Trat. Modelo GL SQ QM F P>F
NP Ur dgua linear 1 0,0383 0,0383 9,79  0,0053
quadratico 1 0,0011 0,0011 0,28  0,6057
cubico 1 0 0 0 0,9999
NP Ur Ulvana linear 1 0,0106 0,0106 1,88 0,1853
quadratico 1 0,0005 0,0005 0,09 0,7732
cubico 1 0,0002 0,0002 0,04  0,8466
NP MG dgua  linear 1 0,0536 0,0536 348 0,0769
quadritico 1 0,0025 0,0025 0,16  0,6909
cubico 1 0 0 0 0,9839
NP MG Ulvana linear 1 0,0115 0,0115 0,82 0,3747
quadratico 1 0,0015 0,0015 0,11 0,7444
cubico 1 0,0005 0,0005 0,04 0,8512
NS dgua  linear 1 0,027 0,027 12,41 0,001
quadritico 1 0,0014 0,0014 0,63 0,4301
cubico 1 0 0 0,02  0,8996
NS Ulvana linear 1 0,0061 0,0061 5,69 0,0214
quadratico 1 0,0001 0,0001 0,14 0,7135
cubico 1 0 0 0 0,9769
NT dgua  linear 1 0,0088 0,0088 46,86  0,0001
quadritico 1 0,0005 0,0005 2,73 0,1055
cubico 1 0 0 0 0,9659
NT Ulvana linear 1 0,002 0,002 9,9 0,003
quadritico 1 0,0001 0,0001 0,55 0,4615
cubico 1 0 0 0,02  0,8863
NTot dgua linear 1 0,3137 0,3137 17,07  0,0002
quadratico 1 0,014 0,014 0,76  0,3872
cubico 1 0,0001 0,0001 0 0,9515
NTot Ulvana linear 1 0,0735 0,0735 4,33 00,0432
quadritico 1 0,0012 0,0012 0,07 0,7906
cubico 1 0,0009 0,0009 0,05 0,8237

NP = nervura priméria; NS = nervura secundéria; NT = nervura tercidria; NTot = nervura total; Ur
= cultivar Uirapuru; MG = cultivar Mouro Graido; Trat. = tratamento; GL = grau de liberdade; SQ
= soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor de F; P>F probabilidade do teste F.
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Anexo S. Ajustes lineares para equagdes de retas de regressdo das interacdes
significativamente diferentes entre os cultivares de feijoeiro comum, Uirapuru e Mouro
Graddo, sobre o desenvolvimento do numero de lesdes necréticas de antracnose nos
diferentes tipos de nervuras, dos foliolos laterais (efeito local) ao longo ao longo de 4
avaliacdes, 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenoldgico V4.

Variavel Trat. P>F R? dm.p “a” P>t “p” P>t

NP Ur Agua 0,0138 09727 0,009 -0,03353 0,2937  0,01786  0,0138
NP Ur Ulvana  0,0313 0,9383 0,007 0,03074  0,2487  0,00938 0,0313
NPMG  Agua 0,0227 09552 0,014 0,02546  0,5560  0,02114 0,0227
NPMG  Ulvana 0,0780 0,8501 0,012 0,14361 0,0478  0,00977  0,0780

NS Agua - - - 0,0915 - 0 -
NS Ulvana - - - 0,0563 - 0 -
NT Agua 0,0013 0,8420 0,006 -0,04317 0,0114 0,00604 0,0013
NT Ulvana  0,0007 0,8706 0,002 -0,01414 0,0320 0,00288  0,0007
NTot Agua 0,0028 0,7969 0,045 -0,06483  0,4524  0,03488  0,0028
NTot Ulvana - - - 0,2633 - 0 -

NP = nervura primdria; NS = nervura secunddria; NT = nervura tercidria; NTot = nervura total; Ur
= cultivar Uirapuru; MG = cultivar Mouro Graido; Trat. = tratamento; P>F probabilidade do teste

F; R? = coeficiente de determinacdo; d.m.p = desvio médio padrdo; “a” = intercepto; P>t =
probabilidade de “a”; “b” = coeficiente angular; P>t = probabilidade de “b”.
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Anexo 6. Numero de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primaria, secunddria,
tercidria e no comprimento total destas nervuras, em foliolos centrais (efeito sistémico) de
cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru (acima) e Mouro Graido
(abaixo), pré-tratados com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da inoculacdo com
Colletotrichum lindemuthianum, avaliada aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenoldgico V4.

Uirapuru*
8 dias 10 dias 12 dias 14 dias
agua Ulvana  agua Ulvana agua Ulvana  agua Ulvana
primaria 0,19 0,15 0,28 0,17 0,34 0,21 0,37 0,21
secundaria 0,07 0,08 0,10 0,08 0,13 0,09 0,16 0,11
terciaria 0,02 0,01 0,03 0,01 0,04 0,02 0,06 0,02
total 0,28 0,24 0,41 0,27 0,52 0,32 0,59 0,35

Mouro Graudo*

8 dias 10 dias 12 dias 14 dias
agua Ulvana  agua Ulvana agua Ulvana  agua Ulvana
primaria 0,27 0,25 0,28 0,27 0,38 0,28 0,38 0,34
secundaria 0,05 0,06 0,06 0,07 0,08 0,07 0,13 0,08
terciaria 0,01 0,02 0,01 0,02 0,03 0,03 0,06 0,04
total 0,33 0,33 0,35 0,37 0,49 0,38 0,57 0,46

* Média de seis repeticdes (2 foliolos por repeticdo). Lesdes por centimero de nervura.
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Anexo 7. ANOVA de dados de pré-tratamentos com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes
da inoculagcdo com Colletotrichum lindemuthianum, em foliolos centrais (efeito sist€émico)
de cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru e Mouro Graudo, sobre
o desenvolvimento do nimero de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primaria,
secunddria, tercidria € no comprimento total destas nervuras, avaliado aos 8, 10, 12 e 14
dai, no estadio fenoldgico V4.

Nervura Primaria

F de Cultivares GL QME F P>F

cultivar 1 0,1109 1,03 0,3214
tratamento 1 0,1397 1,30 0,2676
cultivar/tratamento 1 0,0228 0,21 0,6495
tempo 3 0,0597 16,48 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0014 0,40 0,7523
tempo/ tratamento 3 0,0090 2,48 0,0700
tempo/cultivar/trat 3 0,0035 0,95 0,4200

Nervura Secundaria

F de Cultivares GL QME F P>F

cultivar 1 0,0002 0,43 0,5186
tratamento 1 0,0008 1,41 0,2488
cultivar/tratamento 1 0,0008 1,41 0,2485
tempo 3 0,0034 45,57 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0001 0,76 0,4244
tempo/ tratamento 3 0,0004 5,75 0,0170
tempo/cultivar/trat 3 0,0001 0,39 0,5916

Nervura Terciaria

F de Cultivares GL QME F P>F

cultivar 1 0,0011 0,31 0,5822
tratamento 1 0,0080 2,27 0,1479
cultivar/tratamento 1 0,0007 0,19 0,6676
tempo 3 0,0028 3,09 0,0337
tempo/cultivar 3 0,0008 0,91 0,4429
tempo/ tratamento 3 0,0009 0,97 04111
tempo/cultivar/trat 3 0,0016 1,73 0,1696

Nervura Total

F de Cultivares GL QME F P>F

cultivar 1 0,0364 0,24 0,6271
tratamento 1 0,2699 1,81 0,1941
cultivar/tratamento 1 0,0592 0,40 0,5362
tempo 3 0,1775 26,06 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0032 0,47 0,7045
tempo/ tratamento 3 0,0328 4,82 0,0045
tempo/cultivar/trat 3 0,0048 0,70 0,5539

F = teste de F; GL = Graus de liberdade; QME = Quadrado médio do erro; F = valor do teste de F;

P>F = probabilidade.
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Anexo 8. ANOVA de modelos linear, quadratico e cubico de regressdo de dados de pré-
tratamentos com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da inoculagdo com Colletotrichum
lindemuthianum, em foliolos centrais (efeito sist€émico) de cultivares de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru e Mouro Gratido, sobre o desenvolvimento do nimero
de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primdria, secunddria, tercidria € no
comprimento total destas nervuras, avaliado aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenoldégico

V4.
Variavel Trat. Modelo GL SQ QM F P>F
NP dgua linear 1 0,1577 0,1577 3,58 0,0652
quadratico 1 0,0038 0,0038 0,09 0,7692
cubico 1 0,006 0,006 0,14 0,7143
NP Ulvana linear 1 0,0383 0,0383 2,95  0,0931
quadrético 1 0,0003 0,0003 0,02 0,89
cubico 1 0,0001 0,0001 0 0,9485
NS dgua linear 1 0,0453 0,0453 19,47 0,0001
quadrético 1 0,0011 0,0011 0,48 0,4937
cubico 1 0 0 0 0,9645
NS Ulvana linear 1 0,0045 0,0045 1,88 0,1778
quadrético 1 0,0003 0,0003 0,12  0,7269
cubico 1 0,0001 0,0001 0,02 0,8787
NT dgua linear 1 0,0147 0,0147 17,7  0,0001
quadrético 1 0,001 0,001 1,19  0,2805
cubico 1 0 0 0,01  0,9428
NT Ulvana linear 1 0,0013 0,0013 3,18 0,0816
quadrético 1 0,0001 0,0001 0,15 0,7051
cubico 1 0 0 0 0,9749
NTot dgua linear 1 0,5349 0,5349 9,1 0,0042
quadratico 1 0 0 0 0,9908
cuibico 1 0,0054 0,0054 0,09 0,7643
NTot Ulvana linear 1 0,0888 0,0888 4,2 0,0465
quadrético 1 0,0017 0,0017 0,08 0,7814
cubico 1 0,0002 0,0002 0,01 09161

NP = nervura priméria; NS = nervura secunddria; NT = nervura tercidria; NTot = nervura total;
Trat. = tratamento; GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F =

valor de F; P>F probabilidade do teste F.
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Anexo 9. Ajustes lineares para equagdes de retas de regressdo das interacdes
significativamente diferentes entre os cultivares de feijoeiro comum, Uirapuru e Mouro
Graddo, sobre o desenvolvimento do numero de lesdes necréticas de antracnose nos
diferentes tipos de nervuras, dos foliolos centrais (efeito sistémico) ao longo de 4
avaliacdes, 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenoldgico V4.

Variavel Trat P>F R? dm.p “a” P>t “p” P>t
NS Agua 0,0095 0,7008 0,023 -0,05277 0,2473  0,01375  0,0095
NS Ulvana - - - 0,0812 - 0 -

NTot Agua <0,001 09515 0,028 -0,07581 0,1717 0,04721  <0,001

NTot Ulvana - - - 0,3374 - 0 -

NS = nervura secunddria; NTot = nervura total; Trat. = tratamento; P>F probabilidade do teste F;

R? = coeficiente de determinacdo; d.m.p = desvio médio padrdo; “a” = intercepto; P>t =
probabilidade de “a”; “b” = coeficiente angular; P>t = probabilidade de “b”.
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Anexo 10. Comprimento (mm) de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primaria,
secunddria, tercidria € no comprimento total destas nervuras, em foliolos laterais (efeito
local) de cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru (acima) e Mouro
Gratdo (abaixo), pré-tratados com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da inoculacdo com
Colletotrichum lindemuthianum, avaliada aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenoldgico V4.

Uirapuru*
8 dias 10 dias 12 dias 14 dias
agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana
primaria 0,27 0,27 0,44 0,41 0,57 0,52 0,78 0,58
secundéria 0,12 0,09 0,19 0,13 0,25 0,17 0,34 0,23
tercidria 0,03 0,03 0,05 0,03 0,08 0,05 0,11 0,05
total 0,42 0,39 0,67 0,57 0,89 0,74 1,23 0,86

Mouro Graudo*

8 dias 10 dias 12 dias 14 dias
agua  Ulvana agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana
primaria 0,57 0,70 0,60 0,78 0,80 0,84 1,17 0,91
secundaria 0,16 0,07 0,19 0,08 0,22 0,10 0,37 0,14
terciaria 0,01 0,03 0,02 0,04 0,04 0,04 0,10 0,07
total 0,74 0,79 0,81 0,89 1,07 0,98 1,64 1,12

* Média de seis repeticdes (4 foliolos por repeticdo). Lesdes por centimetro de nervura.
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Anexo 11. ANOVA de dados de pré-tratamentos com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes
da inoculagdo com Colletotrichum lindemuthianum, em foliolos laterais (efeito local) de
cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru e Mouro Graudo, sobre o
desenvolvimento do comprimento de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras
primdria, secunddria, tercidria e no comprimento total destas nervuras, avaliado aos 8, 10,
12 e 14 dai, no estddio fenol6gico V4.

Nervura Primaria

F de Cultivares GL QME F P>F

cultivar 1 2,4241 3,20 0,0887
tratamento 1 0,0143 0,02 0,8921
cultivar/tratamento 1 0,0482 0,06 0,8033
tempo 3 0,7369 37,88 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0165 0,85 0,3944
tempo/ tratamento 3 0,1232 6,33 0,0124
tempo/cultivar/trat 3 0,0178 0,92 0,3736

Nervura Secundaria

F de Cultivares GL QME F P>F

cultivar 1 0,0177 0,54 0,4718
tratamento 1 0,2552 7,777 0,0114
cultivar/tratamento 1 0,0309 0,94 0,3439
tempo 3 0,1125 68,70 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0030 1,82 0,1537
tempo/ tratamento 3 0,0141 8,59 <0,0001
tempo/cultivar/trat 3 0,0017 1,07 0,3694

Nervura Terciaria

F de Cultivares GL QME F P>F

cultivar 1 0,0022 0,44 0,5161
tratamento 1 0,0033 0,65 0,4293
cultivar/tratamento 1 0,0038 0,75 0,3970
tempo 3 0,0155 47,51 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0004 1,24 0,3043
tempo/ tratamento 3 0,0029 9,05 <0,0001
tempo/cultivar/trat 3 0,0001 0,25 0,8595

Nervura Total

F de Cultivares GL QME F P>F

cultivar 1 1,8126 1,67 0,2107
tratamento 1 0,5087 0,47 0,5011
cultivar/tratamento 1 0,0057 0,01 0,9429
tempo 3 1,6658 54,44 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0297 0,97 0,4125
tempo/ tratamento 3 0,3022 9,88 <0,0001
tempo/cultivar/trat 3 0,0404 1,32 0,2762

F = teste de F; GL = Graus de liberdade; QME = Quadrado médio do erro; F = valor do teste de F;

P>F = probabilidade.



65

Anexo 12. ANOVA de modelos linear, quadrético e cibico de regressao de dados de pré-
tratamentos com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da inoculagdo com Colletotrichum
lindemuthianum, em foliolos laterais (efeito local) de cultivares de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru e Mouro Graido, sobre o desenvolvimento do
comprimento de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primdria, secundaria,
tercidria e no comprimento total destas nervuras, avaliado aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estddio
fenoldégico V4.

Variavel Trat. Modelo GL SQ QM F P>F
NP dgua linear 1 5,01E+09 5,01E+09 1,28  0,2648
quadrético 1 0,5181 0,5181 0,01 0,9091
cubico 1 0,4439 0,4439 0,01  0,9158
NP Ulvana linear 1 7,86E+09 7,86E+09 3.4 0,0719
quadrético 1 7,89E+08 7,89E+08 0,34 0,562
cuibico 1 0,0198 0,0198 0 0,9768
NS dgua linear 1 0,2903 0,2903 24,56 00,0001
quadrético 1 0,0149 0,0149 1,26  0,2675
cubico 1 0,0031 0,0031 0,27  0,6089
NS Ulvana linear 1 0,0696 0,0696 10,27  0,0025
quadrético 1 0,0018 0,0018 0,27  0,6092
cubico 1 0 0 0,01 0,941
NT dgua linear 1 0,0455 0,0455 30,94 0,0001
quadrético 1 0,0025 0,0025 1,73 0,1957
cubico 1 0 0 0 0,9808
NT Ulvana linear 1 0,0071 0,0071 4,82  0,0335
quadrético 1 0,0003 0,0003 0,2 0,6549
cubico 1 0 0 0 0,9471
NTot agua linear 1 6,83E+10 6,83E+10 12,27 0,0011
quadrético 1 1,04E+10 1,04E+10 1,87  0,1786
cubico 1 0,1019 0,1019 0 0,9661
NTot Ulvana linear 1 1,82E+10 1,82E+10 6,22 0,0165
quadrético 1 5,39E+08 5,39E+08 0,18 0,6699
cubico 1 0,2114 0,2114 0,01  0,9327

NP = nervura priméria; NS = nervura secunddria; NT = nervura tercidria; NTot = nervura total;
Trat. = tratamento; GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F =
valor de F; P>F probabilidade do teste F.
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Anexo 13. Ajustes lineares para equagdes de retas de regressdo das interagdes
significativamente diferentes entre os cultivares de feijoeiro comum, Uirapuru e Mouro
Gratdo, sobre o desenvolvimento do comprimento de lesdes necrdticas de antracnose nos
diferentes tipos de nervuras, dos foliolos laterais (efeito local) ao longo de 4 avaliacdes, 8,
10, 12 e 14 dai, no estadio fenol6gico V4.

Variavel Trat P>F R? d.m.p “a” P>t “b” P>t
NP Agua - - - 0,6510 - 0 -
NP Ulvana - - - 0,6266 - 0 -
NS Agua 0,0002 09173  0,0269 -0,15389 0,0182 0,03478  0,0002
NS Ulvana - - - 0,1255 - 0 -
NT Agua 0,0017 0,8278  0,0162 -0,09804 0,0144 0,01377 0,0017
NT Ulvana  0,0005 0,8863  0,0050 -0,01823  0,0875 0,00545 0,0005
NTot Agua 0,0029 0,7958  0,1834 -0,61004 0,1102  0,14029  0,0029
NTot Ulvana - - - 0,7939 - 0 -

NP = nervura priméria; NS = nervura secunddria; NT = nervura tercidria; NTot = nervura total;
Trat. = tratamento; P>F probabilidade do teste F; R2 = coeficiente de determina¢do; d.m.p = desvio

médio padrdo; “a” = intercepto; P>t = probabilidade de “a”; “b” = coeficiente angular; P>t =
probabilidade de “b”.



67

Anexo 14. Comprimento (mm) de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primaria,
secunddria, tercidria e no comprimento total destas nervuras, em foliolos centrais (efeito
sist€émico) de cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru (acima) e
Mouro Graudo (abaixo), pré-tratados com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da
inoculagcdo com Colletotrichum lindemuthianum, avaliada aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio

fenoldgico V4.
Uirapuru*
8 dias 10 dias 12 dias 14 dias
agua  Ulvana agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana
primaria 0,52 0,53 0,71 0,63 0,9 0,71 1,06 0,77
secundaria 0,15 0,15 0,34 0,23 0,47 0,25 0,58 0,33
tercidria 0,03 0,01 0,07B 0,02 0,11 0,03 0,18 0,03
total 0,70 0,69 1,11 0,88 1,48 1,0 1,82 1,13
Mouro Graudo*
8 dias 10 dias 12 dias 14 dias
agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana agua Ulvana
primaria 1,47 0,85 1,59 0,95 1,80 1,00 2,09 1,11
secundaria 0,13 0,11 0,15 0,13 0,26 0,14 0,42 0,19
terciaria 0,02 0,02 0,02 0,04 0,06 0,05 0,14 0,08
total 1,62 0,97 1,76 1,12 2,12 1,19 2,65 1,38

* Média de seis repeticdes (2 foliolos por repeticio). Lesdes por centimetro de nervura.
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Anexo 15. ANOVA de dados de pré-tratamentos com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes
da inoculacdo com Colletotrichum lindemuthianum, em foliolos centrais (efeito sist€émico)
de cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru e Mouro Graudo, sobre
o desenvolvimento do comprimento de lesdes necrdticas de antracnose, nas nervuras
primdria, secunddria, tercidria e no comprimento total destas nervuras, avaliado aos 8, 10,
12 e 14 dai, no estddio fenol6gico V4.

Nervura Primaria

F de Cultivares GL QME F P>F
cultivar 1 9,5003 2,15 0,1577
tratamento 1 4,8331 1,10 0,3077
cultivar/tratamento 1 2,3454 0,53 0,4743
tempo 3 0,7668 29,17 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0104 0,40 0,7557
tempo/ tratamento 3 0,1328 5,05 0,0035
tempo/cultivar/trat 3 0,0039 0,15 0,9309
Nervura Secundaria
F de Cultivares GL QME F P>F
cultivar 1 0,3607 4,85 0,0396
tratamento 1 0,3553 4,77 0,0410
cultivar/tratamento 1 0,0118 0,16 0,6952
tempo 3 0,2598 35,75 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0206 2,83 0,0457
tempo/ tratamento 3 0,0637 8,77 <0,0001
tempo/cultivar/trat 3 0,0048 0,66 0,5806
Nervura Terciaria
F de Cultivares GL QME F P>F
cultivar 1 0,0013 0,16 0,6916
tratamento 1 0,0450 5,72 0,0268
cultivar/tratamento 1 0,0203 2,57 0,1243
tempo 3 0,0343 27,10 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0009 0,71 0,5496
tempo/ tratamento 3 0,0115 9,10 <0,0001
tempo/cultivar/trat 3 0,0011 0,86 0,4667
Nervura Total

F de Cultivares GL QME F P>F
cultivar 1 5,9830 1,21 0,2835
tratamento 1 9,0403 1,84 0,1906
cultivar/tratamento 1 1,6399 0,33 0,5704
tempo 3 2,4554 53,60 <0,0001
tempo/cultivar 3 0,0459 1,00 0,3980
tempo/ tratamento 3 0,5187 11,32 <0,0001
tempo/cultivar/trat 3 0,0180 0,39 0,7582

F = teste de F; GL = Graus de liberdade; QME = Quadrado médio do erro; F = valor do teste de F;

P>F = probabilidade.
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Anexo 16. ANOVA de modelos linear, quadrético e cibico de regressao de dados de pré-
tratamentos com ulvana (10mg/mL), 6 e 3 dias antes da inoculagdo com Colletotrichum
lindemuthianum, em foliolos centrais (efeitosistémico) de cultivares de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.), Uirapuru e Mouro Graudo, sobre o desenvolvimento do
comprimento de lesdes necréticas de antracnose, nas nervuras primadria, secundaria,
tercidria e no comprimento total destas nervuras, avaliado aos 8, 10, 12 e 14 dai, no estddio
fenoldégico V4.

Variavel Trat. Modelo GL SQ QM F P>F
NP dgua  linear 1 2,68E+10 2,68E+10 1,32 0,2574
quadritico 1 0,5202 0,5202 0 0,9599
cubico 1 0,0086 0,0086 0 0,9948
NP Ulvana linear 1 4,59E+09 4,59E+09 0,61 0,4397
quadratico 1 0,8008 0,8008 0,01 09184
cubico 1 5,09E+08 5,09E+08 0,07  0,7963
NS Ur dgua  linear 1 0,6021 0,6021 22,34 00,0001
quadritico 1 0,009 0,009 0,33 0,5707
cubico 1 0,0006 0,0006 0,02 0,8875
NS Ur Ulvana linear 1 0,0906 0,0906 3,45 0,0781
quadritico 1 0 0 0 0,9998
cubico 1 0,0028 0,0028 0,11  0,7456
NS MG dgua  linear 1 0,2915 0,2915 7,45  0,0129
quadratico 1 0,0271 0,0271 0,69 04147
cubico 1 0,0007 0,0007 0,02 0,8984
NS MG Ulvana linear 1 0,0209 0,0209 5,34 0,0316
quadritico 1 0,0011 0,0011 0,29 0,596
cubico 1 0,0003 0,0003 0,08 0,7757
NT dgua linear 1 0,1181 0,1181 23,92  0,0001
quadratico 1 0,0099 0,0099 2 0,1645
cubico 1 0,0001 0,0001 0,01  0,9094
NT Ulvana linear 1 0,0092 0,0092 9,21 0,004
quadritico 1 0,0001 0,0001 0,14 0,7081
cubico 1 0,0001 0,0001 0,09 0,7685
NTot dgua linear 1 6,23E+10 6,23E+10 2,68 0,109
quadratico 1 8,08 E+09 8,08 E+09 0,35 0,5589
cubico 1 2,01E+09 2,01E+09 0,09 0,7701
NTot Ulvana linear 1 6,12E+09 6,12E+09 0,64 0,4294
quadratico 1 2, 72E+09 2, 72E+09 0,28 0,5979
cubico 1 1,17E+09 1,17E+09 0,12  0,7294

NP = nervura priméria; NS = nervura secundéria; NT = nervura tercidria; NTot = nervura total; Ur
= cultivar Uirapuru; MG = cultivar Mouro Gratido; Trat. = tratamento; GL = grau de liberdade; SQ
= soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor de F; P>F probabilidade do teste F.
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Anexo 17. Ajustes lineares para equagdes de retas de regressdo das interagdes
significativamente diferentes entre os cultivares de feijoeiro comum, Uirapuru e Mouro
Gratdo, sobre o desenvolvimento do comprimento de lesdes necrdticas de antracnose nos
diferentes tipos de nervuras, dos foliolos centrais (efeito sistémico) ao longo de 4
avaliacdes, 8, 10, 12 e 14 dai, no estadio fenoldgico V4.

Variavel  Trat P>F R? d.m.p “a” P>t “b” P>t
NP Agua - - - 1,2678 - 0 -
NP Ulvana - - - 0,8190 - 0 -

NS Ur Agua 0,0078 09844  0,0281 -0,39351  0,0308 0,07083  0,0078

NS Ur Ulvana 0,0154 0,9695 0,0154 -0,06021  0,2596 0,02746  0,0154

NSMG Agua 0,0445 09130 0,0481 -0,03013 0,1301 0,04929  0,0445

NSMG Ulvana 0,0332 09346 0,0110 -0,00364 0,9082 0,01319 0,0332

NT Agua - - - 0,0782 - 0 -
NT Ulvana - - - 0,0349 - 0 -
NTot Agua - - - 1,6592 - 0 -
NTot Ulvana - - - 1,0455 - 0 -

NP = nervura primdria; NS = nervura secunddria; NT = nervura tercidria; NTot = nervura total; Ur
= cultivar Uirapuru; MG = cultivar Mouro Graddo; Trat. = tratamento; P>F probabilidade do teste

F; R? = coeficiente de determinacdo; d.m.p = desvio médio padrdo; “a” = intercepto; P>t =
probabilidade de “a”; “b” = coeficiente angular; P>t = probabilidade de “b”.



71

Anexo 18. Germinacdo de conidios de Colletotrichum lindemuthianum, avaliada, em
células de foliolos laterais (efeito local) de trés cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.), Uirapuru, Mouro Gratdo , previamente tratados com ulvana (10mg/mL), 6 e
3 dias antes da inoculagdo com, e Valente, a0 microscopio 6ptico (480x), 48 hai, no estadio
fenolégico V4.

. Germinacio de conidios de Colletotrichum lindemuthianum
Cultivar Trat

TGY  TG+Ap” 12 P TCGY 12 P
Uirapuru dgua 101 96 27,1035 * 197 3,0183 ns
M.Graido  4gua 116 88 204
Valente dgua 58 126 184
Uirapuru dgua 101 96 48,621 * 197 23,253 *
Uirapuru ulvana 37 105 142
M.Graudo 4gua 116 88 37,547 * 204 58,267 *
M.Graido ulvana 27 88 115

1 = Soma de trés repeticdes (100 conidios em cada repeti¢do)

y2 = teste ndo-paramétrico de qui-quadrado;

* = P<0,01; ns = ndo significativo.

Legenda: Trat= tratamento; TG= tubo Germinativo; TG+Ap= tubo Germinativo com apressorio;
TCG = total de conidios germinados;
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