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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar a eficacia da ulvana, um polissacarideo proveniente de alga, em induzir resisténcia em
Phaseolus vulgaris contra Colletotrichum lindemuthianum, quando formulada sozinha ou com caulinita, silica amorfa ou atapulgita e
armazenada por 0, 4, 8 ou 12 meses. Apos cada periodo de armazenamento, as formulagdes e agua (controle) foram aplicadas a folhagem
de plantas de feijdo (cv. Uirapuru, estidio fenologico V,) aos 6 e 3 dias antes da inoculagdo com C. lindemuthianum. A severidade da
antracnose foi estimada em intervalos de 2 dias, com o aparecimento dos primeiros sintomas até 13 dias apds a inoculagdo. A partir dos
dados de severidade calculou-se a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD). A aplicagdo de ulvana (controle) ou de suas
formulagdes com silica amorfa ou caulinita, promoveu uma redugdo de cerca de 45% na severidade da antracnose. A eficiéncia da ulvana
em controlar a antracnose foi mantida nas formulagdes com silica amorfa ou caulinita, mas ndo naquela contendo atapulgita, durante o
periodo de 12 meses.
Palavras-chave: Antracnose, atapulgita, caulinita, feijao, silica amorfa, ulvana.

ABSTRACT
Effectiveness of formulas based on ulvan in inducing resistance in Phaseolus vulgaris against Colletotrichum lindemuthianum

The present work aimed to evaluate the effectiveness of ulvan, an algal polysaccharide, in inducing resistance of Phaseolus
vulgaris against Colletotrichum lindemuthianum when formulated alone or with kaolinite, amorphous silica or attapulgite, and stored for
0, 4, 8, or 12 months. Following each storage period, the formulations and a water control were applied to the foliage of bean plants (cv.
Uirapuru, growth stage V) at 6 days, and again at 3 days, before the foliage was inoculated with C. lindemuthianum. Anthracnose severity
was estimated at intervals of 2 days, beginning when the first symptoms appeared and continuing until 13 days after inoculation. The
severity data were used to calculate values for Area Under the Disease Progress Curve (AUDPC). The application of ulvan (control) or its
formulations with amorphous silica or kaolinite reduced anthracnose severity by 45%. The efficiency of ulvan in controlling anthracnose
was maintained throughout 12 months of storage when it was formulated with amorphous silica or kaolinite, but not with attapulgite.

Key words: Amorphous silica, anthracnose, attapulgite, common bean, kaolinite, ulvan.

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Scrib. ¢ uma das
doengas mais importantes da cultura do feijao (Phaseolus
vulgaris L.) no mundo. Até o presente momento, a
utilizagdo de cultivares resistentes e a pulverizagdo de
fungicidas sdo as principais medidas recomendadas para o
seu controle (Wordell & Stadnik, 2008). Por outro lado, a
exigéncia crescente dos consumidores por alimentos livres
de agrotoxicos aliada ao aumento nos custos da produgio
e a ocorréncia de patdgenos resistentes, vem levando a
necessidade de se utilizar métodos alternativos para o
controle de doengas.

Atualmente, oligo e polissacarideos algais vém
sendo estudados quanto a sua capacidade de atuar na
regulag@o do crescimento e desenvolvimento de plantas e,
na elicitag@o de seus mecanismos de defesa contra estresses
bidticos e abidticos (Stadnik & Paulert, 2008). Entre esses,
o mais estudado € a laminarana (ou laminarina), que ¢ um
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polimero de B-1,3 glucanos obtido de Laminaria digitata. A
laminarana ativa multiplas respostas de defesa em plantas
contra patogenos. Na Europa e Estados Unidos encontra-se
registrada e esta disponivel comercialmente em formulagoes
liquidas (ex.: Vacciplant®, lodus®), para controle de doengas
de grandes culturas tais como trigo, cevada, arroz, videira,
maga e péra (Elmer & Reglinski, 2006; Renard-Merlier et
al., 2007). Por exemplo, em videira e trigo, a pulverizagdo
de laminarana (0,5 a 1 g L") 10 dias antes da inoculagdo de
Plasmopara viticola ¢ Blumeria graminis ¢ capaz de reduzir
a severidade da doenga em até 75% (Aziz et al., 2003) ¢
60%, respectivamente (Renard-Merlier et al., 2007).

Algas do género Ulva, conhecidas como alface do
mar (“sea lettuce”), encontram-se amplamente distribuidas
ao redor do mundo, porém, suas potencialidades tém sido
pouco exploradas (Paulert et al., 2009). A partir de algas
deste género, ¢ extraido um heteropolissacarideo soltuvel
em agua (Cluzet et al., 2004; Paulert et al., 2009), que vem
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demonstrando potencial para o controle da antracnose do
feijao (Paulert et al., 2009).

Paulert et al. (2009) identificaram o polissacarideo
de U. fasciata por RNM-1H e RNM-13C como
unidades repetidas do acido ulvanobiurénico-3-sulfato,
denominado ulvana. Em condigdes de casa-de-vegetacio,
verificou-se que a aplicagdo foliar preventiva de ulvana
em feijdo (P. vulgaris) reduziu a severidade da antracnose
(C. lindemuthianum) em 38% (Paulert et al., 2009). Com
isto e considerando que a ulvana ndo inibe o crescimento
micelial e a germinagdo de conidios do fungo in vitro,
sugeriu-se que o controle obtido foi resultado da indugao
de resisténcia da planta. De fato, Cluzet et al. (2004)
monitoraram a expressdo de 152 genes de Medicago
truncatula (Gaertn.) ap6s o tratamento com ulvana e em
resposta a infec¢do de Colletotrichum trifolii (Bain.),
causador da antracnose. O polissacarideo eficientemente
elicitou multiplas respostas de defesa, tais como a
biosintese de fitoalexinas e de proteinas relacionadas
a patogénese (PR-proteinas). Segundo estes autores, o
polissacarideo ndo apresenta fitotoxicidade, nem causa
alteragdo do metabolismo primario da planta devido a sua
aplicagdo.

Com o desenvolvimento ou identificacdo de
moléculas bioativas, faz-se necessario, por vezes, o preparo
de formulagdes contendo agentes que visem eliminar
caracteristicas indesejaveis ou mesmo melhorar sua
atividade bioldgica (Medugno, 2007; Knowles, 2008).

Produtos fitossanitarios naturais a base de algas
marinhas s3o muitas vezes comercializados, inclusive
no Brasil, como biofertilizantes ou bioestimulantes na
forma de solucdo concentrada. Estes produtos tém em
sua composi¢do, além do ingrediente ativo (extrato ou
polissacarideos algais), outros nutrientes e compostos. Sua
aplicagdo inclui: melhorar a germinagdo das sementes, o
crescimento das raizes, a produgdo de flores, a frutificagdo
e até mesmo, a resisténcia a doengas, geada e seca (Stadnik
& Paulert, 2008).

Dentre as demais formulagdes conhecidas, pode-se
destacar a p6 molhavel (PM), que pode ser utilizada quando
o ingrediente ativo pode ser moido a seco em moinhos
mecanicos ou por moagem a ar (Knowles, 2008). A
primeira etapa no desenvolvimento de uma formulagdo PM
consiste na selecdo de um diluente adequado e compativel
com o ingrediente ativo. Além de sua fung@o diluente, este
componente pode ser quimicamente ativo, afetando o pH
da solug¢ao, melhorando a suspensibilidade, prevenindo
a compactagdo, imobilizando substiancias que poderiam
afetar o ingrediente ativo e retendo umidade. Estas
propriedades permitem a alteragdo do microambiente em
torno do ingrediente ativo, melhorando o armazenamento,
a manipulagdo e a aplicagdo do produto (Ward, 1984;
Medugno, 2007). Um PM tem em sua composi¢ao, além
do diluente e do ingrediente ativo, agentes surfactantes,
que visam conferir molhabilidade e reduzir a sedimentagao
(Medugno, 2007).
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Até o presente momento, ndo ha relatos do
desenvolvimento de formulacdes de PM de oligo ¢
polissacarideos algais. Assim, o presente trabalho objetivou
avaliar o efeito de diferentes diluentes na eficiéncia daulvana
em induzir respostas de defesa em plantas de Phaseolus
vulgaris contra o fungo Colletotrichum lindemuthianum.

Para tanto, foram realizados quatro experimentos,
em condigdes de casa-de-vegetagdo, durante o periodo de
um ano (0, 4, 8 e 12 meses ap6s o preparo das formulagdes),
conduzidos consecutivamente nos meses de agosto ¢
dezembro de 2008 e, abril e agosto de 2009.

O polissacarideo ulvana foi obtido a partir da alga
Ulva fasciata, conforme descrito por Paulert et al. (2009).
Para isso, 100 g da alga seca foram autoclavados em um
litro de agua destilada durante duas horas a 110°C. A
solugdo aquosa obtida foi filtrada e em seguida realizou-se a
precipitacao do polissacarideo com a adigdo de trés volumes
de etanol (98°GL), seguido do resfriamento a -20°C por 48
h. Entdo, os compostos precipitados foram coletados, secos
a 45+5°C por 48 h até peso constante e mantidos a 5°C, até
o0 seu processamento ¢ formulag@o.

Para o preparo das formulagdes foram utilizados os
seguintes diluentes: silica amorfa (Aerosil 200%, Degussa/
Evonik, Alemanha), composta basicamente por didxido
de silicio (SiO,), caulinita (Caulim Monte Pascoal®,
Monte Pascoal, Brasil), composta por 6xido de aluminio
(ALO,) e dioxido de silicio (SiO,) e atapulgita (Attagel 50
Engelhard®, BASF, Estados Unidos), constituida por 6xido
de magnésio (MgO), 6xido de aluminio (Al O,) e didxido
de silicio (Si0O,).

O polissacarideo foi moido junto com cada diluente
em uma proporg¢ao de 1:1 (p/p; diluente: ulvana) em moinho
de bolas (MA350, Marconi) até a obteng@o de um po fino
(didmetro médio de particulas = 29,4um). A limpeza do
moinho, entre as moagens, foi realizada com a adi¢ao do
proximo diluente a ser utilizado na moagem posterior. Em
seguida, as formulag¢des foram acondicionadas em frascos
de polipropileno (100 mL) com tampa de rosca e armazenadas
a 24 £5°C e 60% de umidade relativa do ar. A avalia¢do do
pH foi realizada aos 12 meses apos o preparo dos tratamentos.
As formulagdes de ulvana com a caulinita, a silica amorfa e a
atapulgita apresentaram pH de 7,6, 7,3 e 7,1, respectivamente,
enquanto que o pH observado para a ulvana pura foi de 6,8.

Plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L. cv. Uirapuru)
foram cultivadas em vasos plasticos (dois litros), contendo
uma mistura de solo argiloso ¢ composto organico (4:1; v/
v). As temperaturas de cultivo foram de 22 +5°C, 30 £6°C,
18 £6°C e 20 +5°C, para os tempos de 0, 4, 8 e 12 meses
apos o preparo das formulagdes, respectivamente.

Ao emitirem o segundo trifolio completamente
expandido (estddio fenologico V,), as plantas foram
pulverizadas (3 mL por planta) com as suspensdes das
formulagdes, usando uma pistola de pintura (Grifo®, Italia)
acoplada a um compressor de ar (pressdo de 25Ibf/pol?).
As plantas foram pulverizadas duas vezes, aos 6 e 3 dias
antes da inoculacdo, conforme descrito por Paulert et al.
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(2009). As formulagdes (50% 1i.a.) foram aplicadas a 20
mg mL". A pulveriza¢do de ulvana (10 mg mL") e agua
destilada serviram como testemunhas positiva e negativa,
respectivamente.

Utilizou-se o isolado MANE 001-03 da raga
fisiologica 73 de Colletotrichum  lindemuthianum
(Loffaguen et al., 2005). O inoéculo foi obtido apos o
crescimento do fungo por 15 dias sobre vagens de feijao,
conforme metodologia descrita por Talamini et al. (2004).
As plantas foram aspergidas com uma suspensdo de 3x10°
conidios por mL quando apresentaram o terceiro trifolio
completamente expandido. As plantas foram mantidas
em camara imida (umidade relativa >90%) no escuro por
48 h. Findo este periodo, as plantas foram transferidas
novamente para bancada em casa-de-vegetagdo, onde
permaneceram até a avaliagdo dos sintomas da antracnose.
A severidade da antracnose foi avaliada a cada dois dias a
partir do aparecimento dos primeiros sintomas até 13 dias
apos a inoculacdo (d.a.i.), totalizando quatro avaliagdes.
Para tanto, foi utilizada a escala de Rava et al. (1993) com
notas para a porcentagem de area foliar lesionada que
variam de 1 (auséncia de sintomas) a 9 (maioria das plantas
mortas). A partir das notas, foi calculada a Area Abaixo da
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Curva de Progresso da Doenca (AACPD), utilizando-se a
seguinte formula: AACPD = [((y1+y2)/2)*(t2-t1))], onde
yl e y2 s@o duas avaliagdes consecutivas de severidade
realizadas nos tempos tl e t2, respectivamente (Araujo
etal., 2010).

Os experimentos foram conduzidos em
delineamento experimental completamente casualizado,
com cinco repeti¢des. Cada repeti¢ao foi constituida de
um vaso com trés plantas. A severidade da parcela foi
obtida através da média aritmética da severidade das trés
plantas constituintes da repetigdo.

A severidade da antracnose avaliada 13 dias
apos a inoculagdo no primeiro e segundo trifolios de
plantas testemunhas, atingiu, em média, nota 5. Estas
plantas apresentavam lesdes necroticas visiveis em
ambas as faces da folha atingindo até 3% das nervuras
(Figura 1). A pulverizagdo de ulvana ou das formulagdes
do polissacarideo com a silica amorfa ou caulinita, reduziu
a severidade aos 13 d.a.i., em média, em 43, 50 ¢ 47%,
respectivamente. A AACPD nas plantas testemunhas foi em
média 44. A pulverizagdo com ulvana e com as formulagdes
do polissacarideo com a silica amorfa e caulinita reduziu a
AACPD em média, em 44, 48 ¢ 46%, respectivamente.
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FIGURA 1 - Severidade da antracnose aos 13 d.a.i e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) avaliadas no primeiro e
segundo trifdlios de plantas de Phaseolus vulgaris cv. IPR Uirapuru pulverizadas com ulvana e as combinagdes de ulvana com os inertes
caulinita (U+Ca), silica amorfa (U+SiA) e atapulgita (U+At) (concentragdo final de ulvana = 10mg mL""), avaliadas aos 0, 4, 8 e 12 meses
apos o preparo das formulagdes. Letras mintisculas para a severidade e maiusculas para a AACPD indicam diferenca significativa ao nivel

de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
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Na tltima avaliagdo (agosto de 2009; 12 meses apds
o preparo das formulagdes), o efeito dos tratamentos com
ulvana ou das formulagdes do polissacarideo com a silica
amorfa ou caulinita foi significativo somente paraa AACPD
(Figura 1). A pulverizagdo da formulagdo de ulvana com a
atapulgita ndo reduziu significativamente a severidade aos
13 d.a.i e a AACPD, em nenhum dos momentos avaliados.

No presente trabalho, observou-se que a pulverizagio
tanto de ulvana pura (testemunha positiva) quanto formulada
com os diluentes silica amorfa e caulinita, promoveu redugio
significativa (45%) na severidade da antracnose (Figura 1)
em plantas de P vulgaris cv. IPR Uirapuru. Resultados
semelhantes foram obtidos por Paulert et al. (2009), que
relataram uma redugao de 38% na severidade da antracnose
em plantas de P, vulgaris previamente tratadas com ulvana.
Considerando que a ulvana nao possui efeito antifingico
e que pode elicitar respostas de defesa tanto local quanto
sistemicamente em plantas (Cluzet et al., 2004; Paulert et al.,
2009), pode-se atribuir a redu¢ao da doenga a mecanismos
de defesa induzidos pelo polissacarideo.

A severidade final da antracnose ¢ a AACPD foram
afetadas de maneira semelhante pelas formulacdes de
ulvana com a silica amorfa ou caulinita durante os quatro
periodos avaliados, especialmente nos trés primeiros
onde a intensidade de doenga foi similar. No entanto, em
agosto de 2009 (12 meses apos o preparo das formulagdes)
somente foi possivel detectar diferenca estatistica quando
se analisou a AACPD (Figura 1). Duas hipéteses podem
ser levantadas para a explicacdo desses resultados:
1) A escala de notas de Rava et al. (1993) ndo seria
suficientemente sensivel para a detecgdo de pequenas
variagdes na severidade, principalmente quando
seus niveis sdo baixos. Como pode ser observado
na Figura 1, a nota média maxima obtida foi 4, para
plantas testemunhas, enquanto que, a nota média dos
demais tratamentos foi 2. Ambas as notas representam
a mesma porcentagem de area foliar afetada (1%).
Ou ainda, 2) o nivel de resisténcia induzido nao foi
significativo frente a testemunha que teve uma baixa
severidade (Figura 1). Tem-se observado que os efeitos
de indutores de resisténcia sdo dificultados em limites
de doengas inferiores e superiores. Por exemplo, o
priming induzido pela aplicacdo de sacarina em plantas
de cevada contra Rhynchosporium secalis foi significativo
somente sob alta pressdo de indculo (5x10° esporos por
mL) (Walters et al., 2008). Por outro lado, a redugdo na
incidéncia da murcha bacteriana em plantas de tomate pela
aplicacdo de Acibenzolar-S-metil foi significativa, somente
sob baixas concentragdes de Ralstonia solanacearum (10° ou
10° unidades formadoras de colonia por mL) (Pradhanang et
al., 2005).

Os diluentes caulinita e silica amorfa nfo
influenciaram a eficiéncia da ulvana em elicitar respostas de
defesa em plantas de P. vulgaris contra C. lindemuthianum,
durante o periodo de um ano (Figura 1). Estes diluentes sdo
quimicamente estaveis e vém sendo amplamente utilizados
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em cosméticos, alimentos, fertilizantes e pesticidas
(Murray, 2007). Sabe-se que o silicio esta fortemente ligado
nas particulas de argilas, ndo sendo liberado em solugdes
aquosas (Carroll & Starkey, 1971), a0 menos em niveis que
possam ter efeito sobre doencas foliares.

O diluente atapulgita reduziu em todos os
momentos avaliados a eficiéncia do polissacarideo
ulvana em elicitar respostas de defesa em plantas de
P. vulgaris contra o fungo C. lindemuthianum (Figura
1). Considerando que o diluente pode interagir com o
ingrediente ativo (Ward, 1984; Medugno, 2007; Knowles,
2008), pode-se sugerir que o polissacarideo tenha sido
adsorvido pela argila. Sabe-se que a ulvana pode formar
agregados com a montmorilonita, através da formacgéo de
pontes de hidrogénio com os grupos hidroxilas da argila
(Laza et al., 2007). A montmorilonita (férmula empirica:
(Na,Ca),,(Al,Mg),S1,0, (OH),'nH,0)possuicomposi¢ao
quimico-fisica semelhante a atapulgita. Ambas as argilas
apresentam fortes propriedades adsorventes (Ward, 1984).
Durante o preparo dos tratamentos para a aplicagdo,
observou-se que a formulagdo contendo atapulgita
apresentou uma maior dificuldade de dissolugdo e formou
aglomerados de particulas.

A ulvana nao formou aglomerados de particulas
com a caulinita (argila), como aqueles observados com
a atapulgita. Isto pode ser explicado pela estrutura
quimica destas argilas. A caulinita é estruturada em
duas camadas, uma de tetraedros de 6xido de silicio e
outra de octaedros de 6xido de aluminio. Ao contrario
da caulinita, a atapulgita ndo ¢ estruturada em camadas ¢
sim em forma de cadeia de tetraedros de 6xido de silicio
ligados por octaedros de oxigénio e hidroxilas contendo
cations aluminio ¢ magnésio (Ward, 1984). Sabe-se que
as variagdes estruturais sdo responsaveis por alterar
propriedades fisico-quimicas das argilas, tais como a carga
da superficie, influenciando suas propriedades adsorventes
(Ward, 1984).

Neste trabalho, demonstrou-se a compatibilidade da
ulvana com os diluentes caulinita e silica amorfa. A correta
sele¢@o do diluente ¢ o passo inicial no preparo de uma
formulagdo PM (Ward, 1984; Medugno, 2007). Sendo
assim, faz-se necessario, em trabalhos futuros, a selegao
dos demais componentes da formulagdo, tais como os
adjuvantes. Ao término, a formulacdo ideal deve permitir
a maximizac¢do do potencial elicitor do polissacarideo
e sua aplicacdo em menores doses. Por fim, pode-se
concluir que a silica amorfa ou a caulinita mantiveram
a eficiéncia da ulvana em reduzir a antracnose, enquanto
que a atapulgita afetou negativamente o desempenho do
polissacarideo.
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