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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do polissacarideo ulvana em induzir resisténcia a ferrugem e estudar os mecanismos
de defesa desencadeados em cultivares de feijoeiro apresentando diferentes niveis de resisténcia. Para tanto, plantas de feijoeiro do grupo
carioca, BR IPA — 11 Brigida (resistente), Pérola (moderadamente suscetivel) e IPR Juriti (suscetivel), foram pulverizadas com ulvana (10
mg/mL) ou dgua destilada (testemunha) aos 6 ¢ 3 dias antes da inoculagdo com Uromyces appendiculatus. Ulvana reduziu o didmetro das
pustulas nas trés cultivares e provocou o aumento na atividade de glucanases apenas na cv. Pérola, 48 h apds a inoculag@o. O polissacarideo
ndo inibiu a germinagao do fungo em discos foliares e nao alterou a atividade de peroxidases. Comparando-se as cultivares, Brigida exibiu
significativamente um menor numero ¢ didmetro de pustulas, mas possibilitou a maior germinagéo de uredosporos na superficie foliar. As
atividades de peroxidases e glucanases foram menores nessa cultivar em relacdo a suscetivel (Juriti). Com base nos resultados, discute-se
o papel de alguns mecanismos nas resisténcias basal ¢ induzida por ulvana em feijoeiro em relagdo ao agente causal da ferrugem.
Palavras-chave: Ferrugem, germinagfo, indugéo de resisténcia, proteinas-RP.

ABSTRACT
Mechanisms of defense elicited by ulvan against Uromyces appendiculatus in three bean cultivars

The aim of this work was to evaluate the potential of algal polysaccharide ulvan to induce resistance to rust and to study defense
mechanisms triggered by it in bean cultivars showing different levels of resistance. Bean cultivars of carioca group, i.e., BR IPA -
11 Brigida (resistant), Perola (moderately susceptible) and IPR Juriti (susceptible), were sprayed with ulvan (10 mg/ mL) or distilled
water (control) at 6 and 3 days before inoculation with Uromyces appendiculatus. Ulvan reduced the diameter of pustules on the three
cultivars and led to an increase in the activity of glucanases only in cv. Perola, 48 h after inoculation. The polysaccharide did not inhibit
the germination of the fungus in leaf discs and did not alter the activity of peroxidases. Comparing the cultivars, Brigida exhibited a
significantly lower number and diameter of pustules, but allowed the highest germination of uredospores on the leaf surface. The activities
of peroxidases and glucanases were lower in this cultivar compared to the susceptible one (Juriti). Based on the results, we discuss the role
of some resistance mechanisms in both basal and ulvan-induced resistance of bean towards the rust fungus.
Key words: bean rust, germination, resistance induction, PR-proteins.

O feijao ¢ considerado um alimento de grande
importancia econdmica e social, constituindo uma das
principais fontes de proteina utilizadas na alimentagao da
populagdo brasileira. Dentre o grande numero de doengas
que ocorrem na cultura, a ferrugem causada pelo fungo
Uromyces appendiculatus F. Strauss ¢ considerada uma das
mais importantes, podendo causar prejuizos de até 45% na
producdo em cultivares suscetiveis, sob ambiente favoravel
(Jesus Junior et al., 2001).

Os primeiros sintomas sao observados na superficie
abaxial das folhas, 6 a 7 dias apds a infec¢@o, como pequenas
manchas esbranquigadas “flecks” levemente salientes,
recobertas pela cuticula da folha, que vdo aumentando de
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tamanho, até que aos 10 a 12 dias rompem a epiderme
formando pustulas maduras marrom-avermelhadas, que
caracterizam o sintoma tipico. As temperaturas mais
adequadas para a germinagao dos uredosporos estdo entre
12,5 ¢ 22°C (Mcmillan et al., 2003).

Apesar de existéncia de cultivares resistentes a
ferrugem, o controle genético desta doenga ¢ dificultado
devido a presenca de inlimeras ragas fisiologicas do
patégeno (Singh, 2001). Devido aos problemas ambientais
causados pelo uso de agrotdxicos ¢ aos freqilientes relatos
do aparecimento de isolados de U. appendiculatus
resistentes aos fungicidas, a agricultura moderna exige
o desenvolvimento de medidas alternativas ao controle
quimico. A inducdo de resisténcia pode ser entendida como
o aumento da atividade dos mecanismos estruturais e/ou
bioquimicos de respostas de defesa da planta pela utilizagdo
de agentes externos, de origem bidtica ou abiotica. Os

Tropical Plant Pathology 35 (5) September - October 2010



Mecanismos de defesa eliciados por ulvana contra Uromyces appendiculatus...

mecanismos ativados podem envolver a formacdo de
papilas, halos, tiloses, além da sintese de compostos como
fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese, tais
como peroxidases e glucanases (Kiraly et al., 2007).

Os polissacarideos obtidos de algas marinhas tém
demonstrado efeito como potenciais indutores de respostas
de defesa das plantas (Aziz et al., 2003; Cluzet et al., 2004;
Paulert et al., 2009). Entre esses, destaca-se a ulvana,
presente na parede celular de algas do género Ulva spp., as
quais sao encontradas em todo o litoral brasileiro (Paulert
et al., 2009). Nesse sentido, os objetivos do atual trabalho
sdo0 avaliar a capacidade da ulvana em induzir resisténcia
em trés cultivares de feijoeiro contra o agente causal da
ferrugem e estudar os mecanismos de agdo envolvidos.

As amostras da alga Ulva fasciata foram coletadas
manualmente em janeiro de 2007 nos costdes rochosos da
praia da Armagao (latitude: 27° 44’ 53,7” S; longitude: 48°
29’ 55,67, Floriandpolis, Santa Catarina), lavadas em agua
corrente e secas em estufa a 50°C durante 48 h. A extracdo
do polissacarideo foi baseada em Fernandes (2007).

Plantas de feijdo carioca BR IPA - 11 Brigida
(resistente), IPR Juriti (suscetivel) e Pérola (padrdo
moderadamente suscetivel) foram cultivadas no periodo
de setembro a outubro de 2007 em casa-de-vegetacao,
com temperaturas médias variando de 19 a 23°C, em vasos
contendo 2 kg de mistura homogénea (v/v) de solo argiloso
(75%) e composto organico (25%). As plantas, no estadio
V3, foram tratadas com agua destilada ou ulvana (10 mg/
mL) e, 3 e 6 dias depois, inoculadas com uma suspensio
de 10° ureddésporos/mL de U. appendiculatus (isolado
MANE4). Apds a aspersdo de um volume de 2 mL/planta,
os vasos foram acondicionados em camara umida por 48
horas. Findo este periodo, as plantas retornaram para as
bancadas da casa-de-vegetagdo, onde permaneceram até
a avaliagdo do experimento. A determinagdo do nimero de
pustulas/cm’ e do didmetro das pustulas foram efetuados aos
15 dias apos a inoculagdo, no primeiro trifolio de cada planta.

Para as analises microscopicas, foram coletados trés
discos foliares de 9 mm de didmetro obtidos a partir do
foliolo central do primeiro trifolio de cada cultivar, tratados
com ulvana ou agua destilada, 48 horas ap6s a inoculag@o.
Os discos foliares coletados foram imediatamente colocados
com a superficie abaxial voltada para cima, em placas de
Petri contendo papel de filtro umedecido com solugdo de
etanol e acido acético (3:1 v/v) para a retirada da clorofila.
A solugao foi trocada periodicamente durante 3 dias. Em
seguida, os discos foram lavados com agua destilada e
fixados em solucdo de lactoglicerol, acido latico e agua
destilada (1:1:1 v/v) (Stadnik & Buchenauer, 2000) ¢
examinados com o auxilio de um microscopio 6ptico, sob
aumento de 480X (PZO, modelo StudarLab, Polonia). A
porcentagem de germinacdo e a formagdo de apressorios
sobre os estdomatos foram determinadas em cerca de 40
ureddsporos por repetigao.

Para as analises da atividade das enzimas peroxidases
¢ glucanases, foram coletados, respectivamente, o foliolo
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lateral esquerdo e direito do primeiro trifélio de plantas
tratadas com ulvana e das testemunhas, 48 horas apds a
inoculagdo. As amostras foram maceradas em nitrogénio
liquido, até a obtengdo de um pd. Em seguida foram
adicionados 1,5 mL de tampao fosfato de sdédio 50 mM,
pH 7,0 (peroxidases) ou tampao acetato de sddio 0,1 M, pH
5,0 (glucanases), contendo fluoreto de fenilmetanosulfonila
(1 mM) (Sigma, EUA). A suspensdo foi transferida para
microtubos de 2 mL, centrifugada a 20.000 g/30 min, a 4°
C, ¢ o sobrenadante foi recolhido (extrato protéico).

A determinagdo da atividade de peroxidases seguiu
a metodologia descrita por Stadnik ¢ Buchenauer (2000),
utilizando guaiacol 0,25% (v/v) (Sigma, EUA) e peroxido
de hidrogénio 0,1 M (Merck, Alemanha) como substratos e
os resultados foram expressos como unidades de Densidade
Optica a 470 nm / mg proteina /min, apos a determinagio do
conteudo de proteinas totais nas amostras pelo método de
Bradford (1976). A atividade de glucanases foi conduzida
utilizando laminarina como substrato, conforme descrito por
Di Piero & Pascholati (2004), quantificando-se os agticares
redutores pelo método de Lever (1972), e os resultados
foram expressos em pKatal/mg de proteina, sendo que 1
Katal ¢ definido como a atividade enzimatica que cataliza a
formacdo de 1 mol de equivalente-glicose / segundo.

O experimento foi realizado utilizando-se o
delineamento completamente casualizado. Para a avaliagdo
do nimero ¢ tamanho de pustulas foram utilizadas
duas plantas de um vaso com trés plantas como unidade
experimental, a planta restante foi utilizada para a retirada de
amostras para as observagdes microscopicas ou atividades
de peroxidases e glucanases. Ao todo foram utilizadas
oito repetigdes para as analises do niimero e diametro das
pustulas. Para as analises microscopicas e enzimaticas,
foram utilizadas quatro repetigdoes. Depois de verificada a
homogeneidade das variancias, os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) com esquema fatorial
(3x2) e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A pulverizagao do polissacarideo ulvana nio afetou o
numero de ptstulas/cm? da ferrugem (dados ndo mostrados),
mas promoveu uma redugdo média de 23,8% no didmetro
das mesmas em plantas de feijdo (cultivares Brigida, Pérola
e Juriti) pulverizadas aos 6 e 3 dias antes da inoculagdo
do patdégeno (Tabela 1). Este resultado ¢ semelhante aos
obtidos por Fernandes (2007) e Aratjo et al. (2008) que
observaram, respectivamente, redu¢do do crescimento das
lesdes de Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro e
diminui¢do da severidade da mancha foliar da Glomerella
em plantulas de macieira tratadas preventivamente com
ulvana.

A pulverizagdo de ulvana ndo teve efeito sobre a
germinacdo de U. appendiculatus. Por outro lado, verificou-
se que a maior porcentagem de germinagao de ureddsporos
sobre a superficie foliar foi encontrada na cv. BR IPA-
11 Brigida (resistente). A porcentagem de apressorios
formados sobre estdmatos, embora ndo significativa,
também foi maior nessa cultivar (Tabela 2), sugerindo que
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TABELA 1 - Diametro médio das pustulas no primeiro trifélio das cultivares de feijoeiro do grupo carioca pulverizados com ulvana (10
mg/mL) ou 4gua destilada, 15 dias apds a inoculagdo de Uromyces appendiculatus

Diametro das pustulas (um)

Cultivares Testemunha Ulvana Média®
BR IPA —11 Brigida 445,5 316,8 381.2b
Pérola 523,0 398,5 460,8 a
IPR Juriti 616,3 490,8 553,6a
Média 5283 402,1*

*significativo pelo teste F (p < 0,05).

“Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

TABELA 2 - Porcentagem da germinagdo de ureddsporos e formagao de apressorios de Uromyces appendiculatus sobre a superficie foliar
de cultivares de feijoeiro do grupo carioca pulverizadas ou ndo com ulvana, 48 h apos a inoculagio

Germinacao de uredosporos %

Formacgao de apressérios %

Cultivares Testemunha Ulvana Média* Testemunha Ulvana Média™
BR IPA-11 Brigida 76,7 81,6 79,2 a 39,7 34,0 36,8
Pérola 65,2 43,7 54,4 b 21,8 24,3 23,0
IPR Juriti 54,6 62,6 58,7b 33,0 24,0 28,4
Média 65,5 62,7 "™ 31,5 27.4"™

*Nao significativo pelo teste F (p<0,05).

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

o mecanismo de resisténcia da cv. Brigida atue em fases
posteriores a infecgdo.

As atividades de duas enzimas relacionadas com a
defesa foram detectadas em todas as cultivares de feijoeiro
estudadas, independente do nivel de resisténcia. A atividade
de peroxidases pode produzir radicais livres toxicos para o
patdgeno e participar do reforgo da parede celular da planta
através do envolvimento nas etapas finais da biossintese de
lignina (Stadnik & Buchenauer, 2000). Observou-se que
a atividade de peroxidases 48 horas apos a inoculag@o foi
maior na cv. IPR Juriti, caracterizada como suscetivel, com
um aumento de pelo menos 65% em relagdo a atividade
na cv. resistente BR IPA — 11 Brigida, independente do
tratamento com ulvana (Figura 1). Roldan Serrano et al.
(2007) verificaram que as atividades de peroxidases e
quitinases em hipocétilos de plantulas de girassol também
foram significativamente maiores nas plantulas suscetiveis
ao mildio (Plasmopara halstedii). A pulverizagdo de ulvana
ndo afetou significativamente a atividade de peroxidases
quando comparada com as amostras pulverizadas com agua
destilada (Figura 1).

A B-1,3-glucanase ¢ uma enzima hidrolitica que
apresenta agdo direta contra o patoégeno, degradando sua
parede celular e possivelmente atuando como uma barreira
quimica, inibindo a formagdo do haustorio na célula
hospedeira (Hu & Rijkenberg, 1998). A exemplo do ocorrido
para as peroxidases, plantas da cv. resistente BR IPA — 11
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Brigida apresentaram menor atividade desta enzima que a
cv. suscetivel IPR Juriti. A pulverizagdo de ulvana causou o
aumento da atividade de glucanases somente nas plantas da
cv. Pérola (moderadamente suscetivel), mas ndo em Juriti,
uma cultivar com maior nivel de suscetibilidade (Figura
2). Desse modo, a participagdao dessa enzima na redugdo
do nimero de pustulas da ferrugem ¢é questionavel. Uma
explicacdo para este resultado contraditorio ¢ que ndo sio
todas as glucanases que possuem atividade antifingica
(Sela-Buurlage et al., 1993). Rauscher et al. (1999)
observaram aumento na expressdo de B-1,3-glucanases ¢
quitinases em plantas de feijao-fava tratadas e ndo tratadas
com os indutores acido salicilico e acido 2,6- dicloro
isonicotinico, no entanto, a presenga dessas enzimas ndo
afetou o desenvolvimento de U. fabae.

Em algumas situagdes, o aumento na atividade
enzimatica pode ser mais uma conseqiiéncia do
metabolismo da planta apos a infec¢do do que propriamente
uma resposta conduzindo a defesa (Roldan Serrano et al.,
2007). Para a maioria dos fungos causadores de ferrugens,
o primeiro haustorio ¢ formado entre 24 e 48 horas apos a
inoculagdo das plantas (Emeran et al., 2005), enquanto que
as analises de peroxidases e glucanases do atual trabalho
foram efetuadas 48 horas depois. Pode ser que o genotipo
suscetivel, ndo bloqueando a colonizagdo flingica logo
nas fases iniciais através de mecanismos bioquimicos
e estruturais de resisténcia, passou a produzir uma
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FIGURA 1 - Atividade de peroxidases 48 horas apds a inoculagao
de Uromyces appendiculatus em cultivares de feijoeiro do grupo
carioca BR IPA - 11 Brigida, IPR Juriti e Pérola pulverizadas ou
ndo com ulvana.
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FIGURA 2 - Atividade de glucanases 48 horas apos a inoculagdo
de Uromyces appendiculatus em cultivares de feijoeiro do grupo
carioca BR IPA - 11 Brigida, IPR Juriti e Pérola pulverizadas ou
ndo com ulvana.

grande quantidade de enzimas de defesa num momento
inoportuno, quando a atividade dessas ja ndo poderia
mais atuar eficientemente sobre o fungo. Ao contrario, o
gendtipo resistente, restringindo a colonizagdo flngica
logo nas primeiras etapas, cessou a ativagdo de repostas
de resisténcia, culminando com uma menor biossintese de
glucanases e peroxidases nas fases posteriores.

Por outro lado, Siegrist et al. (1997) verificaram
associagdo da redugdo da severidade da ferrugem e a
alta producdo de glucanases em fluidos intercelulares
de folhas de feijoeiro tratados com acibenzolar-S-metil
(ASM) e inoculados com U. appendiculatus quando
comparadas com as plantas ndo tratadas. Iriti & Faoro
(2003), trabalhando com o mesmo patossitema através de
analises histologicas, observaram o acumulo de perdxido
de hidrogénio nos tecidos das folhas entre 12 e 48 horas

Tropical Plant Pathology 35 (5) September - October 2010

apo6s o tratamento com ASM, mas sem a ocorréncia de
reagdo de hipersensibilidade, evidenciando a alta atividade
de peroxidase nas plantas que expressaram resisténcia,
atuando principalmente no refor¢o da parede celular pela
ligagdo de proteinas e deposi¢ao de lignina. Dessa forma,
no presente trabalho, ndo foi possivel atribuir isoladamente
a um dos mecanismos de defesa estudados um papel de
grande significancia na resisténcia de feijoeiro a ferrugem
ou na forma de atuag@o do polissacarideo ulvana.
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