METODOLOGIA DE INOCULACRO DE Uromyces appendiculatus
(PERS.) UNG. EM FEIJOEIRO (Phaseolfus vulgaris L.)
PARA AVALIACARO DE COMPONENTES MONOCTCLICOSDARESISTENCIA
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INTRODUGAO

0 feijao é um dos alimentos basicos da populagaobra
sileira, de alto teor proteico e de grande importancia e

condmica. Nos Gltimos anos, a produgao brasileira de
feijao nao tem sido suficiente para atender a demanda
nacional. Uma das principais razoes da baixa produtivi-
dade é a incidencia de um grande nimero de  doengas

(VIEIRA, 1983).

A ferrugem é uma das principais doengas que afetam
o feijoeiro, provocando serias perdas na produgao. E de
ocorréencia comum em todas regioes, com intensidade varia
vel. Temperaturas moderadas (17° a 279C) e alta umida-
de relativa sao condigoes favoraveis para o desenvolvi —
mento da ferrugem (VIEIRA, 1983) .

0 agente causal, Uxomyces appendiculatus (Pers.)
Ung. € um parasito obrigatorio, cujo ciclo de vida se
da num s6 hospedeiro. Pertence a classe dos Basidiomice
tos e 3 ordem Uredinales. -

0 principal agente de disseminagao € o vento, embo-
ra o contato de homens, animais e implementos agricolas
também contribuam para a sua disseminagao (KIMATI, 1980).
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0 processo de infecgao se da pelo eciosporo ou ure-
dosporo que produz tubo germinativo, estabelecendo umcon
tato fisico com os bordos do estomato. O fungo desenvol
ve hifas de infeccao e haustorios a medida que invade in
tracelularmente o] tecido do hospedeiro, até que
forma uma pustula jovem. Aos 10-15 dias esta pustula tor
na-se madura, os uredosporos desprendem-se e sao dissemi
nados (SCHWARTZ &GALVEZ, 1980). r

Os sintomas caracteristicos iniciam-se nas folhas
como pequenas manchas amarelas, puntiformes, levemente
salientes, que se rompem quando as frutificacoes do fun-
go amadurecem, formando, assim, os soros. Estes, quando

produzem uredosporos, apresentam uma coloragao pardo-
avermelhada ferruginosa (KIMATI, 1980). Em infeccoes
severas, as folhas tornam-se amarelas, secam e caem. A

ferrugem manifesta-se principalmente nas folhas, mas po-
de atingir as vagens e, mais raramente, as hastes (VIEI-
RA, 1983).

Para o controle da ferrugem recomenda-se medidas
como praticas culturais, apiicacao de fungicidas e wuso
de variedades resistentes (KIMATI, 1980).

0 uso de variedades resistentes constitui um dos
mais importantes meios de controle, mas encontra obstacu
los na alta mutabilidade vertical do patogeno. O surgi-
mento de novas ragas pode limitar a vida util de varie-
dades langadas como resistentes (MENTEN, 1980;  VIEIRA,
1983) .

Um dos métodos mais utilizados pelos melhoristas €
a introdugao de genes especificos de resisténcia as ra-
gas, ou seja, a utilizagao da chamada resisténcia verti-
cal (VIEIRA, 1983). Ela esta condicionada por poucos ge
nes e tem valor transitorio, pois com o surgimento de
nova raga, a variedade resistente a certas ragas pode
tornar-se suscetivel (VIEIRA, 1972).

A resisténcia horizontal ou nao-especifica € mais
estavel. Estd sob o controle de muitos genes. Na resis
tencia horizontal, a variedade € igualmente resistentea
todas as ragas. Ela envolve mecanismos que estao alem
da capacidade do patdgeno vencer (VIEIRA, 1972;  BERGA-
MIN Fo & KIMATI, 1978).

A resistencia horizontal atua reduzindo o desenvol-
vimento da doenga durante o ciclo de cultivo, ou seja,

reduz a tava de amumentn da AnnnnlacrSa AA AaatSaana  ~nla A
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A variabilidade genetica aliada as resisténcias ho-
rizontal e vertical € extremamente importante para o con
trole dos patdogenos e suas ragas. Impede ataques devas-
tadores da doenga e cria um efeito estabilizador (VIEIRA
1972). E necessario também considerar a Integragao des
se sistema com outras medidas de controle, como a aplica
cao de produtos quimicos e praticas culturais (SCHWARTZ &
GALVEZ, 1980).

A manifestacao da resisténcia horizontal esta condi
cionada pela atuagao de diversos parametros como: fre
quéncia de infecgao, periodo latente e produgao de espo-
ros (incluindo tamanho ou tipo de lesao, produgao de es-
poros por lesao e perfodo infeccioso). A frequencia de
infeccao € medida pelo numero de pdstulas  provenientes
de uma quantidade conhecida de inoculo, indicando nao
apenas resistencia a penetragao, mas também a coloniza-
cao. O perfodo latente é medido pelo tempo entre a ino-
culag3o e a producao de esporos (MENTEN, 1980).

0 presente trabalho teve como objetivos: estudar o
efeito da cencentragao de esporos na suspensao de inocu-
lo e do tempo em camara umida no periodo latente e fre
quéncia de infecgao de Uromyces appendiculatus — (Pers.)
Ung. em folhas primarias de feijoeiro (Phaseclus vulga-
nis L., linhagem Rosinha 4D2); estudar o efeito do perio
do de pré-tratamento dos esporos na suspensao de inoculo
e do regime luminoso durante a incubagao no periodo la-
rente e frequéncia de infecgao de Uromyces appendicula
tus (Pers.) Ung. em folhas primarias de feijoeiro (Pha-
seolus vulgarnis L., linhagem Rosinha 4D2). :

MATERIAIS E METODOS

0 presente trabalho foi desenvolvido em casa de ve-
getacao e laboratério da Segao de Radiogenetica do Cen-
tro de Energia Nuclear na AgriculturalCENA-USP) .

Primeiramente, fez-se a coleta de material infecta
do no campo, seguindo-se a purificagao do agente causal
da ferrugem, mediante a obtengao de isolados monopustu-
lares. Cada plstula foi espalhada em uma folha prima-
ria de feijoeiro. Da infecgao que se verificou na fo-
lha, tomou-se outra plstula, repetindo-se o processo ate
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que as pustulas se mostrassem homogeneas quando, entao,
considerou-se a amostra pura.

Seqguiu-se, entao, a multiplicacao de esporos. Foram
feitas varias inoculacoes. Os vasos foram mantidos em
camara umida por 48 horas, a temperatura de 220C e foto-
periodo de 12 horas, na camara de crescimento.

Para a avaliagao do periodo de incubagao e concen-
tracao de inoculo foram preparadas suspensoes de esporos
com diferentes concentracoes em solucao de Tween 80 a
0,02%. A contagem foi feita em hemocitometro (Camara de
Neubauer). Obteve-se uma solugao bem concentrada a par-
tir da qual foi feita uma diluicao em serie, obtendo-se
as seguintes concentracoes: 2x10%, 20x104, 50 x 10k e
100 x 104, As inoculacdes foram feitas por aspersio uti
lizando-se pulverizador manual. Foram utilizados trés
vasos para cada concentracao, sendo cada um submetido a
di ferentes periodos de camara umida (15, 24 e 48 horas).
A partir do aparecimento da 19 pastula (cerca de 7 a 8
dias) foi feita a contagem do ngmero de plistulas em cada
folha primaria, duas vezes aso dia, até a estabilizacao
das mesmas. Foram feitas 4 repeticoes, para cada trata-
mento.

Foram analisados os parametros: periodo latente e
frequencia de infecgcao. Considerou-se a frequéncia de
infeccao como o numero total de plstulas existentes em
4 folhas primarias de feijoeiro, depois da estabiliza-
cao. E para o periodo latente, o tempo decorrido da ino
culagao até o aparecimento de 50% das plstulas (MENTEN, 1980).

Para o estudo do efeito do periodo de pré-tratamen-
to dos esporos na suspensao de inoculo e do regime lumi-
noso durante a incubagao no periodo latente e frequencia
de infecgao, empregou-se suspensoes de 2 x 104 esporos/
ml e periodo de incubagao de 48 horas. Metade da solu-
cao de inoculo permaneceu por 1 hora sem ser utilizada,
enquanto a outra metade, imediatamente apos o preparo da
suspensao, foi utilizada para as inoculacoes. Para ca-
da um dos tratamentos empregaram-se diferentes regimes
luminosos (12 horas claro/12 horas escuro e escuro contl
nuo). Foram feitas as contagens do numero de puastulas
e verificados os parametros periodo latente e frequencia
de infeccao; foram feitas 3 repeticoes para cada trata-
mento.
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Para cada experimento foi realizada a analise de va
riancia dos dados obtidos, de acordo com o  delineamen-
to experimental de blocos ao acaso, esquema fatorial,
visando verificar a significancia estatistica do
efeito de variacoes metodologicas sobre os  parametros:
periodo latente (P.L.) e frequéncia de infecgao (F.I.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dos resultados obtidos estao apresentados
nos quadros | a [V.

0 quadro | mostra o efeito da concentragEO de espo-
ros na suspensao de indculo e do tempo de camara umida so
bre o parametro P.L. Observa~se que nao ocorreram dife
rengas significativas ao nivel de 5% de probabllldadgtqﬂ
to para diferentes concentracoes, como para diferentes
periodos de camara umlda. A |nteragao concentragao  de
esporos e periodo de camara umida nao foi significativa.

0 quadro |l mostra o efeito da concentragao de es-
poros na suspensao de inoculo e do tempo de camara umi-
da na F.l.. Analisando-se os resultados obtidos, nota-
se que o coeficiente de variagéo foi bastante elevado
(C.v. = 139, 98/) As varlagoes da F.l. nos diferentes
periodos de camara umida nao foram significativos ao ni-
vel de 5% de probabilidade. Entretanto, um aumento na
concentracao de esporos provocou variacgoes significati
vas na F.l. ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste
F. As médias de F.|. para concentragao apresentada na
quadro foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5%. A interacgao nao foi significativa.

No quadro !l| pode-se observar o efeito do pré-tra-
tamento dos esporos na suspensao de inoculo e de diferen
tes regimes luminosos durante a incubagao, sobre o P.L..
De acordo com o0s resultados obtidos, verifica-se que o
P.L. nao foi afetado significativamente quando submeti=-
do ao pré-tratamento dos esporos por | hora na propria
suspensao de esporos. Observa-se, no entanto, uma varia
cao significativa do P.L. ao nivel de 1% para os diferen
tes regimes luminosos. A interagao pré-tratamento e lu-
minosidade nao foi significativa, indicando que o com-
portamento de um fator independe do outro.
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A analise de variancia dos dados apresentados no
quadro |V, mostrou, atraves do teste F, o efeito signifi
cativo ao nivel de 5% do perfodo de pré-tratamento  dos
esporos na F.!. Verificou-se um aumento de F.l. quan-
do os esporos foram deixados por 1 hora na propria sus-
pensao. Entretanto, constata-se que diferentes regimes
luminosos nao afetaram a F.i.. A interacao dos dois fa-
tores nao foi significativa.

0 aumento verificado na F.I. pelo pré-tratamento de
esporos deve-se, possivelmente,a exudacao de auto-inibi-
dores pelos esporos. Segundo ALLEN (1955), uredosporos
da ferrugem contém compostos que impedem a germlnagao ex
ceto quando removidos, usualmente pela flutuagaoem1agua
MACKON et alii (1970) isolaram e identificaram dois ini-
bidores da germinacao de suspensoes de esporos de ferru-
gem em agua, os quais tem propriedades auto-inibidoras.

Segundo MUSUMECI et alii (1973), metabolitos produ
zidos por uredosporos de diversas ferrugens podém  agir
como inibidores da germlnagao e desenvolvimento  desses
esporos. Esse fenomeno € denominado de auto-inibigao. MU
SUMECI| et alii (1973) verificaram que aumentando-se a
concentragao dos esporos de Hemilela vastatnix Bark et
Br. usados para ensaio de germinacao, de | mg/ml para 4
mg/ml, suprimiu-se quase completamente a germinagao, ©
que indica que os uredosporos de ferrugem continham  um
auto-inibidor que pode ser extraido pela lavagem dos es
poros com agua. -

CONCLUSOES
Tendo em vista os resultados obtidos conclui-se que:

] - Diferentes perlodos de camara umida nao afeta
ram os parametros: perfodo latente e frequencia de infég
cao;

2 - A frequéncia de infecgao fol maior quanto mais
elevada a concentragac de esporos, embora o perfodo la-
tente nao tenha sido afetado por essa variavel;

3 - Diferentes regimes de luz nao afetaram a fre-
quéncia de infecgao. Entretanto, o regime ''escuro con-
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tata pelo aumento do periodo latente em relacao ao regi
me luminoso 12 horas claro / 12 horas escuro; -

L - 0 pré-tratamento dos esporos provocou um aumen-
to na frequéncia de infecgao; no entanto, nao afetou o
periodo latente.

RESUMO

0 uso de cultivares resistentes destaca-se como uma
medida simples e economica de controle da ferrugem do
feijoeiro. 0 objetivo deste trabalho foi verificar o
efeito de variacoes metodologicas de inoculagao sobre
os parametros periodo latente (P.L.) e frequencia de in-
fecgao (F.1.), importantes componentes monociclicos da
resistencia horizontal (R.H.). Verificou-se que quanto
maior a concentracao de esporos na suspensao de inoculo,
maior foi a F.l.; entretanto, esta variavel nao afetou
significativamente o P.L.. Perfodos de inoculagao entre
15 e 48 horas nao afetaram significativamente a F.l. e
o P.L.. Empregando-se suspensoes de 2 x K esporos /
ml e periodo de incubacao de 48 horas, verificou-se que
ao se deixar os esporos por | hora na propria suspensao
de inoculo houve um aumento da F.l.; entretanto, o P.L.
nao foi afetado significativamente. Regimes de luz (12h
claro/12h escuro) durante a incubagao provocou uma dimi-
nuicao do P.L. em relacao ao escuro continuo; a F.l. nao
foi afetada pelos diferentes regimes de luz.

SUMMARY

INOCULAT ION METHODOLOGY OF Uromyces appendiculatus
(PERS.) UNG. ON COMMON BEAN (Phaseofus vulgarnis L.)
FOR EVALUATION OF MONOCYCLIC COMPONENTS OF THE
RES | STANCE

The use of resistant cultivars is a simple and eco-
nomic measure of bean rust control. The objectives of
this experiment was to verify the effect of variation in
the methodology of inoculation on the parameter latent
period (L.P.)and frequency of infection (F.I.),  impor-
tant monocvclic components of horizontal resistance. It
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was shown that greater concentrations of spores in the
inoculating suspension increase F.l. values, without sig
nificantly affecting the L.P.. Periods of incubation for
between and 15 and 48 hours didn’t significantly affect
the L.P. and F.I.

Using suspensions of 2 x 104 spores/ml and an incuba
tion period of 48 hours, it was found that leaving the

spores for an hour in the inoculating suspension pre-
vious to inoculation produced an increases in the F.Il.,
although the L.P. wasn't affected significantly. Diffe
rent patterns of illumination during indubation (12 h

light/12 h dark and continuous dark) didn't affect the
F.l.; the "continuous dark'' regime however caused an in-
crease in the L.P..
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