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RESUMO DA TESE

A cultura do feijado-vagem é constituida principalmente por variedades da espécie
boténica Phaseolus vulgaris, mas também inclui cultivos de P. lunatus e de Vigna
unguiculata. Diferencia-se do feijao comum pelas caracteristicas das vagens, que sdo
consumidas verdes, normalmente maiores e apresentam reduzidos teores de fibras. No
Brasil, o feijdo-vagem é cultivado principalmente por pequenos produtores, em cultura
tutorada, com alta demanda de médo-de-obra e baseado em métodos tradicionais de
plantio e uso intensivo de insumos quimicos. Apesar do amplo consumo, sdo poucas as
cultivares de feijao-vagem disponiveis no mercado brasileiro, assim como estudos de
incidéncia de doencas e avaliacdo de resisténcia de variedades. Estudos de métodos
alternativos de controle de doencas nesta cultura sdo raros. Entretanto, alguns trabalhos
revelaram que o nim (Azadiractha indica) tem acédo fungicida, inclusive sobre o oidio
(Erysiphe polygoni) em feijoeiro, mas em casa-de-vegetagdo. Dada a relativa caréncia
de informacbes sobre as doencas incidentes no feijdo vagem e seu controle, este
trabalho objetivou: avaliar, durante os plantios de inverno e das aguas, a incidéncia de
doencas em acessos das espécies P. vulgaris, P. lunatus e V. unguiculata (Capitulo 1);
analisar os efeitos de aplicacdes do 0leo de nim sobre o progresso de oidio em feijao-
vagem (P. vulgaris e V. unguiculata), em duas estacGes de plantio (Capitulo 2); e
esclarecer se determinados componentes anatdmicos e histoquimicos foliares de P.
vulgaris e V. unguiculata estdo relacionados com resisténcia a oidio (Capitulo 3). Os
ensaios de campo foram conduzidos na Estacdo Experimental de Biologia da UnB, em
duas épocas de plantio (de marco a junho e de setembro a dezembro) no ano de 2009 e
no de 2010. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com 28 tratamentos
(Capitulo 1). No Capitulo 2, o delineamento experimental foi de parcelas subdivididas,
fatorial 8 X 2, objetivando o controle de oidio com 6leo puro de nim em 5 genotipos de
P. vulgaris, (G01, G12, G19, HT e TSMB) e 3 de V. unguiculata (G14, G17, e G20),
selecionados dentre os 28 disponiveis por apresentarem reacfes contrastantes a oidio.
Em ambos os casos, foram avaliadas as incidéncias de todas as doencas. O Capitulo 3,
desenvolvido no laboratério de Botanica da UnB, consistiu de coleta de amostras
foliares de materiais suscetiveis (G14 e G17) e resistente (TSMB) a oidio, que foram
submetidas a cortes com micr6tomo de mesa para posteriores analises anatdmicas e

histoquimicas. Verificou-se, nos quatro plantios, as seguintes doencas foliares: mosaico



dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus - BGMV), mosaico comum (Bean
common mosaic virus - BCMV), mosaico rugoso (Bean rugose mosaic virus - BRMV),
ferrugem (Uromyces appendiculatus), mancha angular (Pseudocercospora griseola) e
oidio (Erysiphe polygoni). Além dessas, nos plantios das aguas, registrou-se incidéncia
de crestamento bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli). Os genotipos
exibiram comportamento diferenciado quanto a resisténcia as doencas, demonstrando
diversidade genética entre os materiais. Oidio foi a doenca mais prevalente, atingindo
principalmente acessos de V. unguiculata, alcancando até 100% em alguns casos. O
pulgdo-preto do feijoeiro (Aphis craccivora) teve preferéncia pelas variedades de V.
unguiculata (Capitulo 1). O dleo de nim reduziu significativamente a incidéncia de
oidio e de pulgdes-pretos, além de apresentar um pequeno efeito sobre a mancha
angular, mas ndo foi detectado nenhum efeito nas demais doencas (Capitulo 2). Os
estudos de anatomia e histoquimica revelaram correlacdo entre a estrutura e a
bioguimica foliar e a incidéncia de E. polygoni, de Aphis craccivora e de Bemisia tabaci
(Capitulo 3).



THESIS ABSTRACT

The green bean crop is mainly planted with varieties of Phaseolus vulgaris, but
also includes crops of P. lunatus and Vigna unguiculata. The crop is distinguished from
common bean by the characteristics of the pod, which are larger, consumed in the green
stage, and present reduced fiber levels. Green beans in Brazil are usually grown by
small farmers in conventional agriculture, intensive manpower and heavy use of
chemicals. Despite the high demand, there are few cultivars available in the domestic
market, and studies on the occurrence of diseases and evaluation of disease resistance
are scarce. Alternative methods for disease control in the green bean crop are rare.
Nevertheless, preliminary studies with greenhouse-grown beans have demonstrated that
the neem plant (Azadiractha indica) showed a fungistatic effect against powdery
mildew (Erysiphe polygoni). Considering the lack of information on the diseases of
green bean and their control, this work aimed: to evaluate the incidence of diseases in
the winter and rain seasons of 2009, in genotypes of P. vulgaris, P. lunatus and V.
unguiculata (Chapter 1); to analyse the effects of neem oil sprays on the development of
powdery mildew of P. vulgaris and V. unguiculata) (Chapter 2); and to examine if leaf
anatomy and histochemical foliar components of P. vulgaris and V. unguiculata are
related to resistance to powdery mildew (Chapter 3). Field assays were conducted in
two planting seasons, at the University of Brasilia Experimental Biology Station,
(March-June and September-December) in the years of 2009 and 2010, always with
three replicates. Experimental design was a randomized complete block with 28
treatments (plant genotypes) for Chapter 1. For Chapter 2, experimental design was a 8
X 2 split factorial with main plots as genotypes (P. vulgaris genotypes G01, G12, G19,
HT and TSMB and V. unguiculata genotypes G14, G17, e G2) and subplots as
application of purified neem oil sprays or water. Genotypes were selected because they
have presented contrasting reactions to powdery mildew in Chapter 1. Incidence of all
diseases were recorded in both studies. Studies for Chapter 3 were conducted in the
Botany Lab of University of Brasilia. Foliar samples of powdery mildew susceptible
(G14 e G17) and resistant (TSMB) genotypes were sectioned in a table microtome for
anatomic and histochemical studies. The following foliar diseases were found: Bean
golden mosaic (BGMV), two initially unknown virus, later identified as Bean common
mosaic (BCMV) and Bean rugose mosaic (BRMV), rust (Uromyces appendiculatus),

angular leaf spot (Pseudocercospora griseola) and powdery mildew (Erysiphe
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polygoni). In addition, bacterial canker (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) was
detected in the rain season. Genotypes differed as to their individual response to each
disease, evidencing genetic diversity for disease reaction. Powdery mildew was the
most prevalent disease, and was more severe in V. unguiculata genotypes, where it
reached up to 100%. The cowpea aphid (Aphis craccivora) was most frequently
detected on V. unguiculata (Chapter 1). Applications of purified neem oil significantly
reduced powdery mildew and cowpea aphid incidences, and also revealed a small effect
on angular spot, but not on the other diseases (Chapter 2). The anatomic and
histochemical studies revealed correlation between the leaf structure and biochemistry
and the incidence of powdery mildew, A. craccivora and Bemisia tabaci (Chapter 3).



Capitulo 1

Incidéncia de doencas em feijdo-vagem das espécies Phaseolus

vulgaris, P. lunatus e Vigna unguiculata no Distrito Federal



RESUMO DO CAPITULO |

A cultura do feijdo-vagem inclui variedades de Phaseolus vulgaris, P. lunatus e
de Vigna unguiculata. A ocorréncia de doengas em feijado-vagem é de extrema
relevancia pelos danos que provocam, mas pouca informacdo detalhada sobre a
suscetibilidade das cultivares em uso estd disponivel. Nenhuma cultivar comercial
apresenta resisténcia a todas as doencas e o controle quimico é dificultado, uma vez que
existem poucos produtos registrados para a cultura. Ao cultivo do feijoeiro também
associa-se uma série de espécies de insetos, que ocorrem de acordo com a fenologia e
desenvolvimento da planta, e que devem ser levadas em consideragdo por seus danos
diretos e indiretos. O pulgdo-preto (Aphis craccivora) € um dos mais importantes, por
causar danos severos ao feijdo-vagem, inclusive por ser vetor do Cowpea aphid-borne
virus (CpAMV), do Blackeye cowpea mosaic virus (BICMV) e do Bean common
mosaic virus (BCMV). Considerando-se a falta de registros sobre a importancia relativa
das doencas em feijdo-vagem no Distrito Federal, procedeu-se a avaliacdo de uma
colecdo de 28 acessos das especies P. vulgaris, P. lunatus e V. unguiculata quanto a
resisténcia e suscetibilidade a doencas. Foram estudadas a incidéncia e o progresso das
doencas em condigdes naturais de ocorréncia, em duas épocas de plantio, do inverno e
das &guas, durante o ano de 2009. Verificou-se que ha fontes de resisténcia e
suscetibilidade as diferentes doencas entre os materiais testados, mas ndo ha, em um
anico genotipo, resisténcia a todas as doencas. Além disso, 0s niveis de incidéncia das
doencas variaram com a época de plantio, atingindo maiores Areas Abaixo da Curva de
Progresso de Doenca (AACPD) no plantio de inverno. As espécies P. vulgaris e P.
lunatus tiveram menores incidéncias e AACPD para oidio, contrastando com dados
obtidos para os acessos de V. unguiculata. Por outro lado, os materiais de P. vulgaris e
P. lunatus mostraram-se mais suscetiveis as demais doencas, nas duas épocas de
plantio. Determinou-se que A. craccivora possui preferéncia alimentar por plantas de V.

unguiculata.



ABSTRACT Chapter |

The green bean crop includes genotypes of Phaseolus vulgaris, P. lunatus and
Vigna unguiculata. Studies of disease occurrence in this crop are relevant, due to losses
associated with diseases, but little information about the susceptibility of commercial
cultivars or traditional varieties is available. No commercial cultivar presents resistance
to all diseases and chemical control is hindered due to the fact that there are few
products registered for the crop. In addition, several insects are associated with green
bean, which cause direct and indirect damages. The cowpea aphid (Aphis craccivora) is
one of the most important, as a vector of several viruses, such as Cowpea aphid-borne
virus (CpAMV), Blackeye cowpea mosaic virus (BICMV) and Bean common mosaic
virus (BCMV). In view of the lack of studies about the relative importance of green
bean diseases in Distrito Federal, the reaction of twenty-eight accesses of P. vulgaris, P.
lunatus and V. unguiculata were evaluated as to their reaction to naturally-occcurring
diseases. The incidence and development of diseases were studies in two planting
seasons: the rainy season and the winter (irrigated) season. Sources of resistance to
several diseases were found among the plant materials studied. However, no single
genotype combined resistance to all of the diseases detected in the field. In addition,
disease prevalence varied with the planting season and larger Areas Under Disese
Progress Curves (AUDPC) were recorded in the winter. P. vulgaris and P. lunatus
presented the lowest incidences and AUDPC values for powdery mildew, while V.
unguiculata had the highest values for this disease. On the other hand, materials of P.
vulgaris and P. lunatus were more susceptible to most of the other diseases in both

planting seasons. A. craccivora, confirmed its preference for plants of V. unguiculata.



INTRODUCAO

A cultura do Feijdo-Vagem

A cultura do feijdo-vagem é constituida principalmente por variedades da
espécie botanica Phaseolus vulgaris L., mas também inclui cultivos de P. lunatus L. e
de Vigna unguiculata (L.) Walp. (Boyan, 2010; Lerner, 2010).

O género Phaseolus pertence a familia Fabaceae (leguminosas) e € composto
por aproximadamente 50 espécies (Salinas et al., 2006; Sammour et al., 2007). Apenas
quatro sdo domesticadas (P. coccineus, P. vulgaris, P. lunatus, P. acutifolius), sendo P.
vulgaris (feijdo comum) e P. lunatus (feijdo fava), as mais importantes economicamente
(Lopez et al., 1985; Broughton et al., 2003). O feijdo-vagem diferencia-se do feijao
comum pelas caracteristicas das vagens, que sdo consumidas verdes, normalmente
maiores e apresentam reduzidos teores de fibras (Filgueira, 2003; Peixoto, 2009).
Apresenta ampla variabilidade no que diz respeito ao porte da planta, caracteristica de
primordial importancia devido ao sistema de condugédo por tutoramento da cultura.

As cultivares de feijdo-vagem podem ser divididas de acordo com o habito de
crescimento, em indeterminadas ou determinadas. As indeterminadas (ou voluveis)
possuem um meristema apical vegetativo que permite o crescimento continuo das
plantas, aléem da capacidade de enrolamento em tutores, atingindo mais de dois metros
de altura. As inflorescéncias formam-se de gemas axilares de folhas e ramos e o ciclo de
vida, para a maioria das cultivares, ¢ de 100 a 110 dias. As cultivares de crescimento
determinado (arbustivas, rasteiras ou anas), tém seus apices encerrados por
inflorescéncias, que se originam da haste principal e dos ramos laterais. O periodo de
floracdo é curto (média de 14 dias) e a maturacdo das vagens € geralmente uniforme.
Normalmente, o ciclo dessas variedades situa-se entre 60 a 120 dias (Vieira, 1988).
Uma classificacdo adicional de feijdo-de-vagem diz respeito ao formato da vagem, que
pode ser do tipo “macarrao”, apresentando sec¢do transversal arredondada e formato
cilindrico; ou do tipo “manteiga”, com sec¢do transversal elitica e formato tipicamente
achatado (Athanazio, 1998; Filgueira, 2003).

A espécie P. vulgaris, originaria de regides tropicais americanas, é de ampla
adaptacdo a condicbes de temperatura, porém, em temperaturas elevadas ocorre
abortamento, resultando em vagens mal formadas. O feijdo-vagem é uma cultura

adaptada aos climas com temperatura variando entre 10 °C e 27 °C, sendo considerada
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6tima a faixa entre 18 °C e 24 °C. Nas regides Sudeste e Centro-Oeste, 0 periodo de
semeadura mais favoravel vai de marco a maio, tanto para cultivares de plantio tutorado
como arbustivas. Cultivares de crescimento indeterminado podem ser plantadas ao
longo do ano nas regides de clima ameno, com altitude variando de 700 a 1200 metros.
Nas regibes mais quentes ou muito frias a conducdo da cultura deve ser evitada nos
periodos de temperaturas extremas. (Filgueira, 2003; Peixoto, 2009).

Devido a maior tradicdo de consumo de feijdo comum, o cultivo de P. lunatus,
ou feijdo fava, ainda é relativamente limitado, mesmo sendo uma fonte muito comum de
alimento e renda em todos os estados nordestinos, principalmente Paraiba, Rio Grande
do Norte, Ceard, Sergipe e Piaui. No ano 2007, foram produzidas, no Brasil, 13.181
toneladas de grdos de fava (IBGE, 2008). Seus grdos sdo consumidos maduros, secos,
cozidos ou ainda verdes, mas é relativamente inferior quando comparados a outras
espécies do género. O sabor amargo (ausente em outras especies de feijao), o tempo de
coccdo mais longo, além da falta de cultivares recomendadas para diferentes regides
limitam seu cultivo. O sabor e a toxicidade sdo consequéncias da elevada quantidade de
acido cianidrico (HCN) nas sementes. Para utiliza-las na alimentacdo humana, é preciso
submeté-las a coccdo por trés a cinco vezes ou deixar os graos de molho durante uma
noite, com total substituicdo da agua utilizada (Vieira, 1992; Azevedo et al., 2003).

Vigna unguiculata é conhecida como feijdo caupi, feijdo-de-corda, feijdo-
macassar, feijao-de-praia, feijao-miudo, feijao-fradinho (grdos brancos) e outros nomes,
podendo ser comercializado de diversas formas. Seu consumo pode ser como feijao-
vagem, grdo verde e grao seco, dentre outros. Quando utilizado como feijdo-vagem, sua
colheita deve ser feita quando as vagens estdo bem desenvolvidas, mas ainda imaturas e
com pouca fibra.

O género Vigna apresenta grande divergéncia quanto ao nimero de especies.
Hutchinson & Dalziel (1954) reconheceram 25 espécies, enquanto Daniel (1960) 37. De
acordo com Stelle & Mehra (1980), o género compreende cerca de 160 espécies,
possuindo somente sete cultivaveis, sendo as espécies V. angularis (feijdo adzuki), V.
radiata (feijdo mungo-verde), V. umbellata (feijdo arroz) e V. unguiculata (caupi) as
mais importantes. Porém, nos Gltimos anos, observou-se uma reducdo no nimero de
espécies reconhecidas, provavelmente por causa das similaridades na estrutura e
biologia reprodutiva dessas plantas. Burkill (1995) considera 22 espécies validas. No

Brasil, V. unguiculata possui maior consumo e sua producdo concentra-se nas regioes
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semi-aridas do Norte e Nordeste (Vieira et al.; 1992; Bevitori et al., 1992) e representa
cerca de 20% da producdo de feijdo no Brasil (Borém & Carneiro, 2006).

As variedades de caupi possuem ciclo biolégico de 60 dias a 7 a 8 meses
(dependendo do ambiente), maturacdo desuniforme (Rachie & Roberts, 1974) e
temperatura mais adequada desenvolvimento na faixa de 20 a 35°C (Araujo et al.,
1984).

No Brasil, o feijdo-vagem da espécie P. vulgaris é cultivado principalmente por
pequenos produtores de agricultura familiar, em cultura tutorada. Os rendimentos sao,
em geral, superiores aos de cultivares arbustivas e a produtividade media do feijao-
vagem no Brasil fica em torno de 10 toneladas/ha, mas em culturas tutoradas bem
conduzidas pode chegar até a 25 toneladas/ha (Peixoto et al, 2004; Peixoto, 2009). A
hortalica estd entre as dez mais importantes do Pais e existem cultivares de boa
aceitacdo comercial no mercado brasileiro (Boiteux et al., 2005). A producéo de feijdo-
vagem é caracterizada em grande parte por cultivares com habito de crescimento
indeterminado, que sdo mais produtivas, mas de dificil colheita. No Distrito Federal ele
esta entre as leguminosas mais importantes, com uma area ocupada de 100 ha, seguido
de feijdo caupi (72 ha) e ervilha vagem (10 ha) (Boiteux et al., 2005). O
desenvolvimento de novas cultivares desta cultura, com crescimento determinado e
ciclo de desenvolvimento mais curto, tem despertado interesse quanto as caracteristicas
de crescimento e producdo desses materiais (Vidal et al., 2007).

A produtividade de feijdo-vagem é favorecida por fatores ambientais favoraveis
(de temperatura, umidade do solo e do ar), condicdes fisico-quimicas do solo, praticas
culturais adequadas e cultivares produtivas. A questdo fitossanitaria e a ocorréncia de
doencas sdo de extrema relevancia, mas pouca informacdo detalhada sobre a
suscetibilidade das cultivares em uso esta disponivel. Raras sdo as variedades que
apresentam resisténcia a doencas e o controle quimico é dificultado, uma vez que
existem poucos produtos registrados para feijao-vagem (Sartorato, 2007). O feijdo-de-
vagem é uma planta sujeita a um grande nimero de doencas que podem assumir um
carater epidémico. Bacterioses, antracnose, ferrugem, oidio, podriddes radiculares e
outras, podem, de acordo com as circunstancias, causar danos severos a cultura
(Sartorato & Yorinori, 2001).

Entre as alternativas de controle mais buscadas estd o uso de cultivares
resistentes. Os programas de melhoramento genético de feijdo-vagem sao incipientes e

materiais resistentes as doencas disponiveis ao produtor sdo escassas (Oliveira et al.,

11



2001; Krause et al., 2009; Porfirio et al., 2009). Além disso, 0s gendtipos identificados
como resistentes a uma determinada doenga, ndo apresentam resisténcia a todas as
doencas (Sartorato, 2007). O objetivo final dos programas de melhoramento é aumentar
e estabilizar o rendimento a um custo de produgdo que permita aos produtores uma
maximizagdo do retorno econdmico (Zimmermann et al., 1996). Para atingir esse
objetivo, a incorporacao de resisténcia a doencas é essencial, uma tecnologia de baixo
custo de utilizacdoe eficiente, embora o processo de melhoramento seja muito

trabalhoso.

Principais Doengas

Um dos principais fatores responsaveis pela reducdo na produtividade de feijao-
vagem € a ocorréncia de doencas, que limitam a producdo e reduzem a qualidade
fisiologica, sanitaria, nutricional e comercial do produto. Incidéncia e intensidade dessas
doencas variam de acordo com a regido, a época de plantio, o sistema de plantio, a
variedade, a qualidade sanitaria da semente e as condi¢fes climaticas. S&o raros 0s
levantamentos das doencas em diferentes cultivares de feijdo-vagem e, quando
existentes, relatam aquelas incidentes em ambientes controlados de casas-de-vegetagédo
(Bottega et al., 2008; Cardoso et al., 2002; Paula Jr. et al., 1998).

A avaliacdo das enfermidades € normalmente realizada pelos critérios de
incidéncia e/ou severidade dos sintomas nas plantas, em vérios estadios de
desenvolvimento, preferencialmente em cultivos em épocas diferentes do ano. A
incidéncia é definida pelo nimero de unidades afetadas, sejam elas plantas inteiras,
folhas, hastes, vagens, raizes, sendo expressas em porcentagem da populagéo total de
unidades. A severidade da doenca € expressa em porcentagem de tecido afetado pela
doenca pela quantidade total do tecido (Schoonhoven & Pastor-Corrales, 1987).

No feijdo-vagem, doencas tais como Antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum Sacc. & Magnus), Mosaico Dourado do Feijoeiro (Bean golden mosaic
virus-BGMV), Mosaico Comum do Feijoeiro (Bean common mosaic virus, BCMV),
Crestamento Bacteriano Comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli Vauterin et
al., 1995), Mofo Branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary), Murcha ou
Amarelecimento de Fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli Kendrick & Snyder)

e Curtobacterium flaccumfacieins (Hedges) Collins & Jones (Krase et al., 2009) podem
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causar severos danos ou provocar a perda total da lavoura. Dentre outras doencas
encontradas no feijoeiro comum, que devem ser avaliadas no feijdo-vagem, estdo a
Mancha Angular (Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun ), Mela ou
Murcha da Teia Micélica (Thanatephorus cucumeris (A. B. Frank) Donk), Ferrugem
(Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger), Oidio ou Mildio pulverulento (Erysiphe
polygoni DC) , podriddo do colo (Sclerotium rolfsii Sacc.), podriddo radicular
(Rhizoctonia solani J. G. Kuhn), podriddo cinzenta do caule (Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goidanich), podriddo radicular seca (Fusarium solani (Mart) Sacc. f.sp. phaseoli
Burkholder) (Bottega et al., 2008). Além dessas, ha relatos de Ascochyta phaseolorum
Sacc. (Tanaka et al.,1996) causando sérios prejuizos.

Quanto as caracteristicas das doencas encontradas neste trabalho, tem-se:

Oidio

O Oidio, causado pelo fungo E. polygoni é de ocorréncia mundial, todavia seus
danos séo variaveis, podendo ocorrer perdas de produtividade entre 17 e 69% quando a
infeccdo ocorre antes do florescimento e da formacdo de vagens (Hall, 1991). Possui
grande numero de hospedeiros (Bianchini et al., 1997),entre eles e de acordo com
Barros et al.(2000), ervilha, soja, caléndula, dalia, tremoco e tomate. Ocorre com maior
intensidade em condicBes de secas e de temperaturas moderadas e seus sintomas se
manifestam nas folhas, hastes e vagens. Se iniciam com manchas verde-escuras na parte
superior das folhas que logo tornam-se pulverulentas e brancas, podendo tomar toda a
superficie foliar. As vagens afetadas também apresentam crescimento pulverulento e,
dependendo da intensidade do ataque, pode causar deformacdes e queda de vagens
(Rosalem & Marubayashi, 1994).

Ferrugem

Outra doenca importante é a ferrugem do feijoeiro (U. appendiculatus), que
ocorre em todas as regides produtoras, incidindo geralmente nas folhas. Provoca
desfolha prematura nas lavouras severamente atacadas e, em condi¢bes favoraveis
(temperatura entre 20-27° C e alta umidade, intercalada por periodos de baixa

precipitacdo e grande quantidade de orvalho) pode causar sérios prejuizos (Paula Jr. &
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Zambolim, 1998; Rios et al., 2001). Por isso, as maiores perdas decorrentes desta
enfermidade ocorrem em regiGes tropicais e subtropicais Umidas (McMillan et al.,
2003). Este é o caso do Brasil, onde o U. appendiculatus representa um dos patdgenos
mais importantes do feijoeiro pelos sérios prejuizos que tem ocasionado (Souza et al.,
2007). Os sintomas se manifestam nas folhas como pequenos pontos cloroticos,
evoluindo para pustulas salientes de cor esbranquicada ou amarelada, que aparecem
preferencialmente na face inferior das folhas. Em poucos dias, surgem pequenas
pustulas de cor ferrugem em ambas as superficies das folhas (mas com maior frequéncia
na face inferior), quase sempre rodeadas por um halo amarelo. Folhas severamente

atacadas tornam-se amarelas, secam e caem (Rosalem & Marubayashi, 1994).

Mancha Angular

O status taxondmico do agente etiolégico da mancha angular do feijoeiro tem
sido, ha bastante tempo, fonte de controvérsia. Dois caracteres principais eram
utilizados para se separar 0 género Phaeoisariopsis dos demais géneros anamorficos de
Mycosphaerella: a estrutura do conidioma (sinematoso) e o tipo de cicatriz
conidiogénica no loci conidiogénico e no hilo do conidio (Braun 1992; 1995a; 1995b).

A partir de estudos baseados na gama de hospedeiros, morfologia, caracteristicas
culturais e nas andlises das seqiiéncias da regido ITS e dos genes que codificam para
calmodulina e actina, uma nova combinacao foi proposta no género Pseudocercospora,
nome que deve ser conservado em detrimento a Phaeoisariopsis e Stigmina (Braun &
CROUS, 2006). Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun passa a ser 0
novo nome conferido ao agente etioldgico da mancha angular do feijoeiro, subdividida
em dois grupos distintos: P. griseola formae griseola, que coevoluiu com genoétipos de
feijoeiro de origem andina e P. griseola formae mesoamericana, que coevoluiu com
genotipos de feijoeiro de origem mesoamericana (Pereira, 2007).

A mancha angular (P. griseola) provoca perdas quanto mais precoce for seu
aparecimento na cultura, e as lesdes podem atingir folhas, vagens, caules e ramos. A
fonte de inoculo primério do patégeno inclui sementes contaminadas e restos de plantas
infectadas e a disseminacdo dos esporos para novas folhas da-se pela acdo do vento,
respingos de chuva, ou ambos. Os conidios germinam na superficie foliar, e as hifas

penetram através dos estdmatos crescendo entre as células do parénquima foliar,
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colonizando-o em aproximadamente nove dias apés a infec¢do e formando as lesdes. A
esporulacdo é favorecida em condicGes de alta umidade, por temperaturas entre 16 e 28°
C (com desenvolvimento maximo a 24°C). A epidemia também é favorecida por
periodos longos (24 a 48h) de alta umidade relativa, alternados por periodos de baixa
umidade e agéo de ventos (Paula Jr. & Zambolim, 1998; Dalla Pria et al., 2003)

Ocorre com maior freqiiéncia durante o estaddio de formagdo e maturacdo de
vagens e é transmitida pela semente. Nas folhas verdadeiras, as lesbes sdo angulares,
delimitadas pelas nervuras de coloracdo pardo-acinzentada, visivel na face inferior da
folha. Nas hastes, as lesdes podem ser alongadas e de cor castanho-escuro, sendo que
nas vagens as lesdes sdo quase circulares, de coloracdo castanho-avermelhado, com os
bordos escuros. As vagens atacadas apresentam manchas escuras e podem produzir
sementes mal desenvolvidas ou totalmente enrugadas. (Paula Jr. & Zambolim, 2006).
De acordo com Sartorato (2005) a mancha angular pode ser encontrada em todas as
regides produtoras e pode ser responsavel por perdas de até 70% na producao de feijdo
comum. Sua importancia no Brasil é crescente e a razdo principal é provavelmente o

cultivo do feijao em varias epocas durante o ano.

Crestamento Bacteriano Comum

O crestamento bacteriano comum, causado por Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (Smith) Dye, € a principal doenca bacteriana na cultura do feijoeiro (Ito et al.,
1997; Bianchini et al., 1997; Sartorato et al., 2003). Manifesta-se em toda parte aérea
da planta e € transmitida via sementes. Apresenta ampla distribuicdo, ocasiona graves
perdas na producdo, especialmente em regides Umidas, com temperaturas de moderadas
a altas (Rava, 2005). As perdas sdo ocasionadas pela reducdo da area foliar
fotossinteticamente ativa, devido a formacdo de manchas encharcadas nas folhas, que
posteriormente originam extensas areas necrosadas. O controle quimico é ineficiente e

0s danos sob cultivo protegido sdo severos (Barros et al., 2000).

Viroses

O virus do mosaico dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus- BGMV),

familia Geminiviridae, género Begomovirus (Gasparin et al., 2005), foi primeiramente
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encontrado no Brasil em 1961 no Estado de S&o Paulo, sendo descrito e caracterizado
em 1965. Na época, a doenca ndo foi considerada uma ameaca a cultura do feijoeiro,
contudo, atualmente, constitui-se em uma das principais limitacdes para sua produgéo
em &reas de ocorréncia. Seus danos sdo mais significativos quanto mais cedo ocorrer a
infeccdo (Faria et al., 1996). Aproximadamente 200 mil hectares estdo atualmente
inviabilizados para o cultivo do feijoeiro comum na safra “da seca”, devido a ocorréncia
dessa virose. Essas areas podem retornar ao processo produtivo apos o desenvolvimento
de cultivares que apresentem um nivel resisténcia adequado ao BGMV (Melo et al.,
2005). Nesse sentido, o desenvolvimento e liberacdo do primeiro feijdo transgénico do a
esta doenca é promissor (Aragdo & Faria, 2009).

Os sintomas incitados por este Begomovirus e transmissiveis pela mosca branca
(Bemisia tabaci bi6tipo B), de maneira circulativa sdo, predominantemente, 0 mosaico
amarelo intenso em todo o limbo foliar, podendo ocorrer nanismo, encurtamento de
entrenos, perda de dominancia apical e brotamento das gemas axilares (Furlan, 2004).

Este virus tem uma restrita gama de hospedeiros da familia das leguminosas,
sendo algumas de interesse econémico como o feijoeiro comum e a soja (Moreira &
Gaspar, 2002), mas pode atingir também espécies como chicharo, trevo, ervilha, acécia,
preta, gladiolo e abobora amarela (Agrios, 2005).

Altas temperaturas (em torno de 30°C), periodos prolongados de umidade
relativa baixa, alta populacdo de hospedeiros da mosca branca e cultivo continuo de
feijdo, durante o ano, sdo os principais responsaveis pelo agravamento da doenca
(Rosalem & Marubayashi, 1994; Furlan, 2004). InfeccBes simples ou mistas do BGMV
podem ocorrer, tanto com espécies de outros geminivirus, Como com virus isométricos,
destacando-se o Bean rugose mosaic virus (BRMV). Os danos provocados nestes casos
sdo mais severos que aqueles causados pelas infec¢cdes individuais por qualquer um dos
virus. Um outro fator agravante é que nas cultivares com resisténcia ao BGMV esta é
perdida quando ocorre a infec¢cdo mista do BGMV com virus isométricos de outros
géneros (Bianchini et al., 1997; Gasparin et al., 2005).

O Mosaico Rugoso do Feijoeiro, causado pelo Bean rugose mosaic virus-
BRMV, pertence a familia Comoviridae, género Comovirus. No Brasil, doenca com
sintomatologia similar foi denominada de mosaico-em-desenho (Virus do Mosaico-em-
Desenho do Feijoeiro). Lin et al. (1981), baseando-se no agrupamento dos Comovirus
em cinco sorogrupos (Fulton & Scott, 1977), propuseram a reclassificacdo do virus

como uma estirpe do BRMYV. Estimativas de perdas causadas pelo BRMV em feijoeiro
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comum indicam que a doenca pode adquirir considerdvel importancia econémica sob
condi¢des que Ihe sejam favoraveis, como infec¢bes precoces (14 dias apds o plantio) e
sob infeccdo mista (Anjos et al., 1994; Bianchini & Bergamin Filho, 1994; Costa, 1983;
Martins et al., 1994). Ele é naturalmente transmitido por besouros (Coleoptera:
Chrysomelidae) e os sintomas variam com o hospedeiro e cultivar. O sintoma de
mosaico é predominante e verificam-se também bolhosidades, deformacdo foliar e
lesBes locais cloroticas (Castillo-Urquiza, 2004).

Uma outra virose bastante comum nas lavouras de feijoeiro € o Mosaico Comum
do Feijoeiro, causado pelo Bean common mosaic virus (BCMV) pertencente a familia
Potyviridae, género Potyvirus, podendo causar severas perdas (Faria et al., 1996).
Segundo Bianchini et al. (2005), a transmissdo dessa virose pode ocorrer por sementes,
po6len e mecanicamente (de planta a planta através dos vetores, os pulgdes). O sintoma
principal & o mosaico foliar acompanhando as nervuras. Quando 0s sintomas sdo mais
severos, ocorre formacdo de rugosidades nas areas verdes escuras, enrolamento foliar e
diminuicdo de tamanho dos foliolos. Existe também uma necrose sistémica, se
caracterizando por uma necrose vascular, evoluindo do &pice para a base da planta,
descoloracdo do caule e necrose das nervuras nos foliolos, seguida da morte apical e

morte da planta.

Deteccéo e Diagndstico de Virus

O termo deteccdo se refere a comprovacdo de que um dado patégeno ou um
produto do mesmo esta presente numa amostra proveniente do tecido vegetal, do vetor,
do solo ou substrato de plantio, da agua utilizada na irrigacdo, de implementos
agricolas, etc. e pode ser feita diretamente da amostra a ser avaliada ou a partir de
isolamento e cultura do agente etioldgico. Os testes mais comuns de detec¢do sdo 0s
testes bioldgicos, soroldgicos, morfologicos e bioquimicos, que nem sempre conduzem
a resultados conclusivos, principalmente na presenca de espécies de patdégenos muito
similares ou na presenca de niveis populacionais muito reduzidos no hospedeiro (Lima
& Assuncdo, 2001).

O diagnostico de uma doenca de etiologia viral envolve uma série de técnicas
para a sua comprovacao, que visam a caracterizacdo, identificacdo ou a deteccdo do

virus em plantas doentes (Bedendo, 1995).
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A sintomatologia ndo é pardmetro suficiente para identificar e diferenciar
espécies de virus porque encontram-se variages nos sintomas dependendo da época de
infeccdo da planta (idade), do hospedeiro (cultivar), de fatores ambientais e da
ocorréncia de infeccdo viral multipla. As técnicas moleculares tém permitido o
desenvolvimento de métodos de deteccao universal e/ou especificos de forma eficiente,
rapida, acurada e de forma otimizada para virus (Bezerra et al., 1998).

As principais técnicas moleculares utilizadas na diagnose dos fitopatogenos e
seus possiveis vetores sdo a extracdo e eletroforese do é&cido nucléico; o RFLP
(“Restriction Fragment Length Polymorphism™); a clonagem e seqlienciamento do &cido
nucléico; a Hibridizacdo de &cidos nucléicos (Teste de Northern Blot, Teste de Southern
Blot e Teste de Dot Blot) ¢ a “Polymerase Chain Reaction” (PCR). Dependendo do
principio e das condi¢cfes de conducdo, os testes moleculares podem ser eficientes para
discriminar géneros, espécies, estirpes e subgrupos de fitovirus (Brioso, 2000; Brioso et
al., 2001). Devido a precisdo, sensibilidade, praticidade e versatilidade, algumas
técnicas de biologia molecular vém sendo utilizadas satisfatoriamente com essa
finalidade. Destacam-se a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) e a hibridizacdo de

acidos nucléicos (Lima & Assuncdo, 2001).

Pulgédo Preto (Aphis craccivora Koch) x cultura do feijoeiro

Ao cultivo do feijoeiro pode associar-se uma série de espécies de insetos, que
ocorrem de acordo com a fenologia e desenvolvimento da planta, e que devem ser
levadas em consideracdo por seus danos diretos e indiretos. Estas espécies podem ser
pragas do solo, pragas das folhas, pragas das vagens, pragas de grdos armazenados
(Quintela, 2002) e vetores de fitopatdgenos.

A fauna de insetos associados ao feijdo-vagem, citada por Castellane et al.
(1988), nao difere daquela relacionada ao feijoeiro comum, como apresentada por
Hohmann & Carvalho (1989), Stone & Sartorato (1994) e Barros & Oliveira (2000). De
acordo com estes estudos, as pragas potencialmente mais prejudiciais a cultura em
condicbes de campo, seriam: vaquinha Diabrotica speciosa (Coleoptera:
Chrysomelidae), cigarrinha-verde Empoasca kraemeri (Hemiptera: Cicadellidae) e
mosca branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae). Esta Gltima, em funcdo da

transmissdo do virus do mosaico dourado, é a de maior destaque. (Yokoyama, 1996).
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Além deles, o pulgdo-preto (Aphis craccivora Koch) é responsavel por causar
danos severos as plantas e pela transmisséo de virus (Lima & Santos, 1988; Cardoso et
al., 1991), como o Potyvirus Cowpea aphid-borne virus (CpAMV) e do Blackeye
cowpea mosaic virus (BICMV) (Lima et al., 1981). Aproximadamente metade dos 600
virus transmitidos por vetores sdo transmitidos pelos pulgdes. A maior parte dos
pulgdes importantes como vetores de virus esta classificada na superfamilia Aphidoidea,
familia Aphididae e sub-familia Aphidinae (Inoue-Nagata & Nagata, 2002).

Os pulgdes se desenvolvem nos brotos terminais da planta, no peciolo e face
inferior das folhas (Santos et al., 1998). O inseto coloniza os ramos novos e folhas,
sugando a seiva e causando deformacdes nas brotacées e folhas (Gallo et al. 2002). Este
inseto também injeta toxinas e & vetor de viroses e, por se alimentar de grande
quantidade de seiva, absorve rapidamente agua e acucares da planta que sdo expelidas
na forma de substancia “agucarada”, permitindo a digestdo de aminoacidos e nutrientes
essenciais (Andrade Jr. et al., 2002; Kristoffersen, 2003).

Com o decorrer do tempo e com o0 aumento da populacdo de pulgdes, as plantas
atacadas ficam debilitadas em virtude da grande quantidade de seiva retirada e de
substancias toxicas injetadas. Entretanto, € por serem transmissores de virus que esses
insetos constituem uma das pragas mais sérias da cultura merecendo, por isso, especial
atencdo (Silva et al., 2005; Silva & Carneiro, 2000).

O controle preventivo do pulgdo-preto € o mais eficaz, recorrendo-se
normalmente a inseticidas quimicos. Entretanto, o uso desordenado destes leva a efeitos
negativos ao ambiente, como, por exemplo, a mortalidade de predadores e
competidores. O uso frequente de agroquimicos com 0 mesmo mecanismo de acao
aumenta a pressdo de selecdo na populacéo-alvo, selecionando individuos resistentes ao
principio ativo utilizado ou a outros com o mesmo modo de acdo. Pode, ainda,
apresentar alta toxicidade ao homem e meio ambiente, havendo, por isso, necessidade
de desenvolvimento de pesquisas para fontes alternativas de controle (Costa et
al.,2010).

Apesar do amplo consumo, sdo raros os estudos e publicacBes direcionados a
avaliacdo da resisténcia de acessos de feijdo-vagem, incidéncia ou levantamentos de
doencas e, tampouco, pesquisas comparativas entre as espécies P. vulgaris, P. lunatus e
V. unguiculata.

Quando existentes, 0s dados sdo voltados a avaliacbes de doencas em genotipos

de feijoeiro comum (P. vulgaris), no estado de Sdo Paulo (Lemos et al., 2003;
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Sannazzaro et al., 2003; Castro et al., 2007; ITO et al., 2007; Ramos Jr. et al., 2007), no
estado de Goias (Bottega et al., 2008;),Minas Gerais (Vieira et al., 1991; Silva et al.,
2009), no Parana (Cardoso et al., 2002), em Santa Catarina (Theodoro, 2004) e no
Distrito Federal (Carvalho, 2007; Carvalho & Wanderley, 2007).H& um registro na
espécie V. unguiculata, no sudeste do Goias (Souza et al., 2008). Dados para feijao-

vagem no Distrito Federal, em particular, s&o inexistentes.

OBJETIVOS

Considerando-se a falta de registros sobre a importancia relativa das doengas em
feijdo-vagem no Distrito Federal, objetiva-se avaliar uma cole¢do de acessos desta
cultura das espécies P. vulgaris, P. lunatus e V. unguiculata quanto a resisténcia e
suscetibilidade a doencas e estimar a incidéncia e progresso das doencas em condicdes
naturais de ocorréncia, em duas épocas de plantio, durante o ano de 2009. Os resultados
servirdo para orientar 0s processos de prevencgdo e controle de doengas em cada época
de plantio e indicardo potenciais fontes para uso em programas de melhoramento

genético, pois sdo poucas as cultivares resistentes disponiveis no mercado brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Incidéncia de Doencas em espécies de feijdo-vagem, no Plantio de Inverno e das

Aguas, no Distrito Federal

Foram conduzidos ensaios de campo com 28 acessos de feijao-vagem, sendo 12
da espécie V. unguiculata, 1 da espécie P. lunatus, 8 cultivares comerciais e 7 ndo
comerciais e da espécie P. vulgaris (de acordo com Beyra & Atrtiles, 2004), na Estacdo
Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia/UnB, em area de solo Latossolo
Vermelho Escuro, em duas épocas de plantio no ano de 2009, de mar¢o a junho (plantio
de inverno) e de setembro a dezembro (plantio das aguas).

Procederam-se com analises quimicas de solo na area do experimento,
preliminares a gradagem, aracdo, levantamento de canteiros e plantio, para que o
preparo de solo fosse de acordo com as recomendacdes da cultura. Para os dois periodos

de cultivo, foram realizadas adubacdo de plantio e cobertura. O controle de plantas
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daninhas foi por capina manual. A irrigacdo foi feita por asperséo, duas vezes ao dia, e
ndo se usou quaisquer tipos de controles para pragas e insetos no ciclo da cultura.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com 28 tratamentos - 20
genotipos oriundos do Banco de Germoplasma da Embrapa Hortalicas- CNPH e 8
cultivares comerciais, de trés espécies diferentes (TABELA 1). A semeadura foi
diretamente em sulcos, a uma profundidade de 5 cm e cada parcela util foi composta por
13 plantas, com trés repeticbes cada, dispostas numa area de aproximadamente 3,3 m?,
distribuidas num espacamento de 1 m (entrelinhas) x 0,3 m (entreplantas).

De acordo com informacdes das empresas fornecedoras dos acessos comerciais,
ndo houve melhoramento genético para incorporacdo de resisténcia a doencas nos
materiais cedidos, com excecdo da empresa Feltrin, com os acessos Slin Trepador e
Vicenza, ambas com resisténcia a ferrugem (U. appendiculatus).

Dados de temperatura diaria, umidade relativa do ar e chuva acumulada mensal
X numero de dias com chuva, de cada periodo (inverno e das aguas), podem ser
consultados em anexos (INMET).

As avaliacdes foram iniciadas quando se manifestaram os sintomas primarios da
doenca e, a partir de entdo, a cada trés ou quatro dias, até o periodo em que todos os
acessos estivessem no ponto de colheita. As colheitas foram procedidas em todos os
genotipos ao mesmo tempo. Foram avaliadas as porcentagens de incidéncias de todas as
doencas, em todas as plantas, focalizando as de parte aérea, e os resultados foram
quantificados em porcentagens de plantas sintomaticas por acesso. A metodologia de
diagnose baseou-se na sintomatologia da doenca, complementada por exames
laboratoriais de observacdo dos sinais dos patdgenos em microscopio de luz.

A partir dos dados de incidéncia, construiram-se curvas de progresso das
doencas para cada acesso e calculou-se as areas abaixo das curvas de progresso das
doencas (AACPD), utilizando-se a formula [(yl+y2)/2*(t2-t1)], onde yl e y2 sdo
avaliacGes de porcentagem de incidéncia realizadas nos tempos t1 e t2, respectivamente
(Campbell & Madden, 1990). Separou-se, também, as médias das AACPD, para todas
as doencas, no plantio de inverno (TABELA 2) e das dguas (TABELA 3), através do
teste de Scott-Knott (p=0,01), com uso do programa ASSISTAT, da Universidade

Federal de Campina Grande (UFCG) (disponivel na pagina www.assistat.com).

Diagnostico de “Outros Virus”
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Para a confirmagdo da deteccdo da incidéncia do virus BGMV, empregou-se a
técnica de hibridizacdo molecular especifica. Foram avaliadas todas as plantas,
incluindo tanto aquelas com sintomas tipicos, quanto aquelas assintomaticas ou com
sintomas latentes. No caso de “outros virus”, realizaram-se avaliacdes para diagnostico
através da técnica soroldgica do Dot-Elisa (com uso do método Dot-Elisa). Além disso,
fez-se uso de plantas das familias Chenopodiaceae, Solanaceae e Fabaceae
(Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor, Nicotiana tabacum, Lycopersicon
esculentum, Datura stramonium, Physalis floridiana, Phaseolus vulgaris, Glycine max),
hospedeiras diferenciadoras, para a separacéo e confirmacéo da identificacdo dos virus
presentes.

Incidéncia de Aphis craccivora Koch

Avaliou-se a incidéncia de A. craccivora (pulgdo-preto do feijoeiro) em todos 0s
acessos e durante os dois plantios de 2009. A analise foi baseada na auséncia ou

presenca de colénias do inseto em cada planta.

RESULTADOS

Condigdes climaticas

Os conhecimentos das relacbes entre as condicdes fisicas do ambiente (solo e
atmosfera) e as espécies cultivadas permite obter informac6es mais precisas acerca da
influéncia do tempo/clima no crescimento, no desenvolvimento e na produtividade
dessas culturas. Além disso, as condicGes agrometeoroldgicas afetam a relacdo das
plantas com insetos e microorganismos, favorecendo ou ndo a ocorréncia de pragas e
doencas, 0 que demanda as medidas de controle adequadas (Pereira et al., 2002).

Observando-se os dados climatoldgicos nos finais dos ciclos da cultura (meses
de junho e dezembro de 2009), percebe-se no plantio das aguas maiores variacfes das
temperaturas médias diarias (20°C- 25°C) que no plantio de inverno (21°C). Da mesma
forma, a umidade relativa do ar atingiu maiores indices no plantio das aguas,

prevalecendo dias de umidade acima dos 80%, enquanto que no plantio de inverno a
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media ficou entre 60% e 80%. A quantidade de chuva acumulada no plantio de inverno
foi em torno de 10 mm e, nas &guas, de quase 300 mm.

Incidéncia de Doencas no Plantio de Inverno

Verificou-se que as doengas foliares incidentes foram mosaico dourado do
feijoeiro (BGMYV), dois “outros virus” de etiologia viral inicialmente desconhecida,
ferrugem (U. appendiculatus), mancha angular (P. griseola) e oidio (E. polygoni)
(FIGURA 11).

A FIGURA 1 representa a incidéncia de todas as doengas por acesso (em
porcentagem de plantas com sintomas) nesta época de plantio. Observou-se que 16 dos
28 acessos apresentaram oidio, tendo-se 11 com incidéncia maior ou igual 60%, todos
da espécie V. unguiculata: G02, G05, G09, G10, G13, G14, G15, G16, G17, G18, G20
e G21. Os acessos em gque somente esta doenga ocorreu foram um acesso de P. vulgaris,
Feltrin Slin (FS), com 55% de incidéncia em campo e, G05 (78%), G09 (78%), G10
(63%), G13 (55%), G14 (92%), G15 (65%) e G18 (68%), pertencentes a espécie V.
unguiculata. P. lunatus também apresentou a doenca, mas com incidéncia muito baixa,
em torno de 3%.

A segunda doencga mais incidente nesta época foi 0 mosaico dourado do feijoeiro
(BGMV), detectado em 17 acessos, sendo prevalente em P. vulgaris (presente em 14
acessos dentre os 15 da espécie), com excecdo de Feltrin Slin -FS (que teve somente
oidio), com maior incidéncia para G19, com 50%, seguido por G12 (45%), GO7 (35%),
Hortivale Trepador (HT)- 33% e GOl (31%). Nas cultivares comerciais Hortivale
Rasteiro (HR), Feltrin Vicenza (FV) e TecnoSeed Macarrdo Baixo (TSMB) registrou-se
apenas BGMV. No caso de acessos de V. unguiculata, somente G20 e G21 mostraram
sintomas da virose, com incidéncia em torno de 5%. Em P. lunatus, essa doenca
apresentou incidéncia de cerca de 17%.

Quanto a ferrugem, esta foi detectada apenas em GO1, G03, G11, G12 e
Hortivale Trepador (HT), todos da espécie P. vulgaris, destacando-se com incidéncia
méaxima no gendétipo G03, com 62%.

Os acessos que apresentaram maior numero de doencas durante o ciclo da
cultura foram GO01, G03, G11, G12 e Hortivale Trepador (HT), todas apresentando
sintomas de mosaico dourado, “outros virus”, mancha angular ¢ ferrugem, todas da

espécie P. vulgaris. Em contraste, nenhum deles apresentaram sintomas de oidio.
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A mancha angular ocorreu apenas em dez acessos, com incidéncias inferiores a
15%, e sempre em P. vulgaris. Da mesma forma, “outros virus” também surgiram em
poucos tratamentos e com baixas taxas, sempre menores que 10%. Todos 0s acessos
com “outros virus” também mostraram sintomas de BGMV. Esses virus provocavam
sintomas de mosaico esverdeado, deformacgdes foliares, enrugamento e bolhamento,
visto apenas em HT, TSMA, VSAB, G01, G03, G08, G11 e G12, da espécie P.
vulgaris. A maior incidéncia foi verificada em HT, proxima a 9%. Apenas 4 acessos de
V. unguiculata tiverem “outros virus”: G16, G17, G20 e G21.

As dindmicas temporais de todas as doencas, em cada acesso das espécies em
questdo, estdo representadas pelas curvas de progresso das doencas (FIGURAS 2 e 3) e
as médias das areas abaixo da curva de progresso das doencas (AACPD), FIGURA 4,
foram separadas através do teste estatistico de Scott-Knott (TABELA 2). Percebe-se que
as maiores médias da AACPD deste periodo de plantio foram registradas com oidio e
em acessos de V. unguiculata (AACPD média de 1.420).

Incidéncia de Doencas no Plantio das Aguas

Durante o plantio das aguas (FIGURA 5), além das doencas registradas no
plantio de inverno, também detectou-se crestamento bacteriano (X. axonopodis pv.
phaseoli), em incidéncias que alcancaram até 26%. O crestamento foi registrado em 8
dos 15 acessos de P. vulgaris, sendo eles G01, G03, G07, G08, G11, VSAA, HT e HR.
No caso de V. unguiculata, foi verificado somente em 2 acessos das 12 desta espécie,
GO05 e G13. Com excecdo do crestamento bacteriano, a incidéncia das demais doengas
foi inferior no plantio das aguas que no inverno.

O oidio permaneceu como a doenca mais prevalente neste plantio (presente em
22 dos 28 acessos). A maior incidéncia ocorreu em acessos de V. unguiculata, onde
todos demonstraram sintomas da doenca, chegando a mais de 80% de plantas infectadas
no final do plantio nos gendtipos G10, G14, G15, G16. Quanto aos acessos da espécie
P. vulgaris, 0s unicos a ndo apresentarem a doenca foram HR, TSMA, TSMB, G07,
G08 e G12. P. lunatus ndo apresentou sintomas de oidio.

Jd 0 mosaico dourado do feijoeiro, teve um registro de ocorréncia e de
intensidade bastante reduzidos comparativamente ao plantio anterior, com incidéncia
méaxima em G01 (9%) e também em GO08 (7%) e G19 (5%), todos P. vulgaris.
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A mancha angular mostrou sintomas caracteristicos nos mesmos acessos do
plantio anterior (G01, G03, G07,G12, G19, VSAB, VSAA, TSMA, HT), e ainda em
GO08 e HR, todos P. vulgaris, com média de incidéncia em torno de 9%. A Unica
variedade da espécie V. unguiculata a apresentar esta doenca foi G13, em torno de 15%.

Comportamento similar ao plantio anterior foi verificado em “outros virus”,
repetindo o aparecimento em GO01, G08, G12, TSMA e HT, acrescido desta vez por
G07, todos P. vulgaris, e G17 (V. unguiculata). Também registrou-se sintomas da
doenca em P. lunatus (maior incidéncia para esta época, de 28%, além da Unica doenca
presente nesta espécie).

A ferrugem, assim como no plantio de inverno, mostrou-se mais prevalente na
espécie P. vulgaris (dos oito acessos com esta doenga, seis eram dessa espécie), sendo
mais intensa no gendtipo G19, atingindo 32%. G20 e G21 foram os Unicos acessos de V.
unguiculata a apresentarem sintomas, com niveis menores a 5%.

As dindmicas temporais de todas as doengas, em cada variedade das espécies em
questdo, estdo representadas pelas curvas de progresso das doencas (FIGURAS 6 e 7) e
as médias das areas abaixo da curva de progresso das doengas (AACPD), foram
separadas e calculadas (TABELA 3 e FIGURA 8). As médias das AACPDs reveladas
no periodo das aguas para oidio foram substancialmente inferiores as do plantio de
inverno, sendo maior na espécie V. unguiculata, com AACPD média de 228. P. lunatus
ndo apresentou a doenca e em P. vulgaris a AACPD média foi de 31,9.

Dentre todos os tratamentos, aqueles que apresentaram sintomas apenas de
oidio, tanto no plantio de inverno quanto no das aguas, foram G02, G09, G10, G14,
G15, G18 (V. unguiculata) e FS (P. vulgaris).

Para as duas épocas do ano (FIGURA 9), verificou-se ocorréncia de apenas uma
doenca nas vagens colhidas, a mancha angular, presente nos acessos G01, G12, G19,

todos P. vulgaris.

Diagnostico de Virus

Confirmou-se, por meio de técnica de hibridizacdo molecular especifica para o
virus BGMV, a incidéncia de mosaico dourado do feijoeiro nas plantas avaliadas com
sintomas tipicos. As plantas que apresentaram “outros virus” tiveram amostras foliares

testadas através de Dot-Elisa e constatou-se tratar dos virus Bean rugose mosaic virus
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(BRMV) e Bean common mosaic virus (BCMV). Posteriormente, inoculagdes em
hospedeiras diferenciadoras ratificaram os resultados dos testes.

Incidéncia de Aphis craccivora Koch

Observou-se diferencas significativas entre 0s acessos no que se refere aos danos
por afideos, especificamente pulgbes-pretos da espécie A. craccivora, nas duas épocas
de plantio. Os resultados revelaram que houve preferéncia do inseto pelos genotipos de
V. unguiculata, que seriam: G02, G09, G14, G15, G16, G17, G20 e G21, alem de G06
(P. lunatus). Nao foi detectada incidéncia do inseto em acessos de P. vulgaris.

DISCUSSAO

O levantamento de doencas incidentes em campo nos plantios de inverno e das
aguas registraram diferencas inter e intra-especificas entre os acessos de P. vulgaris e V.
unguiculata, constatando-se variabilidade quanto a resisténcia as doencas.

A doenca mais incidente e com maiores AACPD para a maioria dos 28 acessos
foi oidio, em ambos plantios, sequido de mosaico dourado do feijoeiro. Verificou-se
que, para aquela doenca, a AACPD no plantio de inverno foi de quatro a cinco vezes
mais elevada que no plantio das aguas, provavelmente devido ao clima quente entre
marco e julho, com menor variacdo das temperaturas diarias (em torno de 20° C), assim
como da umidade relativa do ar, sempre acima dos 30%. Outro fator poderia ser o
namero de dias com chuva, que foi menor no inverno que nas aguas. Alguns trabalhos
demonstram reducdo da severidade do oidio em cucurbitaceas (Coelho et al., 2000) e
em solanaceas (Lage et al., 2011) com emprego da irrigacdo por aspersdo, de maneira
semelhante ao efeito desfavordvel das gotas de chuva sobre o patdgeno. As
precipitacOes fortes prejudicam o desenvolvimento da doenca uma vez que as estruturas
do fungo encontram-se praticamente expostas no tecido vegetal. Aléem disso, o oidio
surgiu mais tardiamente no ciclo da cultura no periodo das 4guas, provocando menores
danos que no inverno (ocorréncia em torno de 34 dias apds o plantio, nas secas, e 70
dias ap0s o plantio na cultura das aguas).

V. unguiculata demonstrou ser mais suscetivel ao oidio que P. vulgaris, tanto no

plantio de inverno quanto no das dguas, mas mostrou-se resistente a mosaico dourado
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do feijoeiro e as outras doencas. Observa-se, claramente, comportamentos muito
similares de incidéncia de doencas entre 0s acessos nas duas épocas de plantio. Em
contraste, os acessos de P. vulgaris foram relativamente resistentes a oidio, mas
suscetiveis a mosaico dourado do feijoeiro e as demais doengas.

Cardoso et al. (2002) avaliaram 42 linhagens de feijdo-vagem da espécie P.
vulgaris quanto a reagdo & mancha angular, oidio e antracnose, em Londrina/PR e ndo
encontraram fontes de resisténcia a essas doengas entre os acessos testados. Entretanto,
os dados do presente trabalho indicam haver fontes de resisténcia as diferentes doencas
de acordo com a espécie de interesse.

Confirmou-se que o mosaico dourado do feijoeiro ocorreu com maior
intensidade no plantio de inverno, provavelmente associado a maior populacdo de
mosca branca (B. tabaci), que é favorecida pelas condi¢des ambientais desta época do
ano, condizendo com o verificado por Vicente et al. (1988), Paiva & Goulart (1995),
Rosalem & Marubayashi (1994) e Rodrigues et al. (1997). Estes trabalhos constataram
que a elevacdo da temperatura aumenta a populacédo do inseto e o nimero de geracoes
durante o ciclo da cultura. Diminuicdo da pluviosidade também facilita a permanéncia
do inseto superficie foliar (Gravena & Benvenga, 2003). Segundo Pereira (2000), Boica
Junior & Pereira (2000), Pereira & Boica Junior (2001) e a cultura do feijoeiro e deve
ser protegida da mosca-branca nas épocas de semeadura “das aguas”, “da seca” e de
“inverno” até 48, 64 e¢ 40 dias apds a emergéncia das plantas, respectivamente, o que
ndo foi realizado nos dois plantios, visando o estudo das susceptibilidades relativas dos
materiais. De acordo com Rodrigues et al (2007) a semeadura do feijdo nas aguas (no
periodo de outubro a novembro) e, no outono-inverno (da segunda quinzena de abril até
agosto) é mais indicada, pois a populacdo de mosca-branca ¢ mais baixa. J& na safra da
seca, a época de semeadura preferivel vai do inicio de janeiro a margo. Souza &
Campos (2009) registraram que a populacdo desta praga tende a se reduzir de 2
individuos/10 foliolos, aos 10 dias ap6s emergéncia das plantas, para uma média de 1
individuo/10 foliolos, aos 31 dias. Apos esse periodo, 0 nimero de moscas-brancas se
mantém constante até os 59 dias apds emergéncia, apresentando uma tendéncia a
diminuir a partir dessa época e, consequentemente, havendo reducdo de casos de
mosaico dourado do feijoeiro no final do plantio.

As mais elevadas incidéncias de ferrugem foram registradas no plantio de
inverno (chegando a mais de 60% em G03), embora tenha atingido um maior nimero de

acessos no plantio das aguas (apresentaram sintomas 8 materiais, enquanto que, no
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inverno, somente 5). A mancha angular apareceu com incidéncias muito similares em
ambos plantios mas, assim como a ferrugem, essa doenca manifestou-se em maior
ndmero de acessos nas aguas (10 no inverno e 12 nas &guas), coincidindo com o0s
resultados de Rodrigues et al (1999), nos quais a mancha-angular apresentou maior
incidéncia no outono-inverno de 1994 e nas aguas (1994/1995), e a ferrugem, apenas no
outono-inverno. Neste estudo, em Minas Gerais nos anos de 1994 e 1995, os autores
correlacionaram a severidade de mancha-angular e de ferrugem, em feijoeiro comum, a
trés semeaduras sucessivas da cultura. Incidéncias mais elevadas dessas doengas, no
plantio das aguas, justificam-se, provavelmente, pelo acimulo de fontes de indculo dos
patdgenos na segunda semeadura. A severidade da mancha-angular e da ferrugem
aumentou significativamente da primeira para a terceira semeadura, atingindo nivel
mais elevado na ultima. As semeaduras anteriores serviram como fontes de indculo para
0s cultivos subseqlientes.

A mancha angular é uma doenga de importancia crescente (Sartorato, 2005).
Carvalho & Wanderley (2007), ao avaliarem doengas incidentes em feijoeiro comum,
como antracnose, murcha-de-fusario e mancha-angular, detectaram que a doenca mais
severa no ano agricola de 2003 (periodos de inverno e das aguas), no Distrito Federal,
foi a mancha-angular. Estes mesmos autores ndo detectaram sintomas de antracnose em
nenhum dos plantios, indo de acordo com os resultados encontrados neste trabalho,
apesar da relevancia da doenca para cultura do feijoeiro. No caso deste experimento, tal
fato justifica-se, provavelmente, por ndo ter havido irrigacdo por aspersdo (seu principal
meio de disseminacao) e nao haver fontes de in6culo proximas ao campo de producao.
Sabe-se que as epidemias de antracnose sao muito dependentes da chuva ou da irrigacao
por aspersdo (Pedroso, 2006; Coelho et al., 2008). Ferraz & Cafe-Filho (2005) ao
correlacionarem a arquitetura da planta de feijoeiro comum a intensidade de antracnose,
no Distrito Federal, verificaram que o indice da doenca em cultivares prostradas é bem
maior que nas eretas, pois o microclima pouco arejado dentro do dossel favorece a
doenca. Portanto, considerando que a densidade de plantio usada neste trabalho permitia
0 arejamento entre as plantas, isto pode ter colaborado para o ndo surgimento de

antracnose.

Incidéncia de Aphis craccivora Koch
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Alguns estudos e testes revelaram haver preferéncia de A. craccivora por
variedades da espécie V. unguiculata, conforme Moraes & Bleicher (2007) e Silva &
Bleicher (2007). Porém, ndo ha registros de comparacdes entre as espécies P. vulgaris e
V. unguiculata, em um mesmo plantio. Souza & Campos (2009), ao pesquisarem
incidéncia de pragas em feijoeiro comum, verificaram que, em relagdo a infestacdo de
pulgdo, este artropode foi 0 menos incidente sobre as plantas de feijdo, ndo havendo
disting&o significativa de sua presenga sobre as diferentes variedades testadas.

IdentificacGes de fontes de resisténcia tém sido realizadas para se obter materiais
genéticos a serem utilizados no desenvolvimento de plantas resistentes ao pulgdo-preto.
Estudos pouco recentes de Singh (1987) registraram que 0s genotipos de Tropical Vigna
unguiculata (TVu) TVu 310, TVu 801e TVu 408P2 parecem ser imunes & infestacéo
por A. craccivora, pois a fecundidade desses pulgdes nesses genotipos, dez dias apos a
infestacdo, inexistia, enquanto, nas linhas suscetiveis, 0 nimero de individuos chegava a

ser de 300 por planta.

CONCLUSOES

- Ha fontes de resisténcia e suscetibilidade as diferentes doencas entre as espécies
testadas, mas ndo ha, em um Unico material, resisténcia a todas as doengas, 0 que exige

maiores cuidados culturais e de manejo por parte dos produtores locais;

-A doenca prevalente nas duas épocas de plantio foi oidio (E. polygoni), seguida por

mosaico dourado do feijoeiro (BGMV);

- Os niveis de incidéncias das doencas variam com a época de plantio, atingindo

maiores AACPD no plantio de inverno;

- As especies P. vulgaris e P. lunatus tiveram menores incidéncias e AACPD para
oidio, contrastando com dados obtidos para 0s acessos de V. unguiculata. Por outro
lado, os materiais de P. vulgaris e P. lunatus mostraram-se mais suscetiveis as demais

doencas, nas duas épocas de plantio;
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- Diagnosticou-se ocorréncia de BCMV e BRMV nas duas espécies de feijdo-vagem, P.

vulgaris e V. unguiculata;

- A. craccivora possui preferéncia alimentar por espécies de V. unguiculata;
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TABELA 1: Acessos estudados e principais caracteristicas morfolégicas e habito de crescimento.

ESPECIES ACESSOS NUMEROS E NOMES DOS ACESSOS () COR FLOR FLORES/ CORDE VAGEM (cm) NUMERO DE COR SEMENTE CORHILO HABITO DE
GENOTIPOS CACHO VAGEM SEMENTES/VAGEM CRESCIMENTO

V. unguiculata G02 307 VM Piracicaba lll branca 2 verde 15,6 10,6 creme/preta branco indeterminado
V. unguiculata GO05 322 IPEAW - VIII roxa 2 verde 17,8 8,6 creme branco indeterminado
V. unguiculata G09 177 GW VS 1148 rosa 2 verde 12,3 10 creme branco determinado
V. unguiculata G10 389 Jaguaribe rosa 2 verde * * creme branco indeterminado
V. unguiculata G13 128 Vagem de Metro VM - Piracicaba - 2 rosa >2 verde 19,1 11,6 preta branco indeterminado
V. unguiculata G14 61 BGH 4788 rosa 2 verde 13,5 11,4 creme creme indeterminado
V. unguiculata G15 275 California Blackeye branca 2 roxa 9,8 3,4 bege/preto branco determinado
V. unguiculata G16 281 California Blackeye branca 2 roxa 16,5 10 bege branco determinado
V. unguiculata G17 49 BGH 4787 roxa 2 roxa 14,3 13,4 bege branco indeterminado
V. unguiculata G18 57 CP - 001 Alagoano branca >2 verde 11,98 9,2 creme branco indeterminado
V. unguiculata G20 121 BGH 4787 rosa >2 verde 15,2 13,6 creme branco indeterminado
V. unguiculata G21 62 CP - 002 California Blackeye branca >2 roxa * 5,6 creme branco determinado

P. lunatus G06 308 Jakson Wonder roxa >2 verde 6 2,4 roxo branco determinado

P. vulgaris G01 48 F.V.061PI304- 120 branca >2 rosa 9,9 6,2 vermelha branco indeterminado

P. vulgaris G03 173 #181 roxa >2 roxa 73 5 preta branco indeterminado

P. vulgaris G07 160 BGH 4862 rosa 2 verde 9,5 52 preta branco indeterminado

P. vulgaris G08 73 AG 480 x Daia Semente F2 branca >2 verde 9,3 52 marrom/preto/branco branco indeterminado

P. vulgaris Gl1 178 BGH 4788 roxa 2 roxa 7.6 5.2 preto branco indeterminado

P. vulgaris G12 193 Chif Dry Bean rosa/branco >2 verde 9 6,4 marron/preta branco indeterminado

P. vulgaris G19 301 Mono Wonder branca 2 branca 11,8 7,6 marrom branco indeterminado

CULTIVARES

P. vulgaris VSAA Vida Sul- Amarelo Alto

P. vulgaris VSAB Vida Sul- Amarelo Baixo

P. vulgaris TSMA TecnoSeed- Macarréo Alto

P. vulgaris TSMB TecnoSeed- Macarréo Baixo

P. vulgaris HT Hortivale- Trepador

P. vulgaris HR Hortivale- Rasteiro

P. vulgaris FV Feltrin- Vicenza

P. vulgaris FS Feltrin- Slin

(M Numeros e nomes dos acessos segundo registro no Banco de Germoplasma da Embrapa Hortaligas-CNPH.

44



TABELA 2: Médias de Areas Abaixo das Cruvas de Progresso das Doencas (AACPD) de todos os acessos, no final do Plantio de Inverno de 2009.

ESPECIES ACESSOS 0oiDIO MOSAICO DOURADO OUTROS VIRUS FERRUGEM MANCHA ANGULAR
G02 194574 a Oe Oe 0 0
GO05 1418,48 f Oe Oe 0 0
G09 1575,00 d 73,07 ¢ Oe 0 0
G10 950,87 | Oe Oe 0 0
V. unguiculata G13 974,56 | Oe Oe 0 0
G114 1701,13 ¢ Oe Oe 0 0
G15 1172,92 i 116,66 b Oe 0 0
G16 1430,91 f Oe 23,50d 0 0
G17 1461,00 e Oe 76,00 b 0 0
G18 1312,931 h Oe Oe 0 0
G20 1356,52 g 54,34 d 45,45 ¢ 0 0
G21 1738,00 b 118,00 a 118,00 a 0 0
MEDIA 1418,84 30,17 21,91 0 0
GO01 Oe 818,52 d 69,09 e 269,09 b 74,54 e
GO03 Oe 473,86 i 86,36 d 1186,36 a 222,72 b
GO07 Oe 856,55 ¢ Og Oe of
GO08 152,72 ¢ 548,18 h Og Oe of
Gl1 Oe 262,30 | 76,92 e 269,23 b 115,38 ¢
G12 Oe 1171,55 b 152,59 ¢ 81,03 d of
P. vulgaris G19 432,25 b 1274,19 a Og 80,00 d 221,77 b
VSAB 74,54 d 595,45 g 180,68 b Oe of
VSAA Oe 539,77 h Og Oe of
TSMB Oe 181,57 m Og Oe of
TSMA Oe 762,22 e 52,22 f Oe 232,22 a
FS 1018,18 a On 0g Oe of
FV Oe 417,85] 0g Oe of
HT Oe 754,65 f 239,53 a 173,25 ¢ 95,34 d
HR Oe 497,50 i 0,00 Oe of
MEDIA 111,85 610,28 57,16 137,26 64,13

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knotta 1% de probabilidade.
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TABELA 3: Médias de de Areas Abaixo das Cruvas de Progresso das Doencas (AACPD) de todos os acessos, no final do Plantio das Aguas de 2009.

ESPECIES ACESSOS oiDIO MOSAICO DOURADO OUTROS VIRUS FERRUGEM MANCHA ANGULAR CRESTAMENTO
G02 258,57 e 0,00 0b 0,00 0b Oc
G05 102,43 j 0,00 0b 0,00 0b 2,43b
G09 140,90 h 0,00 0b 0,00 Ob Oc
G10 244,31 f 0,00 0b 0,00 Ob Oc
V. unguiculata G13 168,57 g 0,00 0b 0,00 70,00 a 27,14 a
G14 377,00 b 0,00 Ob 0,00 Ob Oc
G15 390,78 a 0,00 Ob 0,00 Ob Oc
G16 353,77 ¢ 0,00 0b 0,00 0b Oc
G17 248,78 f 0,00 28,05 a 0,00 0b Oc
G18 287,5d 0,00 0b 0,00 0b Oc
G20 43,181 0,00 0b 10,20 b 0b Oc
G21 125,00 0,00 0b 1590 a 0b Oc
MEDIA 228,40 0,00 2,34 2,18 5,83 2,46
GO01 16,66 f 100,92 a 64,81 c 27,77 ¢ 64,81 b 142,59 a
GO03 15,00 f od Oe 18e 35,00 e 57,00 d
GOo7 Oh od 97,92 a 17,39 e 33,69 f 43,47 e
G08 0h 70,40 b 2,04 of 23,46 g 71,42 b
Gi11 38,77 d od Oe of 0i 63,26 ¢
G12 5,959 od 75,00 b of 66,67 a Oh
P. vulgaris G19 38,77 d 46,93 ¢ Oe 225,51 a 21,42 h Oh
VSAB 95,37 b od Oe of 44,44 d Oh
VSAA 59,75 ¢ od Oe of 57,31 ¢ 41,46 e
TSMB Oh od Oe 21,81d 0i Oh
TSMA Oh od 25,53 d 25,53 ¢ 23,409 Oh
FS 29,26 e od Oe of 0i Oh
FV 160,71 a od Oe of 0i Oh
HT 17,39 f od 30,43 d of 44,56 d 34,78 f
HR 0h od Oe 48,43 b 32,81 f 7,819
MEDIA 31,84 14,55 21,12 25,63 29,84 30,79

Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knotta 1% de probabilidade.
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FIGURA 9. Sintomas das doencas e pragas incidentes na cultura de feijdo-vagem. A.
Oidio (Erysiphe polygoni); B. Mancha angular (Pseudocercospora griseola). B.1.
Detalhe da doenca em vagem; C. Ferrugem (Uromyces appendiculatus).Pustulas na
superficie adaxial; D. Ferrugem com pustulas na superficie abaxial, E. Crestamento
bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli); F. Mosaico dourado do

feijoeiro (BGMV).




FIGURA 9 (continuacdo). G. Mosaico comum do feijoeiro (BCMV). Sintomas foliares
tipicos; H. BCMV; I. Pulgdo-preto do feijoeiro (Aphis craccivora), no peciolo. Vetor de
BCMV; J. Afideos na vagem; K. Mosaico rugoso do feijoeiro (BRMV). Sintomas foliares
tipicos; L. Vaquinha (Diabrotica speciosa), inseto vetor de BRMV.
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Capitulo 2

Controle de Oidio (Erysiphe polygoni) com de éleo de nim
(Azadirachta indica) em espécies de feijdo-vagem (Phaseolus e
Vigna)



RESUMO DO CAPITULO Il

A cultura do feijao-vagem no Brasil, incluindo espécies de Phaseolus vulgaris e
Vigna unguiculata é principalmente conduzida por métodos convencionais, destacando-
se 0 oidio (Erysiphe polygoni) como uma das mais doencas importantes. Fontes
alternativas de controle dessa doenca foram encontradas em compostos derivados de
nim (Azadiractha indica). Este estudo relata os resultados de experimentos de campo
visando avaliar a eficacia de extratos de 6leo de nim para o controle de E. polygoni em
cinco acessos de P. vulgaris e trés de V. unguiculata. Os experimentos foram
conduzidos por dois anos consecutivos nos plantios das guas e de inverno (irrigado).
Extrato purificado de 6leo de nim reduziu a incidéncia do oidio em ambas épocas de
plantio em todos os genotipos. Observou-se ainda uma significativa reducdo na
incidéncia do pulgédo preto (Aphis craccivora) nas parcelas tratadas com extrato de 0leo
de nim. Um efeito similar, em menor escala, também foi encontrado para mancha
angular (Pseudocercospora griseola). Entretanto, nenhuma reducdo na incidéncia de
ferrugem (Uromyces appendicullatus), cancro bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli), mosaico dourado (Bean golden mosaic virus) mosaico comum (Bean
common mosaic virus) ou mosaico rugoso (Bean rugose mosaic virus) foi observada nas

parcelas tratadas com Oleo de nim.
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Abstract- Chapter |1

Green bean species (Phaseolus vulgaris and Vigna unguiculata) are generally
grown in Brazil by traditional farmers and powdery mildew (Erysiphe polygoni) is one
it's the most important diseases. One alternative control of powdery mildew is the
employment of extracts of the neem plant (Azadiractha indica). This study reports the
results of field experiments examining the efficacy of neem oil extract for E. polygoni
control on five genotypes of P. vulgaris and three genotypes of V. unguiculata.
Experiments were carried for two consecutive years out in the winter (irrigated) and
spring (rainfed) planting seasons for two consecutive years. Commercial neem oil
extract reduced incidence of powdery mildew on both seasons in all genotypes. In
addition, a significant reduction in the incidence of the cowpea aphid (Aphis craccivora)
was also recorded in plots treated with neem oil extract. A similar, but smaller effect
was also found for angular spot (Pseudocercospora griseola). No reduction due to the
application of neem was observed for the incidence of rust (Uromyces appendicullatus),
bacterial canker (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), golden mosaic (Bean golden
mosaic virus) common mosaic (Bean common mosaic virus) or rugose mosaic (Bean

rugose mosaic virus).
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INTRODUCAO

Fontes Alternativas de Controle de Doencas e Pragas

A cultura do feijdo-vagem (incluindo as espécies Phaseolus vulgaris e Vigna
unguiculata) no Brasil, em geral, baseia-se em métodos tradicionais de plantio e o
controle das pragas e doencas é realizado por meio do uso intensivo de insumos
quimicos, buscando maior produtividade e estabilidade da oferta. Esses agrotoxicos
podem prejudicar o0 meio ambiente e a salde de consumidores e produtores (Vidal et
al.,2007).

O Brasil é o maior consumidor mundial de agrotoxicos, de acordo com o
relatério da Comissdo de Seguridade Social e Saude da Camara Federal, que analisa o
impacto dessas substancias sobre a salide do homem e sobre 0 meio ambiente no pais.
Apenas em 2010, foi comercializado 1 milh&o de toneladas de agrotoxicos em territorio
nacional, revelando que o crescimento de vendas desses produtos entre os anos de 2000
e 2009 foi de 200% e, em outros paises, menos de 100% (Oeco, 2011). Isso tem sido
objeto de preocupacdo do publico consumidor e, por isso, em resposta a um mercado
cada vez mais exigente e voltado para a questdo ambiental e a salde, aumenta a busca
por medidas alternativas de controle de pragas e doencas, com 0 uso de produtos
naturais, eficientes e de baixo impacto ao ambiente (Roel, 2001).

A recomendacéo de aplicacdo de produtos quimicos em feijoeiro, principalmente
comum, é bastante usual e tem carater erradicante do patdgeno (Sartorato et al., 1996;
Bianchini et al., 1997; Barros et al., 2000; Bianchini et al., 2000), tais como:
clorotalonil, clorotalonil + tiofanato metilico, enxofre, quinimethionate, tiofanato
metilico e triforine (Kimati et al., 1997), tebuconazole (Bianchini et al., 1997). Aléem
destes, o emprego de trifenil hidréxido de estanho, isoladamente ou associado a outros
fungicidas, apresenta controle da antracnose, mancha de Alternaria e de oidio, com
aumento da produtividade quando comparado ao tratamento sem fungicidas (Ito et al.,
2000). Jasper (2010), ao avaliar a eficiéncia de diferentes grupos de fungicidas no
manejo das principais doencas do feijoeiro comum, constatou que, para o controle de
oidio, o melhor ¢ a aplicacdo de clorotalonil (independente do nimero de aplicacdes).

O enxofre € um dos mais antigos fungicidas (ndo sistémico) utilizados no
controle de oidio. E eficiente, principalmente quando aplicado preventivamente, e néo

induz resisténcia no patdégeno (Nufiez-Palenius et al.,2009). Como exemplo, o controle
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de oidio comum (Oidium caricae) em mamoeiro (Carica papaya) € usualmente
realizado com aplicagdo de enxofre, sendo esta praticamente a Unica opcdo de baixa
toxicidade (Rezende & Fancelli, 1997). Estudos de Oliveira et al. (2002), para avaliar
produtos visando o controle de oidio (Sphaerotheca fuliginea) em moranga (Cucurbita
maxima) hibrida, concluiram que enxofre foi um dos que mais reduziu a severidade da
doenca.

O controle alternativo de doencas de plantas inclui o controle bioldgico, a
inducdo de resisténcia em plantas € o uso de produtos naturais com atividade
antimicrobiana e/ou indutora de resisténcia (Schwan-Estrada et al., 2003). De acordo
com Bettiol (2005), apesar da disponibilidade de vérias técnicas alternativas, sua
utilizacdo ainda restringe-se, em grande parte, aos produtos biol6gicos.

A resisténcia induzida tem sido demonstrada em diversas espécies botanicas,
ocorrendo em resposta ao tratamento com elicitores, que podem ser bidticos ou
abidticos, dentre os quais pode-se citar os extratos vegetais, os 6leos essenciais e
produtos quimicos, entre outros. Trabalhos desenvolvidos com extratos ou éleos
essenciais, obtidos a partir de plantas medicinais, indicam potencial controle de
fitopatdgenos, tanto por sua acdo direta sobre os patdgenos, inibindo seu crescimento,
quanto pela indugdo de fitoalexinas, indicando compostos com caracteristica de
elicitores (Schwan-Estrada et al., 2005).

Entre as medidas alternativas de controle de doencas de plantas estdo o0s
compostos derivados das proprias plantas (Kishore & Pande, 2004). Oleos essenciais
sdo uma mistura de diferentes compostos terpendides e seus derivados oxigenados
(Wijesekara et al., 1997). Eles sdo conhecidos por suas atividades antifungicas sobre
patdgenos de animais e plantas (Daferera et al., 2003), reduzindo o crescimento de hifas
e induzindo a lise e vazamento citoplasmatico de células fangicas (Fiori et al., 2000). A
inibicdo de crescimento por Oleos essenciais frequentemente envolve inducdo de
mudancas na composicdo da parede celular (Ghfir et al., 1997), rompimento da
membrana plasmatica (De Billerbeck et al, 2001), desorganizacdo da estrutura
mitocondrial e alteracGes das reacGes enzimaticas da membrana mitocondrial (Knobloch
et al., 1989).

Vigo et al. (2009) comprovaram a eficacia de tinturas e de déleos essenciais de
plantas medicinais (Lippia alba- erva cidreira; Lippia sidoides- alecrim pimenta;
Rosmarinus officinalis- alecrim e Cinnamomum zeylanicum - canela) na reducdo da taxa

de progresso de crestamento bacteriano comum (X. axonopodis pv. phaseoli Vauterin et
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al., 1995), in vitro, em feijdo vagem (P. vulgaris). Kishore & Pande (2007), ao testarem
6leos essenciais de cinamomo e cravo da india (Cinnamomum zeylanicum e Syzygium
aromaticum), in vitro e in vivo, para controle de doencas fungicas foliares e de raiz de
amendoim (Arachis hypogaea), verificaram inibicdo no crescimento da maioria dos
fungos dentre os 14 fitopatdgenos testados. Santin et al. (2007) avaliaram produtos
indutores de resisténcia no controle de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum
Sacc. & Magnus) em feijdo comum, apresentando resultados satisfatérios e
diferenciados nas cultivares usadas.

A quitosana é um polimero de origem natural, biodegradavel, abundante e
atdxico que, na agricultura, vem sendo estudada por representar uma fonte de protecédo
de espécies vegetais contra microrganismos fitopatogénicos em pré e p6s-colheita. Um
importante atributo deste composto esta associado as suas propriedades antiflngicas.
Em fungos como Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer,
Botrytis cinerea, Coletotrichum gloesoporioides, foi constatado que a quitosana pode
retardar o crescimento micelial quando adicionada ao meio de cultura, diminuir a
germinacdo de esporos e causar alteracbes morfologicas no tubo germinativo (El
Ghaouth et al., 1992; Camilli et al.,2007; Liu et al., 2007).

No caso de controle alternativo de oidio, Homma et al. (1981) demonstraram
que o bicarbonato de sédio (NaHCO3) foi efetivo no controle do fungo (S. fuliginea) em
pepino (Cucumis sativus). Da mesma forma, Oliveira et al. (2002) também registraram
a eficacia do composto no controle desse fungo, mas em moranga-hibrida. Bicarbonato
de sddio, enxofre elementar e fosfato monopotassico diminuiram a severidade de oidio
(Oidiopsis taurica) em folhas de pimentdo (Capsicum annuum), sob cultivo protegido
(Souza & Café-Filho, 2003). Daayf et al. (1995) observaram que Milsana® (produto
comercial a base de extrato de folhas de Reynoutria sachalinensis) controlou essa
mesma doenca de forma semelhante ao fungicida benomyl. Provavelmente, o efeito do
extrato no controle da doenca esta relacionado com o aumento de compostos fenolicos
nas folhas, sendo um indutor de resisténcia.

Ha também comprovacdes da eficacia do leite de vaca cru no controle de S.
fuliginea (oidio) da abobrinha (Cucurbita pepo), conforme dados de Bettiol et al.
(1999), Zatarim et al. (2002). Segundo Bettiol (2004), o leite fresco e cru pode ter efeito
direto contra o oidio devido as suas propriedades germicidas, de inducdo de resisténcia
de plantas (dificultando processo de penetracdo do fungo), de controle biolégico natural

(através da formacdo de um filme microbiano na superficie da folha) e, até mesmo,
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através de alteracOes das caracteristicas fisicas, quimicas e/ou biol6gicas da superficie
foliar. Jasper et al. (2009) também verificaram o controle de oidio (Erysiphe
cichoracearum) com uso do leite cru em gérbera (Gerbera jamesonii), assim como foi
registrado na cultura do feijdo-vagem, para o controle de E. polygoni em condicdes de
casa-de-vegetacdo e ambiente protegido (Lagos, 2009).

No que se refere ao controle de pragas, Dahlem et al. (2009) testaram a
eficiéncia de infusdo de erva cidreira; calda bordalesa; 6leo de nim; rotenona e extrato
de alho para repelir e controlar Diabrotica speciosa (Germar) e Sternechus subsignatus
(Boheman) em folhas de feijdo-vagem, ndo obtiveram diferenca significativa da
testemunha. Oleos essenciais da casca de seis espécies do género Citrus mostraram-se
promissores inseticidas no controle de Bemisia tabaci bidtipo B (Ribeiro, 2010).

Uma das maiores dificuldades para ampliar o uso de métodos alternativos é que
normalmente esses produtos ndo estdo prontamente disponiveis no mercado, exigindo
que o produtor prepare o seu proprio material a ser pulverizado, ou o encontre somente
em quantidades reduzidas (Bettiol & Stadnick, 2001).

Uma estratégia eficiente de controle de doencas do feijdo deve integrar a adogéo
de cultivares resistentes aos patdgenos; uso de sementes sadias; tratamento quimico das
sementes; adubacdo verde/ rotacdo de culturas; calagem e adubacdo adequadas; uso de
cultivar apropriada para a época e regido; espacamento conforme a época, conhecimento
do historico da area; manejo da agua de irrigacdo e controle quimico (Bettiol, 2004;
Barros et al., 2000; Bianchini et al., 2000; Castro et al., 2006). O uso de técnicas
isoladas dificilmente controlara, de maneira eficiente, as doencas ocorrentes na cultura
e, por isso, a importancia de ado¢do do manejo integrado para manter a doenca abaixo

do nivel de dano econémico e minimizar 0s prejuizos ao meio ambiente.

Nim (Azadirachta indica A. Juss.)

O nim, Azadirachta indica A. Juss., arvore da familia Meliaceae, é conhecido
por sua acdo medicinal, e nas Ultimas décadas, seu estudo tem se difundido devido a sua
acdo inseticida derivada de substancias presentes nas folhas e frutos. Dentre os mais de
40 terpenoides ja identificados nesta espécie, a azadiractina € 0 composto mais eficiente
(Schmutterer, 1995; Mordue(Luntz) & Nisbet, 2000). Tais compostos apresentam

toxicidade extremamente baixa aos vertebrados, e persisténcia bastante curta no
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ambiente. O plantio do nim esta crescendo rapidamente no Brasil, com o objetivo de
exploracdo da madeira e também para a producédo de folhas e frutos, de onde se retira a
matéria prima para produtos inseticidas, para uso medicinal, veterinario ou na indUstria
de cosméticos (Martinez, 2002).

De acordo com Quintela & Pinheiro (2004) alguns dos principais componentes
biologicamente ativos do nim s&o azadiractina, meliantriol, limoneno, odoratone e
outros triterpendides, entre os mais de 100 compostos ja isolados. Os inseticidas a base
de nim apresentam baixo custo e podem ser produzidos de forma bastante simples.
Comparativamente aos agrotoxicos, sdo considerados menos poluentes, com baixo
poder residual e apresentam menor risco de intoxicacdo para mamiferos e aves.
Diversas outras plantas séo reconhecidamente efetivas e utilizadas. Deve-se considerar,
no entanto, que seu efeito sobre os patdgenos de plantas é variavel e depende, entre
outros fatores, da dose, da época de pulverizacdo, do patdgeno alvo e da forma de
extracdo/producdo do subproduto do nim.

O potencial do nim, para o controle de fitopatdgenos e pragas em varias culturas,
tem sido estudado por diversos pesquisadores (Pasini et al., 1997; Singh et al., 1997,
Bhutta et al., 1999; Steinhauer, 1999; Abbasi et al., 2003; Carneiro, 2003; Marques et
al., 2004; Baptista et al., 2007; Carneiro et al., 2007; Medice et al., 2007; Silva &
Pereira, 2008; Leite et al., 2009; Carvalho et al., 2010; Silva et al., 2010; Cavalcante,
2011; Silva et al., 2011).

Estudos relatam a reducdo de crescimento de oidio (E. pisi) em ervilha (Pisum
sativum) tanto em casa de vegetacdo (Singh & Prithiviraj, 1996), como também em
folhas destacadas (Singh & Prithiviraj, 1997), através do uso de produtos da
azadiractina. Jayme et al. (1999) registraram a eficacia de alguns compostos naturais no
controle do oidio do feijoeiro comum (E. polygoni), dentre eles o nim.

Quanto as pragas de diversas culturas, produtos e extratos a base de nim
mostraram-se eficazes no controle de Bemisia tabaci (Goncalves et al., 1999; Neves &
Pacheco,2000; Silva et al., 2003; Lovato & Vendramim, 2004; Quintela & Pinheiro,
2009) e de afideos (Araujo Jr. et al., 1984, Lowery et al., 1993; Lowery et al., 1994;
Santos et al., 2004; Gongalves & Bleicher, 2006; Venzon et al., 2007;; Costa et al.,
2010). Também afetou negativamente na ovoposicdo de carunchos (Zabrotes

subfasciatus) em gréaos de feijdo comum armazenados (Silva et al.,1996).
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Epidemiologia de Oidio do Feijoeiro

Dentre as doencas que afetam as hortalicas, destaca-se o oidio causado pelo
fungo E. polygoni DC., que atinge uma ampla gama de espécies. O agente causal do
oidio em feijao-de-vagem, o fungo E. polygoni , pertence a sub-divisdo Ascomycotina,
a classe dos Ascomicetos, a ordem Erysiphales e a familia Erysiphaceae. A forma
perfeita ou sexuada € descrita como E. polygoni e a imperfeita ou assexual corresponde
ao género Oidium e, nesta fase, a bibliografia ndo apresenta uniformidade quanto a
classificacdo por espécie (Sartorato & Yorinori, 2001; Stadnik, 2001; Glawe, 2008).

Oidium produz micélio septado, predominantemente ectofitico, hialino,
ramificado, com hifas que formam haustorios. Os conidios produzidos s&o cilindricos,
ovais ou elipsoides, simples, hialinos, unicelulares, com partes terminais arredondadas.
Formam cadeias, a partir de conidiéforos incolores, curtos, simples, eretos e septados.
Ja na fase perfeita, o fungo produz ascos, variando de 2 a 8, sdo oblongos ou ovalados e
liberados apos abertura do cleistotécio. Cada asco pode conter de 3 a 8 ascOsporos,
podendo ser hialinos, elipticos ou ovoéides (Bianchini et al., 1997; Sartorato & Yorinori,
2001), mas estes sd@o nunca ou raramente observados em feijéo.

O oidio é favorecido por baixa umidade relativa e auséncia de chuvas ou
irrigacdo por aspersao. Para germinacdo dos esporos e infecdo da planta, a temperatura
favoravel do patdgeno varia de 20 a 25°C e, para 0 desenvolvimento de sintomas e
processo de colonizacao, seriam temperaturas acima de 30°C (Rosalem & Marubayashi,
1994; Reis et al., 2005; Glawe, 2008). Assim, locais com temperaturas diurnas altas e
noites com temperaturas amenas sao suficientes para garantir a infecdo pelo fungo,
possibilitando a ocorréncia de epidemias. A severidade da doenca esta condicionada a
prevaléncia de temperaturas relativamente altas e em condigdes mais secas, ambientes
bem ventilados em periodo estival (Bettiol & Astiarraga, 1999). Regi6es como a Centro
Oeste e Nordeste,com longos periodos de estiagem, estdo mais sujeitos as epidemias
desta doenca, principalmente se a irrigacdo for feita via sulco ou gotejamento (Café
Filho et al., 2001; Souza & Café Filho, 2003).

Os sintomas iniciam-se de 8 a 12 dias apos a infec¢do, quando entdo o estroma
se desenvolve na cavidade sub-estomética. Inicialmente visualizam-se manchas
ligeiramente mais escuras na face superior da folha, que em seguida ficam cobertas por
um crescimento branco e pulverulento, constituido por micélio e esporos do fungo,

podendo, ao coalescer, tomar toda a superficie foliar. O progresso da infeccdo leva ao
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amarelecimento e senescéncia prematura de folhas, causando também, infeccdes em
hastes e vagens, ocorrendo o encobrimento da &rea foliar e reduzindo a eficiéncia da
fotossintese (Sartorato & Rava, 1994; Bianchini et al., 1997;Sartorato & Yorinori ;
2001).

Medidas de controle de oidio, principalmente em campo, que sejam eficazes,
baratas e sustentdveis do ponto de vista ambiental, despertam o interesse de
pesquisadores e agricultores. Uma das fontes promissoras parece ser a utilizagdo de
compostos derivados de nim, mas ndao ha relatos que comprovem a eficiéncia do seu
6leo para o controle de oidio (E.polygoni) de feijdo-vagem e em campo, apenas em
casas-de-vegetacdo e para a espécie P. vulgaris (Carneiro et al., 2007).

OBJETIVOS

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de aplica¢fes do 0leo da planta no
progresso de oidio em variedades de P. vulgaris e V. unguiculata, verificadas como

suscetiveis a doenca em plantios do ano de 2009, em dois plantios do ano de 2010.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Estacdo Experimental de Biologia da
Universidade de Brasilia/UnB, em area de solo Latossolo Vermelho Escuro, em duas
épocas de plantio no ano de 2010, de margo a junho (plantio de inverno) e de setembro a
dezembro (plantio das aguas).

Foram feitas analises quimicas de solo na area do experimento, preliminares a
gradagem, aracéo, levantamento de sulcos e plantio, para que o preparo de solo fosse de
acordo com as recomendacdes da cultura. Para os dois periodos de cultivo realizou-se
adubacdo de plantio e cobertura. O controle de daninhas foi por capina manual. A
irrigacdo usada foi por aspersdo (com uso de mangueiras), duas vezes ao dia, e ndo se
usou quaisquer tipos de controles para pragas e insetos no ciclo da cultura. A semeadura
foi diretamente em sulcos, a uma profundidade de 5 cm e cada parcela foi composta por
13 plantas Gteis, dispostas numa é&rea de aproximadamente 3,3m?, distribuidas num

espacamento de 1m (entrelinhas) x 0,3m (entreplantas).
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O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com 3 repetigdes
e parcelas subdivididas, objetivando o controle de oidio com éleo puro de nim
(BIONEEM®: produto comercial de 6leo de A. indica, obtido através da primeira
prensagem a frio de sementes e vendido puro somente sob encomenda. Maiores detalhes
na pagina www.bioneem.com.br) em 6 gen6tipos oriundos do Banco de Germoplasma
da Embrapa Hortaligas- CNPH (G01, G12 e G19 da espécie P. vulgaris e G14, G17 e

G20 da espécie V. unguiculata) e em 2 cultivares comerciais (HT e TSMB, da espécie

P. vulgaris), num total de 8 acessos.

Os acessos foram selecionados com base nos resultados de ensaios anteriores de
ocorréncia de doencas (Capitulo 1), de modo a representar reacGes contrastantes de
resisténcia ao oidio. O gendtipo GO1 foi altamente suscetivel a diversas outras doencas,
mas apresentou alta resisténcia ao oidio, assim como o G12, HT e TSMB. O gen6tipo
G19 apresentou-se como medianamente suscetivel ao oidio, enquanto que G14, G17 e
G20 foram altamente suscetiveis.

As aplicagfes de BIONEEM® (na quantidade de 0,5%, de acordo com testes
desenvolvidos por Carneiro et al., 2007) foram iniciadas, em todo experimento, assim
que surgiam os primeiros sinais de oidio em qualquer uma das parcelas (em torno de 34
dias apds o plantio, na cultura de inverno, e de 70 dias na cultura das aguas) e repetidas
uma vez por semana (sempre nos finais de tarde), totalizando de 4 a 5, até o periodo em
que todos os acessos estivessem no ponto de colheita e esta fosse feita em todos eles ao
mesmo tempo. As parcelas ndo tratadas (testemunhas) receberam pulverizaces somente
com agua.

Dados climatolégicos como temperatura diaria, umidade relativa do ar e chuva
acumulada mensal x nimero de dias com chuva, de cada periodo, no final dos plantios
(época de avaliacGes de incidéncia, respectivamente junho e dezembro de 2010), podem
ser consultados em anexos (INMET).

Foram avaliadas, em ambos plantios, as incidéncias de oidio em todas as
parcelas (tratadas e ndo tratadas), e os resultados foram quantificados em porcentagens
de plantas sintomaticas por acesso. Como houve diferenca na ocorréncia de pulgdes-
pretos (Aphis craccivora), a incidéncia deste inseto também foi correlacionada as
aplicacdes do produto.

A partir dos dados de todos os acessos, quanto efeito do nim sobre incidéncias de
oidio e de pulgdo-preto, construiram-se curvas de progresso da doenca e as areas abaixo

das curvas de progresso da doenca (AACPD), utilizando-se a formula [(y1+y2)/2*(t2-
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t1)], onde y1 e y2 sdo avaliacGes de porcentagem de incidéncia realizadas nos tempos t1
e t2, respectivamente (Campbell & Madden, 1990). As médias de incidéncias de oidio,
de pulgdo-preto e das AACPD foram submetidas & analise de variancia e cada uma
delas comparadas entre si, através do teste de Scott-Knott (p=0,01), com uso do
programa ASSISTAT (disponivel na pagina www.assistat.com), da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), para as duas épocas de plantio.

RESULTADOS

Condigdes climéticas

Observando-se os dados climatolégicos nos finais dos ciclos da cultura (meses
de junho e dezembro de 2010), percebe-se que, no plantio das aguas, houve maiores
variacdes de temperatura média diaria que no plantio de inverno, com valores entre 20°
e 24°C, enquanto que no inverno ndo ultrapassaram 21°C. A umidade relativa do ar foi
superior a 70% no plantio das aguas, enquanto que no de inverno, além de menos
constante, obteve média entre 40% e 60%. A quantidade de chuva acumulada na época
das avaliacGes, no inverno, foi de 0 mm de precipitacdo e, nas aguas, superiores a 300

mm.

Efeito de 6leo de nim nas doencas e pragas incidentes em feijdo-vagem, nos
plantios de inverno e das aguas

Oidio

Considerando que o oidio € favorecido em condigdes de clima quente e seco, alem
de baixos indices pluviométricos, justifica-se que, no plantio de inverno, tenha havido
maior incidéncia desta doenca que no plantio das dguas. A doenca foi mais frequente
nos acessos da espécie V. unguiculata e em ambos os plantios, sendo que surgiu em
todos os materiais de P. vulgaris somente no plantio das aguas, nas parcelas nédo
tratadas e com em baixa incidéncia, ndo ultrapassando os 19% (FIGURA 1). Além
disso, verifica-se que houve reducdo significativa nas médias das incidéncias de oidio,

em todos os tratamentos com o 6leo, tanto no plantio de inverno quanto no das aguas.
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Nos materiais de V. unguiculata e no periodo de inverno, constata-se que o uso de 0,5%
de nim reduziu em 24% a doenca em G14, 79% em G17 e 44% em G20. No plantio das
aguas, verifica-se que, em G14, a redugdo da doenca foi de 37%, seguida por G17
(24%) e G20 (13%). Entre os acessos mais resistentes ao oidio estdo GO1 e G12, ambos
P. vulgaris. A anélise da TABELA 1 permite verificar que houve diferencas estatisticas
significativas (ao nivel de 1% pelo teste Scott-Knott) entre as médias de areas abaixo
das curvas de progresso da doengca (AACPD), tratadas e ndo tratadas com nim, nos
acessos de V. unguiculata. Percebe-se reducdo das AACPD nas parcelas tratadas, com
excecdo de G14, no plantio das aguas, que teve AACPD de 176 na testemunha e de
2206 nas pulverizadas com nim. Observa-se, também, que houve reducgdo significativa
de oidio nas parcelas tratadas, principalmente o acesso G17, mais suscetivel.

Os resultados apresentados na FIGURA 2 representam as dindmicas temporais de
oidio no plantio de inverno. Verifica-se que a doenga ocorreu mais precocemente nas
testemunhas (com antecipacdo de aproximadamente 7 dias), além de terem atingido
nivel maximo de incidéncia em G17 com quase 100%, enquanto que, em parcelas
tratadas, atingiram a incidéncia maxima em G14, com 45%. A FIGURA 3 é relativa a
dindmica temporal de oidio no periodo das &guas, demonstrando um atraso no
surgimento da doenga (comparativamente ao periodo de inverno), tendo ocorrido
somente aos 62 dias ap6s o plantio. Nesta época, parcelas tratadas com o Oleo
apresentaram incidéncia maxima em G17, com 45%, enquanto ndo tratadas registraram
80% neste mesmo acesso.

Dados de produtividade (g/acesso) e respectivas analises estatisticas de cada acesso
(TABELA 2), nos plantios de inverno e das aguas, revelam que os acessos G12, de P.
vulgaris, e G17, de V. unguiculata, sdo os mais produtivos, em ambos periodos e
tratamentos. N&o foi verificada diferenca de produtividade entre parcelas tratadas e ndo

tratadas com nim.

Outras doencas e pragas

As demais doencas incidentes na cultura no ano de 2010 foram ferrugem, mancha
angular, mosaico dourado, mosaico comum e mosaico rugoso do feijoeiro (“outros
virus”), no plantio de inverno e, além dessas, crestamento bacteriano, no plantio das

aguas.
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No plantio de inverno, observa-se alta incidéncia de ferrugem apenas nos acessos de
P. vulgaris, com maior valor em G19, com mais de 80% nas parcelas ndo tratadas e
20% nas parcelas que receberam o 6leo de nim. As outras doencas (com exce¢do da
mancha angular) ocorreram em baixa intensidade e nelas ndo se observou o efeito do
6leo.

Verificou-se alta incidéncia de mancha angular principalmente nos acessos de P.
vulgaris e no plantio das aguas. As parcelas tratadas com o nim, no inverno, nao
tiveram efeito na reducdo da incidéncia da doenga. No plantio das &guas, o produto
demonstrou pequeno efeito apenas nas variedades G17 e G20 (V. unguiculata), G12 e
TSMB (P. vulgaris).

Quanto a incidéncia de pulgdes (TABELA 3) verifica-se efeito positivo do nim no
controle do inseto nas duas épocas de plantio, com excecdo de G20. A populacdo de
pulgdo somente foi observada na espécie V. unguiculata e houve maior incidéncia na
época das aguas, no acesso G14 ndo tratado. Na curva de progresso de incidéncia de
pulgdes durante o ciclo da cultura (FIGURAS 4A-B), além de se verificar pequeno
efeito do 0Oleo, percebe-se um declinio da populacéo do inseto apds 62 dias de plantio.

DISCUSSAO

Oidio

Os resultados deste trabalho registram efeito redutor do Oleo de nim
(BIONEEM®) sobre a incidéncia de oidio, coincidindo com relatos de diversos autores.
Porém, de maneira inédita para plantios de feijao-vagem em campo e ainda para a
regido do Distrito Federal, essa pesquisa aponta eficacia no controle utilizando-se o nim
em distintas espécies de feijdo-vagem.

Jayme et al. (1999) estudaram a eficiéncia de alguns produtos naturais no
controle do oidio do feijoeiro (E. polygoni), dentre eles o nim, e verificaram que
substancias obtidas desta planta, quando pulverizadas duas vezes nas altamente
infestadas com a doenca, apresentavam niveis satisfatérios de controle. Da mesma
forma, ao buscarem controles alternativos para este mesmo patossistema, Carneiro et al.
(2007) e Carneiro (2008), avaliaram o efeito do 6leo, do extrato de sementes e do

extrato de folhas de nim em casas-de-vegetacdo e registraram que o Gleo a 0,5%
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controlou a doenca, sem provocar fitotoxicidade, quando aplicado antes ou depois do
surgimento dos sintomas. J& o extrato de sementes reduziu a doenca nas trés
concentragdes testadas (0,25%, 0,5% e 2%), mas o extrato de folhas ndo foi eficiente no
controle do oidio do feijoeiro.

A eficicia de Neemzal, produto natural comercial do nim, foi testado por Singh
& Prithiviraj (1997) no controle de oidio (E. pisi) em ervilhas (Pisum sativum),
obtendo-se resultados de 100% na reducdo de parametros de crescimento do patégeno
nas folhas da cultura. Os autores revelam que Neemzal induziu a reacdo de
hipersensibilidade da planta, além de ter aumentado a concentracdo de proteinas dos
fluidos intercelulares.

Trés extratos de nim foram testados, dentre outros produtos alternativos, para o
controle de E. polygoni em feijoes do género Vigna, de acordo com pesquisa de
Rettinassababady et al. (2000). Concluiu-se que o extrato de sementes dessa planta foi
eficaz na reducdo do crescimento do fungo e, além disso, aumentou a producdo de graos
de feijdo, concordando com o inscrito por Tohamy et al. (2002). Em ambos estudos,
alem do efeito positivo do nim no controle da doenca, houve aumento da produtividade
nas parcelas pulverizadas. Contrariamente a estes relatos, no presente trabalho, nédo se
verificou relagdo entre as aplicacdes de nim e o aumento na produtividade de feijoeiro.
Isso pode justificar-se pelo efeito do nim em induzir mecanismos de resisténcia na
planta e, provavelmente, provocar acréscimo da taxa respiratoria, reduzindo sua

produtividade.

Outras doencas e pragas

As demais doencas como mosaico dourado, ferrugem e mancha angular nao
sofreram reducdo em suas incidéncias com a aplicacdo do nim. Considerando que as
pulverizacdes com o produto eram iniciadas somente ap0s 0s primeiros sintomas de
oidio (ou seja, aos 34 e 70 dias ap0Os os plantios, respectivamente, de inverno e das
aguas), sugere-se que as aplicacbes tenham sido feitas tardiamente para o controle das
outras doencas, pois estas ja eram incidentes em campo.

Neste trabalho ndo se constatou efeito do nim no controle de mosaico dourado
do feijoeiro, provavelmente por este produto ndo ter conferido diminuicdo sobre a

populacdo da mosca branca (B. tabaci), vetora do virus BGMV. Villas Boas et al.
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(1997A) apontou que o habito deste inseto, em permanecer na superficie abaxial das
folhas, dificulta a eficacia de produtos usados em seu controle, principalmente aqueles
aplicados por pulverizagdo. Além disso, o periodo critico desse inseto na cultura do
tomateiro, por exemplo, varia de 40 a 65 dias ap0s a germinacdo das plantas, o que
sugere que a sua eficicia é dependente da época de aplicacdo do produto e deve ser
iniciada antes do periodo critico e de maneira preventiva (Haji et al., 2005).

Varias pesquisas sobre a capacidade inseticida do nim vém sendo feitas e muitas
delas comprovam sua eficacia. Bleicher et al (2007) estudaram extratos aquosos de
folhas e de sementes de nim e uma formulacéo a base de azadiractina (comparando seus
efeitos ao inseticida buprofezin) na reducdo do nimero de ninfas da mosca-branca,
biotipo B, em meld&o (Cucumis melo), sob condicbes de casa de vegetacdo. A
azadiractina foi eficiente em todas as doses, causando reducdo de até 98% na média de
ninfas vivas. Resultados similares foram relatados por Pinheiro et al (2009), que
determinaram a eficécia da planta com taxas de mortalidade da mosca-branca superiores
a 80% para o primeiro, segundo e terceiro instares.

A ocorréncia de mancha angular sofreu pequena reducdo em parcelas que
receberam o extrato de nim, principalmente nos acessos G17 e G20, concordando com
resultados de Carneiro et al. (2008), que verificaram o efeito 6leo de sementes de nim
sobre a reducdo do nimero de esporos de Phaeoisariopsis griseola e no controle da
mancha angular do feijoeiro comum, principalmente quando as aplicagdes ocorriam
antes da inoculacao.

As aplicacdes de 0leo de nim reduziram a incidéncia de pulgao-preto do feijoeiro,
corroborando com dados de Gongalves & Bleicher (2006). Os estudos foram
direcionados ao efeito de azadiractina e extratos aquosos de sementes de nim, em casa-
de-vegetacdo, para o controle do pulgdo, A. craccivora, em feijdo-de-corda (V.
unguiculata). Na maioria das concentrag0es a azadiractina afetou significativamente as
ninfas, com eficiéncia variando de acordo com a concentracgdo, de 39,16 a 83,81%.

Santos et al (2004), objetivando avaliar efeitos de extratos aquosos de po de
améndoas de nim sobre o desenvolvimento, sobrevivéncia e fecundidade de A. gossypii,
praga do algodoeiro, verificaram que o produto € uma alternativa eficiente para o
controle da praga, causando mortalidade de ninfas e reduzindo os periodos de
sobrevivéncia e fecundidade.

Silva et al., (2011), ao pesquisarem a incidéncia das principais pragas de feijao

caupi, verificaram que o uso de 6leo de nim aplicado aos 20, 30, 40 e 50 dias ap06s o
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plantio, foi eficiente no controle de pulgbes-pretos em V. unguiculata, em Roraima,
reduzindo incidéncia de plantas (porcentagem de plantas atacadas) com essa praga.

CONCLUSOES

-O 6leo de extrato de nim reduziu a incidéncia e as medias da AACPD de oidio (E.

polygoni) em todos os acessos tratados;

-A incidéncia de mancha angular (P. griseola) foi reduzida nas parcelas tratadas com
nim, com maior efeito nos acessos G17 e G20;

-Ndo houve efeito do Oleo sobre a ferrugem (U. appendicullatus), o crestamento
bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) e as viroses (BGMV, BCMV e

BRMV).

- O nim diminuiu a incidéncia de pulgbes-pretos do feijoeiro (A. craccivora) em todos

0S acessos testados.
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TABELA 1: Areas Abaixo das Curvas de Progresso das Doencas (AACPD)
dos acessos mais suscetiveis (G14,G17 e G20), nas parcelas ndo tratadas e

tratadas com nim, no plantio de inverno e no plantio das aguas de 2010 .

ESPECIE INVERNO

ACESSOS AACPD

TESTEMUNHA NIM

G14 3925 aA 320bB
V. unguiculata G17 2455 aA 568 aB
G20 3300 aA 313bB
ESPECIE AGUAS
ACESSOS AACPD

TESTEMUNHA NIM

G14 176 cA 2206 aB
V. unguiculata G17 9499 aA 746 aB
G20 3066 bA 1332 aB

**Médias seguidas pelas mesmas letras minudsculas nas colunas e maiusculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade.



TABELA 2: Produtividade de todos os materiais (g/acesso), nas parcelas ndo tratadas e
tratadas com nim, no final do plantio de inverno e no plantio das dguas de 2010 .

ESPECIE INVERNO ESPECIE INVERNO
ACESSOS PRODUTIVIDADE ACESSOS PRODUTIVIDADE
TESTEMUNHA NIM TESTEMUNHA NIM
G14 580 aB 590 cA Go1 1500 cB 1600 cA
V. unguiculata G17 1600 aA 1560 aB G12 2000 aB 2800 aA
G20 960aA 700 bB P. vulgaris G19 1700 bB 2400 bA
HTR 1000 dB 1400 dA
MEDIA 1046,67 950 TSMB 380eA 400 eA
MEDIA 1316 1720
ESPECIE AGUAS ESPECIE AGUAS
ACESSOS PRODUTIVIDADE ACESSOS PRODUTIVIDADE
TESTEMUNHA NIM TESTEMUNHA NIM
Gl4 415 cB 1260 bA Go1 800 cA 600 eB
V. unguiculata G17 1700 aA 1580 aB G12 2000 aA 1920aB
G20 655 bB 955 cA P. vulgaris G19 565 eB 950 cA
HTR 1150 bA 1000 bB
MEDIA 923 1265 TSMB 680 dA 655 dB
MEDIA 1039 1025

**Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e maildsculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade.
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Tabela 3: Incidéncia de pulgao-preto (Aphis craccivora), em acessos de feijao-
vagem (porcentagem de plantas atacadas) da espécie Vigna unguiculata, nos
plantios de inverno e das dguas no ano de 2010.

ESPECIE INVERNO

ACESSOS PULGAO

TESTEMUNHA  NIM

G14 5,33aA 1,14 cB
V. unguiculata G17 7,56aA 4,16 bB
G20 6,89 aB 11,59aA
MEDIA GERAL=6,11
ESPECIE AGUAS
ACESSOS PULGAO

TESTEMUNHA NIM

G14 34,66 aA 14,44 cB
V. unguiculata G17 27,58 bA 22,22 aB
G20 26,66 cA 15,55bB

MEDIA GERAL= 23,52

¥*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade.
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Incidéncia de Oidio (%) no Inverno
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FIGURA 1: Efeito do 6éleo de nim na incidéncia de oidio (porcentagem de plantas com
sintomas), ao final do ciclo, em acessos de feijdo-vagem das espécies Vigna unguiculata
(A,C) e Phaseolus vulgaris (B,D), no Plantio de Inverno e das Aguas no ano de 2010 em
Brasilia/DF. Barras escuras: parcelas tratadas com nim; Barras claras: parcelas ndo tratadas.
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FIGURA 2: Curvas de progresso de oidio (porcentagem de plantas com
sintomas) em parcelas ndo tratadas (A) e tratadas com éleo de nim (B) em

acessos de Vigna unguiculata. Plantio de Inverno no ano de 2010.
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FIGURA 3: Curvas de progresso de oidio (porcentagem de plantas com
sintomas) em parcelas ndo tratadas (A) e tratadas com éleo de nim (B) em

acessos de Vigna unguiculata. Plantio das Aguas no ano de 2010.
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FIGURA 4A: Incidéncia de pulgdes-pretos em acessos de

V. unguiculata

(porcentagem de plantas com insetos), durante o ciclo da cultura em parcelas tratadas

e ndo tratadas com 6leo de nim. Plantio de Inverno no ano de 2010.

95



100
90 | —e— NIM

80 - —— TESTEMUNHA
70 -
60
50 -
40
30 -
20
10 -

Incidéncia (%)

30 34 43 47 54 59 62 67 71 78 8289 Diasaposo
plantio

100
90 —e—NIM

80 —a— TESTEMUNHA

70
60
50
40
30
20
10

Incidéncia (%)

30 34 43 47 54 59 62 67 71 78 8289 Diasaposo
plantio

100
[sTh] —e— NIM

80 —=— TESTEMUNHA
70
60
50
40
30
20
10

Incidéncia (%)

30 34 43 47 54 59 62 67 71 78 8289 Diasaposo
plantio

FIGURA 4B: Incidéncia de pulgdes-pretos em acessos de V. unguiculata
(porcentagem de plantas com insetos), durante o ciclo da cultura em parcelas tratadas
e nado tratadas com oOleo de nim. Plantio das Aguas no ano de 2010.
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Capitulo 3

Anatomia e histoguimica foliar de espécies de feijdo-vagem
(Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata) e correlagdo com
resisténcia a oidio (Erysiphe polygoni)



RESUMO DO CAPITULO Il

Peculiaridades na estrutura da planta podem contribuir para resisténcia a fatores
adversos, bidticos ou abioticos. Estudos comparativos anatémicos e histoquimicos entre
0s géneros Phaseolus e Vigna séo inéditos para o patossistema oidio em feijao-vagem,
mas correlacdes entre fatores estruturais de outras culturas agricolas e a reacdo a varios
patdgenos ja foram registrados. O presente trabalho objetivou analisar a anatomia e
histoquimica foliar de Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata, em condicdes pré e pos-
infeccionais, correlacionando com a reacdo a infeccéo por oidio (Erysiphe polygoni). Os
resultados visam um melhor entendimento das interagBes patdgeno-hospedeiro e
poderdo constituir em ferramenta auxiliar ao melhoramento genético dos hospedeiros.
Os acessos de P. vulgaris (TSMB resistente) e de V. unguiculata (G14 e G17,
suscetiveis) foram selecionados a partir de diferentes respostas de resisténcia ao oidio
(E. polygoni), em campo. O estudo foi realizado no Laboratorio de Anatomia Vegetal,
do Departamento de Boténica da Universidade de Brasilia. Apos serem fixadas e
transferidas para etanol, amostras foliares foram cortadas em microtomo de mesa tipo
Ranvier, para obtencdo de seccdes paradérmicas e transversais. Foi possivel verificar
relaces entre a anatomia e a histoquimica foliar das espécies estudadas e a reacdo ao
oidio. Além disso, observou-se correlacdo negativa entre a densidade de estématos (na
superficie adaxial) e a suscetibilidade a doenca. Foi constatada penetracdo direta através
das células comuns da epiderme. A penetracdo do fungo pelos estdmatos ndo foi
observada. Verificou-se trés tipos de tricomas nos diferentes acessos: tector uncinado,
tector reto e glandular. Conferiu-se que os acessos de Vigna ndo apresentam tricomas
uncinados e que essa € uma caracteristica anatbmica de diferenciacdo de espécies.
Quanto aos resultados dos testes de histoquimica, verificou-se que os lipideos
cuticulares sdo apenas constituintes da cuticula e, supostamente, ndo conferem
resisténcia a planta, assim como a presenca de amidos e taninos. Provavelmente, os
componentes quimicos responsaveis pela resisténcia do acesso TSMB ao oidio sdo os

fendis e alcaldides, detectados na epiderme deste acesso no estagio pré-infeccional.
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ABSTRACT CHAPTER 111

Peculiarities of plant structure may relate to resistance to abiotic or biotic stress
factors. Comparative anatomical and biochemical studies among representatives of the
genus Phaseolus and Vigna have not been presented regarding the powdery mildew
resistance. However, correlations among structural factors in other agricultural crops
and reactions to plant diseases have been reported. The present work aimed to analyse
the foliar anatomy and biochemistry of Phaseolus vulgaris and Vigna unguiculata in
pre- and post-infeccional conditions, and to correlate those with reaction to powdery
mildew infection (Erysiphe polygoni). Results will support a better understanding of the
plant-pathogen interactions and may help in plant breeding for disease resistance.
Genotypes of P. vulgaris (TSMB resistant) and V. unguiculata (G14 and G17,
susceptible) were selected for the study, based on their contrasting reactions to powdery
mildew in field studies. The studies were conducted in the Plant Anatomy Lab of the
University of Brasilia. Leaf samples were fixed, transferred to ethanol, sectioned in a
table microtome (Ranvier type), to obtain paradermic and transversal sections.
Relationships among the biochemical and anatomic leaf characteristics and powdery
mildew reaction were found. In addition, a negative correlation was found between the
density of the stoma in the adaxial surface and disease susceptibility. Direct fungal
penetration of common epidermal cells was observed, while no penetration through
stoma was found. Three types of trichomes were found among plant genotypes studied:
tector uncinate, tector straight and glandular. Neither Vigna genotypes had uncinate
trichomes, and that characteristic seems to useful for species separation. The
biochemical tests revealed that cuticle lipids are not related to plant resistance, nor were
starch or tannins. Putative chemical components responsible for resistance of genotype
TSMB to powdery mildew are probably phenols and alkaloids, which were detected in

the epidermis of this access in the pre-infectional stage.
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INTRODUCAO

Anatomia e Histoquimica Foliar

A resisténcia de uma espécie botanica a um determinado patdgeno é definida
como a capacidade em impedir ou atrasar a entrada, ou a atividade, de um patégeno em
seus tecidos (Cavalcanti et al 2005), bem como criar condi¢fes desfavoraveis ao
estabelecimento e desenvolvimento deste na planta, através de mecanismos fisicos ou
bioquimicos (Pascholatti & Leite, 1995). Conforme Mac Key (1986), a resisténcia pode
ser caracterizada pela habilidade da planta diminuir o estabelecimento de certas
populacdes de patdgenos, através de seu sistema de defesa direto e ativo.

Respostas de defesa da planta podem se manifestar através de mecanismos pré-
formados, como a espessura da cuticula, o nimero e disposi¢cdo de estbmatos e de
tricomas, ou por mecanismos de respostas pos-formadas, como substancias fungitoxicas
e antiprotéicas, atuantes nestes vegetais (Pascholatti & Leite, 1995). De forma geral,
esses dois fatores podem ocorrer como barreiras estruturais ou como reacdes
bioguimicas, impedindo a entrada ou o crescimento do patdgeno (Agrios, 2005). Os
mecanismos gerais de resisténcia a penetracdo podem envolver a formacdo de halos,
papilas, lignificacdo, camada de cortica e formacdo de tiloses, aléem da sintese de
compostos como as fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e espécies ativas
de oxigénio (Kiraly et al., 2007). Cada fator pode afetar o fungo por meio da reducéo da
taxa de germinacao, na formacao deficiente do tubo germinativo na superficie da folha
(impedindo o reconhecimento do estdmato), ou na menor frequéncia na formacdo do
apressorio (Stadinik & Mazzafera, 2001).

Peculiaridades na estrutura da planta podem contribuir para sua resisténcia a
fatores adversos, bidticos ou abidticos. Essas caracteristicas podem ser usadas em
melhoramento genético para desenvolvimento de cultivares resistentes ou tolerantes a
insetos, doencas ou condicGes ambientais adversas. Variaces nas caracteristicas
epidérmicas podem ser encontradas em espécies vegetais e isso € resultado de
diferencas genéticas e de influéncias do ambiente sobre o genoma do hospedeiro
(Stenglein et al.,2005).

O contato entre células vivas do organismo patogénico e células vivas vegetais
desencadeia a producdo de substancias toxicas sinalizadoras nos tecidos da planta em

resposta a atividade agressora. Assim sendo, para uma eficiente acdo parasitica e
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também patogénica, pressupde-se 0 sucesso da infecgdo na planta hospedeira, com a
retirada de nutrientes para atender as necessidades metabdlicas do parasita, a custa da
neutralizacdo dos mecanismos bioquimicos de defesa, presentes no tecido vegetal ou
desencadeados em resposta a infec¢do (Misaghi, 1983).

Considerando que o agente causal do oidio (Erysiphe polygoni) tem penetracdo
direta nas células epidérmicas, torna-se imprescindivel o estudo das caracteristicas da
superficie foliar (O’Connell & Panstruga, 2006) para o entendimento do processo de
infeccdo. O exame da epiderme é muito Util, ndo s6 pela forma e tamanho de suas
células, mas particularmente por outros elementos ali encontrados, em especial 0s
estomatos, tricomas e glandulas externas (Costa, 1975).

AlteracOes na anatomia foliar agem diretamente sobre os fitéfagos. O nimero de
camadas do mesofilo definem a espessura foliar e o desenvolvimento de esclerénquima,
bem como a presenca de hipoderme com células de paredes espessadas, lignificadas ou
ndo, fatores estes que conferem maior dureza a folha (Edwards & Wratten, 1981;
Pinheiro et al., 1999; Peeters, 2002).

A parede celular € uma importante barreira fisica a ser ultrapassada para que o
fungo possa penetrar e colonizar a planta hospedeira. Dentre as modificagdes da parede
celular que tém por fungéo proteger as plantas de seus agentes patogénicos podem ser
citados: cutina, carboidratos, geéis e tiloses, lignina e acidos fendlicos complexos
(Mattiello et al.,1997). Portanto, a degradacdo ou a alteracdo do tecido vegetal podera
envolver a atuacdo de enzimas sobre as principais camadas e componentes da parede
celular, onde predominam substancias complexas como cutina nas células epidérmicas
de folhas e caules verdes, celulose e hemiceluloses, substancias pecticas, lignina e
proteinas (Medeiros et al., 2003). Outra barreira fisica que dificulta a penetracdo de
patdgenos € a cuticula, podendo impedir a penetracdo fungica dependendo de sua
espessura (Lucas, 1998).

Dentre as caracteristicas morfoldgicas da folha, a presenca e abundancia dos
tricomas estdo entre as mais importantes, contribuindo para a resisténcia passiva de
plantas a patdgenos, pragas e seca (Levin, 1973). Os tricomas séo células epidérmicas
modificadas, uni ou multicelulares, de varios tamanhos, formas e fungbes. Uma alta
correlacdo entre densidade e/ou comprimento de tricomas e resisténcia de Phaseolus
vulgaris a patogenos ja foi registrada (Mmbaga & Steadman, 1990; Zaiter et al., 1990;
Menendez-Sevillano et al., 1997). Além disso, superficies foliares sem ou com poucos

tricomas sdo menos protegidas e mais facilmente colonizadas por fungos. Os tricomas

103



também podem interferir na oviposi¢do, fixacdo e alimentacdo dos insetos, a exemplo
de Bemisia tabaci em diversas culturas, incluindo-se o feijoeiro (Pefa et al., 1992; Pefia
et al., 1993; Oriani & Lara, 2000; Paron & Lara, 2005).

Os estomatos, de acordo com sua quantidade e distribuicdo na epiderme, podem
interferir na capacidade do patdgeno invadir a planta e infecta-la, pois representam
sitios de entrada de patdgenos, incluindo espécies de oidios, conforme trabalhos de
Molot et al., (1990) e Paz Lima et al. (2010).

Produtos provenientes dos metabolismos primario e secundario sdo responsaveis
pela constituicdo quimica das células. Os metabdlitos secundarios desempenham
funcbes importantes nos vegetais, como a prote¢do contra microrganismos patogénicos
e herbivoria, também sendo relacionados com a atracdo de agentes polinizadores e
dispersores de sementes, atuando inclusive como agentes na competicdo planta-planta
(Taiz & Zeiger, 2006). Plantas ricas em metabodlitos secundarios garantem vantagens
para a sobrevivéncia. Estes metabdlitos sdo classificados, quanto a estrutura quimica,
em nitrogenados (alcaloides, aminoacidos ndo-protéicos e glicosideos cianogénicos),
terpendides (6leos essenciais, triterpenos, saponinas e glicosideos cardioativos) e
fendlicos (ligninas, flavonoides e taninos) (Harbone, 1988; Santos, 2004). Espécies
selvagens exibem maior probabilidade de sintese de metabolitos secundarios, devido as
pressdes seletivas naturais de ambientes adversos e da competicdo (Souza-Filho &
Alves, 2002). A producéo desses compostos pela planta, durante o processo de doenca,
desempenha um papel crucial na resisténcia ao organismo invasor (Cruickshank &
Perrin, 1963; Nandakumar et al., 2001; Bindschedler et al., 2002; Medeiros et al.,2003;
Monteiro et al., 2005).

Os meétodos histoquimicos se baseiam em reacdes cromaticas utilizadas no
reconhecimento da natureza quimica das membranas e do conteudo celular (Costa &
Cunha, 2000), fornecendo informacgdes sobre a distribuicdo e localizacdo de compostos
especificos nos tecidos da planta. Sédo procedimentos de analise qualitativa e
quantitativa de todos os componentes celulares, incluindo proteinas, carboidratos,
lipidios e elementos idnicos que ocorrem no meio celular (Gerbach et al., 2001). Esses
métodos combinam técnicas de microscopia, com metodologias especificas, que
permitem a deteccdo da presenca de substancias quimicas, bem como do sitio ativo ou
de grupos de compostos do metabolismo secundario das plantas.

Por exemplo, compostos fendlicos sdo substancias com atividade antifingica,

antibacteriana e antiviral (Sivaprakasan & Vidhyasekaran, 1993), que sdo produzidos
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rapidamente em variedades resistentes as doengas e se acumulam nos tecidos vegetais
apos a infecgdo, como resposta a injuria, sendo tdxicos aos patdgenos e restringindo seu
crescimento (Matern & Kneusal, 1988). As enzimas envolvidas na produgdo de fenois
sdo sintetizadas em células especializadas, distribuidas pelos tecidos, e associam-se ao
reticulo endoplasméatico sendo, posteriormente, armazenadas em vesiculas, em sua
forma original ou glicosada (Labanca, 2002). Apds qualquer tipo de estresse bidtico ou
abidtico, esses fenois sdo descompartimentalizados e passam de uma forma atdxica para
toxica, auxiliando no sistema de protecdo da planta (Hrazdina, 1994; Silva et al., 2008).

Os é&cidos clorogénico, caféico e fertlico sdo exemplos de alguns desses
compostos. Algumas formas de fendis podem ser convertidas em derivados com
radicais de oxigénio, extremamente reativos, tornando-se muito tdxicos (Hartleb et al.,
1997). Os fenois possuem pelo menos um anel benzénico, com um ou mais grupos
hidroxila livres ou substituidos (Pifiol & Palazdn, 1996). O composto fendlico mais bem
caracterizado em feijao (Phaseolus vulgaris) é a faseolina. De acordo com Rahe et al.,
1969, essa substancia e produzida quando as plantas de P. vulgaris sdo atacadas por
Colletotrichum lindemuthianum.

Taninos sdo polifendis complexos que podem estar associados a polissacarideos
ou livres no citoplasma (Esau, 1974; Howe & Westley, 1990; Kuklinski, 2000).
Segundo Esau (1985) e Castro et al. (2001), esses compostos sdo um grupo heterogéneo
de substéncias derivadas do fenol. Eles fornecem protecdo ao vegetal contra
desidratacdo, apodrecimento (Harbone, 1993; Rocha et al., 2002; Macedo et al., 2005),
ataque de microorganismos fitopatogénicos (Scalbert, 1991; Trugilho et al., 2003) e até
mesmo pragas, pois apresentam baixa palatabilidade e efeito adstringente.

Os alcaloides possuem acdo alelopatica (Medeiros, 1990), antimicrobiana,
antifangica e nociva a alguns insetos e moluscos (Robbers et al., 1996). Tais compostos
quimicos proporcionam aos Orgdos vegetais um paladar amargo (Kuklinski, 2000;
Henriques et al., 2002). De acordo com Martins et al. (1995), os alcal6ides podem ser
restritos aos 6rgdos vegetais em épocas anuais distintas. Segundo Martin et al. (1999),
estas substancias ndo possuem acdo definida nos orgdos vegetais, porém Kuklinski
(2000) cita a acdo defensiva contra fitopatdgenos, frente seu carater toxico. Acredita-se
que tenham também uma funcdo de reserva para sintese de proteinas (Barraca, 1999).

Com relacdo a lignina e acidos fendlicos complexos, a ocorréncia, velocidade e a
extensdo da lignificacdo tem sido relacionada a resisténcia em muitas interacdes entre

hospedeiro-parasita. Por exemplo, a lignificacdo da parede celular é estimulada ao redor
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em celulas com lesBes virais e nas células vizinhas em cultivares resistentes a
nematoides, entretanto esse estimulo ndo é observado em cultivares suscetiveis (Reed et
al., 1979). A lignina parece aumentar a resisténcia da parede celular a enzimas
digestivas dos agressores (Barros et al., 2010), ao contrério de outros compostos. Os
amidos podem servir de fonte de nutrientes para o desenvolvimento do patégeno. Sabe-
se que os amidos sdo fontes adequadas de carbono para o crescimento micelial de
fungos (Penariol et al.,2008).

Como afirmado por Agrios (2005), lipidios ocorrem em todas as células, e
principalmente na constituicdo das membranas celulares. Muitos patdgenos sdo capazes
de degradar lipidios e o utilizam diretamente como fonte de energia. Dessa forma, a
mobilizagdo dos lipidios pode ser um indicio de utilizacdo dessa fonte energética pelo
fungo.

Os géis e as tiloses também s@o necessarios para a efetividade da resisténcia das
plantas. Os géis sdo formados pelas plantas 48 horas apés o ataque do fungo em ambas
as cultivares, resistentes e suscetiveis, mas subsequentemente sdo degradados pelas
enzimas do fungo, principalmente nas cultivares suscetiveis (Matiello et al., 1997). As
mucilagens (também conhecidas como géis ou gomas) sdo materiais fibrilares
depositados no limem dos vasos do xilema como resposta a infeccdo neste tecido. Por
um processo de distensdo dos constituintes da parede primaria e da lamela média, as
mucilagens séo sintetizadas nas placas crivadas, nas terminacGes das paredes celulares e
nas pontuacdes de membranas das paredes dos vasos, para retardar a infeccdo e a
colonizacdo dos tecidos vegetais, auxiliando na resisténcia da planta as doencas.
(Vandermolen et al., 1977).

Relacdo Planta-patdgeno

As plantas, ao longo do processo evolutivo, desenvolveram mecanismos de
resisténcia a doencas gque envolvem complexas alteracdes no metabolismo celular. Este
processo é realizado pela interacdo entre os produtos de genes especificos de resisténcia
do hospedeiro e produtos do(s) gene(s) de aviruléncia do patdgeno. O nivel de
resisténcia € uma consequéncia da velocidade e eficacia da ativacdo desses sistemas
(Nishimura & Somerville, 2002).
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Quando o patdgeno inicia a penetracdo através da parede celular com hifas
infectivas, a planta hospedeira resistente responde ao ataque com a sintese de novos
carboidratos, principalmente calose e celulose, os quais sdo adicionados ao interior da
parede celular. Esta deposi¢do de carboidratos continua mesmo ap0s a penetracdo do
patdgeno, até que eles sejam envolvidos como uma cépsula ou elongados, sendo
denominados de papila (Aist, 1976). Nos hospedeiros suscetiveis, a papila e a espessura
da parede secundaria geralmente sdo formadas mais tardiamente ou sdo insuficientes
para impedir o processo infeccioso do patdgeno (Matiello et al.,1997)

Conforme Pascholati & Leite (1995) e Agrios (2005), mecanismos de resisténcia
de um vegetal ao ataque patogénico sdo geralmente divididos em dois tipos,
denominados de pré-formados (passivos ou constitutivos) e pds-formados (ativos ou
induzidos), sendo ambos classificados, quanto a natureza, em estruturais e bioquimicos.
Para analisar e avaliar os mecanismos de resisténcia de um patossistema, € necessario
conhecer o modo de ataque do patdgeno a planta hospedeira.

Alguns organismos dispdem de forca mecénica para penetrar diretamente na
cuticula e na parede das células da epiderme. Assim ocorre, por exemplo, em conidios
de Erysiphe, Colletotrichum, Alternaria e com os fungos causadores de ferrugem, como
as espécies de Phakopsora, Puccinia e outras, que emitem tubo germinativo, fixam-se
na superficie de suas hospedeiras por meio de apressorio, a partir do qual cresce uma
hifa fina, o tubo de penetracdo, que termina por perfurar a cuticula (através de forca
mecanica e liberacdo enzimatica) e adentra a epiderme, podendo atingir o mesofilo
(Dean, 1997) e la inicia o processo de colonizacao (Glawe, 2008).

E. polygoni faz parte de um grande grupo de fungos de parasitas biotroficos
obrigatdrios que retiram o alimento dos tecidos de seu hospedeiro atraves de haustorios
(Sartorato & Yorinori, 2001). Fungos do género Erysiphe crescem na superficie foliar
formando colbnias de micélio e numerosos haustorios endofiticos, que retiram
nutrientes do interior das células vegetais (epidérmicas e mesofilicas), parasitando-as
para garantir seu desenvolvimento e reproducdo. Em caso de esporulacdo abundante e
grande producdo de conididsporos e conidios, nutrientes sdo drenados até mesmo de
tecidos distantes ndo infectados (Stadinik & Mazzafera, 2001; Glawe, 2008).

Estudos comparativos anatémicos e histoquimicos entre os géneros Phaseolus e
Vigna séo inéditos para o patossistema oidio em feijdo-vagem, mas correlacdes entre
fatores estruturais de outras culturas agricolas e sua resisténcia e suscetibilidade a varios

patdgenos ja foram registrados, tais como direcionadas a cercosporiose (Cercospora
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zeae-maydis) em milho (Zea mays) (Beckman & Payne, 1982); cercosporiose
(Cercospora arachidicola e C. personata) em amendoim (Arachis hypogaea) e
resisténcia a moléstias fangicas foliares (Veiga et al.,1992); ferrugem (Puccinia
horiana) em variedades de crisantemo (Dendranthema grandiflora) (Zoccoli, 2008);
feijdo carioca (Phaseolus vulgaris) e antracnose (Colletotrichum lindemuthianum )
(Rahe et al., 1969; Jerba et al., 2005); oidio (Leveillula taurica) em pimentdo
(Capsicum annuum) (Paz & Lima et al.,2010); mancha-de-estenfilio (Stemphylium
solani) em tomateiro (Lycopersicon esculentum) (Bentes & Matsuoka, 2005) e
ramularia (Ramularia areola) em algodoeiro (Gossypium hirsutum) (Curvelo et al.,
2010).

OBJETIVOS

O presente trabalho objetivou analisar a anatomia e histoquimica foliar de duas
espécies de feijdo-vagem (Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata), em condigdes pré e
pos-infeccionais, correlacionando com sua resisténcia ao oidio (Erysiphe polygoni). Os
resultados permitirdo um melhor entendimento das interacbes patdgeno-hospedeiro e

poderdo constituir ferramenta auxiliar ao melhoramento genético dos hospedeiros.

MATERIAL E METODOS

Os acessos de P. vulgaris (TSMB) e de V. unguiculata (G14 e G17) foram
selecionados a partir de diferentes respostas de resisténcia ao oidio (E. polygoni), em
campo, durante os anos de 2009 e 2010 (capitulos 1 e 2). TSMB foi considerado
resistente ao oidio, enquanto G14 e G17, suscetiveis. Em decorréncia de diferentes
incidéncias entre 0os materiais com moscas-brancas (Bemisia tabaci) e com pulgdes-
pretos do feijoeiro (Aphis craccivora), buscou-se correlacionar, também, a anatomia e
histoquimica foliares com a ocorréncia dessas pragas.

As amostras foliares foram coletadas de plantas adultas (com 90 dias), cultivadas
no ano de 2010, dos materiais TSMB, G14 e G17. Foi retirada uma folha por planta (da
por¢do mediana da mesma- do 5°. ao 7° no), de individuos diferentes escolhidos ao
acaso, sendo 15 amostras assintomaticas e 15 sintomaticas, num total de 30 folhas por

acCesso.
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O estudo foi realizado no Laboratorio de Anatomia Vegetal, do Departamento de
Boténica, da Universidade de Brasilia. Os materiais frescos foram fixados em FAA 50
(formaldeido 37-40%, &cido acético glacial e alcool etilico 50% 1:1:18, v/v), por cerca
de 48h sob vacuo (Johansen, 1940), sendo transferidos para etanol 70%, onde ficaram
armazenados.

Para a analise estrutural da epiderme e mesofilo foliares de cada acesso, assim
como para os testes histoquimicos, seccbes paradérmicas e transversais foram obtidas
em micrétomo de mesa tipo Ranvier. Para a realizagdo dos cortes de cada acesso,
escolheu-se, ao acaso, 5 amostras foliares sintométicas e 5 assintomaticas. Os cortes
transversais foram retirados da regido mediana da lamina foliar, com cerca de 15 um de
espessura, clarificados em solugdo comercial de hipoclorito de sodio a 2-2,5%, lavados
em 4gua destilada e corados com safranina 1% e azul de alcian 2% (Kraus & Arduin,
1997). Os cortes paradérmicos (da superficie adaxial), também retirados da regido
mediana da lamina foliar, foram obtidos por dissociagdo em solucdo aquosa de acido
nitrico a 30% (Ghouse & Yunus, 1972), sendo corados com azul de alcian 1% e
safranina 1% (4:1). As laminas, contendo os cortes foliares, foram montadas em verniz
vitral incolor (Paiva et al., 2006) e tinham 4 repeticOes, para posteriores avaliacoes.

Todos os resultados foram registrados através de fotomicroscopio Leica,
acoplado ao sistema de captura de imagens com Software “LazEs”.

Nos testes histoquimicos, sec¢des transversais de folhas assintomaticas e com
oidio (com cerca de 15 um de espessura, também obtidos em micrétomo de mesa)
foram submetidas aos reagentes especificos, para avaliar a presenca de diversos grupos
de metabolitos, de acordo com a TABELA 1. As reacdes, quanto a presenca dos
compostos, foram qualificadas através dos seguintes sinais: (+) positiva; (+/-)

fracamente positiva e (-) negativa.

RESULTADOS

Anatomia comparativa das espécies

Os resultados encontram-se reunidos nas FIGURAS 1A-I. A epiderme, nas duas
faces foliares e em ambas espécies, € uniestratificada, com células mais largas que

espessas, sem espacos intercelulares, e revestidas por uma fina camada de cuticula .
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As folhas sdo anfiestomaticas, com estbmatos do tipo paracitico em P. vulgaris
(FIGURA 1A-C) e em V. unguiculata (FIGURAS 1D-I). O estobmato consiste de duas
celulas-guarda, duas células subsididrias e um ostiolo. A epiderme de V. unguiculata
apresenta paredes anticlinais sinuosas ,ao contrario de P. vulgaris (TSMB). A anélise da
densidade estomatica, em todos os aumentos, permite verificar que a mesma é maior
nos acessos de V. unguiculata (principalmente no acesso G17) que em P. vulgaris.

Trés tipos de tricomas foram encontrados nos acessos, sendo dois tectores e um
glandular. Os tricomas tectores uncinados ou aciculares (FIGURA 2A-B) estédo
presentes somente no acesso TSMB (P. vulgaris), enquanto que os tricomas glandulares
(FIGURA 2C) e retos (FIGURAS 2D) estdo presentes em ambas espécies. Os tricomas
tectores tém células basais curtas acompanhadas por uma célula terminal alongada que,
na maioria das vezes, possui terminagdo em ‘“gancho” (FIGURA 2B). Verificou-se
maior numero de tricomas glandulares nos materais de V. unguiculata.

Os bordos do limbo sé&o arredondados, conforme FIGURAS 3A-C. No acesso de
P. vulgaris, TSMB (FIGURAS 3A e 4A), o mesofilo apresenta uma camada de
parénquima palicadico, com células mais altas, ocupando mais da metade do mesofilo.
Ja nos materiais de V. unguiculata (FIGURAS 3B-C; 4B-C), verifica-se um palicadico
com células menos altas (especialmente em G17), ocupando apenas a metade (ou
menos) da seccdo foliar. O parénquima lacunoso é composto de cinco a seis camadas de
células, praticamente sem espacos intercelulares.

O sistema vascular de todos os acessos compreende uma nervura principal,
varias secundarias de pequeno porte (FIGURAS 5A-F) e outras terciarias que sao muito
mais estreitas. O xilema posiciona-se perto da superficie adaxial e o floema da abaxial.
O cértex tem células parenquimaticas mais volumosas em TSMB (FIGURA 5A), sendo
reduzidas em G14 e G17 (FIGURAS 5C-E) e, aparentemente, com mesmo nimero de
camadas entre elas (seis). Registra-se em TSMB maior quantidade de fibras no xilema
que nos materiais de V. unguiculata. A medula é colenquimatica e bastante saliente na
regido adaxial da nervura principal em G14 e G17, sendo inexistente em TSMB. O
colénquima é do tipo anelar.

Observou-se o desenvolvimento micelial foliar tipico de oidio (E. polygoni) nos
trés acessos, mas muito fracamente na cultivar resistente, TSMB, de P. vulgaris.
Aparentemente, entre os materiais de V. unguiculata, houve maior colonizagédo fungica
em G17.
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Constatou-se penetracdo fungica direta através das células comuns da epiderme
(FIGURA 6 A-F).

Histoquimica comparativa das espécies

Os resultados encontram-se na TABELA 2, reunindo as reagdes em folhas
assintomaticas (pré-infeccéo) e com sintomas de oidio (p6s-infeccdo), respectivamente.
As imagens representativas de cada uma das reag0es encontram-se reunidas nas
FIGURAS 7-9.

DISCUSSAO

Observou-se correlacdo negativa entre a densidade de estdmatos na superficie
adaxial e a suscetibilidade a doenca. Percebe-se que o acesso mais suscetivel, 0 G17,
possui maior quantidade de estébmatos, mas o material TSMB, resistente, também
apresentou elevado numero dessas celulas, além de possuir, aparentemente, maiores
aberturas ostiolares (FIGURA 1). Acrescenta-se que, de acordo com observagdes dos
processos de pré-infeccdo (FIGURA 6), ndo houve constatacdo de penetracdo através
dos estdbmatos, contrariamente a varios relatos quanto a preferéncia de insercdo dos
fungos nos tecidos dos seus hospedeiros via estomatal (Ruehle, 1964; Moscow &
Lindow, 1989). Segundo Molot et al. (1990),0s esporos de oidio (Leveillula taurica) em
tomateiro (Lycopersicon esculentum) germinam bem em meio liquido e seus tubos
germinativos penetram nos tecidos vegetais através dos estdbmatos, preferencialmente na
superficie abaxial. Ja se confirmou a emergéncia de conidiéforos da forma anamorfica
de Leveillula taurica através dos estbmatos de plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum), pimentdo (Capsicum annuum) e hibiscos (Hibiscus cannabinus)
(Cook1995; Liberato et al, 1998 e 2000)

Por outro lado, verificaram-se células comuns da epiderme muito sinuosas em
G14 e G17, acessos de V. unguiculata, ao contrario do observado em TSMB (P.
vulgaris) (FIGURA 1). Sugere-se que a relacdo entre a suscetibilidade de feijoeiro a E.
polygoni possa estar ligada a forma, tamanho e quantidade de células comuns da

epiderme na hospedeira.
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Shaik (1985) registrou que a densidade estomética na superficie adaxial da folha
de feijdo comum foi correlacionada positivamente com a densidade de pustulas de
ferrugem do feijdo (Uromyces appendiculatus). Da mesma forma, Paz Lima et al.
(2010) relacionou o namero e frequéncia de estbmatos na epiderme de Capsicum sp. ao
namero de sitios de infeccdo de Oidiopsis haplophylli e a suscetibilidade a doenga.

Em todos os materiais aqui estudados, constatou-se presenca de cuticula fina
(recobrindo as células epidérmicas), assim como epiderme uniestratificada, o que
facilita o processo de penetracdo fungica. A cuticula, que consiste predominantemente
de dois lipideos (cutina insoltvel, que constitui a matriz da cuticula, e as ceras solaveis,
que sdo depositadas na superficie da cuticula), serve como uma barreira protetora contra
perda de agua, entrada de substéncias tOxicas e também contra entrada de pragas e
patdégenos no interior do hospedeiro. Tem-se correlacionado os lipideos cuticulares a
resisténcia e imunidade da planta (Reyna-Pinto & Yephremov, 2009). Neste trabalho,
ndo se verificaram diferencas quanto a presenca desse composto entre 0S acessos
suscetiveis e resistente, demonstrando que ele & apenas constituinte da cuticula e,
supostamente, ndo confere resisténcia a planta.

As plantas tém desenvolvido varios mecanismos de defesa contra insetos
fitéfagos e patdgenos. Duas dessas defesas morfoldgicas sdo os tricomas e as glandulas.
Quanto aos tricomas, observaram-se trés tipos: o uncinado, o reto e o glandular
(FIGURA 2). Registros de Beyra & Artiles (2004), Nassar et al. (2010) e Snack (2011),
relatam haver diferencas entre os géneros Phaseolus e Vigna quanto a presenca de
tricomas uncinados. H& um consenso em afirmar que o género Vigna ndo apresenta esse
tipo de tricoma, assim como confirmado no presente trabalho.

Os tricomas agem como uma barreira fisica mantendo pequenos insetos e
esporos fungicos distantes da superficie das células comuns da epiderme. Johnson
(1953) estudou os efeitos de tricomas de P. vulgaris. em col6nias de A. craccivora. De
acordo com seus resultados, os tricomas em feijoeiro comum estdo presentes nos
peciolos, caules e superficie abaxial das folhas, mas estdo ausentes na superficie
adaxial. Eles sdo mais densos e prejudiciais aos afideos nos brotos em crescimento.
Elevada densidade de tricomas os deixam “pendurados” e sem acesso a superficie foliar,
ferindo-os e levando-os a exaustdo. Isso reduz a longevidade e a taxa de reproducao,
aumenta a mortalidade e o tempo de desenvolvimento larval, induzindo a reducdo da

fertilidade do inseto. Dados anteriores de plantio (capitulos 1 e 2), que relatam
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preferéncia alimentar de Aphis craccivora por V. unguiculata, justificam-se,
possivelmente, pela auséncia de tricomas uncinados nessa espécie.

Estudos de Jerba et al. (2005) correlacionaram positivamente a quantidade de
tricomas nas superficies foliares (adaxial e abaxial) de feijoeiro comum (P. vulgaris) a
resisténcia a antracnose (Glomerella cingulata f. sp. phaseoli), durante o estagio pré-
infeccional do patdégeno. Da mesma forma, Zoccoli (2008), ao pesquisar anatomia e
histoquimica de crisantemos e incidéncia de ferrugem (Puccinia horiana), também
verificou que maior densidade de tricomas na superficie abaxial pode contribuir com a
resisténcia da planta. Além disso, também registrou que determinados compostos
estruturais foliares (como lignina, pectina, lipideos) e quimicos (compostos fendlicos e
alcaldides) seriam os responsaveis pela defesa das variedades resistentes a ferrugem
branca.

A densidade de tricomas em feijoeiro pode variar com a sua localizagdo na folha
(em geral, a regido periférica é mais pilosa), com a superficie foliar (adaxial e abaxial),
com o tipo de folha (primaria, secundaria, terciaria, quaternaria) e com o genoétipo
(Quiring et al., 1992). Nao foi verificada no patossistema oidio (E. polygoni), em feijéo-
vagem (de ambas espécies), correlacdo entre o tipo e densidade de tricomas com a
incidéncia dessa doenca, possivelmente pela maior densidade dessas células
concentrarem-se na superficie abaxial e, a penetracdo do fungo, ocorrer na da adaxial.

Voltan et al. (1991) compararam a estrutura de folhas lisas e rugosas de folhas
de feijoeiro comum, obtendo resultados anatémicos foliares bastantes semelhantes aos
encontrados neste trabalho. Descreveram as epidermes abaxial e adaxial com uma Unica
camada de células, providas de tricomas de trés tipos, sendo reto (consiste em duas
células basais e uma longa e reta, encontrado com frequéncia na adaxial), uncinado (em
forma de gancho, encontrado nas duas superficies foliares) e glandular (curtos,
arredondados e possuem o apice formado por oito a dez células). Tais caracteristicas
foram primeiramente descritas por Doutt, em 1932, de acordo com Dabhlin et al. (1992).

Caracteristicas fisioldgicas e morfolégicas das hospedeiras tém sido relacionadas
com a incidéncia de mosca-branca (Bemisia tabaci), entre as quais incluem-se o0s
tricomas., interferindo na oviposicao, fixacdo e alimentacdo do inseto. Geralmente, a
densidade de tricomas tem sido associada com a preferéncia para oviposicdo de B.
tabaci em diversas culturas, incluindo-se o feijoeiro (Pefia et al. 1992, Pefia et al. 1993,
Oriani & Lara 2000). Oriani et al. (2005) encontraram 0s mesmos tipos de tricomas em

P. vulgaris, ao investigarem a inter-relacéo entre nimero dessas células e ovoposicao de
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Bemisia tabaci biotipo B em diferentes gendtipos de feijoeiro. Constataram que B.
tabaci prefere materiais de feijdo com maior nimero de tricomas aciculares longos para
sua ovoposicdo, em detrimento daqueles materiais com mais tricomas unciformes
curtos. De acordo com esses resultados e, comparativamente aos obtidos em campo nos
plantios anteriores, nos anos de 2009 e 2010 (capitulos 1 e 2), quanto a incidéncia de
mosaico dourado entre as duas espécies de feijdo-vagem, justifica-se que P. vulgaris
tenha registrado maior incidéncia dessa doenca, j& que os acessos de V. unguiculata
nem possuem tricomas uncinados.

Nassar et al. (2010) e Farouk & Osman (2011) descreveram as folhas de
feijoeiro comum como dorsiventral, com parénquima palicadico localizado na superficie
adaxial (com células alongadas, densamente unidas e arranjadas perpendicularmente a
epiderme) e o parénquima esponjoso na abaxial (com células desorganizadas, de
diferentes formas, com bastante espaco intercelular e constituindo a maior parte do
mesofilo). Nao foi encontrada descricdo anatbmica para a espécie V. unguiculata.

Quanto aos testes histoquimicos, resultados de deteccdo de amido (teste com
lugol) demonstram ndo haver producdo em quantidades significativas deste composto,
na bainha endodérmica, nos trés acessos. Da mesma forma, 0os materiais sdo plantas
deficientes em taninos, o0 que é bastante comum dentre plantas cultivadas. Os taninos
tém sido alvo de diversos estudos, sendo que a maioria aborda interagcdes ecoldgicas
entre vegetais e herbivoros, visto que se tém sugerido que os teores de taninos podem
diminuir a taxa de predacdo por se tornarem impalataveis, afastando seus predadores
naturais (MONTEIRO et al.,, 2005). Portanto, as diferengas quanto resisténcia e
suscetibilidade nos acessos estudados ndo podem ser explicadas pela presenca ou nédo de
amidos e taninos.

Dentre os acessos trabalhados, percebe-se que as células do floema de TSMB
(cultivar resistente a oidio) apresentou maior quantidade de lignina (TABELA 2), 0 que
dificulta colonizacdo fungica e penetracdo de estilete de afideos (como A. craccivora).
A importancia da deposicdo de lignina foi provada com a técnica do silenciamento
génico de RNA envolvida na biossintese de subunidades de construcao de polimeros de
lignina (Qésniewska et al., 2012). Plantas de trigo que ndo produziam esse fitoquimico
mostravam-se incapazes de depositar ligninas na parede celular, exibindo um aumento
da susceptibilidade ao oidio B. graminis f. sp. tritici. Esta informacdo chama a atencao

para a importancia de ligninas na composicdo da parede celular.
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Além disso, entre as reacdes (TABELA 2), observa-se que na de cloreto férrico
(Unica que diferenciou os materiais quanto presenca de fendis),0 acesso resistente a
doenca possui maior quantidade deste composto na epiderme e no parénquima
palicddico como substancia pré-infeccional, o que pode servir como uma barreira
quimica protetora contra penetracdo do fungo. Ao mesmo tempo, este material foi o que
apresentou maior quantidade de alcaldéides como constituinte da epiderme (pelo
resultado do teste de reagente de Wagner), representando um obstaculo quimico ao
patégeno antes mesmo da sua penetracdo Provavelmente foram estes 0s componentes

quimicos que conferiram resisténcia a esta variedade.

CONCLUSOES

- Existe relacao entre a anatomia e a histoquimica foliar de espécies de feijdo-vagem e a

incidéncia de oidio;

- Observou-se correlacdo negativa entre a densidade de estdmatos (na superficie
adaxial) e a suscetibilidade ao oidio (E. polygoni). Além disso, baseado em analises
comparativas da epiderme de cada acesso, provavelmente a penetracdo ndo ocorre

atraveés dos estbmatos, e sim, através das células comuns da epiderme;

-Foram observados trés tipos de tricomas nos diferentes acessos: o uncinado, o reto e o
glandular. Conferiu-se que os acessos de Vigna ndo apresentam tricomas uncinados e

que essa é uma caracteristica anatémica de diferenciacdo de espécies;

- Nao foi verificado, no patossistema oidio (E. polygoni) em feijdo-vagem (de ambas
espécies), correlacdo entre o tipo e densidade de tricomas, com a incidéncia dessa

doenca;

-Habitos alimentares de espécies de A. craccivora por feijoes-de-corda, podem estar
correlacionados, possivelmente, a auséncia de tricomas uncinados nessa espécie. Por
outro lado, B. tabaci supostamente prefere materiais de P. vulgaris pela existéncia deste

tipo de tricoma;
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- As diferencas quanto resisténcia e suscetibilidade & doenca ndo podem ser explicadas
pela presenca de amidos e taninos;

- Verificou-se que os lipideos cuticulares sdo apenas constituintes da cuticula e,

supostamente, ndo conferem resisténcia a planta;
-Provavelmente, os componentes quimicos responsaveis pela resisténcia do acesso

TSMB ao oidio sdo os fendis e alcaldides, detectados na epiderme deste acesso no
estagio pré-infeccional.
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TABELA 1: Testes histoquimicos usados na deteccdo das principais classes de compostos quimicos foliares de acessos de

feijao-vagem.

REAGENTES

GRUPO METABOLICO

COR DA REACAO

Floroglucinol (Johansen, 1940)
Dicromato de Potassio (Gabe, 1968)
Vermelho de Ruténio (Johansen, 1940)
Lugol (Johansen, 1940)

Cloreto de Ferro lll (Johansen, 1940)
Vanilina Cloridrica (Mace & Howell, 1974)
Reagente de Wagner (Furr & Mahlberg, 1981)
Reagente de Dittmar (Furr & Mahlberg, 1981)
Acido Tanico (Pizzolato & Lillie, 1973)

Sudan IV (Pearse, 1980)

Lignina
Fendis / Compostos fendlicos gerais
Pectinas
Amido
Fendis / Compostos fendlicos gerais
Taninos
Alcaléides
Alcaldides
Mucilagens

Lipidios totais

résea, vermelho
castanho avermelhado
résea intenso
roxo
verde intenso, azul ou negro
vermelho
vermelho
castanho avermelhado
negro

vermelho
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TABELA 2: Resultados de testes histoquimicos (Pré e Pos- infeccionais), para cada tecido foliar e em cada acesso (TSMB resistente, da
espécie Phaseolus vulgaris; G14 e G17, suscetiveis, da espécie Vigna unguiculata).

**Reacdes: (+) Positiva; (+/-) Fracamente Positiva; (-) Negativa.

ESTRQTURA )
ANATOMICA GRUPOS METABOLICOS/ REAGENTES
LIGNINA AMIDO FENOIS PECTINA | LIPIDIOS ALCALOIDES MUCILAGENS
TOTAIS TOTAIS TANINOS
Floroglucinol| Lugol |D. de Potassio Cloreto Férrico Vanilina Cloridrica|V. Ruténio| Sudan IV_|R. de Wagner|R. de Ditimar| Acido Tanico
EPIDERME PRE POS |PRE POS| PRE POS | PRE POS | PRE POS POS PRE POS|PRE POS | PRE POS| PRE POS
TSMB - - - +/- +/- +/- +/- - + + + + + +/- + +/- -
Gl4 - - - +/- +/- - +/- - + + + +/- + +/- + + -
G17 - - - +/- +/- - +/- - + + + +/- + +/- + + -
P. PALICADICO
TSMB - - + - +/- + +/- - + - - +/- - + + +
Gl4 - - +/- - +- +/- +/- +/- - - - - - - - +
G17 - - - +- - - +/- - + - - - - - +- +
P. LACUNOSO
TSMB - - + - +/- - +/- - +/- - - + - + + +
Gl4 - - +/- +/- - - +/- +/- - - - +/- - +/- - +/-
G17 - - +/- +/- - - +/- - +/- - - +- - +/- +- +-
BAINHA VASCULAR
TSMB - - - - - - - - - - + - - - - - +- -
Gl4 - - - - - - - - - - - - - - - - + -
G17 - - - - - - - - - - + - - - - - + -
COLENQUIMA
TSMB - - - - - - - - - - +/- - - + - +/- - - -
Gl4 - - - - - - - - - +/- +/- - - - - - - +/- -
G17 - - - - - - - - - - +/- - - - - - - +- -
FLOEMA
TSMB - + - - - - - + - - + - - + - +/- - +/- -
Gl4 - +/- - - - - - - - +/- - - +- - - - +- -
G17 - +/- - - - - - - - + - - +- - - - +/- -
XILEMA
TSMB - - - - - - - - + - - - - +/- - - -
Gl4 - - - - - - - - - - - +/- - - - - -
G17 - - - - - - - - + - - +/- - - - - -
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Figura 1. Cortes foliares paradérmicos da superficie adaxial de acessos de Phaseolus
vulgaris (TSMB, resistente a oidio) e de Vigha unguiculata (G14 e G17, suscetiveis a
oidio), em microscopia de luz. Vista frontal da epiderme dos acessos: TSMB (A-C); G14
(D-F) e G17 (G-1). Da esquerda para a direita: aumentos de 100x, 200x e 400x,
respectivamente.**CCh: Cicatriz da celula basal do tricoma; CG: Ceélula-guarda; CS:
Célula subsidiéria;; Os: Ostiolo; CCEp: Celula comum da epiderme; Tr: Tricoma glandular.




Figura 2. Cortes foliares paradérmicos da superficie adaxial de feijao-vagem, em
microscopia de luz. Tricomas: agudo, em aumento de 100x (A), com destaque para
presenca na epiderme adaxial; (B) destaque do gancho terminal (detalhe na epiderme do
cortex vascular), ambos em Phaseolus vulgaris (acesso TSMB). Tricomas glandular (C) e
reto (D), em Vigna unguiculata (acesso G14). Aumento de 400x. **Cbt: Célula basal do
tricoma.
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Figuras 3. SeccOes foliares transversais de acessos de Phaseolus vulgaris (TSMB) e de
Vigna unguiculata (G14 e G17), em microscopia de luz. Detalhes do bordo foliar. A. TSMB;
B. G14 e G17. Aumento de 200x. **EpAd: Epiderme Adaxial; PP: Parénquima Pali¢adico;
PL: Parénquima Lacunoso; EpAb: Epiderme Abaxial.
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Figuras 4. SeccOes foliares transversais de acessos de Phaseolus vulgaris (TSMB) e de
Vigna unguiculata (G14 e G17), em microscopia de luz. Detalhes do mesofilo foliar. A.
TSMB; B. G14 e C. G17. Aumento em 200x. **EpAd: Epiderme Adaxial; PP: Parénquima
Palicadico; PL: Parénquima Lacunoso; EpAb: Epiderme Abaxial; VS: vaso secundario.
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FIGURA 5. Seccdes foliares transversais de acessos de Phaseolus vulgaris (TSMB, A-B) e
de Vigna unguiculata (G14 e G17, respectivamente, C-D e E-F), em microscopia de luz.
Detalhes das nervuras principais do sistema vascular (A,C,E, em aumento de 100x) e das
nervuras secundarias (B,D,F, em aumento de 200x), indicadas pelas setas. **EpAd:
Epiderme Adaxial, ExB: Extensdo da Bainha Vascular; Xi: Xilema; Fl: Floema; Ctx:
Cortex; EpAb: Epiderme Abaxial; PP: Parénquima pali¢adico; PL: Parénquima lacunoso;
Clg: Colénquima; Tr: Tricomas tectores; Fi: Fibras.
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FIGURA 6. SeccOes foliares paradérmicas e transversais de G17 (Vigna unguiculata), em
microscopia de luz, com aumento de 400x. Detalhes dos sinais do patdgeno (Erysiphe
polygoni) e da penetracdo na hospedeira . A. Micélio fungico sobre a epiderme adaxial foliar;
B. Detalhe das hifas ao redor das células comuns da epiderme; C. Hifa envolvendo estomato;
D-E. Conidio emitindo tubo germinativo em célula comum da epiderme; F. Conidi6foro
emergindo através das celulas comuns da epiderme. **Est: estdmato; Tr: Tricoma
(glandular); Con: Conidio; TG: tubo germinativo; CCEp: Célula comum da epiderme; PP:
Parénquima Palicadico; CO: Conidi6foro.
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Figuras 7. SeccOes transversais de acessos de feijdo-vagem e detalhes de reagdes
histoquimicas representativas em tecidos foliares com Erysiphe polygoni, em microscopia de
luz. A. Pectinas (Vermelho de Ruténio): A.1. Na epiderme abaxial e células do floema
(TSMB). Aumento de 100x; A.2. Na epiderme abaxial (G14). Aumento de 200x; B. Amido
(Lugol): B.1. Parénquima paligadico (G17). Aumento de 400x; B.2. Células Guarda (G17).
Aumento de 400x; C. Lipidios totais (Sudan 1V): C.1. Epiderme adaxial (G14). Aumento de
200x; C.2 Célula da base do tricoma (G17). Aumento de 400x.
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FIGURA 8. Secc0es transversais de feijdo-vagem e detalhes de reacdes histoquimicas tipicas
em tecidos foliares, em microscopia de luz. A. Lignina (Floroglucinol): A.1 e A.2. Células
xileméticas (TSMB). Aumentos de 200x e 400x, respectivamente. B. Alcaldides (Reagente
de Ditimar): B.1. Parénquima palicadico (TSMB). Aumento de 400x; B.2. Células da bainha
do feixe e do parénquima paligadico (G17).Aumento de 200x; C. Alcaldides (Reagente de
Wagner): C.1.e C.2. Parénquima lacunoso (G17). Aumento de 200x.
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FIGURA 9. Seccdes transversais de feijao-vagem e detalhes de reagdes histoquimicas tipicas
em tecidos foliares, em microscopia de luz. A. Taninos (Vanilina Cloridrica): A.l.
Parénguima esponjoso (G14). Aumento de 200x; A.2. Células comuns da epiderme (na
regido do cortex)-G14. Aumento de 200x; B. Mucilagens (Acido Tanico): B.1. Mesofilo
(Parénquima paligcadico e lacunoso)-G14. Aumento de 200x; B.2. Células floema e bainha
feixa vascular (G14).Aumento de 400x;. C. Compostos fendlicos (Dicromato de potéssio):
C.1. Parénquima pali¢adico (TSMB). Aumento de 200x; C.2. Epiderme abaxial (TSMB).
Aumento de 400x.
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