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RESUMO

SOUZA, Thais Paula de. Procedimentos experimentais para avaliacdo da
reacdo do feijoeiro ao mofo branco. 2009. 25p. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas)-Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

0s objetivos do trabalho foram determinar o tamanho 6timo da parcela e
o numero ideal de repeticdes em experimentos que utilizem solucdo de acido
oxalico como método indireto para discriminar genodtipos com resisténcia
fisiologica do feijoeiro ao mofo branco. Além disso, verificar se as sucessivas
geragdes de multiplicacdo de Sclerotinia sclerotiorum, em meio de batata,
dextrose e agar, mudam a agressividade do fungo. Oito gendtipos de feijao foram
avaliados em quatro experimentos com acido oxalico ao longo do ano. Cada
parcela foi representada por uma planta, repetida 30 vezes sob delineamento
inteiramente casualizado. Os dados foram utilizados para estimar o tamanho
6timo de oito plantas por parcela, utilizando o método da maxima curvatura do
coeficiente de variagdo. Para estimar o numero ideal de pelo menos quatro
repeticdes por experimento, o método de reamostragem de Monte Carlo foi
simulado 3000 vezes. Apds dez geragdes de repicagem da S. sclerotiorum, a
agressividade reduziu ap6s a segunda geracdo, sugerindo apenas duas geragdes a
partir do esclerddio, para a obteng@o do inoculo, sem a perder agressividade.

*Comité Orientador: Jodo Bosco dos Santos - UFLA (Orientador), Daniel
Furtado Ferreira - UFLA e Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA



ABSTRACT

SOUZA, Thais Paula de. Experimental procedures for evaluating
the common bean reaction to white mold. 2009. 25p. Dissertation
(Master in Genetics and Plant Breeding)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

The present study was carried out to determine the optimal
plot size and the ideal number of repetitions in experiments using an
oxalic acid solution as a method to discriminate genotypes with
physiological resistance to white mold in the common bean. In
addition, it was also verified if successive generations of S.
sclerotiorum multiplication, in potato dextrose agar, change the
aggressiveness of the fungus. Eight common bean genotypes were
evaluated in four oxalic acid experiments, in different periods,
throughout the year. Each plot was represented by one plant and
replicated 30 times using a completely randomized design. The data
collected determined the ideal size of each plot to be that of eight
plants, using the method of maximum curvature of the coefficient of
variation. To estimate the ideal number to be at least four replications
per experiment, 3000 simulations were sampled using the Monte
Carlo method. After ten generations replicating the S. sclerotiorum in
vitro the aggressiveness reduced after the second generation,
suggesting that only two generations be used based on sclerotium for
obtaining the inoculums without losing aggressiveness.

*QGuidance Committee: Jodo Bosco dos Santos - UFLA (Major Professor),
Daniel Furtado Ferreira — UFLA and Mario Lucio Vilela de Resende -
UFLA
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1 INTRODUCAO

A resisténcia fisiolégica ao mofo branco, incitada pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, é de dificil avaliagdo em campo
devido a variagdes nas condi¢cdes ambientais, na arquitetura ¢ dossel da
planta, a praticas de manejo e distribuicdo do patdgeno no solo que
influenciam na reagdo a doenca (Kolkman & Kelly, 2002; Steadman et
al., 2003). Por essas razdes vém sendo utilizados métodos de deteccio
indireta da resisténcia fisioldgica, em casa de vegetagdo (Petzoldt &
Dickson, 1996; Kolkman & Kelly, 2000; Steadman & Eskridge, 2002).
Tais métodos tém mostrado serem eficientes, de facil condugio,
confidveis, reprodutiveis, além de permitir testar um grande numero de
genodtipos sem, contudo, contaminar o campo (Singh & Teran, 2008).

Estudos evidenciam a secrecdo de acido oxalico pelo fungo
durante a infecgdo do tecido vegetal (Cessna et al., 2000; Guimaraes &
Henrik, 2004; Chipps et al., 2005). O acido oxalico ¢ fator de viruléncia
primaria, que diminui o pH dos tecidos infectados, ocasionando como
principal sintoma um murchamento na planta. Segundo Cessna et al.
(2000), o acido oxalico ¢ um fator importante para determinar as
diferengas de resisténcia de espécies de Phaseolus a S. sclerotiorum.
Kolkman & Kelly (2000) propuseram um método de selegdo indireta por
meio da reagdo do feijoeiro ao acido oxalico. Esse método tem sido
bastante empregado, e consiste no uso de uma solugdo de 4cido oxalico,
para a determinagdo da resisténcia fisiologica. As vantagens desse teste é
que permite avaliar um grande nimero de genotipos sem a interferéncia
de outros mecanismos de resisténcia (Antonio et al., 2008). Nao ha

relatos, contudo, sobre o tamanho 6timo de parcelas e o nimero de



repeticdes, que devem ser utilizadas neste tipo de experimento para
avaliar os genétipos de feijdo com maior eficiéncia. O que se tem
utilizado em outros trabalhos, para determinar o tamanho 6timo de
parcelas e repetigoes, sdo testes de uniformidade, pelos quais sdo
calculadas as varidncias e os coeficientes de variagdo das diferentes
dimensdes das parcelas. Diferentes metodologias sdo encontradas na
literatura para determinar tamanho oOtimo de parcelas e o nimero de
repeticdes (Viana et al., 2002; Lopes et al., 2005; Martin et al., 2005;
Paranaiba, 2007; Donato et al., 2008; Henriques Neto et al., 2009).
Diante de tantas alternativas fica dificil escolher o melhor método a
utilizar. Dentre eles, o0 método da curvatura maxima do coeficiente de
variagdo (CMCV) proposto por Paranaiba (2007), ¢ uma boa op¢do uma
vez que ¢ um método simples e pratico. O ponto de curvatura maximo €
obtido a partir de parametros de facil estimativa. Esse método apresenta
como vantagens ser desnecessario agrupar as unidades experimentais
basicas e a independéncia de critérios pessoais e do ajuste de modelos de
regressao nao linear (Paranaiba, 2007).

Outra questdo importante ¢ avaliar se had variagdo na
agressividade do isolado, apds sucessivas repicagens para assegurar uma
correta avaliagdo do nivel de resisténcia dos genotipos. Problemas
relacionados com avaliacdo e melhoramento para resisténcia podem ser
em parte causados em virtude da falta de consideracdo com a
variabilidade da agressividade do patégeno. Variabilidade na
agressividade de isolados de diferentes locais, foram encontradas por Kull
et al. (2004). Pratt & Row (1995) ndo encontraram efeitos significativos
da interagdo genotipos x isolados, ou seja, o gendtipo foi infectado

igualmente pelos diferentes isolados. Nao foram encontrados relatos de



trabalhos avaliando variagdo na agressividade em um mesmo isolado
derivado de sucessivas repicagens in vitro. Essa informacdo ¢é relevante,
quando se necessita fazer a avaliagdo de genotipos por meio da
inoculagdo de micélio, como no procedimento do straw teste (Petzoldt &
Dickson, 1996). Por esse método as plantas tém a haste de seu ramo
principal cortada e sdo inoculadas com ponteiras contendo meio de
cultura com micélio. Esse método ¢ adequado para uso no melhoramento
de plantas, nos estudos de selecdo, avaliacio de germoplasma e
desenvolvimento de cultivares (Singh & Teran, 2008). O straw teste
também foi utilizado em trabalhos com girassol (Vuong et al., 2004), soja
(Auclair et al., 2004) e, principalmente, em feijdo (Miklas et al., 2000;
Chipps et al., 2005; Teran et al., 2006; Chung et al., 2008).

O melhoramento para resisténcia ¢ a melhor forma de controle de
doengas em plantas, quando se tem germoplasma com fontes de
resisténcia. As poucas fontes de resisténcia em feijdo conhecidas sdo de
graos brancos vindos do Canada e algumas linhagens de origem andina e
que, embora tenham um potencial uso nos programas de melhoramento,
ndo sdo adaptados e ndo apresentam boa aceitagdo pelo consumidor
brasileiro. Os produtores de feijdo, logo, ndo encontram no mercado,
material resistente ao mofo branco e que tenham caracteristicas
agrondmicas desejaveis (Oliveira, 2005; Antonio et al., 2008).

Diante dos fatos apresentados, por meio deste trabalho os
objetivos foram determinar o tamanho 6timo da parcela e o numero de
repeticdes, em experimentos que utilizem solucdo de acido oxalico como
método para discriminar genotipos, com resisténcia fisiologica do

feijjoeiro a0 mofo branco. Visando ainda, avaliar se ha diferenca na



agressividade de S. sclerotiorum com o avango das geragdes de

repicagem do fungo.



2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos tanto para o teste com acido oxalico, como para
determinar a agressividade do fungo, foram realizados no Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Para o teste com 4cido oxalico foram conduzidos quatro experimentos no
ano de 2008, realizados em janeiro, maio, setembro e novembro, cujas
temperaturas médias no dia da avaliagdo foram respectivamente: 25°C, 19°C,
27°C e 29°C. Em cada experimento foram utilizadas oito cultivares, sendo duas
fontes de resisténcia (G122 e Ex Rico), duas linhagens suscetiveis (M20 e VC3)
e quatro cultivares atualmente recomendadas (Pérola, Valente, Radiante e
Majestoso).

As plantas com 21 dias tiveram seu sistema radicular eliminado. A parte
aérea das plantas foi utilizada para a instalagao do experimento, que foi realizado
no fim da tarde, para evitar a alta transpiragdo que ocorre durante o dia. Foi
utilizada uma solugdo de acido oxalico a 20 mM e pH 4,0 (Kolkman & Kelly,
2000). Doze litros dessa solucdo foram colocados em cada bandeja de plastico,
coberta por uma chapa de isopor de dois cm de espessura, com 45 perfuragdes
uniformemente distribuidas. Cada planta teve, entdo, seu caule envolto por uma
tira de espuma para fixa-la na perfuracdo da placa de isopor, tomando-se o
cuidado de deixar 2,5 cm da parte inferior do caule imersa na solu¢do por um
periodo de 15 horas. A parcela foi representada por uma planta com 30
repeti¢des, utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado. A avaliacdo
dos gendtipos foi realizada de acordo com a chave descritiva proposta por
Kolkman & Kelly (2000), onde: 1: auséncia de folhas murchas; 2 : uma folha
trifoliolada murcha ou as duas unifolioladas; 3 : duas folhas murchas; 4 : mais de
duas folhas murchas; 5 : folhas e peciolos murchos e 6 : planta completamente

murcha.



Procederam-se as analises de varidncia individuais, conjunta e o teste de
agrupamento de médias que foram feitos no software Sisvar (Ferreira, 1995).
Para a reacdo do feijoeiro ao acido oxalico, foi adotado o seguinte modelo para
as andlises de varidncia individuais em cada época:

Yi= BT &

em que:

yij: € a reagdo do gendtipo j na repeticdo i

u: € o efeito fixo da média geral;

t;: € o efeito dos gendtipos j,ondej=1,2,..,n

&ij: € o erro experimental associadoa observacao yj;

Para analise conjunta, das épocas, adotou-se o seguinte modelo:

yir= wt i+ at (ta)) + &

em que:

yiji: € a reacdo do genotipo j na repetigdo i e na época I;

u: € o efeito fixo da média geral;

tj: € o efeito dos genotipos j,ondej=1,2, ..., n

a;: € o efeito de épocal,onde 1=1,2, ..., a

(ta);i: € a interagdo genodtipos x épocas

&iji: ¢ o erro experimental associadoa observagao yijj,.

O tamanho 6timo da parcela foi estimado pelo método da curvatura
maxima do coeficiente de variagdo, proposto por Paranaiba (2007). Por esse
método o coeficiente de variagdo (CV) com base em médias de parcelas de

tamanho X é:
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em que S”¢é a variancia de parcela com uma planta, Z é a média geral de parcela
com uma planta, X o tamanho da parcela e p € o coeficiente de autocorrelagdo
espacial de primeira ordem, que foi considerado nulo pelo fato das cultivares
terem sido colocadas em parcelas individuais.

O tamanho 6timo de parcela (X) foi determinado pelo ponto maximo da

fungao de curvatura e € dado por:

B 103/2(1-p*)S°Z

’ z

O tamanho o6timo da parcela foi estimado por tratamento, em cada
época, por experimento e, também, na andalise conjunta.

Para ilustrar a identificagdo do tamanho oOtimo da parcela, por
tratamento, em cada época e também por experimento, foram estimados e
plotados valores de CV com tamanho da parcela variando de uma a 15 plantas
(X). Para isso foram utilizados os estimadores S*e Z, com p=0.

O numero ideal de repetigdes, utilizando o tamanho 6timo da parcela, foi
estimado por reamostragens, com reposi¢do, por meio do método de Monte
Carlo com base em uma amostra original de 30 dados por tratamento em cada
época. As amostras de nimero de repeticdes variaram de duas a 10 por
experimento. Para cada numero de repeticdes foram realizadas 3000
reamostragens. Realizou-se a analise de variancia de cada experimento ¢ foram

estimados os valores médios, minimos ¢ maximos dos coeficientes de variacdo



(CV) e F’s, assim como as variancias dos CV’s. O método de Monte Carlo foi
aplicado com o auxilio do software SAS ® (SAS Institute, 1995).

Para verificar o efeito de repicagens, in vitro, na agressividade do
patogeno, os esclerodios foram coletados na fazenda experimental Muquém em
Ijaci. Esses passaram por um processo de esterilizagdo por dois minutos em cada
uma das solugdes, hipoclorito de sodio 50%, alcool etilico a 70% e agua
destilada. Apds esse processo, trés esclerodios, foram colocados em placa de
petri contendo meio BDA (batata, dextrose e dgar). A placa foi entdo colocada
em camara incubadora (BOD), sob temperatura de 22°C £ 2°C, por um
fotoperiodo de 12 horas, durante trés dias, constituindo a primeira geragao.
Repicou-se entdo o meio dessa placa contendo micélio para uma nova placa de
petri, a qual foi colocada em BOD, sob temperatura de 22°C + 2°C, por um
fotoperiodo de 12 horas, durante trés dias, constituindo a segunda geragdo. O
processo foi repetido até a obtencdo da décima geracdo. Em todas as repicagens
foi tomada apenas uma amostra de 0,50 cm’ por placa, como indculo para se
obter a placa da geragdo seguinte. Para que todas as geragdes fossem inoculadas
na mesma é€poca, foi sincronizada a obtengdo das geragdes todas de uma vez.
Foram conduzidos dois experimentos no ano de 2009, um em janeiro ¢ o
segundo em maio. Os 10 tratamentos foram representados pelas geragdes de
repicagem.

A linhagem utilizada foi a M20 que ¢é suscetivel ao mofo branco. Para o
crescimento das plantas, foram utilizados vasos de trés litros, contendo terra e
composto organico na propor¢ao de 5:1, e foi feita adubacdo indicada para a
cultura. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés
repeticdes, nas quais cada parcela foi constituida de cinco vasos cada um com
duas plantas e com 10 tratamentos.

O método utilizado, para avaliacdo da agressividade nas diferentes

geracdes de repicagem do fungo, foi o straw teste proposto por Petzoldt &



Dickson (1996), que consiste em cortar o apice da haste principal e inocula-lo
com um canudo contendo o micélio. Neste experimento optou-se por utilizar
ponteiras de plastico de micropipeta de ImL. A inoculagdo foi realizada aos 21
dias apds semeadura. Sete dias apos a inoculagdo foi avaliada a reagdo do
feijoeiro ao mofo branco, utilizando-se a escala diagramatica adaptada por Teran
et al. (2006). Os dados foram mensurados e realizadas as analises de variancias
individuais e conjunta, e as médias foram agrupadas pelo teste de Scott & Knott
(1974), no software Sisvar. Para a geracao de repicagem do fungo, foi adotado o
seguinte modelo para as analises de variancia individuais em cada época:

YiT T GFE;

em que:

yij: € a observacdo da geracdo j e repeticao i;

u: é o efeito fixo da média geral;

tj: € o efeito das geracdes j, onde j=1,2, ...,n

&;j: € o erro experimental associado a observagdo yj;.
Para analise conjunta, das épocas, adotou-se o seguinte modelo:

yii = BT ti+a+ (ta); + &

em que:

yiji: € a observacdo da geragdo j, na repetigdo 1 e no ambiente 1;

u: é o efeito fixo da média geral;

tj: € o efeito das geracdes j, onde j=1,2, ...,n

a;: € o efeito de épocal,onde1=1,2, ..., a

(ta);i: € a interagdo geragdes X épocas

&;1: € o erro experimental associadoa observagao yj;.



3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Em alguns experimentos no melhoramento, como em feijdo, ¢ utilizada
uma planta por parcela e um grande nimero de repeticdes (Mendes, 2009). Para
avaliar a reagdo de genotipos de feijdo ao mofo branco de forma indireta, por
meio da reacdo ao acido oxalico, também, utiliza-se parcela de uma tnica planta
(Chung et al., 2008). Nao ha estudos, entretanto, sobre o tamanho ideal de
parcela para esse tipo de avaliagdo.

Utilizando o método da curvatura maxima do coeficiente de variagdo
(CMCYV), proposto por Paranaiba (2007), o tamanho 6timo da parcela foi de oito
plantas. Esse valor foi estimado para cada genotipo, nas diferentes épocas de
conducdo do experimento (Tabela 1). Os tamanhos de parcelas estimados (Xo)
variaram de 4,14 a 7,72 plantas, porém, optou-se pelo tamanho de oito plantas
por parcela, no intuito de mais eficientemente avaliar todos os gendtipos em
qualquer época de conducdo do experimento (Tabela 1). As estimativas do
tamanho 6timo de parcela resultaram em valores bem proximos para os oito
genotipos estudados. De acordo com esse procedimento, o tamanho 6timo da
parcela corresponde ao ponto de maxima curvatura da fungdo, que explica a

variagdo do CV com alteragdo do numero de plantas por parcela (Figura 2).

TABELA 1 Estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental (X,), por
genotipo de feijao, para avaliacdo da reagdo ao acido oxalico, em

diferentes épocas do ano.

Gendtipo ExRico G122 M20 VC3 Majestoso Valente Radiante Pérola

1 6,12 6,20 5,02 589 6,12 5,91 6,12 4,14
2 6,37 6,73 5,65 549 5,03 7,72 5,43 6,01
3 5,59 743 6,87 590 692 6,99 6,48 6,11
4 6,89 6,21 6,87 5,04 6,16 5,51 6,87 5,63
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Embora o método da curvatura maxima do coeficiente de variagdo tenha
sido proposto para estimar o tamanho da parcela por tratamento, neste estudo, o
mesmo foi utilizado para estimar o tamanho da parcela por época e na analise
conjunta (Tabela 2). O tamanho 6timo da parcela estimado por época variou de
5,68 a 6,54 plantas. Para a andlise conjunta, o valor estimado foi de 6,09 plantas,
valor esse que corresponde as médias das épocas consideradas individualmente e
nota—se que essa estimativa foi ligeiramente inferior a oito plantas por parcela
(Figura 1). Esses resultados discordam ligeiramente dos tamanhos de parcelas
utilizados por Kolkman & Kelly (2000), os quais utilizaram quatro ou cinco
plantas por parcela, enquanto Antonio et al. (2008) utilizaram 10 plantas por
parcela. O exemplo mais extremo foi o de Chung et al. (2008), que utilizaram

apenas uma planta por parcela e trés repeti¢des.

TABELA 2 Estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental (X,), por
experimento de feijdo, para avaliagdo da reagdo ao acido oxalico, em

diferentes épocas do ano.

Epoca Xo
1 5,68
2 6,04
3 6,54
4 6,09
Conjunta 6,26

Parrella (2008), utilizando a CMCV, constatou que o método € coerente,
pois forneceu estimativas similares a outro procedimento, o modelo linear

segmentado com platd, para estimar tamanho 6timo da parcela.
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Além do tamanho da parcela, outro fator experimental fundamental é o
numero de repeti¢des. Considerando o tamanho 6timo da parcela com oito
plantas, os resultados dos CVs das analises de variancias mostraram que as
estimativas médias variaram muito pouco entre os diferentes ntimeros de
repeticdes e sdo bem similares aos encontrados nas analises individuais,
confirmando a consisténcia da simula¢do (Tabela 3). Entretanto, a partir de
quatro repeti¢des, as variancias dos CVs reduziram com menor intensidade.
Observa-se, principalmente, que quase a totalidade das andlises de variancias
simuladas identificaram diferengas genéticas entre os genotipos de feijao, como
era esperado, pois foram utilizados gendétipos diferentes quanto a reacdo a S.
sclerotiorum. Além disso, essas diferencas foram detectadas nas diferentes
épocas do ano. Na época 2, no entanto, ocorreu maior nimero de resultados que
nido detectaram diferencas significativas entre os genotipos. Provavelmente
ocorreu, que as plantas, em virtude da menor temperatura nessa época,
desenvolveram-se relativamente menos do que as plantas em outras épocas,
tornando-se mais sensiveis ao 4cido oxalico. Os resultados do CVs e Fs
permitem inferir que a partir de quatro repeti¢des, consegue-se, mais
eficientemente, avaliar a reagdo de gendtipos de feijdo em solugdo de acido
oxalico (Tabela 3). As diferencas genéticas entre gendtipos, quanto a reagdo ao
acido oxalico, obtidas neste trabalho, corroboram com os resultados encontrados
por Kolkman & Kelly (2000) e Antonio et al. (2008), os quais utilizaram
experimentos semelhantes em numero de plantas por parcela e repetigdes.

A heterogeneidade genética dos genotipos avaliados foi detectada nas
quatro épocas, e, principalmente, na analise de varidncia conjunta (Tabela 4).
Entre os genotipos destacaram-se as fontes de resisténcia G122 e Ex Rico, bem
como, as cultivares atualmente em uso, Radiante, Majestoso e Valente (Tabela
5). Apesar de Oliveira (2005) afirmar que ndo ha resisténcia ao mofo branco nas

cultivares brasileiras, a verificagdo dessas cultivares com resisténcia fisiologica,
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embora de baixo nivel, é importante para ser utilizada no melhoramento, porque
essas cultivares ja sdo adaptadas e com boas caracteristicas agrondmicas. Os
genotipos M20 e VC3, usados como testemunhas suscetiveis, comportaram-se

como esperado.

TABELA 4 Resumo da analise de variancia conjunta da reacdo do feijoeiro ao
acido oxalico nas diferentes épocas de avaliagao.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio
Epocas 3 114,140
Genotipo 7 11,5375
Epocas x Gendtipos 21 29117"
Erro médio 928 0,7668

" significativo ao nivel de 1% de probabilidade, CV = 35,05.

Nota-se que a interagdo gendtipos por €pocas foi altamente significativa,
indicando a principio, que as reac¢des das cultivares ndo foram concordantes nas
diferentes épocas. A classificacdo média das cultivares por época ¢ similar as
médias das épocas, portanto, a interagdo se deveu principalmente as diferencas
de variabilidade das reagdes das cultivares nas diferentes épocas. Observa-se que
o efeito de época foi altamente significativo e, no caso, o fator ambiental
principal determinante foram as diferencas de temperaturas durante os
experimentos. Em acordo com esses resultados, Kolkman & Kelly (2000)
também verificaram que maiores temperaturas durante o experimento levam a
maior intensidade de murcha dos gendtipos com diferentes niveis de resisténcia.
Entretanto, mesmo temperaturas até 10°C durante a conclusdo do experimento,
ndo afetam a reagdo diferencial dos genotipos ao acido oxalico. Outros fatores
importantes sdo as diferengas de adaptagdo dos gendtipos e as baixas
temperaturas que afetam o desenvolvimento das plantas até aos 21 dias,
tornando-as ligeiramente mais sensivel ao acido oxalico (Antonio et al., 2008).

Esse conjunto de fatores explica, pelo menos em parte, a forte interacio
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detectada. Porém, dado o tipo de interagdo, que ndo alterou a classificagdo dos
gendtipos, infere-se que a reacdo do feijoeiro ao acido oxalico pode ser avaliada

nas diferentes épocas do ano.

TABELA 5 Reagao dos genotipos de feijao ao acido oxalico.

Gendtipos Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3 Epoca 4 Conjunta

Pérola 1,93¢c 3,53b 2,66¢ 3,13b 2,81c
VC3 1,83¢ 3,20b 2,40b 3,10b 2,74c
M20 1,90c 3,50b 3,06¢ 3,73¢ 2,77¢
Valente 1,56b 3,23b 2,43b 3,13b 2,54b
Majestoso 1,50b 3,43b 2,36b 2,20a 2,60b
Radiante 1,20a 3,24b 1,80a 2,20a 2,40b
G122 1,46b 2,70a 2,20b 2,26a 1,95a
Ex Rico 1,20a 2,60b 2,40b 2,62a 2,15a

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade, segundo o teste de Scott-Knott.

Entre os métodos de avaliacdo da resisténcia fisiologica de genotipos de
feijdo a S. sclerotiorum, o da inoculagdo de micélio (straw test) ¢ um dos mais
utilizados (Singh & Teran, 2008). Para produzir indéculo com micélio,
geralmente, realizam-se de uma a duas repicagens, a partir do micélio produzido
do escler6dio em meio BDA. Esse processo demanda grande quantidade de
esclerodios e seria simplificado, se maior numero de repicagens pudessem ser
realizadas sem alterar a agressividade do indculo. No teste de agressividade nas
diferentes geragdes de repicagem detectaram-se diferencas significativas entre as
geracdes (P < 5%,) (Tabela 6). Essas diferengas foram confirmadas pelo teste de
agrupamento de médias (Tabela 7). Infere-se, portanto, que a pratica adotada
usualmente que sdo de duas repicagens, a partir do esclerodio, corresponde ao
indculo com maior agressividade. Assim, infelizmente é necessario utilizar
maior numero de esclerddios para se obter o indculo, para assegurar maior nivel

de agressividade e discriminar eficientemente os niveis de resisténcia do feijao.
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TABELA 6 Resumo da analise de varidncia conjunta da reacdo de agressividade
em diferentes épocas.

Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio
Epocas 1 73,726"
Geragoes 9 0,8835"
Epocas x Geragdes 9 0,6398
Erro médio 40 0,3273

" significativo ao nivel de 1% de probabilidade; ~ significativo ao nivel de 5%
de probabilidade; ™ Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade, CV =
14,16.

TABELA 7 Teste de médias da analise conjunta para agressividade.

Geragoes Nota
2 4,77 a
6 438a
1 433 a
10 4,11b
5 4,08b
4 3,94b
3 3,89b
9 3,70b
7 3,64 b
8 3,50b

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade, segundo o teste de Scott-Knot.

Vale ressaltar que, na obtengdo das 10 geragdes, o fungo foi
multiplicado por via assexuada. Para a primeira geracdo foram colocados trés
esclerodios por placa de petri contendo BDA os quais podem ter contribuido
para gerar variacdo. Como foi tomada apenas uma pequena amostra de micélio
para se obter a geragdo seguinte, a chance de selecionar novos variantes ¢ muito
reduzida, especialmente considerando o principal sistema de multiplica¢do por
via assexuada. Aparentemente, surgiram variantes genéticas mais adaptadas ao

meio de cultura, ou ainda ha a possibilidade do patdgeno ter se adaptado ao meio
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artificial contendo todos os nutrientes e reprimido alelos para agressividade.
Estudos semelhantes a este, ndo foram encontrados na literatura. Em trabalhos
com isolados coletados em uma mesma area, entretanto, assim como com
isolados coletados em diferentes 4areas, observaram-se diferencas na
agressividade (Pratt, 1995; Kull et al., 2004). Assim, de acordo com os
resultados obtidos, é recomendavel que a obten¢do do inoculo seja feita com

apenas duas geracdes de multiplicacdo do fungo a partir de esclerddios.
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4 CONCLUSOES

O tamanho 6timo da parcela, em avaliagdes de genotipos de feijdo para
resisténcia fisiologica, com o uso do 4cido oxalico, ¢ de oito plantas € o nimero
ideal de repetigdes € pelo menos quatro.

Recomenda-se até duas repicagens de isolado de S. sclerotiorum em

meio BDA, nas condigdes utilizadas.
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ANEXO
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FIGURA 1 Relacdo entre o coeficiente de variagdo (CV) em % e o tamanho de
parcela. A seta indica o tamanho 6timo da parcela (X,), para cada uma das épocas
de avaliagdo do experimento.
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FIGURA 2 Relagdo entre o coeficiente de variacdo (CV) em % e o tamanho de parcela. A seta
indica o tamanho 6timo da parcela (X), para cada genotipo em cada uma das épocas de
avaliagdo do experimento.
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TABELA 3 Estimativas dos coeficientes de variacdo (CV) e dos valores de F, médios, minimos ¢ maximos ¢ as variancias do CV,

considerando 3000 reamostragens por meio do método Monte Carlo.

Epoca Epoca
3 4
Cv [\ CvV [\
Nrep. CV min.  max. S? F Fmin. Fmax. CV min.  max. S? F F min. F max.

144

36,85 27,07 46,37 7,16 3,48 0,88 10,04 33,03 25,15 42,23 6,73 7,44 1,24 26,87
36,83 28,85 44,24 4,66 4,78 1,26 12,05 33,05 27,03 40,66 4,47 10,51 2,42 27,35
36,85 30,08 43,15 3,45 6,09 242* 12,84 33,02 27,12 40,27 337 13,59 5,01* 28,9
36,86 31,24 422 2,74 7,4 3,33* 13,89 33,02 27,84 38,73 2,59 16,67 582* 37,29
36,89 31,06 42,0 2,27 872 391* 16,32 33,02 28,09 38,46 2,11 19,75 8,07* 39,96
36,88 31,98 41,72 192 10,02 4,776 17,15 33,02 2888 37,77 1,82 2286 10,32* 41,49
36,89 32,73 41,02 1,65 11,33 5,7% 19,52 33,03 28,85 37,41 1,59 25,99 12,27* 48,66
36,90 32,61 4095 1,49 12,66 6,29* 20,75 33,04 28,71 3737 1,42 29,03 13,81* 52,66
36,90 32,91 40,51 1,35 1398 7,9% 23,14 33,04 28,68 37,21 1,29 32,13 16,97* 56,78

- R - AV RN N

* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade. ...Continua...



TABELA 3, Cont. Estimativas dos coeficientes de variagdo (CV) e dos valores de F, médios, minimos ¢ maximos e as variancias do

CV, considerando 3000 reamostragens por meio do método Monte Carlo.

Y4

Epoca Epoca
1 2
N Ccv Ccv Ccv Ccv

rep. CV min.  max. S? F F min. Fmax. CV min.  max. S? F F min. F max.
2 29,74 25,19 3424 2,07 7,36 2,73* 20,89 32,67 26,89 39,20 3,12 2,91 0,24 11,69
3 29,74 2492 3337 1,27 10,47 4,85% 28,01 32,67 27,33 37,97 1,96 3,78 0,56 14,72
4 29,75 26,29 32,74 0,92 13,54 6,37% 26,42 32,68 28,75 37,16 1,43 4,73 0,64 12,99
5 29,76 26,14 3246 0,71 16,64 7,98%* 31,45 32,69 28,84 3731 1,15 5,66 1,05 15,43
6 29,76 26,42 32,34 0,61 19,73 10,37* 37,92 32,68 29,28 36,42 0,96 6,59 0,92 17,74
7 29,75 26,72 32,18 0,53 22,87 13,2¥ 39,27 32,68 29,08 36,01 0,81 7,52 1,35 19,05
8 29,74 27,46 32,13 0,46 26,01 16,35% 43,6 32,68 30,01 35,79 0,69 8,43 1,79 19,25
9 29,74 27,18 32,02 0,41 29,11 19,33% 48,7 32,68 30,0 35,46 0,61 9,34  237¥ 21,45
10 29,74 27,69 31,66 036 322 2043* 5245 32,68 30,08 35,13 0,54 10,26 227* 2149

* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.



