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RESUMO

FERNANDES, Rita Ariane Maiche Lopes. Inducéo de resisténcia a partir de isolados
avirulentos de Colletotrichum lindemuthianum e uso de misturas de cultivares no
controle da antracnose do feijao. 2009. 50f. Tese (Doutorado) — Programa de Poés-
Graduacdo em Fitossanidade, Area de Concentracdo: Fitopatologia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

As doencgas constituem uma das principais causas da baixa produtividade da cultura
do feijdo, seja pelo grande namero, seja pela intensidade da incidéncia. De modo
geral, as cultivares do Rio Grande do Sul ndo apresentam resisténcia as diferentes
moléstias. Com o intuito de estudar métodos alternativos no controle da antracnose
do feijdo, o presente trabalho teve como objetivos estabelecer o efeito de misturas
de cultivares sobre a incidéncia de antracnose e avaliar as relagbes
patdogeno/hospedeiro na inducdo de resisténcia de cultivares de feijdo a partir da
inoculacdo de ragas avirulentas de Colletotrichum lindemuthianum. Os trabalhos foram
realizados em campo e estufas BOD, respectivamente. Utilizou-se isolados de Santa
Catarina (SC1 e SC5), Rio Grande do Sul (ANT03/09) e Goias (Raca 81); sendo o
germoplasma de feijdao material crioulo e oriundo da pesquisa. Os resultados
demonstraram que h& diferenca na capacidade de inducdo dos isolados e na
resposta dos genotipos ocorrendo interacdo entre isolado e gendtipo. O controle da
antracnose por meio da inducdo de resisténcia apresentou como limite maximo a
reducado do indice de doenca (Mc,Kinney) de 0.94 (para um valor maximo de 1) para
0.11 (auséncia de doenca). Misturas de cultivares foram capazes de controlar
antracnose em cultivares suscetiveis de feijdo. Ambos os métodos apresentam

potencial como pratica no cultivo do feijao.



ABSTRACT

FERNANDES, Rita Ariane Maiche Lopes. Resistance induction to Colletotrichum
lindemuthianum from avirulent isolates and cultivar mixture potential in controlling
anthracnose in common bean. 2009. 50f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-
Graduacdo em Fitossanidade, Area de Concentragdo:Fitopatologia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Among the main causes for the low yields found in common bean crops, are the
diseases. Common bean cultivars in Rio Grande do Sul stale do not show resistance
to the diseases as a general rule. Aiming to evaluate alternative methods for
common bean disease control, this work intended to determine the effects of using
cultivar mixtures on anthracnose, rust, angular leaf spot and alternaria leaf spot
incidence as well as to identify resistance induction to anthracnose from the
understanding of the relationship among C. lindemuthianum avirulent isolates and
common bean genotypes. Experiments have bean carried out under field and growth
chamber conditions. Anthracnose samples were collected from Santa Catarina (SC1
and SC5), Rio Grande do Sul (ANT 03/09) and Goias (Race 81) states and the
common bean germplasm were land races and research programs-derived. Results
have show differences in response for resistance induction to anthracnose from
different avirulent isolates and the existence of an interaction of isolates and common
bean genotypes; maximum disease incidence reduction, based on McKinney Index,
was from 0.94 to an index of 0.11 (disease absence). Cultivar mixtures were able to
reduce disease severity in susceptible cultivars. Both resistance induction and

cultivar mixtures have potential to become common bean cropping practices.
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|. APRESENTACAO

O feijdo destaca-se como importante fonte de proteina, fibra e vitaminas na
dieta alimentar do povo brasileiro, sendo um prato quase obrigatério das populacdes
rural e urbana. Devido a sua boa adaptacdo as mais variadas condi¢cbes
edafocliméaticas do Brasil, esta cultura faz parte da maioria dos sistemas produtivos
dos pequenos e médios produtores, cuja producdo € direcionada ao consumo
familiar e & comercializacéo do excedente. (ARAUJO et al., 1996).

O Brasil se encontra entre os maiores produtores e consumidores mundiais
de feijao, sendo o segundo produtor mundial do género Phaseolus € 0 primeiro da
espécie vulgaris (FAO, 2008). Apesar de apresentar destaque na producdo mundial, a
produtividade média brasileira € muito baixa e tem sido insuficiente para abastecer o
mercado interno, devido a reducdo da area plantada, da ordem de 35%, nos ultimos
17 anos. Cerca de 60% da producéo brasileira é proveniente de agricultura de méao
de obra familiar (MAGALHAES, 2005). Na safra de 2007/2008 a producdo nacional
correspondeu a aproximadamente 3,8 milhdes de toneladas, seguida da india e da
China (CONAB, 2008), valor muito abaixo do potencial genético da cultura que pode
chegar a 5.000kg.ha™ (MENTEN et al., 2008).

No Rio Grande do Sul, cerca de 82,9% da producédo de feijao deriva da
agricultura familiar (ANTUNES & SILVEIRA, 2000). Uma das grandes questfes
atuais é como harmonizar o desenvolvimento econémico com a preservacdo dos
recursos naturais disponiveis, gerando o que se denomina, no momento, de
desenvolvimento sustentavel em seu sentido mais amplo, ou seja: social, econdmico
e ambiental. J4 é consenso que se faz necessario a introducdo de novas técnicas,
que diminuam custos e de métodos que auxiliem na conservacado do meio ambiente,

0 que, simultaneamente vem a atender a atual demanda de um numero cada vez
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maior de consumidores na direcdo de uma melhoria na qualidade de vida dos
produtores e consumidores (ALTIERI, 2000).

Neste contexto, inclui-se a necessidade de desenvolverem-se novas
técnicas de controle de patdégenos que minimizem os danos causados ao ambiente
por produtos quimicos nos cultivos atuais, inclusive na cultura do feijao.

Neste caso, 0 uso de métodos de controle estd ligado aos danos causados
a cultura por agentes patogénicos, que podem ser observados desde a semeadura
até a colheita aliado ao fato de que devido a diversidade de espécies de patdégenos
que ocorrem guase todas as cultivares tém-se mostrado suscetiveis.

As doencas constituem uma das principais causas da baixa produtividade
da cultura do feijao, seja pelo grande numero, seja pela intensidade da incidéncia.
De modo geral, as cultivares do Rio Grande do Sul ndo apresentam resisténcia as
diferentes moléstias. Existindo condicbes ambientais favoraveis, os patégenos se
difundiréo, provocando danos consideraveis as lavouras (EMBRAPA/IPEAS, 1974).

Além de causar drastica reducdo no rendimento da cultura, ocorre a
diminuicdo das qualidades fisiologica, nutricional e sanitaria do produto colhido,
afetando o preco e a comercializacdo (SARTORATO et al.,, 2000; SARTORATO,
2002).

Desde meados do século XIX, com a selecdo de plantas que facilitam a
mecanizacdo e outros fatores como fertilizantes inorganicos e agrotoxicos que
evoluiram rapidamente, permitindo e conduzindo a concentracdo volumosa da
monocultura, houve o aparecimento de ervas daninhas mais resistentes e problemas
de ordem fitossanitario (FINCKH et al., 2000).

Uma das doencas fungicas mais importantes da cultura do feijao é a
antracnose, cujo agente causal € o Colletotrichum lindemuthianum. O fungo afeta grande
namero de leguminosas, mas s6 produz infecgbes severas em plantas da espécie
Phaseolus vulgaris, sendo a principal doenca do feijdo nos cultivos de primavera, no Rio
Grande do Sul. (GALLI et al., 1968).

As condic¢des propicias para o desenvolvimento do fungo séo temperaturas
moderadas, e tempo umido e chuvoso durante o desenvolvimento da cultura. Nas
Regides Sul e Sudeste pode haver danos de até 100% nas lavouras, principalmente

quando a doenca ataca nos primeiros estagios de desenvolvimento (VIEIRA, 1988).
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Além de diminuir o rendimento da cultura, a antracnose pode causar
mancha nos grédos, depreciando a qualidade do produto, tornando-o impréprio para o
consumo (SARTORATO & RAVA, 1994).

O patogeno tem a capacidade de atacar toda parte aérea da planta e
produzir lesbes contendo massas de conidios com revestimento muscilaginoso os
quais séo capazes de serem disseminados e infectar tecidos sadios (RODRIGUEZ-
GUERRA et al. 2003).

Os sintomas podem aparecer na parte aérea, comecando por pequenas
manchas que evoluem para cancros de coloragdo marrom-escura. No peciolo e no
caule, as lesbes sédo ovaladas, deprimidas e de coloragcdo escura. Nas folhas
ocorrem inicialmente na face abaxial, ao longo das nervuras, como pequenas lesées
pardo-avermelhadas que, posteriormente, se tornam de cor café escuras e negras.
Nas vagens surgem sintomas da doenca na forma de lesbes arredondadas,
deprimidas, de tamanho varidvel, apresentando o centro claro, delimitado por um
anel negro levemente protuberante (ARAUJO et al., 1996).

Um dos métodos eficientes de controle desta doenca € a utilizacdo de
sementes sadias e de cultivares resistentes ao patdégeno. Porém, 0 sucesso no
desenvolvimento destas cultivares depende dos niveis de variabilidade do patdégeno
(RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2003).

A alta variabilidade patogénica do C. lindemuthianum tem sido detectada em
muitas areas das Américas, criando assim, dificuldades para a incorporacdo de uma
resisténcia duradoura no feijdo, ja que a variabilidade genética do patdégeno nestas
areas aumenta (CAMPOS, 2001).

O plantio de cultivares geneticamente uniformes, em grandes areas,
favorece as epidemias de doencas de plantas. Uma alternativa para minimizar esse
problema é o cultivo de cultivares resistentes ao patdégeno ou a combinacdo de
diferentes genotipos da planta. A combinacdo de culturas geneticamente diferentes
no mesmo local reduz o in6culo inicial e/ou a taxa de progresso da doenca. A
diversidade pode ser alcancada utilizando, no mesmo local, e a0 mesmo tempo,
diferentes cultivares ou linhagens da mesma espécie, possuidoras de genes para
resisténcia a diferentes racas e também misturas nas propor¢cbes de cultivares
suscetiveis e resistentes. Esta técnica é denominada de multilinhas ou mistura de
cultivares (NTAHIMPERA et al., 1996).
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O uso de misturas foi sugerido em 1952, por Jensen, como alternativa para
o controle da ferrugem da aveia; em seguida, Borlaug (1953) também propds a
mistura para o controle da ferrugem do trigo. A primeira mistura de cultivares
produzida em escala comercial foi a Miramar 63, desenvolvida por melhoristas da
Colébmbia no ano de 1963, composta por 10 cultivares de trigo com diferentes genes
para resisténcia a ferrugem. A partir dai, alguns trabalhos foram feitos com misturas
de cultivares como medidas de controle em culturas como aipo, trigo e arroz
(WOLFE, 1985).

O ataque de doencas nas misturas oscila desde a grande manifestacdo da
doenca até a baixa incidéncia. Isto vai depender da suscetibilidade dos
componentes da mistura e do tipo de patdégeno que esta infectando a cultura
(MUNDT, 2002).

Segundo Finckh et al. (2000), a mistura de cultivares promove a reducao da
doenca em virtude das interacBes de ordem genética e ecoldgica entre plantas e
patdogeno, bem como, ao aumento da distancia entre plantas suscetiveis e a acao
restritiva de expanséo do patégeno promovida pelas plantas resistentes, que atuam
como barreiras.

De acordo com Lannou & Pope (2001), com a mistura de cultivares, a
diversidade genética da populacdo do patégeno € maior do que em uma Unica
variedade resistente e existem esporos virulentos e nao virulentos. Desta forma, um
terceiro mecanismo de reducéo de doencas nas misturas € a inducao de resisténcia
por esporos ndo patogénicos em tecidos, prevenindo ou reduzindo a infec¢ao de
patbgenos que sao depositados na mesma area. A area do tecido suscetivel,
protegida por esporos de agentes ndo patogénicos, pode resultar numa reducao
significativa da epidemia, mecanismo também defendido por Finckh et al. (2000).

Embora existam iniUmeras citac6es sobre o uso de multilinhas e mistura de
cultivares para administrar a ocorréncia de doencgas, é importante salientar que ha
evidéncias consideraveis de que as misturas de cultivares ou multilinhas sdo mais
efetivas na reducdo das infecgbes no caso de patdgenos cujos propagulos séo
‘windborne’, ou seja, transportados pelo vento (COWGER & MUNDT, 2002).

Por estas e outras razdes, Wolfe e Barrett (1980) concentram seus
trabalhos em andlise e uso de misturas de cultivares para controle de doencas de
dispersdo aérea em cereais. Ha trés niveis de uniformidade nas quais as

monoculturas sdo comumente praticadas: espécie, variedade e gene de resisténcia.
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Segundo Finckh et al. (2000), as possibilidades de diversificacdo do nivel de
uniformidade com o uso de multilinhas ou misturas de cultivares sé&o:

- Espécie: os individuos podem diferir em arranjos genéticos entre ou dentro de
espécies, usando cultivares resistentes, ou diferencas morfologicas, etc.

- Variedade: sdo normalmente geneticamente uniformes, 0s arranjos entre 0s
mesmos genes de resisténcias dentro de cultivares no mesmo fundo genético que
inclui misturas de cultivares e multilinhas.

- Genes de resisténcia: 0 mesmo gene de resisténcia pode existir com diferentes
arranjos, nas multilinhas.

Segundo Munk (2002), existem algumas vantagens na utilizacdo de
misturas, como a protecdo contra patdogenos veiculados pelo ar, como ferrugens,
mildios, septorioses, cercosporioses; protecdo contra injurias pelo frio, aquisicdo de
maior qualidade e maior estabilidade de producéo.

Acredita-se que ocorra um aumento da distancia entre as plantas
suscetiveis na area, diminuindo assim a possibilidade de um dado esporo atingir um
determinado hospedeiro suscetivel. Aléem disso, a presenca de plantas resistentes
no dossel fornece uma barreira fisica contra a dispersdo dos esporos, sendo a
reducdo da doenca dependente de alguns parametros, como gradiente de disperséo
dos esporos, velocidade de crescimento das lesdes, tamanho da planta e
distribuicdo dos gendtipos no campo (LANNOU & POPE, 2001). Além do aumento
da diversidade no espaco, o aumento da diversidade no tempo, por meio da rotacéo
de culturas, também faz com que os processos biolégicos auxiliem na protecdo de
plantas (GHINI & BETTIOL, 2000).

As misturas sdo muito utilizadas por agricultores de subsisténcia, onde
cultivares crioulas presentes nas misturas usualmente diferem em caracteristicas
morfolégicas e sdo utilizadas pelos produtores como marcadores para sabor,
textura, rendimento, armazenamento, resisténcia a estresses ambientais, uso e ciclo
(SMITHSON & LENNE, 1996). Para Clawson (1985), os agricultores utilizam
também as misturas como estratégia agricola, centrada na diversidade da época de
colheita e da seguranca que esta diversidade lhes proporciona.

Mais de trinta trabalhos foram publicados e revisados sobre o efeito de
misturas de cultivares sobre o seu rendimento e ocorréncia de doengas. Os

resultados demonstraram que houve menor incidéncia de doencas em misturas do
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que ao considerar-se a incidéncia média dos seus componentes (SMITHSON &
LENNE ,1996).

Newton & Swanston (1999) argumentam, em seu trabalho, que a mistura de
cultivares de cereais, como cevada, oferece muitos beneficios potenciais ao
produtor, como aumentos no rendimento entre 5 e 15%, na reducdo do uso de
agrotoxicos, melhora na qualidade dos graos e promovendo a estabilidade de
producéao.

Mundt & Leonard (1986) encontraram controle significativo da ferrugem
utilizando diferentes estruturas de dossel, com a combinacdo de milho x feijao; uma
redug&o menor foi observada na combinagéo trigo x cevada.

Misturas de cevada sdo muito utilizadas na Alemanha e na Russia. O trigo
de inverno Bezostaja 1 de ampla utilizacdo, muito bem sucedido, é proveniente de
uma mistura (WOLFE et al., 1992).

O progresso da antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) foi verificado em
misturas de linhagens suscetiveis e resistentes de Stylosanthes scabra durante trés
anos consecutivos. Na mistura com mais de 50% da linhagem suscetivel, a area
abaixo da curva de progresso foi significativamente menor em dois dos trés anos
(CHAKRABORTY et al., 1991).

Em alguns paises da Africa, o feijiao geralmente é cultivado por meio de
misturas de cultivares feitas pelo proprio agricultor. Pindjii e Trutmann (1992)
realizaram um estudo para verificar o progresso de mancha angular sob a influéncia
da adicao de cultivares resistentes a essas misturas. Ao adicionar 25, 50 e 75% da
variedade resistente a Pseudocercospora griseola has misturas locais, observaram-se
reducdes na severidade da mancha angular em relacdo ao uso isolado da mistura
local em trés dos quatro experimentos. Segundo os autores, a falta do efeito protetor
da mistura em um dos experimentos foi causada pela alta pressao da doenca.

Zhu et al. (2000) testaram o cultivo do arroz em monocultura contra a
técnica da mistura de cultivares em grandes propriedades agricolas, na China.
Esses autores verificaram reducdo em 94% da intensidade da brusone (Magnaporthe
grisea). Essa doenca fungica € devastadora nessa regido e normalmente requer
aplicacoes repetidas de fungicidas. Os agricultores adeptos dessa estratégia
cessaram as aplicagcdes de fungicidas e ainda tiveram aumento de 18% da

produtividade.
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Em estudo realizado por Ballico (2002) com misturas de cultivares de aveia
para o controle da ferrugem, foi observado melhor controle da doenca nos
tratamentos em que na mistura, continha pelo menos uma de trés cultivares,
resistentes a doenca. Houve um incremento significativo da produtividade nas
misturas constituidas com trés componentes suscetiveis, comparando-se com a
testemunha fungicida.

Em bananeiras este resultado também foi conferido por Gongalves (2006),
que avaliou o crescimento e producédo das cultivares ‘Prata An&’, ‘Caipira’ e ‘Thap
Maeo’, em diferentes sistemas de plantio, influenciados pelo mal da Sigatoka
amarela (Mycosphaerella musicola), N0 primeiro e segundo ciclos. A mistura de cultivares
proporcionou reducao significativa da doenca e no grau de severidade do primeiro
para o segundo ciclo, mostrando-se como técnica promissora nesta cultura.

Estudando o manejo da antracnose pela utilizacdo de mistura genética de
linhagens de sorgo, Costa (2004), verificou que a linhagem CMSXS169 apresentou
alto nivel de resisténcia a C. graminicola, tendo valor potencial para obtencdo de
hibridos com alta resisténcia a antracnose foliar. A utilizacdo de populacdes
geneticamente heterogéneas quanto a resisténcia, por meio da combinacdo de
linhagens em hibridos triplos, mostrou-se altamente eficiente para o manejo da
antracnose. Além de permitir reduzir a intensidade da doenga no campo, estabilizou
a populacdo do patégeno, impedindo o surgimento e, ou, a selecdo de individuos
mais agressivos, e promoveu incrementos significativos de producdo, tornando
possivel a utilizacdo de linhagens que apresentem caracteristicas agronémicas
desejaveis, mas com suscetibilidade a antracnose.

Em trabalho realizado em Cangucu e Passo Fundo, RS nas safras
1992/1993 e 1993/1994, contendo tratamentos compostos pelas cultivares de feijao
Carioca, Tayhu e Guateian 6662 em estande puro e em duas misturas, foi
observado que Tayhu teve produtividade estimulada quando em mistura em relacao
a produtividade em estande puro, caracterizando efeitos positivos de interferéncia,
sendo que, Carioca e Guateian 6662 sofreram efeitos neutros na mistura 1 (240 mil
plantas ha™) e negativa na mistura 2 (120 mil plantas ha™) (MASTRANTONIO et al.
2004).

O Tanzanian National Program esta utilizando o método de misturas em
seus programas de melhoramento (TEVERSON et al., 2001). Na Asia (india,

Filipinas e China) o método de misturas esta sendo utilizado como modelo na cultura
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do arroz (CASTILLA et al., 2003). Teverson et al. (2001), citam que produtores de
feijdo da Tanzénia, utilizando o método de misturas, encontraram em dois dos
componentes da mistura, uma alta resisténcia a Pseudomonas syringae (crestamento
bacteriano do halo) e C. lindemuthianum (antracnose).

Em trabalho realizado por Fernandes (2006), com misturas de cultivares de
feijdo, em Pelotas, RS e Seropedica, RJ, utilizando nove genoétipos em misturas
duplas, triplas e em estande puro, verificou-se que as cultivares Chocolate e Irai, por
sua resisténcia promoveram melhor desempenho das misturas que compuseram,
frente a antracnose.

Grandes produtores dos Estados Unidos estdo optando pela mistura de
cultivares por sua estabilidade, independente do rendimento (KESSLER,1997;
MUNDT, 2002). No estado de Oregon (USA) no ano de 2001, uma variedade de
trigo de inverno ocupou mais da metade da area plantada, sendo uma das cultivares
melhor sucedidas nos Estados Unidos, com grande estabilidade e adaptabilidade.
Em Washington e Oregon, 18% e 13% das areas de trigo de
inverno,respectivamente, sao cultivados com misturas. Sdo comercializadas sem
problemas de diferengcas agrondmicas, com grande aceitagdo no mercado (MUNDT,
2002).

Outra estratégia de controle alternativo da antracnose, é o uso de inducgéo
de resisténcia.

A protecdo natural das plantas esta baseada em uma série de barreiras pré
e pos-formadas (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os fatores de resisténcia pré-formados séo
aqueles presentes na planta antes do contato com o patégeno. Ja os pos-formados,
estdo ausentes ou em baixo nivel antes da infeccdo, sendo produzidos ou ativados
em resposta a presenca do patébgeno. Em ambas as categorias, os fatores
envolvidos na resisténcia podem ser subdivididos em estruturais ou bioquimicos. Os
estruturais atuam como barreiras fisicas, enquanto os bioquimicos atuam atraves da
producdo de substancias toxicas ou repelentes ao patdégeno ou criando condiges
adversas ao estabelecimento deste na planta (PASCHOLATI & LEITE, 1994).

Os principais tipos de resisténcia séo: a resisténcia local, a resisténcia
sistémica adquirida (RSA) e a resisténcia sistémica induzida (RSI). A resisténcia
local, conhecida como reacdo de hipersensibilidade (RH), pode levar a morte local

das células situadas onde o elicitor se instala. O elicitor pode ser um ativador
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quimico, extratos de células de microorganismos ou microorganismos Vivos
(DURRANT & DONG, 2004).

Os aspectos fisiologicos e morfolégicos da RH incluem o aumento rapido de
agentes oxidantes, perda de ions potassio e ganho de ions hidrogénio pelas células,
espessamento das paredes celulares e da cuticula, inchamento da mitocéndria por
causa da formacao de poro de transicdo de permeabilidade (PTP) precedendo a
morte celular programada (JONES, 2000), além da sintese de fitoalexinas e
proteinas relacionadas a defesa (PR: do inglés pathogenesis related) (DURRANT &
DONG, 2004).

A RSA é induzida por patégenos ou por ativadores quimicos que envolvem
o0 acumulo de proteinas relacionadas com patogénese. Além disso, ocorrem
alteracdes visuais perceptiveis, como necrose da planta que sofreu inducédo e é
induzida por uma via salicilato-dependente. J& na RSI, ndo ha acimulo de PRPs,
ndo ha alteracbes visuais perceptiveis. O agente indutor é, usualmente, um nao
patdgeno, sua inducdo ndo € o salicilato-dependente (STICHER et al., 1997; VAN
LOON et al., 1998).

As respostas de defesa sao iniciadas por meio da percepg¢édo do estresse,
seguido do desencadeamento de uma cascata de eventos moleculares e finalizadas
em varios niveis de respostas fisioldgicas e metabdlicas e podem tornar a planta
resistente ao estresse (TAIZ & ZEIGER , 2004; BRAY, 1993).

O elicitor é definido como uma molécula presente em um organismo ou
mesmo moléculas produzidas pela prépria planta que tém como funcdo gerar
respostas de defesa. Os elicitores podem ser moléculas de fungos, bactérias e virus
(ANDREU, 1998). Dessa forma, os termos de indutor e elicitor podem ser usados
como sindnimos.

A inducdo de resisténcia ja foi demonstrada em inimeras espécies de
plantas, distribuidas entre diversas familias botanicas, tanto em dicotiledéneas
guanto em monocotiledbneas e também se mostrou efetiva contra fungos, virus,
bactérias, insetos, acaros e nematdides (STICHER et al., 1997. LUCS, 1999;
OGALLO & MCCLURE, 1996).

O primeiro relato de inducéo de resisténcia foi descrito por Ray & Beauverie
em 1901, os quais obtiveram inducdo de resisténcia em begbnia pelo uso de
esporos atenuados de Botrytis cinerea € relacionaram a indugédo com as condigbes

ambientais de cultivo. Quase trinta anos mais tarde, Carbonne & Kalaljev
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confirmaram esse estudo e mostraram que a resisténcia sistémica adquirida
depende da condicdo do hospedeiro. Em 1933, Chester observou que plantas
susceptiveis podiam adquirir resisténcia apos o primeiro contato com o patdgeno
avirulento ou apos inoculacdo com forma atenuada do agente patogénico
(KESSMANN et al., 1994).

Em 1940, Muller e Borger inocularam se¢des de tubérculos de batata com
uma racga avirulenta de P. infestans observando auséncia de sintomas tipicos. Apos
certo tempo, reinocularam essas mesmas se¢des com uma raca virulenta do mesmo
patébgeno, observando que a raca avirulenta aparentemente protegia os tecidos
evitando a infeccao pela raga virulenta.

No Brasil, os primeiros estudos foram desenvolvidos em 1970, no Instituto
Bioldgico de Sao Paulo, pela Dra. Walkyria B.C. Moraes, contra Hemileia vastatrix, COM
0 Uso de Saccharomyces cerevisiae, goma Xxantana, Bacillus thuringiensis € uredosporos
inativados de H. vastatrix (BONALDO et al., 2005).

No patégeno, um gene € chamado de gene de aviruléncia se sua expressao
determina a producao de sinais que provocam uma forte resposta na planta com o
apropriado gene de resisténcia (KEEN, 1990). No entanto, a expressao do gene de
aviruléncia ndo impede o patdégeno de ser virulento para hospedeiros que nao
tenham o correspondente gene de resisténcia.

Em pesquisa realizada por Pascolati et al. (1986), no tratamento de plantas
jovens de meldo, com uma suspensao de conidios de Helminthosporium carbonum, as
plantas tornaram-se resistentes a uma infeccdo posterior por Mycosphaerella melonis.
Os autores verificaram que a taxa de protecdo induzida variou de acordo com a
cultivar de meldo empregado nos testes. Para cultivar Amarelo Tandral, a protecéo
foi de 74%, enquanto que para a Valenciano Verde foi de 89%.

No controle da brusone, a indugéo da resisténcia manifestou-se na reducao
da area foliar afetada e no tipo de lesdo em plantas de arroz, inoculadas com isolado
avirulento de Pyricularia oryzae e logo apos com o isolado virulento (FILIPPI et al.,
2007).

Em trabalho realizado por Campos et al. (2009), no estudo do potencial da
raca delta do fungo Colletotrichum lindemuthianum, em expressao de aviruléncia, quanto
a protecdo do feijdo a racas virulentas deste fungo, e a capacidade de induzir
resisténcia sistémica, foram verificados acréscimos significativos nas atividades da

beta -1,3 - glucanase e quitinase nos tratamentos com aplicagéo de C. lindemuthianum
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avirulento, nas duas avaliagcdes, em comparacao ao observado nos tratamentos com
agua e com &cido salicilico. O uso de C. lindemuthianum raga delta avirulenta diminuiu
a severidade da doenca, e tem potencial para controlar a antracnose do feijao.

As misturas de cultivares e a inducdo de resisténcia com isolados
avirulentos constituem atualmente uma estratégia vidvel na direcdo de uma
produtividade sustentavel em uma agricultura de subsisténcia. Tem potencial para
ser melhorada sem sacrificio da diversidade, além de ser um importante recurso
para a futura producéo global de alimentos. Podem apresentar importante papel na
expansio da agricultura moderna (SMITHSON & LENNE ,1996; MUNDT, 2002).
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II.CAPITULO 1. O uso de isolados avirulentos de Colletotrichum lindemuthianum no
controle da antracnose do feijao

Introducao

O Brasil € o maior produtor de feijdo, seguido da india e do México (FAO,
2008), que é um importante alimento ndo apenas em paises em desenvolvimento,
mas também nos desenvolvidos (ANTUNES, 2008).

As doencas constituem uma das principais causas da baixa produtividade da
cultura, seja pelo grande numero, seja pela intensidade da incidéncia. De modo
geral, as cultivares do Rio Grande do Sul ndo apresentam resisténcia as diferentes
moléstias. Existindo condicbes ambientais favoraveis, os patégenos se difundiréo,
provocando danos consideraveis as lavouras (EMBRAPA/IPEAS, 1974).

Uma das doencas fungicas mais importantes da cultura é a antracnose, cujo
agente causal é o fungo Colletotrichum lindemuthianum. O fungo afeta grande namero de
leguminosas, mas, sO produz infec¢bes severas em plantas da espécie Phaseolus
vulgaris, sendo a principal doenca do feijao nos cultivos da safra (GALLI et al., 1968;
AMARO, 20086).

O controle desta doenca se da através de sementes de boa qualidade, de
cultivares resistentes e do uso de produtos quimicos. Porém, atualmente, grande
enfoque tem sido dado a pratica de uma agricultura sustentavel a partir da
identificagdo de sistemas de controle fitossanitarios alternativos ao uso de

agrotoxicos. Nesse sentido, a inducdo de resisténcia a doencas em plantas vem



23

gerando resultados promissores como alternativa ecologicamente correta e
economicamente viavel (VIEIRA et al. 1993; ANTUNES et al. 1997; BONALDO et al.,
2005; FILIPPI et al., 2007; CAMPOS et al. 2009).

A selecdo natural e a co-evolugcdo induziram as plantas a selecionar uma
série de mecanismos de defesa. A resisténcia a microorganismos patogénicos, por
exemplo, pode apresentar-se na forma de barreiras fisicas ou de resisténcia
genética. Além desses, as plantas possuem outros mecanismos que permanecem
inativos ou latentes, e sdo acionados ou ativados ap0s a exposicao e/ou contato
com agentes de indugéo.

Um destes eventos é a resisténcia sistémica adquirida (RSA) que se
caracteriza por ser um sistema imune nato e potente contra um largo espectro de
patdogenos (JAROSCH et al.,, 1999). Ao induzir a resisténcia de um hospedeiro
estimula-se a sintese de compostos de defesa conferida por genes presentes no
gendtipo do hospedeiro, que tanto pode ser expressa de forma localizada ou de
forma sistémica (RSA), e neste caso sera efetiva em todas ou em quase todas as
partes da planta. Os agentes indutores da resisténcia podem ser de natureza biotica
ou abidtica (SCHONEBECK & STEINER, 1997), como por exemplo, um isolado
avirulento, uma injuria mecénica, ou mesmo um composto quimico (MANANDHAR et
al., 2000).

Assim, o tratamento de plantas com moléculas elicitoras, pode levar nao
apenas a uma resposta de resisténcia, como também a uma expressao sincronizada
de diversos mecanismos de defesa, culminando com o que € chamado de inducéo
de resisténcia. O fendbmeno de inducdo de resisténcia € caracterizado pela
transformacdo de uma relacdo originalmente compativel entre planta e patégeno
numa relacéo incompativel (VAN LOON et al., 1998).

Segundo Hadwiger & Culley (1993), a inoculagdo de uma planta com uma
linhagem de fungo incompativel (um fungo que ndo causa infeccdo devido a raca-
especifica ou ndo hospedeiro), freqiientemente induz a uma resposta de defesa na
planta, que previne a infeccdo por subsequlientes inoculagbes com um patdgeno
normalmente virulento. As plantas que ndo possuem genes para resisténcia
parecem obter este tipo de resposta. Ou seja, patégeno ndo virulento em um
genotipo hospedeiro pode induzir reagbes de resisténcia contra as ragas virulentas.
(FINCKH et al., 2000).
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O biocontrole da antracnose do feijéao ja foi relatado com sucesso por Rahe et
al. (1969), em estudo com a cultivar Perry Marrow. Esses autores aplicaram nas
folhnas um indculo de raca avirulenta e, 48 horas depois, aplicaram um inéculo de
raca virulenta. Observaram, entdo, que as plantas foram totalmente protegidas
contra a racga virulenta e, também, que quando ocorria inducdo a resisténcia, o
genodtipo apresentava rapida resposta de hipersensibilidade, caracterizada pela
presenca de numerosas pintas marrom-avermelhadas, distribuidas sobre as hastes
das plantulas.

Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivos avaliar o
potencial de isolados avirulentos como indutores de resisténcia em plantas de feijao,
a isolados virulentos, bem como a existéncia de interacdes em sistemas isolado
avirulento-genotipo do feijdo-isolado virulento e determinar quais os limites de

reducado da severidade por este processo.



Material e Métodos

O trabalho foi conduzido nas dependéncias da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Centro de Pesquisa Agropecuario de Clima Temperado, na
Estac&o Terras Baixas, em Pelotas, Rio Grande do Sul, nos anos de 2008 e 2009.

Foram utilizados os isolados de C.lindemuthianum da raca 81, coletados de
sementes da cultivar Lider, proveniente do municipio de Orizona, GO, safra 2004.
Os isolados SC1 e SC5, provenientes de cultivares locais de gréo preto da regido de
Sao José do Cerrito, SC, safra 2008 e o isolado ANT03/09 proveniente da cultivar
BRS Expedito, safra 2008, do municipio de Sobradinho, RS.

Vinte e um genoétipos de feijdao de grdos pretos e de cor, oriundos da
pesquisa e cultivares crioulas, descritos na Tabela 1, foram testados quanto a sua
reacao aos quatro isolados.

De acordo com a reacdo de hipersensibilidade dos gendétipos frente aos
isolados testados, foram constituidas as combinac¢des de isolado virulento e indutor
para cada cultivar.

O inéculo, constituido por uma suspenséo de 1,2 x 10° esporos/ml ajustada
com o auxilio do hemacitémetro (Camara de Neubauer), foi obtido a partir de
colénias de C.lindemuthianum com dez a doze dias de incubacdo em BOD a 24°C,
desenvolvidas em vagens de feijao autoclavadas a 120°-127°C.

Foram utilizadas oito sementes de cada uma das cultivares apresentadas
na Tabela 1., empregando a metodologia dos recipientes de PET desenvolvida por
Ribeiro (2007). As sementes foram desinfestadas em solug¢ao de Hipoclorito 3% por
dois minutos e dispostas em papel germitest, umedecido com agua destilada,
dobrado ao meio, a 1,5 cm da borda superior do papel, sendo posteriormente
cobertas por outra folha dobrada também ao meio, seguindo a formatacéo do rolo no
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sentido da maior dimensao. Os rolos foram colocados na posicao vertical dentro dos
recipientes PET, que resultaram do corte a 10 cm da base de garrafas transparentes

com capacidade de 500ml, sendo cobertos com sacos de prolipropileno (20x30cm).

Tabela 1. Gendtipos de feijdo crioulos e oriundos da pesquisa de grédos preto e de
cor. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2009.

Genotipos Origem Cor do gréo
Rio Tibagi Pesquisa Preto
Macanudo Pesquisa Preto
lapard4 Pesquisa Preto
Macotaco Pesquisa Preto
Guapo Brilhante Pesquisa Preto
BRS Valente Pesquisa Preto
BRS Expedito Pesquisa Preto
TB 02-02 Pesquisa Preto
TB 98-20 Pesquisa Preto
TB 97-13 Pesquisa Preto
Carioca Pesquisa Cor
Felipe Crioula Cor
Balim Grosso Crioula Cor
Mouro38 Crioula Cor
Pintadinho Crioula Cor
Roxo Tavares Crioula Cor
Preto 134 Crioula Preto
Preto Santa Rosa Crioula Preto
Amendoim unaic Crioula Cor
Pintadinho Gostoso Crioula Cor
Rosinha Precoce Crioula Cor

A inoculacao foi realizada em estufa incubadora tipo BOD com fotoperiodo
de 12h de luz e 12h de escuro a uma temperatura de 22°C.

As plantulas foram inoculadas com o isolado avirulento de C.lindemuthianum
no quarto dia ap6s a semeadura e 48h apds inoculado com o isolado virulento. Os
recipientes permaneceram cobertos por 48h apds cada inoculagdo com um saco de
polipropileno (de 20 x 30cm), a fim de proporcionar umidade para o desenvolvimento
do fungo.

Seis dias apos a primeira inoculagdo foi realizada a avaliagdo da
intensidade da doenca em cada uma das plantulas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticdes.

As testemunhas constituiram-se por tratamentos sem inoculacdo e com

cada um dos isolados em separado.
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A avaliacdo da patogenicidade foi realizada de duas formas: através da
aplicacdo da escala de intensidade de doenca (Tabela 2) e pelo célculo do indice de
incidéncia da doenca (indice de Mc. Kinney), de acordo com a formula (Freire et al.
1976):

> (Grau da escala x N° de plantas respectivo)

Grau maximo x N° total de plantas

Valores iguais ou superiores a 0,5 sdo considerados suscetiveis, e abaixo
de 0,5, considerados resistentes.

Tabela 2 — Escala de notas para avaliacdo de intensidade de antracnose em feijao.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2009.

Grau Reacéo Caracterizacéo
1 Resistente Planta completamente livre de sintomas visiveis da doenca;
2 Resistente Inicio de pequenas lesbes (x 1mm) no talo;
3 Resistente Infeccéo leve com numero médio de lesbes pequenas e

poucas lesdes de tamanho médio (+ 3mm) no talo, podendo
aparecer lesdes nas nervuras das folhas;
4 Intermediario  Talo com numero de les6es de tamanho médio maior que o
namero de lesdes de tamanho pequeno, lesdes visiveis nas
nervuras das folhas;
5 Intermediario Ocorréncia generalizada de lesdes de tamanho médio no
talo e nas nervuras das folhas;
6 Intermediario  Lesbes grandes (= 5mm) no talo e nas nervuras das folhas;
7 Suscetivel Inicio de necrose no talo, abundante nimero de les6es
grandes nas nervuras das folhas e inicio de expanséo no
limbo foliar, ndo causando desfolhamento;
8 Suscetivel Necrose nos talos, inicio de desfolhamento, porém sem
morte das plantas;
9 Suscetivel Presenca de necrose severa nos talos, desfolhamento =

morte das plantas.

Fonte: Balardin e Pastor-Corrales (1990), baseada na escala do CIAT (1988).



Resultados e discussao

A determinacdo das combinagfes a serem estudadas no esclarecimento
das inter-relacGes entre isolado avirulento, genétipo do feijdo e isolado virulento,

baseou-se nas reacfes apresentadas pelos genétipos incluidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Reacdo de gendtipos de feijao aos isolados SC1, SC5, raca 81 e ANT
03/09 de C.lindemuthianum. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2009.

Tratamento SC1 SC5 Raca 81 ANT 03/09

Rio Tibagi
Guabiju
Macanudo
lapar44
Macotaco

Guapo Brilhante
BRS Valente
Soberano

BRS Expedito
TB02/02
TB98/20
TB97/13

Carioca

Felipe

Balim Grosso
Mouro
Pintadinho

Roxo Tavares
Preto 134

Preto Santa Rosa
Amendoim unaic
Pintadinho Gostoso
Rosinha Precoce
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- : auséncia do respectivo teste para este isolado; R :resistente) e S: suscetivel).
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A caracterizagdo das reagcbes como resistente (R) e suscetivel (S), teve
como base o indice de Mc.Kinney, sendo que valores abaixo de 0,5 caracterizam
reacdo de resisténcia. De acordo com Hadwiger & Culley (1993), isolados
avirulentos sdo considerados como potenciais indutores de resisténcia a isolados
virulentos.

A reacdo de cada um dos gendtipos de feijao, frente a cada um dos isolados
testados, bem como, frente aos sistemas, isolado avirulento—isolado virulento
encontram-se na Tabela 4. Estes resultados também sédo expressos através do
indice de Mc.Kinney. As quatro primeiras colunas revelam a reagéo dos genotipos
aos isolados testados. Nas demais encontram-se as reacfes dos genoétipos de
feijdo frente aos respectivos isolados virulentos apoOs inoculacdo prévia com

potencial isolado indutor de resisténcia.



Tabela 4 — Reacéo de isolados de C.lindemuthianum e efeito de isolados potencialmente indutores de resisténcia sobre a reacao de
genotipos de feijao a isolados virulentos. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2009.

Reacdo aisolados de antracnose Reacdo ap6s inoculacdo com isolados avirulentos de antracnose
Geno6tipos Raca 81 Sc1 SC5  ANT03/09|SC1'+81° SC1'+SC5° SC1'+ANT03/09° 81'+SC5° 81'+ANT03/09° SC5'+ANT03/09° SC5'+81°
Macanudo 0,20 0,42 0,69 0,59 0,66 0,74 0,75 0,82
lapar44 0,28 0,29 0,43 0,78 0,64 0,58 0,59
Macotago 0,15 0,24 0,11 0,66 0,69 0,45 0,69
BRS Expedito 0,16 0,29 0,24 0,70 0,42 0,32 0,67
TB 98- 20 0,24 0,14 0,25 0,77 0,42 0,74 0,48
Pintadinho 0,57 0,39 0,91 0,48 0,51
Felipe 0,66 0,21 0,31 0,43 0,71
Balim Grosso 0,59 0,14 0,40 0,62 0,66
Mouro38 0,55 0,12 0,29 0,45 0,75
Roxo Tavares 0,76 0,17 0,36 0,32 0,38
Preto 134 0,80 0,11 0,36 0,29 0,33
Preto Santa Rosa 0,72 0,17 0,19 0,35 0,25
Pintadinho Gostoso 0,59 0,11 0,14 0,16 0,27
Rosinha Precoce 0,94 0,29 0,34 0,14 0,11

1. . 2. .
isolado avirulento e “isolado virulento.
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Ao considerar-se o efeito dos isolados potencialmente indutores na reducéo
da severidade da doenca, observa-se que para as cultivares crioulas o isolado SC1
promoveu uma mudanca da reacdo de suscetibilidade para reacédo de resisténcia a
raca 81, em oito das nove cultivares testadas (88,9%). Igualmente, mas com menor
intensidade, frente a raca 81 o isolado SC5 revelou-se eficiente na reducdo da
doenca, j& que promoveu esta mesma alteragdo em cinco das oito cultivares (62,5%)
para o qual foram testadas.

A resposta dada a busca de inducdo de resisténcia ao isolado ANT 03/09
em gendtipos oriundos da pesquisa revela uma menor eficiéncia quanto a inducéo,
quando comparada a inducdo de resisténcia a raca 81, observada para cultivares
crioulas. Assim, para o isolado SC1 como indutor, o potencial de alteracdo da reacao
de suscetibilidade para reacdo de resisténcia, foi de apenas 40%, engquanto que
para o isolado SC5 foi de 25%. A raga 81, o terceiro indutor de resisténcia ao isolado
ANT 03/09 estudado, revelou eficiéncia similar ao isolado SC1 (40%).

A partir dos resultados obtidos dos trés isolados potencialmente indutores
de resisténcia, verifica-se que a inducdo de resisténcia ao isolado ANT 03/09 em
cultivares oriundas da pesquisa, ndo apresenta a mesma amplitude encontrada para
a raga 81, em cultivares crioulas. O exame de cada uma das cultivares oriundas da
pesquisa revela que as cultivares Macanudo e lapar 44 nao sofreram inducdo de
resisténcia, enquanto que para a cultivar Macotaco, apenas a raca 81, foi capaz de
promover tal alteracdo. Por sua vez, para a cultivar BRS Expedito e para linhagem
TB98-20, verifica-se que o isolado SC1 induziu resisténcia em ambos, enquanto que
o isolado a raga 81, induziu resisténcia apenas em BRS Expedito e SC5 apenas na
linhagem TB 98-20. De modo similar, para a raca 81, verificou-se interacdo entre 0s
isolados indutores SC1 e SC5 e as cultivares crioulas Pintadinho, Felipe e Balim
Grosso. Enquanto que para Balim Grosso nenhum dos isolados induziu resisténcia a
raca 81, SC1 induziu resisténcia em Pintadinho e Felipe e o isolado SC5 em
nenhuma destas.

Outro fator a salientar na interacdo entre sistemas isolado avirulento —
genotipo de feijao - isolado virulento, é a diferenga no nivel de redugdo da doencga
observado no sistema SC1 - Rosinha Precoce — 81. Neste caso, observou-se uma
reducéo no indice de Mc. Kinney de 0,94 para 0,14, similar aquela verificada para o
sistema SC5 - Rosinha Precoce - 81 (0,11). Estes valores representam uma

reverséo de alta suscetibilidade para alta resisténcia. Outros resultados que revelam
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uma reducdo drastica na suscetibilidade no sistema SC5-81, verificou-se nas
cultivares Roxo Tavares, Preto 134 e Preto Santa Rosa.

A literatura revela outros relatos que comprovam a ocorréncia de
significativas reducbes na incidéncia e severidade por meio da inducdo de
resisténcia com isolados avirulentos (VIEIRA, et al., 1993; ANTUNES et al., 1997 e
CAMPOS et al., 2009).

Por outro lado, os diferentes graus de resisténcia induzidos nos genétipos
de feijdo, que revelam uma interacdo entre o patégeno e o gendtipo do feijdo, ndo
sao corroborados por Rahe et al (1969) e Pastor-Corrales et al., (1992), que
encontraram resposta similar para diferentes cultivares frente a um mesmo patétipo
indutor de C.lindemuthianum. Da mesma forma, muitos autores consideram que a
resposta seria idéntica para diferentes cultivares, quando a inducdo se desse a partir
de fungos nao-patogénicos ao feijao (RAHE et al., 1969). Entretanto, Vieira et al.
(1993) e Antunes et al. (1997), encontraram niveis de resposta diferenciados para
diferentes cultivares quando submetidas a inducdo por diferentes isolados
avirulentos, o que confirma os dados obtidos neste trabalho.

Cumpre também ressaltar que um isolado avirulento ndo necessariamente
atua como indutor de resisténcia, fenbmeno ja comprovado por Antunes et al.
(1997).

Diante do exposto confirma-se a hipdtese sobre a existéncia da nao
universalidade de resposta nas interacdes isolado avirulento — genoétipo — isolado
virulento, simultaneamente, constatou-se a diferente capacidade potencial na
reducdo da severidade da doenca. Este quadro, sob uma Optica de transformacéo
desta pesquisa em pratica de cultivo de feijdo, indica a necessidade de identificar
isolados que tenham um maior potencial de reducdo da doenca, sobre 0 mais amplo
espectro de gendtipos possivel. Uma possivel visdo alternativa pode vir a ser a
combinacao de diferentes isolados indutores. Os resultados positivos alcancados até

este momento necessariamente terdo de ser comprovados no campo.



Conclusdes:

- Isolados avirulentos apresentam diferentes potenciais como indutores e
diferente capacidade de reducéo na severidade da doenca.

- Diferentes sistemas isolado avirulento — gendétipo de feijdo — isolado
virulento respondem diferentemente no grau de controle da antracnose,
caracterizando a existéncia de interagoes.

- O controle da antracnose por meio da inducédo de resisténcia apresentou
como limite maximo a reducéo do indice de doenca (Mc.Kinney) de 0.94 (para um

valor méximo de 1) para 0.11 (auséncia de doenca).



[1l. CAPITULO 2. O uso de misturas de cultivares no controle da
antracnose feijao

Introducéo

Vérios problemas sanitarios afetam a cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.).
Doencas foliares como antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magn.) estao entre os principais responsaveis por prejuizos na producéo de
gréos do feijao.

Lanza et al. (1997) e Faleiro et al. (2001) estudaram o comportamento de
cultivares comerciais de feijdo quanto a resisténcia/suscetibilidade a esse patégeno
e concluiram que a maioria das cultivares comerciais testadas foi suscetivel.

O controle das doencas de plantas de etiologia fungica se da geralmente
pelo uso de cultivares resistentes, obtidas por meio do melhoramento genético ou
pelo desenvolvimento de novas moléculas fungicidas. Porém, a eficiente
disseminacdo e a caracteristica policiclica de patégenos em monocultivos leva a
rapida selecao de populacbes capazes de “quebrar’ a resisténcia da cultura e
sobreviver na presenca de fungicidas. A substituicdo de cultivares e de fungicidas
pode ser realizadas, mas isso gera custos para 0 agricultor, consumidor e meio
ambiente (WOLFE, 2000).

Devido ao intenso uso dos agrotoxicos, existem preocupacdes crescentes
entre os consumidores em relacdo a qualidade dos produtos alimenticios, quanto
aos residuos de defensivos nos mesmos e, por conseguinte, uma demanda
crescente visando a reducao destes agrotoxicos usados (FINCKH et al., 2000).

Essas observacbes revelam um mercado potencial para alimentos
produzidos com menor emprego de agrotoxicos, dentro de programas de

fiscalizagdo e certificacdo. O plantio de variedades resistentes a determinadas
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doencas, que dispensem o0 uso de agrotdxicos, permite oferecer ao mercado
produtos com um diferencial de qualidade desejado pelos consumidores.

Assim, a producdo integrada vem obtendo destaque neste sentido com a
producdo de alimentos de melhor qualidade, respeito ao meio ambiente e a saude
dos trabalhadores, maior profissionalismo dos produtores, preferéncia na
comercializacao e garantia de sustentabilidade para o sistema de produgéo.

Sao varios os mecanismos que diminuem a ocorréncia de doencas e
operam favoravelmente na protecdo de plantas dentre os quais se pode citar 0 uso
de misturas, isto é, a mistura de linhagens ou variedades agronomicamente
semelhantes, mas que diferem entre si por apresentarem diferentes genes de
resisténcia (GHINI & BETTIOL, 2000).

Esta técnica vem sendo empregada ha muito tempo para o controle de
doencas de plantas autbgamas, como em culturas anuais, de aveia e de trigo,
conforme Singh (1896), citado por Filho & Camargo (1995). Oferecem um método
rapido para explorar todos os beneficios da pesquisa moderna, promovendo
aumento do rendimento e estabilidade, além de oferecerem contribuicbes na
reducdo do uso de agrotoxicos e melhora da qualidade do produto (NEWTON &
SWANSTON, 1999.; MASTRANTONIO et al., 2004).

Além da estabilidade oferecida pelas misturas e a menor incidéncia de
doencas € importante salientar, que com a utilizacdo deste método, ha contribuicédo
direta e indireta para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, a partir de
que serdo utilizados menos insumos, herbicidas, maior conservagao dos recursos
naturais, menor exploracdo de areas para cultivo, com uma produtividade maior e
consequentemente também um retorno financeiro maior, contribuindo para o resgate
da auto-estima do pequeno produtor, diminuindo o éxodo rural.

Finckh (2000) afirmam que o uso de misturas de variedades subsidia a
producdo sem ou com menor uso de fungicidas, inseticidas e reguladores de
crescimento.

Baseado nestes fatores o presente trabalho teve como objetivos verificar se
diferentes componentes da mistura de cultivares promovem incidéncias distintas de
diferentes doencas e verificar o efeito das diferentes misturas sobre o nivel de

infeccéo de antracnose, mancha angular, ferrugem e mancha parda da folha.



Material e Métodos

O estudo foi realizado sob condigbes de campo, no ano de 2008 em éarea
experimental pertencente a Embrapa Clima Temperado (CPACT), Estacao
Experimental Cascata, municipio de Pelotas, RS.

A semeadura foi realizada manualmente com um espagamento aproximado
de 0,08m a cada 2 sementes, em 15/12/2008 , com a adubacdo equivalente a
300 Kg ha' da formula 10N-30P,0s-10K,O. O delineamento experimental
adotado foi o de blocos casualizados, em seis repeticdes. As parcelas foram
constituidas por duas fileiras de 4 metros de comprimento, com espagamento de
0,50 metros entre fileiras. Foi utilizada uma bordadura com a cultivar BR Fepagro
44 Guapo Brilhante separando as parcelas.

Foram utilizados gendtipos de feijdo de graos pretos, com reacdes descritas

por Santos (2006) como resistentes e suscetiveis a raca 81 de C. lindemuthianum,
Tabela 5.

Tabela 5 — Reacédo dos gendtipos de feijdo estudados, a raca 81 de
C.lindemuthianum. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2009.

Genotipo de feijao Reacdo
TB 97-13 Resistente
Soberano Resistente

lapar 44 Resistente
Macotaco Suscetivel
Preto Comprido Suscetivel

Guabiju Suscetivel
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Formou-se combinagbes duplas de cultivares, na propor¢cdo de 1/1,
misturadas manualmente, consistindo em duplas de resistente x resistente,
resistente x suscetivel e suscetivel x suscetivel, conforme descrito na Tabela 6,

totalizando 21 tratamentos.

Tabela 6 — Combinacdes duplas de misturas de cultivares de feijao, de acordo com a
reacdo da raca 81 de C. lindemuthianum, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS,
20009.

Resistente x Resistente Resistente x Suscetivel Suscetivel x Suscetivel
lapar 44 x Soberano lapar 44 x Preto Comprido Macotaco x Preto Comprido
lapar 44 x TB 97-13 lapar 44 x Macotaco Macotaco x Guabiju
Soberano x TB 97-13 lapar 44 x Guabiju Preto Comprido x Guabiju

Soberano x Macotaco
Soberano x Preto Comprido
Soberano x Guabiju

TB 97-13 x Macotaco

TB 97-13 x Preto Comprido
TB 97-13 x Guabiju

Foi utilizada a raca 81 de C.lindemuthianum isolada de sementes de feijao
branco da cultivar Lider do municipio de Orizona, GO, safra 2004, oriunda da
micoteca do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de Pelotas. As
suspensdes de esporos foram obtidas a partir de colénias com dez a doze dias de
incubacéo, cultivadas em vagens de feijao. As vagens foram colocadas em tubos de
ensaio com meio de cultura mathur (MATHUR et al., 1950), autoclavados a 125°C
por 15 min e resfriados por 3 a 4 horas. Apés esse periodo, foi feita a repicagem dos
fungos para os tubos, que foram, em seguida, incubados em BOD por dez dias, a
24°C. ApoOs o crescimento das colbnias, foi preparada a suspenséo de esporos. Em
cada tubo, foi adicionado 0,5 mL L™ de espalhante adesivo (tween 80%) e 10 mL de
agua destilada. Os tubos foram agitados e a suspensao filtrada. Avaliou-se a
concentracdo de esporos na suspensao ajustada com o auxilio do hemacitémetro
(Camara de Neubauer), para a concentragdo de 1,2 x 10° esporos/ml e entdo, a
diluicdo com agua destilada foi preparada para a realizagdo dos tratamentos.

A inoculacdo de Clindemuthianum realizou-se no estadio V4 (pré-
florescimento) de desenvolvimento das plantas, através de um pulverizador costal de

5L, de alta presséo e jato continuo, no final da tarde.
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ApGs a maturacéo fisiologica dos graos foi realizada a colheita de todas as
plantas da parcela. Nas parcelas constituidas por misturas, as plantas foram
colhidas em conjunto e, posteriormente, separadas para a identificacdo das
cultivares e avaliacdo da doenca nas vagens.

Foram avaliadas, aleatoriamente, dez plantas de cada cultivar por
tratamento, e dez vagens por planta.

Para a avaliagdo da antracnose foi desenvolvida uma escala de notas de 1

a 10, baseada no numero e tamanho das lesdes, sendo a nota 1 para vagens
normais e a nota 10 para o maior grau de incidéncia de doenca, conforme Tabela 7.
Apos foi calculado o indice da doenca (ID), segundo Freire et al. (1976), também

conhecido como Indice de Mc. Kinney, conforme a férmula:

> (Grau da escala x N° de plantas respectivo)

Grau méaximo x N° total de plantas

Valores de ID iguais ou superiores a 0,5 sdo considerados suscetiveis, e
abaixo de 0,5, considerados resistentes.

Na determinagdo do efeito de um dado componente da mistura sobre o
comportamento da cultivar em combinacdo em uma dada mistura, foi utilizado o
coeficiente de interferéncia (Cl) desenvolvido por Antunes et al. (2002).

Assim, o comportamento da cultivar considerada, reflete o efeito da
presenca do outro componente sobre a incidéncia de antracnose sobre a mesma.

O CI expressa o comportamento da cultivar considerada quando em
mistura, comparado ao seu comportamento em estande puro.

E expresso da seguinte forma:

W Mi, emque
Cli=  wpj
Cl ;= Coeficiente de interferéncia da cultivar i;

WMi = Incidéncia da doenca na cultivar, quando em mistura

WPi = Incidéncia da doenga na cultivar, guando em estande puro.
Este coeficiente pode assumir uma expressao positiva ou negativa.
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hY

O denominador da expressdo, que compreende a reacdo a doenca

apresentada pela cultivar sendo avaliada quando em estande puro, € o termo de

referéncia a manifestar o efeito das demais cultivares da mistura sobre a mesma.

Desta forma, sendo Cl menor que 1, a influéncia das cultivares em mistura

sera positiva sobre a cultivar analisada, promovendo um melhor desempenho em

relacdo ao estande puro. Sendo igual a 1, revela a neutralidade dos efeitos do outro

componente da mistura sobre o desempenho da cultivar, e sendo maior que 1,

reflete um efeito positivo.

Tabela 7. Escala descritiva das notas empregadas para avaliagcdo da incidéncia da
antracnose na vagem em cultivares de feijao. Embrapa Clima Temperado, Pelotas,

20009.
Nota Descricao
1 Auséncia de lesdo
2 1 a 3 lesbes pequenas’
3 4 a 5 lesbes pequenas
4 1 a 3 lesBes médias?
5 4 a 5 lesdes médias
6 Mais de 5 lesBes médias
7 1 a 3 lesdes grandes®
8 Mais de 3 lesdes grandes
9 Lesdes médias e grandes
10 Vagem totalmente comprometida, coloracdo escura e enrugada.

"Manchas pequenas: aproximadamente 3mm de diametro; “Manchas médias: aproximadamente 6mm de
diametro; *Manchas grandes: aproximadamente 10mm de didmetro; LesBes pequenas: aproximadamente 2mm
de didmetro Lesbes médias: aproximadamente 5mm de didmetro; Lesdes grandes : Maiores que 5mm de

diametro.
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Resultados e Discusséao:

Os resultados de campo revelaram que a alta incidéncia de antrachose
eliminou os tratamentos constituidos pelas cultivares suscetiveis quando em estande
puro. Porém, estas quando em mistura com cultivar resistente ao isolado 1 raca 81
de C.lindemuthianum, se mostraram resistentes de acordo com o indice de Mc. Kinney.

A Tabela 8, que mostra o grau de incidéncia da antrachose sobre 0s
tratamentos sobreviventes, revela que todos os tratamentos apresentaram uma
reacdo de resisténcia , ja que o indice de Mc. Kinney méaximo observado foi de 0.34.

Observa-se que as seis misturas com valores mais elevados de antracnose,
muito embora, com nivel baixo de severidade de doenca, possuem na sua
constituicio uma das cultivares suscetiveis. Vale lembrar que estas cultivares,
mesmo apresentando valores mais elevados, resultaram com baixa incidéncia de
antracnose, comparadas com a sua condicdo em parcela solteira em que foram
totalmente dizimadas pela doenca.

Esta Tabela ressalta a reacdo das cultivares que constituiram as misturas
guando combinadas duas a duas e ao confrontar-se resistentes com resistentes e
resistentes com suscetiveis. As combinacdes de suscetiveis com suscetiveis, ndo
sdo apresentadas pelo fato, ja mencionado acima, de que estas quando em estande
puro ou em misturas entre si, nao sobreviveram ao ataque da doenca.

Observa-se que as cultivares suscetiveis (Guabiju, Macotaco e Preto
Comprido) quando em mistura com qualquer dos gendtipos resistentes (lapar 44, TB
97-13 e Soberano) apresentaram uma reacgdo de resisténcia (indice de Mc,Kinney <
0,5). Essas observacgodes refletem o efeito positivo do uso de uma cultivar resistente
na mistura com uma cultivar suscetivel no controle da antracnose. O ataque de
doencas nas misturas oscila desde a grande manifestacdo da doenca até a baixa
incidéncia. Isto vai depender da suscetibilidade dos componentes da mistura e do

tipo de patégeno que esta infectando a cultura (MUNDT, 2002).
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Em misturas de cultivares resistentes, observa-se a inexisténcia de
efeitos negativos ou positivos no controle da antracnose, pois verificou-se uma baixa
incidéncia de doenca, semelhante para todos os tratamentos envolvendo estas

cultivares, seja em misturas ou em estande puro.

Tabela 8. Severidade da antracnose expressa pelo indice de Mc.Kinney, nos genotipos
componentes das misturas. Embrapa Clima Temperado. Pelotas, 2009

lapar44  TB 9713  Soberano Guabiju  Preto Comprido  Macotacgo

Genotipos (R)" (R) (R) (S) ) ()
Guabiju (S) 0,34 0,23 0,22 - - -
Macotaco (S) 0,23 0,26 0,15 - - -
Preto Comprido (S)* 0,16 0,19 - - - -
lapar 44 (R) 0,17 0,15 0,17 0,23 0,19 0,20
TB 9713 (R) 0,17 0,21 0,19 0,21 0,19 0,21
Soberano (R) 0,17 0,18 0,20 0,22 0,19 0,19

*S: suscetivel e R: resistente; - : auséncia de teste

Na Tabela 9, encontram-se os Coeficientes de Interferéncia que evidenciam
os efeitos que um dado componente da mistura exerce sobre uma dada cultivar. A
inexisténcia de dados sobre as cultivares suscetiveis Guabiju, Macotaco e Preto
Comprido quando em estande puro impossibilitou a estimativa do Coeficiente de
Interferéncia para estas cultivares.

Desta forma analisando o efeito dos componentes das misturas sobre as
cultivares resistentes, verifica-se uma tendéncia de que quando em combinagéo com
uma cultivar suscetivel, ocorra uma incidéncia maior da doeng¢a, ou no minimo, a
permanéncia do mesmo grau de incidéncia. Uma tendéncia inversa parece ocorrer
guando o outro componente da mistura € uma cultivar resistente.

O unico coeficiente significativamente diferente de 1 foi observado para a
cultivar lapar 44, resistente, quando em mistura com a cultivar Guabiju, suscetivel.
Este coeficiente alcancou o valor de 1.35, significando que na presenca de Guabiju,
a cultivar lapar 44 apresentou uma incidéncia de antracnose significativamente

maior do que quando em estande puro.
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Tabela 9. Coeficientes de Interferéncia de cultivares de feijao, resistentes a
Raga 81 de antracnose quando em misturas com cultivares resistentes e
suscetiveis a referida raca. Embrapa Clima temperado, Pelotas, 2009.

Cultivar Cultivar adicional na Coeficiente de
Resistente mistura Interferéncia
Resistente
Soberano 0,97
Resistente TB 9713 0,93
lapar 44 Suscetivel
Preto Comprido 1,13
Macotaco 1,17
Guabiju 1,35*
Resistente
lapar 44 0,92
Resistente TB 9713 0,92
Soberano Suscetivel
Preto Comprido
Macotaco 0,98
Guabiju 1,00
Resistente
lapar 44 0,83
Resistente Soberano 0,90
TB 9713 Suscetivel
Preto Comprido 0,95
Macotaco 1,02
Guabiju 1,02

*: Significativo (a = 0.05) de acordo com Teste T de Student

As maiores evidéncias encontradas no presente trabalho a suportarem o
argumento de que as misturas de cultivares podem constituir uma pratica viavel no
controle de doencgas, estdo no fato de que cultivares suscetiveis que quando em
estande puro foram totalmente eliminadas pelo ataque da antracnose, ao serem
cultivadas em uma mesma area com cultivares resistentes apresentaram baixa
severidade da doenca. Estes resultados também foram constatados por Zhu et al.
(2000) na cultura do arroz, Ballico (2002) em aveia, Gongalves (2006) em bananeira
e Costa (2004) em sorgo.
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Conclusoes:

- Misturas de cultivares foram capazes de controlar doencas em cultivares
suscetiveis.

- Misturas de cultivares apresentam potencial como pratica no cultivo do
feijao.

- Misturas de cultivares resistentes resultaram em menor incidéncia de

antracnose do que misturas de cultivares resistentes com suscetiveis.
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