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1 - INTRODUGAO

0 feiljdo € a mais importante fonte de alimento em diversas
partes do Mundo. 0 nosso pais figura entre sstas como o maior produtor
e consumidor, sendo a nossa produgado em torno de dois milhoes de tonela-
das anuais, apesar do baixo rendimento por area, o que reflete a falta
de pesquisa sobre essa leguminosa.

Entre os fatores que determinam essa baixa produtividade po
demos apontar aqueles de ordem fitossanitaria e dentre esses as podri-
does de rafzes causadas peloé fungos Rhizoctonia solant Kunh , Thiela-
viopsis bastcola (Berk e Br) Ferr. e Fusariun solani f. phaseols
(Berk) Snyd. e Hans.

Diversos autores tem estudado as relagOes entre patdgenos e
esta leguminosa e t&m encontrado substancias de natureza fendlica que
possuem a capacidade de inibir "in vitro” aos mais diversos microrganis-
mos .

No levantamento bibliografico, verificou-se apenas referé&
ciaaos estudos deﬁtas substancias em hipocotilos, vagens e folhas (4,
11, 13, 16 , 18 , 25) nao se encontrando nada que nos fale sobre sis-
tema radicular, apesar deste estar diretamente envolvido, pois os fungos
em questao sao causadores de podridoes de rafzes. Em vista disso desen
volyemos o presente estudo de compostos fenolicos e fitoalexinas em
hipocotilos e rafzes de feijoeiro inoculados com Fusarium solani f. pha

seolt



2 -~ REVISAO DE LITERATURA

OCORRENCIA E IMPORTANCIA DA DOENGA

De acordo com PIERRE (19) , a podridao das rafzes, causada
por Fusarium solani f. phaseoli , fol primeiramente descrita por BURK
HOLDER. Este fungo é patogenico a todas as variedades comerciais de
Phaseolus vulgaris L. , tendo sido observada uma grande variabilidade no
grau de susceptibilidade nas diversas linhagens estudadas. CHATTERJEE
(9) , em seu trabalho, menciona que a podridao de ralzes, causada por
fungos do genero Fusarium , @ a principal doenga do feijoeiro no Estado
de Idaho, e que a sua ocorréncia e de tal ordem que se torna quase impos
s{vel encontrar plantas sadias. BURKE (5) conclui que a produgac 8
grandemente afetada por este fungo. NASH (18) wverificou que 70 a 90%
das lesOes encontradas em hipocotilos eram causadas por Fusarium solani
f. phaseoli , enquanto nas ralzes a porcentagem encontrada fol apenas de
20 a 25% . BURKE (8) concluiu que a influencia do fungo foi muito
mais importante nas raizes laterais que sobre hipocotilos e rafzes prin-
cipais.

No Brasil, a ocorrencia deste fungo fol verificada por Car
doso (informagao pessoal), sendo necessario, ainda, um levantamento para
se verificar a distribuigado e frequencia do patdgeno nas diversas areas

de cultivo.



ALTERAGOES FISIOLOGICAS E INTENSIDADE DE DOENGA

ROMANOWSKI et alii (22) concluiram que as diferengas entre
as concentragoes de seis substancias fendlicas, tanto nas variedades sus
ecetivelis como nas resistentes, estao diretamente ligadas ao nimero de
lesoes existentes e que o aumento ou produgao destes compostos resulta
da interagao parasita/hospedeiro, uma vez que apenas trés destes compos
tos foram encontrados em extratos de plantas sadias.

BARNES e WILLAMS (3) encontraram resultados semelhantes
nas interagoes entre Venturia inaequalis e Podosphagra leucotricha
com macieiras. Esses autores verificaram a formagao de fen6is e couma-
rinas em folhas e cascas de frutos de macieira inoculados. Nas combina
coes suscetivels parasita/hospedeiro, as concentragoes encontradas fo-
ram sempre malores que nas combinagoes resistentes. Apesar destes re-
sultados eles supoem que, nas combinagoes resistentes, a concentragao
destes compostos por cé€lula seja maior que nas células das combinacgoes
suscet{veis. Consideram que a maior concentragcao verificada nas combi
nagoes suscet{veis deva-se talvez ao fato de terem sido feitas extra-
goes de folhas inteiras e que, nestas combinagoes, o nimero de lesoes

por folha era maior que aquele obtido nas combinagoes resistentes.

PRODUGAO DE FENOIS NA INTERAGAO PFusariwn/FEIJOEIRO

PIERRE (18) estudou as interagoes entre os fungos Fusa-
riun solani F. phaseoli , C(ladosporiwn cladosporioides , Thielaviop-

sis basicola e Monilinia fructicola, com diversas linhagens de feijoei



ro, utilizando-se da técnica da gota de difusao. Observou a formagao de
compostos fendlicos 24 horas apos a gota ter sido colocada sobre o tecido
dos hospedeiros e que nas combinagoes Fusarium solani f. phaseoli e fel
joeiro obtinha-se uma concentragao mais elevada de o-dihidroxifenois que
nas demais combinagoes.

CARDOSO (7) determinou que a concentragaoc de fenois totais
no extrato cru de hipocotilos infectados por Fusariwm solani , aumenta
com o desenvolvimento das lssoes,alcangando o méximo 15 dias apds a inocu
lagao, o que corresponde a quase sels vezes os teores fendlicos existen -
tes nas plantas sadias. Determinou também que a taxa de produgao de fe
nois totais em plantas doentes excede a taxa de crescimento da planta do
3° ao 9% dia , sendo superada ao 15° dia em diante ap6s a inoculagao.
Quando a mesma relagao foi feita com tecido de plantas sadias, a taxa de

produgao de fendis foli sempre menor que o crescimento da planta.

VARTAGAO QUALITATIVA DE COMPOSTOS FENOLICOS FORMADOS NA INTERAGAD

DE ALGUNS FUNGOS E FEIJOEIRO

PIERRE (19) trabalhando com hipocotilos de feijoeiro inocu-
lados com Thielaviopsis basicola , Fusariwn solani f. phaseoli , Clados
porium eladosporioides e Monilinia fructicola , obteve extratos que fo-
ram fracionados com eter de petrdleo, os quais foram analisados cromato-
graficamente. Nesta analise determinou a existeéncia de treés substancias
fenolicas, as quais denominou substancias I , II e III . Atraves de bio-

ensaios verificou que apenas as substancias I e II possuiam atividade



antifingica. 0 exame espectrofotométrico demonstrou que a substancia
IT possuia espectro de absorgao semelhante ao conhecido para phaseol-
lin. Posteriormente PIERRE e BATEMAN (20) estudando combinagdes RhZ
zoctonia solani/feijoeiro, concluiram que a substancia I € que seria o
phaseollin,invertendo deste modo a nomemclatura utilizada anteriormente.

VAN ETTEN e BATEMAN (26) , utilizando cromatografia de ca-
mada fina em suporte de silica Gel - G (Merk) e como sistema de sol-
vente uma mistura de pentano - eter et{lico - acido acético (75:25:1) ,
determinaram que o Rf do phaseollin era 0,34 e gue o mesmo poderia
ser visualizado por fluorescencia sob ultra-violeta curta ou com reagen
tes especificos para fendis.

HAOWIGER e Von BROEMBSEN (12) ; HESS e SCHWOCHAU (13) e
HESS et alii (14) usaram uma solugdo de cloreto ferrico a 1% em meta-
nol como reagente especifico para pheseollin, pulverizando as placas
cromatograficas com esta solugdo e, apds breve aquecimento, observaram
a formagado de uma coloragao avermelhada.

CARDOSO (7) cromatografou extratos de hipocotilos inocu-
lados com Fusarium solani f. phaseoli utilizando-se do mesmo sistema
de cromatografia em camada fina descrita por VAN ETTEN e BATEMAN (28),
e observou que nos extratos resultantes havia uma substancia no Rf 0,35
que fluorescia sob ultra-violeta e uma outra mancha no Rf 0,65 que ab-
sorvia U.V. Ambas as substancias reagiam para as maiorias dos rea-
gentes de fendis, mas no entanto, apenas a substancia com Rf 0,65 , a-
presentou a reagao com cloreto férrico em metanol descrito como tipico

para phaseollin por HESS e outros (12 , 13 , 14) . Esse mesmo autor



purificou a partir de placas de cromatograma ambas as substancias e de-
terminou o espectro de absorgao de cada uma, verificando que a substan-
cia no Rf 0,65 possuia o mesmo espectro descrito para o phaseollin ,
enquanto que a substancia encontrada no Rf 0,35 apresentava um espec-
tro diferente.

VAN ETTEN e BATEMAN (27) e VAN ETTEN (28) , estudando
extratos de hipocotilos de feijoeiro infectados com Rhizoectonia sola-
nt e PFusarium solani f. phaseoli , verificaram diferengas significa-
tivas nas substadncias induzidas por cada fungo em particular havendo ,
apenas, semelhangas no que se refere a produgao de phaseollin e pha -
seollinisoflavan. Nos hipocotilos infectados com PRhizoetonia , foi
verificada grande producao de uma substancia denominada kievitone e
que, segundo os autores, aparentemente, € a que perece estar primeira-
mente envolvida na limitagao das lesces, enguanto que nos hipocdtilos

infectados com Fusarium a producao de kevitone foi quase nenhuma.

DETERMINAGCAO QUANTITATIVA DE FENGIS TOTAIS

PIERRE (29) wutilizou o metodo de Arnow para a determi-
nagao de fenois totais, nas diversas linhagens de feijoeiro utilizadas
em seu trabalho, embora este método nao seja o mais adequado para de-
terminacao de todos os fendis. SWAIN e HILLS (23) concluem que para
a determinagao quantitativa de fendis totais, fodos os metodos sao re-
lativamente empiricos e que o método de Folin-Denis modificado foi o

que melhor funcionou para determinar o total de fendis em Prunus do—



mestieca L.. CARDOSO (7) observou que este tambem foi o melhor método

para a determinagao de fendis totais em feijoeiro.

METODOS DE INOCULAGAD

ARMSTRONG e ARMSTRONG (1) wutilizaram, em testes de patoge
n icidades,fungos da espécie Fusarium oxysporwn no qual o hospedeiro e
cultivado em areia lavada e irrigada com solugao nutritiva. Neste me-
todo, o indculo € cultivado na mesma solugao usada para irrigacao dos
hospedeiros verificando-se apenas um aumento na concentracao de sais e
o acrescimo de 2% de glucose. A inoculagado € feita colocando-se um
determinado volums da suspensao de indculo, obtida por homogeneizagao
da cultura em liquidificador, em um sulco escavado ao redor do caule.

WELMAN (28) desenvolveu o método de imersao no qual o sis
tema radicular das plantinhas foi imerso em uma suspensao de esporos e
fragmentos de hifas por um breve perfodo de tempo e efetuado entao o
transplante.

BALMER (2) determinou que o método de imersao € muito se-
vero para inocular plantas de algodao com Fusariwn oxysporum f. vasin—
feetwn . CARDOSO (8), estudando as relagoes entre feijoeiro e Fusa-
rium oxysporum f. phaseoli , concluiu que o método de inoculagdo por
imersao era o mais eficiente, diminuindo o ndmero de plantas escapes.
Este mesmo autor (7) usou o método de imersao para o estudo das rela-

goes entre Fusaritun solani f. phaseoli e feijoeiro.



BIO-ENSAIOS COM SUBSTANCIAS ANTIBIGTICAS

Segundo CARDOSO (7) , MULLER desenvolveu a técnica do blo-
co de agar, na qual a avaliagao pode ser feita verificando-se a porcen-
tagem de esporos germinados e nao germinados ou o comprimento do tubo
germinativo dos mesmos. CRUICKHANK e PERRIN (11) e PIERRE e BATEMAN
(20) estudaram o efeito inibidor do phaseollin utilizando a técnica do
crescimento miceliano. PIERRE (18) desenvolveu a tecnica da suspen -
sao de esporos em solugao nutritiva. MUSUMECI (17) desenvolveu um mg
todo de estudos de substancias inibidoras e microrganismos que consis-
te na distribuigao de uma camada de meio de cultura sobre uma lamina de
vidro. Apos a solidificagao do meio, abrem-se pequenos orificios com
aos diametros desejados. As substancias a serem testadas sao entao co-
locadas dentro dos oriffcios e, apds um certo perfodo de repouso para
a difusao das substancias, colocam-se no interior desses os microrganis
mos a serem testados.

Em fungao da revisao de literatura levada a efeito algumas

hipoteses de trabalho podem ser levantadas:

i - As substancias fendlicas encontradas em hipocotilos e rafzes ,
inoculadas e nao inoculadas, podem ser qualitativamente dife -
rentes.

ii - As guantidades de fencis totais encontradas em hipocétilos e
raizes, inoculadas e nac inoculadas, devem tambem variar.
iii - 0Os efeitos inibidores dos diversos extratos de hipocotilos e

raizes, inoculadas e nao inoculadas, podem tambeém variar ,



3 - MATERIAL E METODOS

Os organismos utilizados neste trabalho foram: como plan-
ta hospedeira, feijoeiros da variedade Rosinha, cujas sementes foram
fornecidas pelo Laboratério de Sementes da Escola Superior de Agricultu
ra "Luiz de Queiroz”. Como patogeno os isolados 002 e 003 de  Fusa-
riun solant f. phaseoli e como organismos testes nos bio-ensaios, alem
dos isolados 003 de Fusariwn solani f. phaseoli , ja citado, utilizou-
se tambem o isolado 025 de Fusariwn solani f. ptsi , o isolado 007 de
Fusarium solant f. cucurbitae e o isolado de Colletotrichwn faleatwn ,
este Gltimo gentilmente fornecido pelo Prof. DOr. H. Kimati.

Nos ensaios foram usadas plantas de feijesiro com oito dias
de germinadas. Estas plantas foram previamente cultivadas em caixas de
madeira com 75 x 25 x 10 cm (comprimento x largura x altura) , contendo
areia lavada de rio, esterilizada por autoclavagem a 1 atm , durante 30
minutos, sendo as sementes distribuidas em 5 linhas a 2 cm de profundi
dade numa base de dez sementes por linha. 0 tratamento superficial das
sementes foi feita com Qui-boa (hipoclorito de sodio comercial, conten-
do 5% de cloro ativo) , diluida em agua na proporgaoc de 1:3 (v.v) pe-
lo tempo de trinta minutos. Antes do plantio as sementes foram imersas
em agua por 24 horas.

Culturas com oito dias de cultivo de Fusariun solani f.
phaseoli , usadas para inoculagao, foram obtidas paralelamente ao pro-

cesso de obtengao das mudas de feijoeiro. Usou-se para isto erlenme -
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ver de dois litros contendo um litro de meio de ARMSTRONG (1)  Sendo
os mesmos agitados manualmente duas vezes ao dia.

Estas culturas foram homogeneizades por, aproximadamente,
dois minutos em liquidificador e diluidas com agua 1:1 (v.v).

Todos os fungos do g@nero PFusariwm foram conservados em
solo estéril como descrito por TCUSSOUN e NELSON (24),  Sempre que NE
cessarios estes fungos partia-se do material conservado em 010, trans
ferindo-se pequenas porgoes deste para placas de Petri, contendo estas
meio de glucose-peptona-agar (GPA) (8) e daf para meios definitivos

de cultivo.

A inoculagdo foi feita mergulhando-se o sistema radicular
e a base dos hipocStilos das mudas do feijoeiro obtidas em caixas  de
madeira, em 200 ml da suspensao homogeneizada e diluida de Fusarium
solani . phaseoli , por cinco minutos. Apds a inoculagao, &S planti
nhas foram transferidas para vasos de barro contendo areia lavada de
rio, esterilizada por autoclavagem (1 atm.) , num total de cinco plan-
tas por vaso. Estas plantas foram em seguida irrigadas com O €XCEs~
so do indculo e entdo irrigadas semanalmente com solugao nutritiva de
ARMSTRONG (1) e diariamente com &gua de torneira. A remog&o das mu-
das das caixas de madeira fol feita usando-se um jato continuo de a-
gua para liberar o sistema radicular com o minimo de perda de ralzes.

Em perfodos determinados, apds a inoculagdo, as Plantas

de feljoeiro foram desenvasadas pelo mesmo processo de jato continuo

de dgua. As partes basais de hipocotilos e os sistemas radiculares

O

foram separados, o peso fresco determinado e entao armazenados &8 = 4°C.
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Sistemas radiculares e hipocotilos coletados foram extrai-
dos, separadamente, com etanol 95% p.a. numa proporgcao de 1:4 (peso
fresco em grama de tecido: volume de etanol em ml) em liquidificador
equipado com copo semimicro-homogensizador,por dois minutos. Apds a ho
mogenizagao, a fase liquida era separada da fase solida por centrifuga-
gao a 18.000 g. Recolhida a fase liquida, a fase s6lida foi seca por
24 horas a 105-110 0C e seu peso seco determinado. A fase liquida
foi evaporada até a secagem completa em evaporador improvisado, no De-
partamento de Fitopatologia da Escola Superior de Agricultura "Luiz de
Queiroz” (Figura 1).

No evaporador, a solugao etandlica era mantida a uma tempg
ratura de 30 a 40 °C em Kitassato, em banho-maria, e submetida a uma
baixa pressao. Para se acelerar a evaporagao proporcionou-se uma leve
corrente de ar soprando sobre a superficie da solugao. 0 ar com vapo-
res de alcool era passado através de um condensador de serpentina em ba
nho de gelo e o condensado recolhido em um segundo Kitassato 1ligado a
uma bomba de vacuo.

ApGs a secagem completa dos extratos os residuos foram re-

dissolvidos em 10 ml de etanol 95% , p.a. , e armazenados a - 4 c

Ao extrato assim obtido convencionou-se chamar de Extrato Etandlico
(EE).
Fez-se a determinagao de fendis totais existentes nos ex-

tratos pelo método de Folin-Denis , segundo descrito por SWAIN e HILLS

(23) , tendo sempre sido usado um padrao conhecido de &cido clorogénico
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em etanol como referancia. 0s resultados destas analises foram expres
sos no extrato por absorbancia a 725 nm.

Para anadlise qualitativa dos extratos utilizou-se o siste-
ma de cromatografia em canada fina (CCF} de Higgs , descrito por VAN
ETTEN e BATEMAN (26) , como adequado para detecgao de phaseollin. A vi
sualizagao das substancias foli feita sob luz ultra-violeta de comprimen
to de onda curto e através da reagao para fendis com ferrocianeto +
cloreto férrico (volumes iguais a 1% em agua) ou com cloreto férrico a
3% em inetanol seguidas de breve aquecimento para detecgao de phaseol -
lin, segundo HESS e SCHWOCHAU (13) , HADWIGER e VON BROEMBSEM (12) e

confirmado por CARDOSO (7).

VARIAGAD DE FENOIS TOTAIS EM HIPOCOTILOS E SISTEMAS RADICULARES
INOCULADOS E NAO INOCULADOS CoM Fusarium solani f. phaseoli EM

DIFERENTES PERT000S APUS A INOCULAGAQ

Este experimento foi esquematizado em blocos casualizados,
com trés repetigoes, com a finalidade de se determinar a curva de produ
gao de fendis e as diferengas qualitativas destas substancias em hipoqé
tilos e rafzes de plantas inoculadas e nao inoculadas.

As plantas de feijao foram inoculadas com Fusariwn solani
f. phaseol? , isolados 002 e 003 , 2 como testemunha utilizou-se plantas
de feijoeiro cujo sistema radicular e base de hipocotilos foram mergulha

dos em solugao nutritiva antes de serem transplantados para os vasos.
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A colgta do material para a avaliagao foi feita em treze
per{odos subsesquentes ao transplante das mudas para os vasos. 0 pri
meiro periodo foi de 48 horas apds o transplante das plantas e o mes
mo tempo foi mantido entre per{iodos consecutivos de coleta.

Para cada parcela, em separado, fol feita a determinagao
de fenodis totais nos extratos etandlicos e posteriormente os mesmos

extratos foram cromatografados para comparagdes qualitativas.

EFEITO ANTI-FUNGICO DE EXTRATO DE TECIDOS DOENTES E SADIOS DE

HIPOCOTILOS E RAIZES DE FEIJOEIRO

Este ensaio fol realizado para determinar se os extratos
obtidos tinham capacidade inibidora sobre fungos patogénicos e nao pa
togdnicos ao feijoeiro.

Os extratos usados nestes ensaios foram obiidos de noven
ta plantas inoculadas com PFusariwn solant f. phaseoli , isolado n°
003 , e de noventa plantas nao inoculadas, colhidas doze dias apds o
transplante para vasos. As extragoes dos tecidos de hipocotilos e
de rafzes foram feitas do mesmo modo j& descrito. A seguir os extra
tos foram levados a secagem total em evaporador rotatdrio, a 40°C R
e entao redissolvidos em 30 ml de etanol 85% p.a.

Uma aliquota de 10 ml do extrato etandlico obtido foi
diluida com agua numa proporgao de 1:1 {v:iv) . A seguir o etanol

fol evaporado a 40 °c em evaporador rotatorio e a fase aquosa fracio
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nada uma vez com éter de petrdleo (ponto de ebulicdo 60 a 80 °C) na
proporgao de 1:4 (v.v) . Apés a partigao, a fase eter foi totalmente
evaporada e o residuo redissolvido em 10 ml de etanol 95% p.a. Este
extrato chamou-se de Extrato Eter de Petrcleo (EEP).

Face a determinagao dos fendis totais nos extratos origi -
nais, bem como naqueles obtidos mediante a partigao com éter de petro -
leo, as solugoes testes usadas no bioensaio foram concentradas do se-
guinte modo: S ml de cada extrato foli totalmente evaporado e o residuo
redissolvido em 0,5 ml de etanol 85% p.a.

A determinacao da capacidade anti-fungica foi feita pelo
método desenvolvido por MUSUMECI e FIGUEIREDO (17). Foram utilizadas
" 1aminas de microscopia, sobre as quais foil depositada uma camada de
meio de cultura GPA , na qual, apGs solidificagao, foram feitos qua-
tro orificios de 3 mm de diametro. Em cada orificio foram colocados
20 ul da solugao teste. Esta operagao foli realizada em duas etapas,
colocando-se na primeira 10 pul da solucao e aguardando-se seis horas
para que este volume se difundisse no meio e entao foram colocados os
outros 10 ul e nesta etapa as laminas foram deixadas em repouso por
doze horas. Apos este periodo colocavam-se 5 ul de suspensao de
con{dios dos fungos a serem testados.

Para a avaliagao utilizou-se o diametro médio de quatro
colonias submetidas ao mesmo tratamento, transformadas em porcentagem
de crescimento em relagao a testemunha, a qual recebeu apenas 20 ul

de etanol e fol considerada como 100% de crescimento.
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4 - RESULTADOS

VARIAGAO QUANTITATIVA DE FENGIS TOTAIS EM HIPOCOTILOS E RAIZES
INOCULADAS E NAO INOCULADAS

As medias dos resultados obtidos nas analises quantitativas
dos fenois totais, em equivalentes de acido clorogenico, em 10 ml do
EE , de hipocotilos e de raizes coletados em diferentes perfodos apds a
inoculagao, encontram-se nos Quadros 1 e 2 , respectivamente. 0s resul
tados originais encontram-se nos Quadros 1 e 2 do Anexo.

Pelos dados obtidos observa-se que ocorre inicialmnnte um

aumento répido na concentragao de fenodis totais nos hipocotilos inocula-

dos com ambos os isolados de Fusariwn solani . phaseoli e gue nas
plantas nao inoculadas a concentragao de substancias fendlicas apresenta
pouca variagao, mantendo-se praticamente inalterada durante todos os 26
dias apos o transplante.

Observa-se também que existe uma tendencia de aumento dos
fenois totais nos primeiros vinte dias e a seguir nota-se uma queda nos
teores encontrados. No caso do isolado 002 , no perfodo de 24 dias ve
rifica-se uma queda brusca na concentragao de fenois (Figura 2} .

Na relagao entre peso seco de tecido de hipocdtilo extrafdo
e a concentragao de fenois, como se pode observar pela Figura 3 , as
plantas inoculadas apresentam um aumento continuo da concentragao de fe-
nois, enguanto que nas plantas nao inoculadas esta concentragao permane-

ce constante.
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QUADRO 1 - Fenois totais no EE de hipocotilos de feijoeiros ino-

culados e nao inoculados com os isolados 002 e 003 de

Fusarium solani f. phaseoli

Per{odos apds

¥

Equivalentes de acido clorogsnico

(+)

inoculados em mg/l0 ml de Extratos Etandlicos
{em dias Isolado 002 Isolado 003 Nao inoculado
3 ) : L
2 0,605 0,313 0,236
4 1,663 1,337 0,230
B8 3,140 3,186 0,186
8 3,725 3,833 0,226
10 4,700 5,740 0,360
12 4,456 5,957 0,396
14 4,826 5,176 0,323
16 4,635 6,450 0,373
18 5,685 7,050 0,293
20 6,870 6,816 0,316
22 5,535 6,780 0,283
24 1,890 7,890 0,303
28 5,265 5,683 0,236

3

2,

(+) Média de tres repetigoes.
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QUADRO 2 - Fendis totais no EE de raizes de feijoeiro inocula-
dos s nao inoculados com os isolados 002 e 003 de

Fusarium solant f. phaseols

3 (+) ]

Per{odos apos Equivalentes de acido clorogenico
inoculagao em mg/10 ml de Extratos Etandlicos
(em dias) Isolado 002 Isolado 003 Nao inoculados

. : . :

2 0,623 0,578 0,590

4 1,000 0,926 0,536

& 1,016 1,655 0,426

8 0,960 1,186 0,513

10 0,853 0,960 1,250

12 0,733 1,140 1,580

14 0,730 0,980 0,970

16 0,653 0,866 1,033

18 0,676 1,026 0,580

20 1,110 1,210 0,610

22 0,656 1,140 0,726

24 0,200 3,713 0,680

26 0,885 0,686 0,396
. : ; .

(+) Media de tres repetigoes.
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Pela observacao dos dados relativos aos fenois totais exis
tentes nos extratos de tecidos de sistemas radiculares inoculados e nao
inoculados verifica~se uma grande irregularidade nas concentragoes obti
das. Nos EE de sistemas radiculares inoculados a concentragao de fe
nols totais cresce. até o 6% dia apos o transplante, enquanto que nos
EE de sistema radicular nao inoculados a mesma decresce ate este pe -
riodo e a partir daf verifica-se um aumento até o 12? dia do transplan-
te.

A relagao da concentragao de fenois totais por peso  seco
de sistema radicular extraido mostra que nas plantes nao inoculadas héa
um decréscimo de fendis totais deste o 2° dia apds o transplante, ate o
final dos periodos. Nas plantas inoculadas o aumento na concentracgao
de fenols se verificou zte o 6° dia apds o transplante e a partir deste
perfodo as concentragoes comegam a cair e as curvas obtidas se  tornam
bastante irpegulares. (Figura 5) . Entretanto, a concentragac de fe-
nois por grama de tecidos extraidos., & significativamente marcante nas
plantas doentes.

Comparando-se as concentragoes de fenols totais  obtidos
nos EE de hipocotilos e rafizes doentes., observa-se que no caso de hi-
pocotilos as mesmas sao malorss que em sistemas radiculares, sendo que,
em contraposigao, as rafzes sadias apresentam maiores concentragoes que
hipocotilos sadios.

Na Figura 6 , podemos observar que o ganho de peso em te-
cidos nos sistemas radiculares nao inoculados fol crescente em todos os

perfodos, enquanto que nos sistemas radiculares inoculados com os iso
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lados de Fusartun solani f. phaseol? , verificou-se algum crescimento
apenas em alguns periodos durante todo o experimento, sendo contudo sem

pre bem inferior aos sistemas radiculares nao inoculados.

VARIAGCAD QUALITATIVA DE COMPOSTOS FENOLICOS EM HIPOCOTILOS E
RAIZES DE FEIJOEIRO INOCULADAS E NAO INOCULADAS

As diferengas qualitativas entre os extratos etandlicos de
hipoc6tilos e raizes de plantas inoculadas e nao inoculadas nos dife -
rentes periodos de coleta realizadas em CCF , encontram-se nas Figuras
7 ,8,98,10e11.

A observagao dos cromatogramas sob #.V. curto dos EE de
hipocotilos inoculados e ndo inoculados revelou a presenga de duas subs
tancias que oabsorvem o comprimento de onda, localizadas nos Rf 0,40 e
0,55 e duas que fluorescem nos Rf 0,25 e 0,60 . Quando se usou fer-
rocianeto + cloreto férrico, verificou-se intensa reagao para fenois
nos Rf 0,25 e 0,55 e fraca no Rf 0,40 . Apenas a substancia locali
zada no Rf 0,55 reagiu com o cloreto ferrico em metanol, de acordo
mom (12 , 13 e 14), Nos EE de hipocotilos n2o inoculados ndo se ve
rificou a presenca de nenhuma das substancias acima referidas.

Ne andlise cromatografica dos EE de sistemas radiculares
inoculados e nado inoculados, notou-se grandes diferencas entre as subs-

tancias encontradas.
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Figura 7 - Cromatograma de EE de Hipocétilos Inoculados
Isolado 002

100 11 por mancha
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Rf Rf
0,55 0,55
0,40 0,40
0,25 0,25
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 dias apos
a inoculagao
Figura 8 - Cromatograma de EE de Hipocotilos Inoculados

Isolado 003

100 w1l por mancha
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Figura 9 - Cromatograma de EE de Hipocotilos

Nao Inoculados

100 w1l por mancha



- 29 -

Rf Rf
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figura 10 - Cromatograma de EE de Sistema Radicular

Inoculado Isolado 003
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No exams com U.V. curto, verificou-se apenas a presencga
de trés substancias que absorvem, localizadas nos Rf 0,50 , 0,68 e
0,70 e que nao se encontram em plantas nao inoculadas. Entre as que
fluorescem, verificou-se apenas o aparecimento de uma substancia loca-
lizada no Rf 0,60 de coloragao amarelo e que aparantemente se encon -
tra em grande quantidade. Esta substancia passou quase totalmente pa
ra a fragao etsr de petroleo quando foi efetuado o particionamento e
nao reage para fendis com os reagentes usados.

Na revelagao dos cromatogramas com ferrocianeto + clore-
to férrico verificou-se reagdo para fencis nos Rf 0,68 e 0,70 ape -

nas nos extratos EE de sistema radicular inoculado.

EFEITOS INIBITORIOS DE EXTRATOS DE HIPOCOGTILOS E SISTEMAS RADI-
CULARES INOCULADOS E NAO INOCULADOS

As porcentagens médias de crescimento de alguns isolados
de Fusariwn solani patogenicos e nao patogenicos e de Colletotri -
ehun falecatwn 1isolado de plantas de milho, submetidos a diversos ex-
tratos de plantas de feijoeiro inoculadas e nao inoculadas, podem ser
observadas pelo Quadro 3 .

Oe acordo com 0s resultados obtidos todos os extratos ti
veram efeito inibidor no crescimento de Fusariwn solani f. cucurbi -
tae e Colletotrichum faleatwn . Com relagéo aos isolados de Fusa-—

riun solant f. phaseoli e Fusarium solani f. pisi , também patoge-
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nicos@o feijoeiro segundo CARDOSO (informagao pessoal) , apenas os ex-
tratos EE de hipocdtilos tiveram agao inibidora.

O0s extratos EE e EEP de sistemas radiculares inoculados
tiveram agéo inibidora contra todos os fungos testados, apesar da gran

de diferenga na concentragao de fenois totais.
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5 - DISCUSSAC E CONCLUSOES

Como pode-se observar nos resultados dos nossos trabalhos,
a concentragao de compostos fendlicos nos EE de hipocotilos aumentou
com o progresso da doenga. Isto foi verificado para os dois casos nos
quais se correlacionaram as concentragOes obtidas por peso seco de teci
do extraido e volume de extrato obtido, o que coincide com os resulta -
dos de CARBOSO (7). Resultados semelhantes, nos quais foram verifica
dos o aumento da concentragao de substancias de natureza fendlica  com
o desenvolvimento da doenga ou aumento do nudmero de lesces, foram tam -
bém encontradas por PIERRE (18) em interagoes de plantas de feijoeiro
com Fusarium e Thielaviopsis , verificando-se o mesmo com ROMANOWS
KI (22} gue usou os mesmos hospedeiros inoculados com Colletotrichum
lindemuthianum.

Nos sistemas radiculares, as concentragoes de compostos fe
nolicos apresentam uma variagao muito grande em todos os tratamentos.
Quando estas concentragoes foram correlacionadés por peso seco de teci-
do extraido, observou-se que nos EE de sistemas radiculares inocula -
dos e nao inoculados, as concentragoes de fendis eram igualmente altas
no primeiro periodo de coleta (dois dias apés o transplante). A par-
tir deste perfodo, observou-se nas raizes de plantas nao inoculadas uma
diminuigdo na concentragdo de fendis totais. A elevada concentragao
de fenois, inicialmente observada tanto em plantas doentes como sadias
provavelmente se deve a ferimentos feitos nas rafzes durante a opera-

¢cao de transplante (10).
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Analisando-se o ganho de peso seco de raizes (Figura 8) ,
observa-se que ha um aumento progressivo deste nos sistemas radiculares
nao inoculados e praticamente nenhum nos sistemas radiculares inocula -
dos. Com base nestes resultados, pode-se explicar que a alta concen -
tragao de fendis totais obtida nos sistemas reficulares de plantas néo
inoculadas decorre em se ter extraido uma quantidade muito grande
de tecido. Esta hipotese é reforgada comparando-se o ganho de peso
dos sistemas radiculares inoculados com os dois isolados de Fusariun
solant f. phaseoli e aquele apresentado pelas plantas testemunhas.

A irregularidade das curvas obtidas gquando considerou-se a
concentragao de fenois totais por EE obtido (equivalente a concentra-
gao de fenois por tratamento) nos diferentes periodos, deve-se ao fato
da constante produgao de novas raizes e a perda de tecido das raizes ve
lhas.

As novas raizes apresentavam-se sem sintomas da doenga e a
sua quantidade era variavel de periodo para periodo e, consequentemente
a quantidade de fendis extraida n&o representava apenas aquela existen-
te em tecido doente. 0 total de fendis nos sistemas radiculares de
plantas nado inoculadas, quando expressos em concentragao de fenois por
tratamento, tambem mostraram muita variagao nos diferentes periodos de
coleta. Esta variagao e provavelmente, fungdo das quantidades de
novas raizes nos diferentes periodos.

Observando-se a Figura 5 , no 189 dia do per{0d05 nos sis-
temas radiculares inoculados com o isolado 003 , nota-se significativa

gueda na curva obtide. Entretanto, na Figura 6 cbserva-se um aumento
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no peso seco, no mesmo periodo de coleta, dos sistemas radiculares ino
culados com o mesmo isolado. Isto possivelmente devera ter refletido
na queda acentuada da concentragao dos fenois totais.

Na analise qualitativa dos EE de hipocétilos inoculados
verificou-se a presenga de substancias fendlicas nos Rf 0,25 , 0,40,
e 0,55 , das quais apenas aquela localizada no Rf 0,55 apresentou
reagac especi{fica para phaseollin de acordo com HADWIGER et alii ,
HESS et al. e HESS, et alii (12 , 13 e 14). Considerando-se os re-
sultados aqui obtidos e os de CARDOSO (7) , que determinou o espectro
de absorgao desta substancia e o0s resultados de MICHELE et alii (15)
gue usou o mesmo sistema cromatografico, os mesmos indicam o Rf pro
vavel para phaseollin como sendo 0,55 e nao como originalmente des-
crito ﬁor BATEMAN (4).

Das substancias encontradas nas analises qualitativas
dos EE obtidos de hipocotilos inoculados em diferentes periodos a-
pos o transplante, podemos destacar o phaseollin como sendo a primei
ra substancia a se acumular nos tecidos em quantidades detectaveis
quatro dias ap6s a inoculagao. Isto nos leva a crer que esta subs -
tancia deva ser a primeira a ser produzida em hipocétilos como uma
reagao a invasao desses tecidos por Fusarium solant . phaseolt.

VAN ETTEN e BATEMAN (27) verificaram que, em hipocotilos
infectados com Rhizoctonia solani , forma-se uma substancia que os au
tores denominaram de kievitone, e que ssgundo os mesmos, € a que pare

ce ser a mais importante na reagao das plantas de feijoeiro a agao
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deste fungo. Contudo, os mesmos autores verificaram que havia produ-
cao de phaseollin em concentragaes apreciaveis nos mesmos tecidos.

VAN ETTEN (28) verificou que, em hipocotilos infectados
com Fusariwn solant f. phaseoli , a produgao de kevitone e quase nu-
la, enquanto que a produgao de phaseollin se verificava em grandes
quantidedes.

Estes resultados vem reforgar a nossa hipotese estabele-
cendo o phaseollin como a principal substancia envolvida na interagao
de hipocotilos de feijoeiro e diferentes microrganismos mesmo porgue,
apesar de se verificar a formagdo de outras substancias, o mesmo se en
contra em quantidades apreciaveis e € uma das primeiras detectaveis.

As analises cromatograficas dos EE de sistemas radicula
res mostraram grandes diferengas entre as plantas inoculadas e as nao
inoculadas. O conteddo fenélico dos sistemas radiculares eram também
gqualitativamente diferentes daqueles encontrados em hipocotilos.

Nos EE de sistemas radiculares, verificou-se o apareci-
mento de duas substancias fendlicas de Rf bastante proximos (0,68 e
0,70) e uma outra que fluoresce amarelo sob U.V., nao reagindo para
fenol (Rf 0,60). Estas substancias nao foram detectadas em siste -
mas radiculares nao inoculados. mesmo quando estes foram submetidos a
injuria de natureza mecanica no momento do transplante. A substancia
A descrita por CARDOSO (7) e o phaseollin nao foram observados nos
EE de tecidos de sistemas radiculares inoculados e nao inoculados ©
que mostra existir uma resposta qualitativa diferente entre os dois ti

pos de tecido em gquestao. Estas diferengas entre os diversos EE po
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de favorecer a nossa hipotese de que o phaseollin & a principal subs-
tancia fenolica envolvida na reagao dos tecidos de hipocétilos ao pro
cesso da doenga, apesar de encontrarmos na literatura (13 , 14 e 16)
indmeros trabalhos que mostram a formagao de phaseollim em outros te-
cidos que nao os de hipocotilos.

Nos diferentes perfodos de coleta das plantas inocula -
das observou-se tambem que a ag@o dos dois isolados de Fusarium so—
lani f. phaseol?  fol sempre mails intensa nos sistemas radiculares
gue nos hipocotilos submetidos ao mesmo tratamento. BURKE (6), tam-
bém trabalhando com plantas de feijoeiro inoculadas com  Fusarium ,
demonstrou que este fungo ocasiona uma maior relagao da produgao quan
do causa podridao da raiz.

Nos bio-snsaios efetuados verificou-se que todos os ex-
tratos tiveram um efeito inibidor contra os fungos nao patogenicos ao
feijoeiro. Nos testes efetuados com os fungos patogenicos, as ini-
bigoes se verificaram apenas com os EE de hipocotilos inoculados e
os EE e EEP de sistemas radiculares inoculados. Entre os EEP ob
tidos de plantas inoculadas, apenas os de sistemas radiculares inocu-
lados apresentaram atividade inibitoria contra os fungos testados.

0s extratos EE de sistemas radiculares nao inoculados
apresentaram uma atividade inibitoria bastante alta a fungos nao pato
genicos, o que demonstra a existencia de substancias preé-formadas, ou
a sua formagao em virtude dos ferimentos que as mesmas foram submeti-

das no processo de transplante.
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Observando-se as concentragoes de fendis totais nos diver-
sos extratos usados (Quadro 3) pode-se notar que no EEP de sistemas
radiculares inoculados a concentragao de fendis € muito baixa sem, con-
tudo, deixar de apresentar uma certa agao antibidtica, a que podera ser
consequencia da presenga da substancia que fluoresce amarelo em U.V. e
se situa no Rf 0,80 nas placas de cromatografia. Esta substancia
nao aparece em sistemas radiculares nao inoculados.

Em virtude dos fatos até aqui observados, podemos estabele
cer algumas hipoteses sobre a maior suscetibilidade dos tecidos de sis
temas radiculares que o de hipocotilos a agédo do Fusarium solant .
phaseoli.

1 - A menor concentragao de fendis totais formados nos tecidos
radiculares durante o estabelecimento do patogeno.
2 - Auséncia de phaseollin nos tecidos de sistemas radiculares.

3 - Localizagao nos sistemas radiculares de uma maior concentra

gao de indculo , em virtude de uma grande superficie de con
tacto disponivel.

De inicio podemos excluir as duas primeiras hipéteses esta
belecidas, pois caso a maior resistencia dos hipocfoilos fosse condicio
nada pela maior concentragdo de fenois totais ou & presenga de phaseol-
1in nestes tecidos, os resultados obtidos nos bio-ensaios teriam sido
dif erentes. Como pode-se observar no Quadro 3 , o efeito do EEP de
sistemas radiculares inoculados apresentou a mesma capacidade inibito =
ria contra o PFusarium solani f. phaseoli , que o EE de hipocGtilos

inoculados, apesar destes Ultimos apresentarem uma concentragao de fe-
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nois totais 16 vezes maior e também estar presente a substancia denomi-
nada phaseollin.

Apesar da importancia dada ao phaseollin como discutimos
anteriormante, em virtude de ser a primeira a se formar em quanti-
d ades detectaveis, os nossos resultados ndo demonstram isto, podendo
t alvez serem consequéncia do método utilizado no bio-ensaio ou da va-
riedade de feijoeiro utilizada.

Resta-nos portanto a terceira hipotese, como a mais vié-
vel para explicar a maior degradagéo dos tecidos de sistemas radicula
res.

Como foi citado anteriormente, o método de inoculagao u-

tilizado neste trabalho, consistiu na imersao de hipocdtilos e sis-
temas radiculares, pelo tempo de cinco minutos, numa suspensao de es-
poros e micélio dos fungos utilizados. Como pode-se observar, o uso
deste método permite que uma maior quantidade de tecido de sistemas
radiculares fiquem em contacto com os fungos concorrendo, portanto,
p ara que uma maior quantidade de propagulos fiquem aderidos aos mes-
mos, verificando-se, portanto, a possibilidade de sxistirem penetra-
¢ Oes nos tecidos, simultzneamente em varios pontos, o que, consequen-
temente, levaria a uma manifestagdo mais intensa da doenga nestes te-
cidos,que nos tecidos de hipocotilos.

Pelos resultados obtidos podemos de imediato concluir

que:
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As substancias fendlicas encontradas em hipocotilos e railzes
de feijoeiro inoculados e nao inoculados sao realmente quali

tativamen te diferentes.

As concentragoes de fendis totais encontradas em hipocotilos

e ralzes inoculadas g nao inoculadas saoc também diferentes.

Os efeitos antibioticos dos diversos extratos testados forne
ceram respostas mais de natureza qualitativa que quantitati-

vVa.
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8 - RESUMO

Hipocotilos e raizes de feijoeiros foram inoculados .com
dois isolados de Fusariwn solani f. phaseolt . As plantas inocula -
das apresentaram sintomas da doenga que foram mais intensos gquanto
mais longo o periodo apos a inoculagdo. As plantas nao inoculadas,
nao apresentaram sintomas.

Hipogotilos e raizes das plantas inoculadas e nao inocu-
ladas foram usados para analises quantitativas e qualitativas de fe-
nois totais em diferentes periodos apos a inoculagao.

Os extratos etandlicos de hipocdtilos e de raizes foram
preparados com a extragao de cinco hipocotilos na proporgao de 1:4
{psv) de etanol 95% p.a. Os fenois totais foram determinados pe-
lo método de Folin-Denis e os resultados expressos em equivalentes de
acido clorogenico por volume de extrato obtido e por peso seco de te-
cido.

A concentragao de fenois totais nos hipocotilos inocula-
dos apresentaram um aumento continuo quase ate o final dos periodos ,
enquanto que em hipocotilos nado inoculados nao se verificou nenhum au
mento em todos os periodos de coleta. Em sistema radicular inocula-
do, o aumento na concentragao de fenois verificou-se ate o sexto dia,
apos & inoculagao, sendo que, a partir desse dia, a mesma se tornou
bastante irregular. Na relagao da concentragao de fendis totais por
peso seco de tecido extraido, as curvas apresentaram teores significa

tivamente maiores.
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Os extratos etanolicos de sistemas radiculares sadios,
apresentaram teores bem elevados de fendis totais.

Na anadlise qualitativa , em cromatografia de camada fina,
dos extratos de hipocétilos inoculados, verificou-se a presenga de
duas substancias que reagem intensamente para fenois nos Rf 0,25 e
0,55 e uma outra muito fraca no Rf 0,40 . Em sistemas radiculares
inoculados, verificou-se reagao para fendis nos Rf 0,68 e 0,70 , po-
rém aparece também uma ,substancia no Rf 0,60 que fluoresce amarelo
em ultra-violeta e que nao reage para fenois. Esta substancia nao
aparece em extratos de plantas sadias.

Quando foi feito o fracionamento, com éter de petroleo.do
extrato etanolico de sistemas radiculares inoculados, verificou-se que
esta substancia migra para a fase eéter quase que totalmente.

Os extratos etanolicos e os extratos de éter de petroleo
de hipocotilos e de raizes inoculados e nao inoculados, foram testados
contra fungos patogenicos e nao patogenicos ac feijoeiro.

Todos os extratos tiveram agao inibidora aos fungos nao
patogénicos ao feijoeiro. Entre os extratos eter de petroleo, ape -
nas os de raizes inoculadas apresentaram atividade inibitoria aos fun-

gos patogenicos.
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7 - SUMMARY

Hypocotyls and roots of bean plants were inoculated with
two isolates of Fusariwn solani f. phaseoli . The inoculated plants
showed disease symptoms that were more severe at longer periods after
inoculation. The non inoculated plants showed no symptoms.

Hypocotyls and roots of the inoculated plants were used
for quantitative and qualitative analyses of total phenols at differents
periods after inoculations.

The ethanolic hypocotyl and root extracts were prepared
from plants using a proportion of 1:4 (w:v) of 95% ethanol p. a.
The total phenols were determined by the Folin Denis method and the
results expressed as equivalents of clorogenic acid per volume of ex-
tract or per dry weight of extracted tissues.

The concentration of total phenols in the inoculated hy-
pocotyl extract increased with time, attaining a maximum 13 days after
inoculations while in the non-inoculated hypocotyls the concentration
was always very low even at the final periods.

In the inoculated roots the total phenol concentration in
cresead up the Bth day after inoculation and at later periods it was
very irregular. Expressing the total phenol content relative to the
dry weight of plants, the curve showed significantly higher levels.

The extracts of healthy roots presented a high level of

total phenols.
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Root extracts of inoculated plants showed two substances
(Rf 0,68 and 0,70) that reacted for phenols and another (Rf 0,60)
that fluoresced yellow in ultraviolet light but wich did not react for
phenols. No such substances were found in healthy plant extracts.

When fractionating ethanolics extracts of roots of inocu-
lated plants with petroleum ether this substance moved to in the ether
fase.

All the extracts from inoculated and non-inoculated roots
and hypocotyls were tested against pathogenic and non-pathogenic fungi.
All the extracts presented inhibition of non-pathogenic fungi, whils
only the extracts of inoculated roots showed inhibition of pathogenic

fungi.
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QUADRO I - Fendis Totals nos EE de Hipocotilos de Feijoeiro Inocu-
lados e Nao Inoculados com os Isolados 002 e 003 de

Fusariwn solani f. phaseoli mg/ml de extrato

1 ] ¥ ¥

Perfodos apos Inoculado 002 Inoculado 003 Nao Inoculados

Inoculagao em

dias
i ¥ 1 - 1

0,072 0,023 0,025

2 0,049 0,031 0,023
- 0,040 0,023

0,218 0,098 0,021

4 0,151 0,151 0,023
0,130 0,151 0,023

0,350 0,336 0,018

6 0,280 0,030 0,019
0,312 0,320 0,019

0,297 0,410 0,024

8 0,360 0,330 0,025
0,460 0,410 0,019

0,414 0,644 0,034

10 0,468 0,504 0,031
0,528 0,574 0,043

0,301 0,608 0,033

12 0,490 0,552 0,037
0,546 0,624 0,048

{continua...)



QUADRO I - Continuagao

-53-

Periodos apds
Inoculagao sm

¥

Inoculado 002

Inoculado 003

Nao Inoculados

dias
0,404 0,508 0,025
14 0,560 0,477 0,037
0,484 0,567 0,035
0,441 0,530 0,054
16 0,508 0,545 0,025
0,441 0,860 0,033
0,574 0,675 0,035
18 0,490 0,630 0,035
0,670 0,810 0,018
0,648 0,810 0,031
20 0,792 0,650 0,033
0,621 0,585 0,031
0,756 0,585 0,031
22 0,630 0,567 0,023
0,648 0,508 0,031
0,171 0,880 0,023
24 0,207 0,567 0,035
- 0,920 0,033
0,544 0,405 0,027
26 0,585 0,508 0,023
- 0,792 0,021
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QUADRO II - Fenoils Totais nos EE de Raizes de Feijoeiro Inocula-
dos e Nao Inoculados com os Isolados 002 e 003 de

Fusarium solani f. phaseoli mg/ml de extrato

Per{odos apos

Inoculagao em Inoculado 002 Inoculado 003 Nao Inoculados
dias
;] 3 ] 1
0,069 0,076 0,053
2 0,069 0,056 0,065
0,049 0,041 0,059
0,101 0,086 0,049
4 0,080 0,094 0,059
0,109 0,098 0,053
0,086 0,163 0,045
6 0,098 0,163 0,043
0,121 0,169 0,040
0,072 0,076 0,069
8 0,092 0,116 0,054
0,124 0,164 0,031
0,064 0,082 0,138
10 0,100 0,108 0,117
0,092 0,088 0,123
0,058 0,108 0,162
12 0,084 0,134 0,174
0,078 0,100 0,138

{continua...)
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Continuagao

Periodos apos
Inoculagao em

Inoculadeo 002

Inoculado 003

Nao Inoculados

dias
] ke

0,058 0,062 0,098
14 0,088 0,108 0,108
-—- 0,124 0,087
0,054 0,074 0,078
16 0,062 0,106 0,092
0,080 0,080 0,140
0,050 0,113 0,058
18 0,087 0,113 0,075
0,086 0,082 0,043
0,105 0,147 0,054
20 0,093 0,111 0,062
0,135 0,105 0,067
0,043 0,087 0,074
22 0,100 0,120 0,074
0,054 0,135 0,070
0,018 0,880 0,050
24 0,021 0,113 0,067
- 0,121 0,090
0,099 0,046 0,058
26 - 0,088 0,032
0,078 0.050 0,029




