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Resumo

SANGIOGO, Mauricio. Potencial de controle do crestamento bacteriano comum
do feijao com rizobactérias em pulverizacao foliar. 2015. 58f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pds-Graduacado em Fitossanidade. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, Brasil.

Isolados bacterianos biocontroladores do crestamento bacteriano comum do feijao
(CBC), por meio da microbiolizacao de sementes sao conhecidos. No entanto, nao
se tem conhecimento do comportamento desses isolados aplicados em folhas.
Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram: i) avaliar o potencial do controle
do CBC pela pulverizacao foliar de bactérias biocontroladoras; ii) avaliar efeito da
pulverizacdo dessas bactérias quando aplicadas anterior e posteriormente a
inoculagdo do patégeno; iii) identificar o potencial de isolados de bactérias
biocontroladoras em induzir resisténcia em plantas de feijao ao CBC. Para tanto,
foram realizados trés ensaios em casa de vegetacao. No ensaio | foram realizadas
pulverizagées com suspensodes bacterianas dos seguintes isolados: DFs93, DFs513,
DFs769; e duas combinacbes CO1 (DFs93/DFs769/DFs831) e CO3
(DFs348/DFs769/DFs831), em diferentes momentos de aplicacdo: 48 e 24 horas
antes da inoculacédo do patégeno (Xanthomonas axonopodis pV. phaseoli - XAP) (AIP) e
24 e 48 horas ap6s inoculacao do patégeno (PIP). No ensaio Il foram pulverizados
os isolados DFs513, DFs769 e a combinagdo CO3, em 72 e 48 horas AIP e 48 horas
PIP. Por fim, no ensaio lll, avaliou-se o potencial de inducao de resisténcia ao CBC,
por meio da separacao espacial entre biocontrolador e patégeno. No ultimo ensaio,
foram pulverizadas os isolados DFs513, DFs769 e a combinacao CO3, aplicados 72
e 48 horas AIP. As pulverizagbes foram realizadas em foliolos distintos daqueles
onde o patégeno foi inoculado, em dois esquemas: aplicacao do biocontrolador nos
foliolos laterais e XAP no foliolo apical; biocontrolador no foliolo apical e XAP nos
foliolos laterais. Para todos ensaios foram realizadas cinco avaliacées de incidéncia,
severidade, e o calculo da area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI)
e area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS). De maneira geral,
DFs769 e CO3 reduziram a AACPI, severidade e AACPS, quando aplicados
preventivamente. O isolado DFs769 reduziu a severidade, AACPl e AACPS mesmo
quando aplicado em foliolo diferente do patégeno. Dessa forma, os tratamentos
DFs769 e COS3 sao potenciais biocontroladores do CBC quando aplicados por
pulverizacdo foliar, em carater preventivo. Adicionalmente, o tratamento DFs769 é
um elicitor de inducado de resisténcia sistémica, sendo este mecanismo de acgao
desse biocontrolador um dos responsaveis pela reducdao do CBC no feijao.

Palavras-chaves: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Controle biolégico. Inducao de

resisténcia sistémica. ISR. Phaseolus vulgaris.



Abstract

SANGIOGO, Mauricio. Potential of control of bacterial blight in common bean
with rhizobacteria in foliar spraying. 2015. 58f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pés-Graduagdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, Brasil.

Isolates bacterial biocontrollers of bacterial blight (BB) in common beans, through the
seed microbiolization are known. However, there is no knowledge of the behavior of
these isolates applied in leaves. In this context, the aims this study were: i) evaluate
the potential BB control by foliar spray biocontrollers bacteria; ii) evaluate the effect
of spray these bacteria when applied before and after the pathogen inoculation; iii)
identify the potential of isolates biocontrollers bacteria to induce resistance in
common bean plants to BB. To this, there were three essay in the greenhouse. In the
essay | were realized spraying with bacterial suspensions with isolates: DFs93,
DFs513, DFs769; and two combinations CO1 (DFs93 / DFs769 / DFs831) and CO3
(DFs348 / DFs769 / DFs831) in different moments of application: 48 and 24 hours
before inoculation of pathogen (BIP) (Xanthomonas axonopodis pv phaseoli - XAP) and 24
and 48 hours after inoculation of pathogen (API). In essay Il were sprayed the
isolates DFs513, DFs769 and CO3 combination, in 72 and 48 hours BPIl and 48
hours API. Finally, essay lll evaluated the potential of inducing resistance to CBB,
through the spatial separation between pathogen and biocontroller. In the essay lll,
the isolates DFs513, DFs769 and CO3 combination, were sprayed 72 and 48 hours
BPI. The spraying was carried out in different leaflets those where the pathogen was
inoculated in two schemes: biocontroller in side leaflets and XAP in the apical leaflet;
biocontroller in apical leaflet and XAP in the side leaflets. For all assays were
realized five assessments of incidence, severity, calculated the area under the
incidence progress curve (AUIPC) and area under the severity progress curve
(AUSPC). In general, DFs769 and COS3 reduced the severity, AUIPC and AUDPC
when applied preventively. The isolate DFs769 reduced the severity, AUIPC and
AUDPC even when applied in different leaflet of pathogen aplication. The treatments
DFs769 and CO3 are potential biocontroller of bacterial blight in common bean when
applied by preventive foliar spray. Additionally, DFs769 treatment is a induction
systemic resistance elicitor, and this is mechanism action this biocontroller,
responsible for reducing the BB in common bean.

Keys-words: Xanthomonas axonopodis pV. phaseoli. Biological control. Induction systemic

resistance. ISR. Phaseolus vulgaris.
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1. INTRODUCAO GERAL

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), constitui-se um alimento basico para a
populacdo brasileira, ocupando lugar de destaque na agricultura, sendo
caracterizado como forte produto no mercado interno, com graos que representam
uma importante fonte de proteinas e minerais na dieta da populacdo (CARVALHO et
al., 2014). Além disso, possui notéria importancia socioeconémica, pois cerca de
90% da producao nacional é oriunda de pequenas propriedades rurais (CNPAF,
2013).

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de feijao, tendo mercado
interno garantido, clima favoravel e disponibilidade de area para cultivo, no entanto,
ainda deixa a desejar em termos de produtividade. Segundo estimativas da CONAB
(2015), na safra 2013/2014, o Brasil produziu 3,45 milhdes de toneladas em uma
area de 3,17 milhdes de hectares, portanto com uma média de rendimento de
apenas 1071 kg ha™', enquanto o potencial produtivo da maioria das cultivares
existentes no mercado é maior que 4000 kg ha™' (GUERRA; SILVA; RODRIGUES,
2000). Assim, a producao de feijao € insuficiente para abastecer o mercado interno,
devido aos baixos rendimentos da cultura (MAPA, 2015).

A instabilidade acentuada da produtividade da cultura do feijao é devido a
sua alta sensibilidade a eventos climaticos e doencas. Em funcédo da expansao das
areas cultivadas no Brasil e do cultivo sucessivo, principalmente em areas irrigadas,
ocorreu grande aumento do in6culo e disseminagao dos patdgenos.

Os patbégenos que acometem a cultura do feijao apresentam etiologia
diversa, sendo os principais, fungos, bactérias e virus. Dentre as doencas causadas
por bactérias, o crestamento bacteriano comum (CBC), incitado por Xanthomonas
axonopodis pV. phaseoli (Smith) Dye (XAP), é considerado o de maior importancia no
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Brasil, tanto pela sua dificuldade de controle como pelo seu potencial de dano
(SARTORATO; RAVA; RIOS, 1996; VALE; COSTA; ZAMBOLIM, 1997).

O CBC causa prejuizos na produgao, em razao da sua ampla distribuicao
nas regides produtoras de feijdo do Brasil e ao seu dificil controle. Os sintomas
aparecem em toda a parte aérea da planta, afetando folhas, caules e sementes. Nas
folhas sdo observadas manchas encharcadas que progridem para necréticas, que
normalmente apresentam-se margeadas por uma zona de tecido amarelo-limao
(RAVA; SARTORATO, 1994). No caule formam-se manchas ou estrias com aspecto
de anasarca, que se tornam avermelhadas. Em vagens, as les6es sdo normalmente
circulares, em anasarca, evoluindo para manchas necréticas. Quando as lesbes se
apresentam de forma alongada, é sinal de avango da infeccao, possibilitando a
posterior infeccdo das sementes que podem apresentar descoloragdo do hilo,
manchas amareladas no tegumento, enrugamento e ma formacdo (CANTERI,
DALLA PRIA; SILVA, 1999). As perdas em producdo da cultura do feijao devido ao
CBC podem variar de 10 a 70% (DIAZ, 2000). Isso pode ser explicado em virtude da
reducao da taxa fotossintética das folhas infectadas (DIAZ et al., 2001).

A ocorréncia de epidemias de XAP ¢ altamente dependente de condi¢des
climaticas favoraveis. As condi¢des climaticas que favorecem o desenvolvimento de
XAP sdo: temperatura acima de 28 °C, alta umidade do ar e precipitacdes
pluviométricas frequentes (RAVA; SARTORATO, 1994). O tempo entre a infecgao
inicial e disseminacao secundaria gira em torno de 10 a 14 dias (KARAVINA, 2006).
A fonte de inéculo pode ser restos culturais, sementes contaminadas e hospedeiros
secundarios.

A sobrevivéncia de XAP em restos culturais esta diretamente relacionada com
as condicoes de temperatura, precipitacao e localizacdo no perfil do solo. Segundo
Torres, Maringoni e Silva (2009), XAP pode sobreviver em restos culturais de feijao
na superficie do solo por até 180 dias, jA& quando os restos culturais séo
incorporados ao solo esse periodo maximo de sobrevivéncia cai para 120 dias, isso
em condicbes de temperatura mais amena e baixas precipitacées, no entanto sob
alta temperatura e altas precipitacées a bactéria pode sobreviver no maximo até 60
e 45 dias, sobre a superficie do solo e incorporado, respectivamente.

A semente constitui outra importante forma de sobrevivéncia e fonte de inéculo
de XAP. Os dados de sobrevivéncia de XAP em sementes sdo muito variaveis, tém-
se resultados de pesquisa que indicam que a mesma possa sobreviver seis
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(WALLEN, 1980) e até mesmo dez anos (ZAUMEYER, 1957) infectando sementes.
Tendo-se em vista que na pratica, as sementes de feijao sdo utilizadas na maioria
das vezes em periodo inferior a dois anos apds a colheita, a sobrevivéncia do
patdbgeno em sementes contaminadas, e seu consequente papel na disseminacao
do patdégeno é garantido.

Além de sementes e restos de cultura, XAP pode sobreviver em uma ampla
gama de espécies de plantas voluntarias que podem atuar como hospedeiros
secundarios, contribuindo assim para sua manutencdo no campo. Entre essas
plantas, destacam-se: Acalypha aloperoides (cola de gato), Ambrosia artemisifolia
(cravo da roca), Amaranthus spp. (caruru), A. retroflexus (caruru), Chenopodium
album (fedegoso), Cyperus rotundus (tiririca), Physalis sp., Portulaca oleraceae
(beldroega), Sida rhombifolia (guanxuma), Ruellia tuberosa, Strophostyles helvola,
Vicia sativa (fava) e V. villosa (ervilhaca) (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO,
1997).

Atualmente, nao se tem estudos no Brasil que indiquem o nivel de incidéncia
considerado critico, para o desenvolvimento de uma epidemia de XAP em feijao.
Estudos realizados no Canadé indicam que lotes de sementes com apenas 0,5% de
incidéncia do patdgeno ja foram suficientes para causar severas epidemias. lto et al.
(1989), analisando a incidéncia de XAP em lotes de sementes de feijao do Estado
de Sao Paulo, nos anos de 1991 e 1993, observaram, respectivamente que 5,3% e
30,6% dos lotes de sementes estavam infectados por XAP. J4 no estado do Parana,
segundo Torres, Maringoni e Silva (2009), 50% dos lotes de sementes foram
portadores de XAP com incidéncia de 0,1% a 1,7%.

Segundo Cafati e Kimati (1982), existe variabilidade de patogenicidade de
isolados de XAP provenientes de diferentes regides do Brasil. Ainda no Brasil,
Cardoso e Leite (1993), também encontraram variabilidade de agressividade entre
isolados do Parana. Fourie e Herselman (2011), estudando 143 isolados de XAP, na
Africa, concluiram que, dentre os isolados testados, ndo se teve a presenca de
racas, no entanto ocorreu uma variacao de agressividade dentre os isolados em
determinados cultivares de feijao.

Diferentes medidas de controle tém sido recomendadas, visando a reducao
de danos por doencas na cultura do feijao, dentre as quais se destacam o controle

genético e quimico. O controle genético seria a medida mais eficiente e viavel, no
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entanto, a alta variabilidade de viruléncia do patégeno (VIEIRA; SOUZA, 2000)
prejudica o desenvolvimento de cultivares resistentes de ampla adaptacao
(NAVARRETE-MAYA; ACOSTA-GALLEGOS; ESPINOSA, 1996), além disso, a
maioria das cultivares de feijao em uso comercial no pais sdo suscetiveis a XAP,
geralmente, alcangando no maximo um nivel de resisténcia considerado “moderado”
(CEPEF, 2000). No caso do controle quimico, seu uso indiscriminado pode causar
efeitos adversos para a saude humana e para o ambiente (MOREIRA et al., 2002).
Além do mais, o controle quimico eleva os custos de producdo e pode acarretar o
surgimento de populacdes de patdégenos resistentes ao grupo quimico utilizado
(VALE; COSTA; ZAMBOLIM, 1997). Adicionalmente, no caso de bacterioses, o
controle quimico é economicamente inviavel e ineficiente na maioria dos casos,
sendo as principais medidas recomendadas de carater preventivo (MOURA;
CORREA; DENARDIN, 2009).

Assim, tem-se a necessidade da busca de métodos de controle mais
eficientes, com um menor impacto ambiental e que apresentem menor custo. Dentre
os métodos mais estudados esta o controle biolégico por microrganismos.

Na cultura do feijao, o controle biolégico tem sido estudado principalmente
no manejo de doencas da parte aérea, tais como crestamento bacteriano (ZANATTA
et al., 2007; SILVA et al., 2009; VIEIRA-JUNIOR, 2005; CORREA, 2007), ferrugem
(VIEIRA-JUNIOR, 2005), mancha angular (CORREA; SCHAFER; MOURA, 2014;
GARCIA, 2008), antrachose (PEDRO et al., 2012; CORREA et al., 2008) e no
controle de doengas de raiz e caule como a murcha-de-fusério (DIAS; BERBARA;
FERNANDES, 2013; CORREA; SCHAFER; MOURA, 2014), murcha bacteriana
(CORREA; SCHAFER; MOURA, 2014; MARTINS et al., 2013), podriddo-cinzenta
(KHUN, 2007; CORREA; SCHAFER; MOURA, 2014), mela (AHMADZADEH;
TEHRANI, 2009) e mofo branco (HUANG et al., 2000).

O Grupo de Pesquisa “Controle Biolégico de Doencas de Plantas e
Promocédo de Crescimento Vegetal”, coordenado pela Universidade Federal de
Pelotas, selecionou bactérias biocontroladoras eficientes quando utilizadas
individualmente ou em combinacdo para microbiolizar as sementes de feijao,
controlando o crestamento bacteriano comum (ZANATTA, 2004; SILVA, 2004;
CORREA, 2007). Posteriormente, a equipe identificou que essas bactérias, quando
utilizadas em combinacdo, aumentavam a efetividade do controle da XAP (SANTOS,
2006), bem como ampliavam seu espectro de acao, passando a controlar também a
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mancha angular, antracnose, podridao cinzenta, murcha de curtobactério, murcha de
fusario (CORREA; SCHAFER; MOURA, 2014) e nematoide das galhas (CORREA et
al., 2012). Também foi estabelecido que essas bactérias selecionadas, quando
usadas para microbiolizar as sementes, podem atuar por diferentes mecanismos de
acdo como antibiose (ZANATTA, 2004; SILVA, 2004; CORREA, 2007; CORREA et
al., 2008; CORREA, 2010), competicido (CORREA, 2010) e inducdo de resisténcia
(SILVA et al., 2009).

Recentemente, foram realizados ensaios preliminares aventando a
possibilidade do uso destas bactérias biocontroladoras, tanto isoladas quanto
combinadas, para pulverizagéo foliar, visando o controle do crestamento bacteriano
comum (ANACKER, 2013). A aplicacao dessas bactérias biocontroladores por
pulverizacao também pode ser uma estratégia interessante no manejo do CBC, uma
vez que nem sempre o produtor tem a disponibilidade do biocontrolador no momento
do plantio, ou até mesmo, diante da dificuldade da microbiolizacdo e das técnicas
que ela demanda, essa tarefa pode ser feita de maneira errbnea, prejudicando a
eficiéncia da mesma. Além disso, pensando na antibiose e competicio como
mecanismos de controle, o sucesso do biocontrole com a deposicao foliar do
biocontrolador é mais provavel, uma vez que XAP ocorre predominantemente em
folhas, hastes e vagens. A aplicagdo do biocontrolador por pulverizacdo das folhas
tem se mostrado eficiente no controle de doencgas em diferentes culturas, como no
algodao (KAPADIYA; BUTANI; KHANPARA, 2015), arroz (SHINDE; PRASHANTHI;
KRISHNARAJ, 2014) e inclusive na cultura do feijao (GARCIA; ROMEIRO, 2011).

Neste contexto, teve-se como objetivo no presente estudo, avaliar o
potencial de controle do crestamento bacteriano comum do feijdo através da
pulverizacao foliar de suspensdao de bactérias pré-selecionadas, por meio da
microbiolizacdo de sementes, bem como verificar o mecanismo pelo qual se da o

controle do crestamento bacteriano comum do feijao.



2. CAPITULO I - Pulverizacio foliar de bactérias para o controle biolégico
do crestamento bacteriano comum em feijao

2.1 Introducao

A cultura do feijao é muito sensivel a fatores bidticos e abidticos, fato que se
traduz em alta instabilidade em termos de produtividade. Dentre os fatores bidticos,
as doencas destacam-se como as principais responsaveis pela quebra da
produtividade.

A cultura do feijao é vulneravel a varios organismos fitopatogénicos (VIGO et
al., 2009), sendo que na parte aérea, as doengas bacterianas apresentam grande
importancia na cultura do feijao, em que o crestamento bacteriano comum (CBC),
causado por Xanthomonas axonopodis PV. phaseoli (Smith) (XAP) é considerada a de
maior importancia (SARTORATO et al., 1996; VALE; COSTA; ZAMBOLIM, 1997).

O CBC € uma doenca de dificil controle, baseando-se principalmente em
medidas de carater preventivo. A eficacia do controle quimico do CBC do feijao,
através de pulverizacdo das plantas com produtos bactericidas, tem sido de pouca
magnitude nas lavouras, devido a baixa eficiéncia destes produtos (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005; MOURA; CORREA; DENARDIN, 2009). Além
disso, os produtos registrados para o controle da XAP na cultura do feijao séo
escassos, baseando-se em indutores de resisténcia (acibenzolar-S-metilico) e
protetores (hidréxido de cobre) (AGROFIT, 2015).

Assim, surge a necessidade de buscar métodos de controle mais eficientes,
de menor custo e que interfiram menos no equilibrio do ambiente. Dentre os
métodos mais estudados esta o controle biolégico por microrganismos. Nos ultimos
anos, varios trabalhos foram publicados mostrando o controle biolégico de
bacterioses causadas por Xanthomonas spp. (SINGH; SIDDIQUI, 2015; HALFELD-
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VIEIRA, et al., 2015; NAUE; ROCHA; MOURA, 2014), inclusive trabalhos mostrando
sua efetividade especificamente a XAP (ZANATTA et al., 2007; SILVA et al., 2009;
VIEIRA-JUNIOR, 2005; CORREA, 2007).

O Grupo de Pesquisa “Controle Biolégico de Doencas de Plantas e
Promocao de Crescimento Vegetal” — UFPel, selecionou bactérias com potencial
para o biocontrole quando utilizadas individualmente ou em combinagcdo para
microbiolizar sementes de feijao, controlando, dentre outras doencas, o crestamento
bacteriano comum (ZANATTA, 2004; SILVA, 2004; CORREA, 2007; SANTOS, 2006;
CORREA, 2010).

No entanto, ainda se tem caréncia de informacdes quanto a efetividade do
controle do CBC, quando a deposi¢ao do biocontrolador for por pulverizagao foliar.
Neste caso, também se faz necessério conhecer como estes biocontroladores
atuariam, se com efeito curativo, ou se seria necessario que os mesmos fossem
aplicados em carater preventivo.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar bactérias biocontroladoras por
meio da pulverizagdo em folhas de feijao, aplicadas em diferentes espacos de tempo
anterior e posteriormente a inoculacao do patégeno, visando o controle do CBC.

2.2 Material e Métodos
2.2.1 Conducao dos ensaios

A semeadura do feijao foi realizada em vasos com capacidade para 2 kg, em
substrato comercial ndo esterilizado. Foram semeadas cinco sementes por vaso,
cultivar BRS Valente. Apdés emergéncia, realizou-se o desbaste deixando-se duas
plantas por vaso. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo em condi¢des
de temperatura semicontroladas, com irrigacdo por microaspersao. Os ensaios

foram realizados entre o periodo de novembro de 2014 e fevereiro de 2015.
2.2.2 Microrganismos utilizados e sua manutencao
Os isolados bacterianos utilizados (tab. 1) sdo pertencentes a colecao do

Laboratério de Bacteriologia Vegetal do Departamento de Fitossanidade (DFs) da

Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Essas bactérias, foram selecionadas para
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o controle do crestamento bacteriano comum do feijao quando microbiolizadas a
sementes (CORREA, 2007; ZANATTA et al., 2007).

A bactéria patogénica utilizada foi X. axonopodis pv. phaseoli isolado XAP28,
cedido pela Embrapa Clima Temperato (Embrapa CPACT). A patogenicidade da
bactéria foi comprovada utilizando o método de inoculagédo da folha por corte com
tesoura, conforme descrito por Dhingra e Sinclair (1995).

Tabela 1 - Identificacdo e habitat das bactérias utilizadas isoladamente e em
combinacgao para o biocontrole de doencas do feijao

Isolados Identificacao’ Nichos

DFs093* Bacillus cereus Frank. & Frank. Solo

DFs348~ Bacillus sp. Cohn Folha de cebola
DFs513 Pseudomonas veronii Elomari Tunica de cebola
DFs769 B. cereus Frankland & Frankland Vagem de feijao
DFs831** P. fluorescens Migula Solo rizosférico
COf1 DFS093+DFs769+DFs831

CO3 DFs348+DFs769+DFs831

* Determinados por sequenciamento do gene 16S rDNA (dados ndo publicados).
** Bactéria utilizada apenas em combinagoes.

Os isolados bacterianos foram mantidos em tubos de ensaio contendo o
meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970), em geladeira a 4 °C. O isolado de x.
axonopodis pV. phaseoli foi também preservado em tubos de ensaio contendo meio
GYCA (SWINGS; VAUTERIN; KERSTERS, 1993), bem como em agua estéril. A
longo prazo, os isolados foram preservados em Oleo, em glicerina e em solo
(ROMEIRO, 2001).

2.2.3 Preparo das suspensoes

As bactérias foram cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura
523 (KADO; HESKETT, 1970) e incubadas por 24 h a temperatura de 28 °C. Apos,
adicionou-se solucao salina (NaCl 0,85%) e suspenderam-se 0s crescimentos
bacterianos com uma alca de platina, sendo preparadas as suspensdes para cada
um dos isolados e do patdgeno.
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A concentragdo das suspensbes foi ajustada em espectrofotdmetro para
Ass= 0,4 para as bactérias biocontroladores e Asq= 0,2 para o patdgeno. As
combinacdées de bactérias foram compostas utilizando-se volumes iguais de
suspensao de cada bactéria individualmente, sendo posteriormente misturadas.

2.2.4 Pulverizacao das bactérias biocontroladoras e inoculacao do patégeno

Para a aplicacdo das suspensdes dos biocontroladores (pulverizagao) foram
utilizadas suspensdes das bactérias biocontroladoras (tab. 1). No experimento |, os
tratamentos foram: DFs93, DFs513, DFs769, CO1, CO3 e testemunha (solucéao
salina a 0,85% de NaCl). No experimento Il, os tratamentos foram: DFs513, DFs769,
CO3 e testemunha.

A pulverizagdo com os biocontroladores foi realizada em periodos distintos
em relacdo a inoculacdo do patégeno, a saber: no experimento | - 24 e 48 horas
antes da inoculacdao da XAP e 24 e 48 horas apés a inoculagdo da XAP, e no
experimento |l — 72 e 48 horas antes da inoculagdo do XAP e 48 horas apds a
inoculacao da XAP.

A aplicacdo dos biocontroladores foi realizada ap6s a planta atingir o ponto
de completa expanséo da terceira folha trifoliada, por meio de um borrifador manual,
até ponto de escorrimento.

A inoculacdao do patdégeno foi realizada imergindo-se uma tesoura na
suspensao de inéculo de XAP e posteriormente executando-se dez cortes por trifélio
(ROMEIRO, 2001). As plantas foram mantidas em camara umida por 24 horas apés

a inoculacao.

2.2.4 Avaliacoes

As avaliagbes de incidéncia e severidade iniciaram-se ao surgirem 0s
primeiros sintomas nas testemunhas, o que correspondeu a 72 e 96 horas apés a
inoculagdo da XAP nos experimentos | e Il, respectivamente. Para incidéncia foi
considerado o numero de cortes nas folhas que apresentavam sintomas do
crestamento bacteriano comum. Para severidade foram realizadas cinco avaliagdes
com intervalos de dois dias, atribuindo-se nota para cada corte, de acordo com
escala descritiva de Rava (1984) (tab. 2).
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Tabela 2 - Escala de notas proposta por Rava (1984) para Xanthomonas axonopodis pV.
phaseoliinoculada em folhas de feijao por cortes nos bordos dos foliolos

Notas Sintomas observados

0 Auséncia de sintomas
Clorose descontinua nos cortes
Clorose continua nos cortes
Clorose e murcha o bordo da folha, sem ultrapassar a nervura lateral
Clorose e murcha que ultrapassam a nervura lateral
Clorose e murcha até o nivel interno dos cortes
Clorose avancada e murcha da area cortada

OOk~ WN =

Para incidéncia e severidade foi calculada a area abaixo da curva de
progresso da incidéncia (AACPI) e area abaixo da curva de progresso da severidade
(AACPS), respectivamente, de acordo com a equacdo 1 (CAMPBELL; MADDEN,
1990).

T = (P55 x nede dias) +- (F) x n2 de dias)), [eq. 01], onde:

n1: nota do primeiro dia avaliado;
n2: nota do segundo dia avaliado;

n® de dias: dias transcorridos entre a primeira e a segunda avaliacao.
2.2.5 Delineamento experimental e procedimentos estatisticos

O experimento | foi montado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 6x4 (biocontroladores x periodo), com seis repeticoes. A parcela
experimental foi representada por um vaso com duas plantas.

O experimento Il consistiu em uma repeticao do experimento |, onde foram
retirados os tratamentos ineficazes (biocontroladores e momentos de aplicagao).
Assim como no experimento |, o experimento Il foi montado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x3, com sete repeticoes.

Os dados de severidade, AACPS e AACPI foram submetidos a anélise de
variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro,
através do programa Assistat 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2006).
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2.3 Resultados e discussao

No experimento |, no qual foi avaliado o comportamento de diferentes
isolados e combinacdes de bactérias biocontroladoras em diferentes momentos de
aplicacdo em relacdo a inoculagdo do patdégeno, ndo se observou diferenca
significativa na area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) em relacéo

aos diferentes tratamentos bacterianos e momentos de aplicagao (tab. 3)

Tabela 3 - Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) do ensaio |,
para o crestamento bacteriano comum do feijdo em funcao da pulverizacao foliar de
diferentes biocontroladores, aplicados 48 e 24 horas antes da inoculagcdo do
patdgeno (AIP) e 24 e 48 horas apds inoculacao do patégeno (PIP). Xanthomonas
axonopodis pV. phaseoli foi inoculada pela técnica de corte nos bordos dos foliolos.
Ensaio realizado em casa de vegetacao

Momento de aplicacao

Tratamento 48 horas AIP 24 horas AlIP 24 horas PIP 48 horas PIP

Testemunha 796,7 782,8 788,3 780,0
DFS 93 730,0 758,0 795,0 7611
DFS 513 777,7 765,4 796,3 736,5
DFS 769 754,0 779,4 776,7 795,0
COf1 766,7 771,0 775,7 790,0
CO3 763,0 779,2 758,3 788,3
CV (%) 11,00
Fbiocontroladores 1 ,22ns
Fmomento 1 ,25 ne
Finteracéo 1 ,34 ne

"® Nao significativo segundo teste F a 5% de probabilidade de erro. DFs93 - Bacillus Cereus; DFs348- Bacillus
sp.; DFs513 - Pseudomonas veronii; DFs769- Bacillus cereus; C01 (DFs093+DFs769+DFs831 (P. fluorescens));
CO03 (DFs348+DFs769+DFs831 (P. fluorescens)).

Ja no experimento |Il, se observou diferenca significativa para
biocontroladores € momento de aplicacdo (tab. 4). O momento de aplicacdo dos
biocontroladores, onde verificou-se menor valor da AACPI foi 72 horas AIP, seguido
pelo momento de aplicagdo 48 horas AIP, no entanto o ultimo n&o diferiu
estatisticamente do momento pés inoculagdo do patégeno. Em média, quando os
biocontroladores foram aplicados 72 horas AIP, reduziram em 14,95% a incidéncia
do patogeno.

Em relagdo aos biocontroladores aplicados, o tratamento DFs769 e CO3, no
experimento |l, apresentaram reducdo significativa da AACPI do patégeno,
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reduzindo essa variavel em relacéo a testemunha em 28,4% e 11,8%. O tratamento
DFs513 nao diferiu estatisticamente da testemunha.

Tabela 4 - Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) do ensaio I
para o crestamento bacteriano comum do feijdo em funcao da pulverizacao foliar de
diferentes biocontroladores, aplicados 72 e 48 horas antes da inoculagcdo do
patdbgeno (AIP) e 48 horas apds inoculacdo do patéogeno (PIP). Xanthomonas
axonopodis pV. phaseoli foi inoculada pela técnica de corte nos bordos dos foliolos.
Ensaio realizado em casa de vegetacgao

Momento de aplicacao

Tratamento 72 horas AlIP 48 horas AIP 48 horas PIP Média

Testemunha 688,8 739,8 686,5 705,0 a'
DFS 513 637,1 6241 723,5 661,6 ab
DFS 769 4929 558,6 638,6 563,3 c

CO3 607,8 534,6 650,0 597,5 bc
Média 606,7 B 614,3 AB 674,7 A
CV (%) 11,00
Fbiocontroladores 9,75**
Fmomento 4,55*
Finteracéo 1 ,00”5

* Significativo a 5% de probabilidade de erro segundo o teste F. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro
segundo o teste F. " Nao significativo segundo teste F a 5% de probabilidade de erro. 'Valores seguidos de
mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si segundo o teste Tukey a 5% de
probabilidade de erro. DFs93 - Bacillus Cereus; DFs348- Bacillus sp.; DFs513 - Pseudomonas veronii; DFs769-
Bacillus cereus; C01 (DFs093+DFs769+DFs831 (P. fluorescens)); C03 (DFs348+DFs769+DFs831 (P.
fluorescens)).

Analisando o efeito dos diferentes tratamentos, na severidade do CBC nos
diferentes dias de avaliagdo, no experimento | (tab. 5), observou-se que o0s
biocontroladores apresentaram comportamento distinto em funcado do momento de
avaliagdo. Na primeira avaliacdo de severidade, realizada as 72 horas apds a
inoculagdo da XAP, ndo houve diferenca significativa entre os biocontroladores
testados, porém apresentando diferencas em relacdo ao momento de aplicagao,
onde as menores médias de severidade foram encontradas quando o0s

biocontroladores foram aplicados as 24 e 48 horas antes da inoculagao do patégeno.
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Tabela 4 - Severidade do crestamento bacteriano comum do feijao no experimento |
em fungdo da pulverizacado foliar de diferentes biocontroladores, aplicados 48 e 24
horas antes da inoculacdo do patdégeno (AIP) e 24 e 48 horas apds inoculagao do
patdégeno (PIP). Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foi inoculada pela técnica de corte
nos bordos dos foliolos. Ensaio realizado em casa de vegetacao

Momento de aplicacao

Tratamentos 48 horas AIP 24 horas AIP 24 horas PIP 48 horas PIP

Primeira avaliacdo de severidade

Testemunha 2,68™ 2,01 2,15"™ 2,03
DFS 93 1,44 1,87 2,75 2,21
DFS 513 1,94 1,69 2,71 1,63
DFS 769 2,00 2,10 2,44 2,40
COf1 1,78 2,62 2,36 2,40
COs3 1,66 2,07 2,51 2,30
Média 1,92 B' 2,06 B 2,49 A 2,16 AB
Segunda avaliacao de severidade
Testemunha 3,36 Aa” 4,01 aA 3,47 bA 3,62 abA
DFS 93 3,19 aAB 3,08 aAB 3,82 abA 2,88 bB
DFS 513 2,52 aB 3,06 aB 4,22 abA 2,89 bB
DFS 769 2,81 aB 3,24 aAB 3,57 bAB 3,83 abA
COf1 3,12 aB 3,43 aAB 3,44 bAB 4,23 aA
COs3 2,60 aC 3,21 aBC 4,72 aA 3,72 abB
Terceira avaliacao de severidade
Testemunha 4,18 aA 4,18 abA 3,75 bcA 4,48 aA
DFS 93 3,74 abAB 3,12¢cB 4,14 bcA 4,23 aA
DFS 513 3,25 bcB 3,73 abcAB 4,63 abA 3,94 aAB
DFS 769 2,85¢cB 3,42 bcB 5,39 aA 5,05 aA
COf1 3,54 abcB 4,08 abAB 4,12 bcAB 4,97 aA
CO3 3,12 bcB 4,38 aA 3,47 cB 4,60 aA
Quarta avaliacao de severidade
Testemunha 5,30 aA 5,32 aA 5,03 abA 5,22 abA
DFS 93 4,89 aA 5,01 aA 5,34 abA 4,66 abA
DFS 513 3,96 bcC 4,97 aAB 5,52 aA 4,57 bBC
DFS 769 3,86 cB 3,99 bB 5,07 abA 5,48 abA
COf1 4,73 abAB 4,61 abB 4,58 bB 5,53 aA
CO3 3,77 cC 4,67 abB 5,54 aA 5,02 abAB
Quinta avaliacao de severidade
Testemunha 5,47 aA 5,47 aA 5,35 abA 5,40 abA
DFS 93 5,15 abA 5,17 abA 5,30 abA 5,39 abA
DFS 513 4,97 abcB 5,07 abAB 5,53 abA 5,07 bAB
DFS 769 4,46 cB 4,88 bB 5,70 aA 5,67 aA
COf1 4,82 bcB 5,09 abB 5,00 bB 5,71 aA
CO3 4,50 cB 5,40 abA 5,27 abA 5,69 aA

" Nao significativo, segundo teste F a 5% de probabilidade de erro. ' Diferenca significativa para momento de
aplicacdo, médias com letras maiusculas iguais na linha nao diferem entre si, segundo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. 2Interacéo significativa, médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula
na linha néo diferem entre si segundo o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro. DFs93 - Bacillus Cereus;
DFs348- Bacillus sp.; DFs513 - Pseudomonas veronii; DFs769- Bacillus cereus; CO1 (DFs093+DFs769+DFs831
(P. fluorescens)); C03 (DFs348+DFs769+DFs831 (P. fluorescens)).

Nas demais avaliagbes de severidade, verifica-se interagdo significativa
entre tratamentos e momento de sua aplicagdo. Na segunda avaliagdo de
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severidade, ainda nao foi possivel identificar um biocontrolador eficiente em reduzir
a severidade da doenca. No entanto, na terceira avaliagdo de severidade, quando
aplicados em carater preventivo, os biocontroladores DFs513, DFs769 e CO3
apresentaram os menores valores 48 horas AIP (reducao de 22,2%, 31,8% e 25,4%,
respectivamente), e os biocontroladores DFs93 e DFs769 os menores valores
quando aplicados 24 horas AIP (reducao de 25,4% e 18,2%, respectivamente). Em
média de todos tratamentos, a aplicacdo de biocontroladores reduziu a severidade
da terceira avaliacdo em 21,1 % e 10,4%, nos momentos de aplicacdo 48 e 24 horas
AIP, respectivamente.

Tanto na quarta como quinta avaliagdo, quando os biocontroladores foram
aplicados 48 horas AIP, os menores valores para severidade foram encontrados
com os tratamentos DFs769 e COQ, diferindo da testemunha. Quando aplicados 24
horas AIP, o melhor tratamento manteve-se o DFs769, para ambas avaliacoes de
severidade.

Biocontroladores aplicados curativamente ndo se mostraram eficazes na
reducdo da severidade, ndo diferindo da testemunha em nenhum dos momentos
testados (24 e 48 horas PIP).

No experimento Il (tab. 6), observou-se que na primeira e terceira avaliagao
de severidade ndo ocorreu interagdo significativa entre momento de aplicagdo e
biocontroladores. Em ambas avaliacbes o0 momento de aplicacdo que resultou em
menores médias de severidade foi 72 e 48 horas AIP, e os biocontroladores que
resultaram em menor severidade foram o DFs769 e COS.

Nas demais avaliacbes de severidade observou-se interagdo significativa
entre momento de aplicacdo e biocontroladores. Na segunda avaliacdo de
severidade, quando aplicados 72 horas AIP, os biocontroladores DFs513 e DFs769
apresentaram os menores valores de severidade, ja quando aplicados 48 horas AlP
todos tratamentos apresentaram reducdo significativa de severidade, e quando
aplicados apés a inoculacao do patdégeno, 48 horas PIP, os melhores tratamentos
foram DFs769 e CO3.

Na quarta avaliacdo de severidade, quando biocontroladores foram
aplicados 72 horas AIP, os melhores tratamentos foram DFs769 e COS3, ja quando
aplicados 48 horas AIP os melhores foram DFs513 e DFs769 e quando aplicados as
48 horas PIP a menor média de severidade foi encontrada com a aplicagdo da
combinacdo 3 (CO3). Na quinta avaliacdo de severidade, o tratamento DFs769
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apresentou os menores valores de severidade quando os biocontroladores foram
aplicados 72 horas AIP, porém no momento de aplicagdo 48 horas AIP todos os
tratamentos mostraram-se estatisticamente menores que a testemunha, e no
momento de aplicacdo de 48 horas PIP, assim como para a quarta avaliagdo de
severidade, a menor média de severidade foi encontrada com a aplicagdo da

combinacao COS3.

Tabela 5 - Severidade do crestamento bacteriano comum do feijao no experimento |l
em fungdo da pulverizacado foliar de diferentes biocontroladores, aplicados 72 e 48
horas antes da inoculacdo do patégeno (AIP) e 48 horas apds inoculagdo do
patdégeno (PIP). Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foi inoculada pela técnica de corte
nos bordos dos foliolos. Ensaio realizado em casa de vegetacao

Momento de aplicacao

Tratamento 72 horas AlIP 48 horas AIP 48 horas PIP Média
Primeira avaliacdo de severidade'

Testemunha 1,10 1,21 1,78 1,36 a
DFS 513 1,04 1,07 1,82 1,31 ab
DFS 769 0,49 0,41 1,43 0,78 c

COs3 0,63 0,82 1,20 0,88 bc
Média 0,82 B 0,87 B 1,56 A
Segunda avaliacéo de severidade®

Testemunha 2,29 aA 2,60 aA 2,70 aA -
DFS 513 1,37 bcB 1,02 bB 2,65 aA -
DFS 769 0,84 cA 1,09 bA 1,41 bA -

CO3 1,69 abA 0,92 bB 1,44 bAB -
Terceira avaliacéo de severidade'

Testemunha 3,36 3,54 3,82 3,57 a
DFS 513 2,92 2,51 3,67 3,03b
DFS 769 1,37 1,35 2,20 1,64 c

COs3 1,44 0,95 2,22 1,53 ¢
Média 2,27 b 2,09b 2,98 a
Quarta avaliacdo de severidade®

Testemunha 3,76 aA 3,74 aA 3,92 aA -
DFS 513 3,09 abAB 2,19 bB 4,08 aA -
DFS 769 2,26 bAB 1,73 bB 2,74 abA -

CO3 2,18 bA 2,56 abA 2,23 bA -
Quinta avaliacdo de severidade®

Testemunha 4,04 aAB 5,25 aA 4,05 abB -
DFS 513 4,49 aA 2,45 bB 3,57 abA -
DFS 769 2,37 bB 2,88 bB 4,21 aA -

COs3 3,46 abA 3,04 bA 2,98 bA -

"Interacdo n&o significativa, momento de aplicacdo e bioncontroladores foram analisados separadamente.
®Interacdo significativa, dados foram analisados dentro de cada nivel do fator momento de aplicacdo e
biocontroladores. Valores seguidos de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre
si segundo o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

DFs513 - Pseudomonas veronii; DFs769- Bacillus cereus; C01 (DFs093(B. cereus)+DFs769+DFs831 (P.
fluorescens)); CO3 (DFs348 (Bacillus sp.)+DFs769+DFs831 (P. fluorescens)).
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Na quarta avaliacdo de severidade, quando biocontroladores foram
aplicados 72 horas AIP, os melhores tratamentos foram DFs769 e COS3, ja quando
aplicados 48 horas AIP os melhores foram DFs513 e DFs769 e quando aplicados as
48 horas PIP a menor média de severidade foi encontrada com a aplicagdo da
combinacdo (CO8). Na quinta avaliacdo de severidade, o tratamento DFs769
apresentou os menores valores de severidade quando os biocontroladores foram
aplicados 72 horas AIP, porém no momento de aplicacao 48 horas AlP, todos os
tratamentos mostraram-se estatisticamente menores que a testemunha, e no
momento de aplicacdo de 48 horas PIP, assim como para a quarta avaliacao de
severidade, a menor média de severidade foi encontrada com a aplicagdo da COS3.

No experimento |, avaliando o comportamento de diferentes isolados e
combinacdes de bactérias biocontroladoras em diferentes momentos de aplicacao
em relacdo a inoculacdo do patégeno, na AACPS, observou-se que essa variavel
apresentou interagcao significativa entre momento de aplicacao e isolados aplicados
(tab. 7), sendo assim, a resposta aos tratamentos se mostrou diferencial para cada
momento de aplicagao testado. No experimento I, que constituiu em uma repeticao
do experimento |, excluindo-se os tratamentos com menor eficiéncia, os resultados
da AACPS (tab. 8) mostraram mesmo padrao do experimento |.

Avaliando-se o comportamento dos biocontroladores em relacdo ao
momento da aplicacao, observa-se que de uma maneira geral, o melhor periodo de
aplicacao dos biocontroladores foi anterior a inoculacdo da XAP. No experimento |, a
aplicagdo dos biocontroladores em média reduziu em 20,8% o valor da AACPS
quando aplicados as 48 horas AIP e 11,9% quando aplicados 24 horas AlP.

No experimento Il, ainda avaliando o comportamento dos biocontroladores
em relagdo ao momento da inoculagao da XAP, o periodo de aplicacao que resultou
em menores valores da AACPS foi anterior a inoculagdo da XAP, ou seja, em
carater preventivo, com excecao para o tratamento CO3, onde o momento de
aplicacdo nao apresentou influéncia significativa nos valores dessa variavel. A
aplicagdo dos biocontroladores em média reduziu em 34% o valor da AACPS
quando aplicados as 72 horas AIP e 50% quando aplicados as 48 horas AIP e
24,5% quando aplicados as 48 horas PIP.
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Tabela 6 - Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) do ensaio |
para o crestamento bacteriano comum do feijdo em funcao da pulverizacao foliar de
diferentes biocontroladores, aplicados 48 e 24 horas antes da inoculagcdo do
patdgeno (AIP) e 24 e 48 horas apds inoculacao do patdégeno (PIP). Xanthomonas
axonopodis pV. phaseoli foi inoculada pela técnica de corte nos bordos dos foliolos.
Ensaio realizado em casa de vegetacgao

Momento de aplicacao

Tratamento 48 horas AIP 24 horas AlIP 24 horas PIP 48 horas PIP

Testemunha 33,93 aA’ 35,60 aA 30,68 bA 34,29 abA
DFS 93 29,18 abAB 31,68 aAB 34,64 abA 28,12 bcB
DFS 513 26,95 bB 30,80 aAB 35,13 abA 27,32 cB
DFS 769 24,84 bB 30,23 aB 37,89 aA 36,56 aA
COf1 29,11 abB 32,00 aAB 31,05 bB 37,70 aA
CO3 24,19 bB 32,02 aA 32,31 abA 35,17 aA
CV (%) 12,82
Fbiocontroladores 2,52*
Fmomento 14,1 2
Finteracéo 4,39**

* Significativo a 5% de probabilidade de erro segundo o teste F. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro
segundo o teste F. ' Valores seguidos de mesma letra minGiscula na coluna e mailscula na linha nao diferem
entre si segundo o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Em analise do desempenho dos diferentes tratamentos em cada momento
de aplicacdo, nota-se que no experimento |, quando os biocontroladores foram
aplicados 48 horas AIP os tratamentos CO3, DFs769 e DFs513 apresentaram os
menores valores de AACPS (reducao de 28,7%, 26,8% e 20,6%, respectivamente),
diferindo da testemunha. Biocontroladores aplicados 24 horas AIP apresentaram
uma tendéncia na reducdo da AACPS, porém néao diferindo estatisticamente da
testemunha. Quando os biocontroladores foram aplicados em carater curativo, as 24
horas PIP, notou-se que os tratamentos ndo foram eficientes em reduzir a AACPS,
porém quando aplicado 48 horas PIP o tratamento DFs513 mostrou os menores
valores da variavel em questao (reducao de 20,3%).

Ja no experimento Il, quando os biocontroladores foram aplicados 72 horas
AIP os tratamentos DFs769 e CO3 apresentaram os menores valores de AACPS
(reducdo de 50,5% e 39%, respectivamente), diferindo da testemunha. No
experimento Il todos tratamentos testados (DFs513, DFs769 e CO3) quando
aplicados 48 horas AIP apresentaram uma reducao significativa da AACPS (reducao
de 43%, 55,7% e 51,5%, respectivamente). Quando os biocontroladores foram
aplicados em carater curativo, 48 horas PIP, os tratamentos DFs769 e CO3
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apresentaram os menores valores de AACPS (reducdo de 31,3% e 40,2%,

respectivamente), diferindo da testemunha.

Tabela 7 - Area abaixo da curva de progresso da severidade do ensaio Il para o
crestamento bacteriano comum do feijao em fungdo da pulverizagcdo foliar de
diferentes biocontroladores, aplicados 72 e 48 horas antes da inoculacdo do
patégeno (AIP) e 48 horas apéds inoculagdo do patéogeno (PIP). Xanthomonas
axonopodis pV. phaseoli foi inoculada pela técnica de corte nos bordos dos foliolos.
Ensaio realizado em casa de vegetagao

Momento de aplicacao

Tratamentos 72 horas AIP 48 horas AIP 48 horas PIP
Testemunha 23,97 Aa 26,23 aA 26,71 aA
DFS 513 20,28 abB 14,96 bC 26,21 aA
DFS 769 11,82 cB 11,63 bB 18,35 bA
CO3 14,63 bcA 12,72 bA 15,97 bA
CV (%) 21,89
Fbiocontroladores 38,80**
Fmomento 1 3,54**
Finteracéo 2,66*

* Significativo a 5% de probabilidade de erro segundo o teste F. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro
segundo o teste F. ' Valores seguidos de mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha néo diferem
entre si segundo o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

De modo geral, a pulverizagao foliar dos biocontroladores para o controle do
CBC do feijao proporcionou reducao das variaveis analisadas em ambos os ensaios.
No entanto, quando se observa as variaveis estudadas no presente ensaio, a AACPI
foi a que teve menor resposta em funcdo da aplicagdo dos diferentes
biocontroladores testados. O isolado DFs769 e a CO3 foram os Unicos tratamentos
capazes de reduzir significativamente os valores da AACPI, porém, apenas no
segundo experimento. Zanatta et al. (2007), também encontrou resultados positivos
em relacdo a reducdo de incidéncia de XAP quando sementes de feijao eram
microbiolizadas com o isolado DFs769. No entanto, em contraste aos resultados
encontrados no presente trabalho, os isolados DFs93 e DFs513 também
apresentaram reducdo de incidéncia no trabalho citado anteriormente. Por outro
lado, foi possivel verificar a reducao significativa da severidade dos sintomas de
CBC a partir da segunda avaliagdo, o que resultou em um intenso efeito acumulado
(AACPS). De uma maneira geral, em uma andlise conjunta das variaveis avaliadas
pode-se dizer que os melhores tratamentos foram DFs769 (B. cereus), DFs513 (P.
veroni) € COB (Bacillus Sp. + B. cereus + P. fluorescens). Como pode ser visto, um dos

melhores tratamentos consistiu no uso da combinacdo de biocontroladores, a
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combinacao CO3, no entanto, essa observacao nao se vale como regra, ja que a
combinacao CO1, de uma maneira geral, ndo diferiu da testemunha.

Embora a maioria dos trabalhos utilizem aplicacées de biocontroladores em
sementes e solo, a pulverizagdo foliar vem se mostrando eficaz no controle de
doencas foliares, corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho.
Assim, trabalho realizado em arroz, visando comparar diferentes formas de
aplicacées de P. fluorescens para o controle de Xanthomonas oryzae pv. oryzae (XOO),
mostrou que o melhor desempenho foi encontrado com a associagao de aplicacdes
foliares, em solo e em sementes (JEYALAKSHMI; MADHIAZHAGAN;
RETTINASSABABADY, 2010). Mishra e Arora (2012), em trabalho avaliando dois
isolados de bactérias rizosféricas, Pseudomonas € Bacillus, para o controle de
Xanthomonas campestris pv. campestris (XCC) em Brassica campestris, chegaram a
reduzir a doenga entre 32 a 57 % quando na aplicacao foliar dos biocontroladores,
embora o maior percentual de redugdo da doenca tenha sido alcancado, com a
combinacdo de microbiolizacdo de sementes e aplicacdo em solo. Vieira-Junior
(2005), pulverizando a parte aérea de plantas de feijado com diferentes
biocontroladores, obteve controle em torno de 55% do CBC, com os isolados UFV-
108 e UFV-172 (Bacillus cereus € Pseudomonas putida, respectivamente).

Os resultados da AACPS do experimento | e Il apontam para o mesmo
sentido, em que os melhores resultados s&o alcangados com aplicagdes
preventivas, mais especificamente no periodo de 48 horas AIP. De uma maneira
geral, os resultados de severidade e AACPI, também indicam ser as aplicacdes
preventivas as mais eficientes no controle do CBC. No entanto, mesmo que em
menor expressao, ha evidéncia de controle em carater curativo em determinados
tratamentos.

Um melhor biocontrole em carater preventivo é esperado por varios motivos.
Primeiro, considerando o biocontrole pelo mecanismo de competicdo, o0
biocontrolador estando presente antecipadamente ao patégeno aumentaria as
chances de multiplicar-se e colonizar o mesoéfilo foliar, estando assim em vantagem
quando a chegada do patégeno. Os isolados estudados no presente trabalho
apresentam boa diversidade metabdlica, principalmente os isolados DFs93, DFs348
e DFs769 (RODRIGUEZ, 2015), e produzem sideréforos no caso do isolado DFs513,
DFs348 e DFs769 (RODRIGUEZ, 2015; CORREA, 2010), o que é um indicativo que

0s mesmos sao bons competidores. Halfeld-Vieira et al. (2015), identificaram que a
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competicdo por ferro e por compostos nitrogenados em folhas explicou o controle de
X. axonopodis PV. passifiorae em maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa). Segundo,
considerando-se a antibiose como mecanismo de biocontrole, o biocontrolador
estando a mais tempo no ambiente, possibilitaria um maior acimulo de compostos
téxicos ao patdgeno, caso estes sejam produzidos independentemente da presenca
do microrganismo patogénico. Varios trabalhos tém apontado a antibiose como
mecanismo responsavel pelo biocontrole de fitopatégenos (KUMSINGKAEW;
AKARAPISAN, 2014; LANNA FILHO; ROMEIRO; ALVES, 2011). Terceiro,
considerando-se a resisténcia sistémica induzida (ISR) como mecanismo de
biocontrole, seria necessario a presenca do biocontrolador antecipadamente ao
patdgeno. A inducdo de resisténcia pode ocorrer, dentre outros eventos, pela
presenca de microrganismos benéficos (PIETERSE et al., 2014). Varios trabalhos
tém mostrado o potencial de microrganismos benéficos em induzir ISR (SILVA et al.,
2009; PLANCHAMP; GLAUSER; MAUCH-MANI, 2015; FIGUEREDO et al., 2014;
BARRETTI et al., 2012).

Um melhor controle em aplicacbes preventivas tem sido encontrado na
literatura, ndo exclusivamente para aplicacdo do agente biocontrolador em si, mas
em alguns casos pela aplicacao de produtos produzidos pelos mesmos. Spago et al.
(2014), estudaram o efeito da aplicacdo de diferentes fracbes de compostos
produzidos por P. aureginosa, com atividade inibitéria contra Xanthomonas spp.,
preventivamente (24 horas antes) e curativamente (24 horas depois) a inoculacao do
patégeno. Os resultados indicam que as aplicagdes preventivas de determinadas
fracdes se mostraram efetivas no controle de XAP, reduzindo o nimero de lesées
em até 73% em comparacao ao controle. Anacker (2013), estudando o controle da
antracnose na cultura do feijao, pela aplicacao de isolados bacterianos, entre eles os
usados no presente trabalho, encontrou resultados que indicam que DFs769
apresenta potencial de controle da antracnose quando pulverizadas 48 horas AlP,
no entanto ndo obteve o0 mesmo éxito quando este foi aplicado 24 horas AlP.

O uso de bicontroladores a base de isolados dos géneros Bacillus €
Pseudomonas € bastante difundido, sendo varios os trabalhos que nos trazem
resultados positivos do uso desses géneros no controle de doengas tanto de origem
bacteriana como fungica (SPAGO et al., 2014; SINGH; SIDDIQUI, 2015; GARCIA;
ROMEIRO, 2011). Os géneros Bacillus € Pseudomonas e€stao presentes inclusive em
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formulacées de produtos comerciais, presentes no Brasil e no exterior (BETTIOL;
MORANDI, 2009).

O uso de combinacbes de microrganismos tem sido descrito como uma
estratégia interessante no controle biolégico de doencas em plantas. Bactérias dos
géneros Pseudomonas € Bacillus destacam-se nessas combinagdes, pois apresentam
caracteristicas reconhecidas em controle biolégico. A vantagem do uso de
combinacdes é o efeito cumulativo de mecanismos de biocontrole, confrontando o
patdgeno com diferentes modos de acao. Pressupde-se que resultados superiores
sdo alcangados com o uso de misturas de isolados biocontroladores, podendo
ampliar o espectro de acao sobre diferentes patégenos e cultivares de um mesmo
hospedeiro, além de intensificar seu efeito biocontrolador (JACOBSEN; ZIDACK;
LARSON, 2004). As duas combinacodes testadas no presente trabalho consistiram
da mistura de bactérias do género Bacillus € Pseudomonas, no entanto apenas a CO3
(DFs348+DFs769+DFs831) se destacou dentre os melhores.

Em trabalho realizado com mostarda (B. campestris), visando 0 controle
biolégico de XCC por meio de isolados rizosféricos de Pseudomonas € Bacillus, Mishra
e Arora (2012), encontraram o melhor resultado em controle quando na combinagéo
de biocontroladores. Segundo os autores, a melhor eficiéncia no controle se deu
pela complementariedade de mecanismos de agdo contra o patdégeno, onde o
isolado de Pseudomonas produziu sideréforos, e o isolado de Bacillus produziu
autolisinas e AHL-lactonases. Sideréforos sao importantes moléculas quelantes de
ferro, importante na competicdo por esse nutriente, ja as autolisinas sdo hidrolases
que digerem os peptidoglicanos da parede celular de bactérias, AHL-lactonases sédo
enzimas que podem hidrolisar moléculas de sinalizagdo acil-homoserina lactonas
(AHL) (importantes na sinalizacdo de quorum-sensing), o que poderia suprimir a
expressao de genes de viruléncia em XCC.

Em contraste aos resultados obtidos no presente estudo, Corréa (2007),
trabalhando com microbiolizagdo de sementes de feijao, em diferentes cultivares,
verificou que o0s maiores percentuais de controle de XAP, nas folhas trifoliadas,
foram propiciados pela combinagdo CO1 (DFS093+DFs769+DFs831) (controle de
66%). O mesmo autor ainda verificou que, dentro de uma gama de 16 isolados de
XAP, as maiores médias de controle em relagdo a testemunha, quando se
consideraram severidade, incidéncia e indice de doenca em conjunto para todas as
estirpes, foram alcancadas pela combinacdo CO1 e pelo isolado DFs831, resultando
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em 36% e 27% de controle, respectivamente. Corréa, Schafer e Moura (2014)
também encontraram resultados promissores com a CO1, onde essa combinacao
alcancou um controle efetivo e significativo de todas as doencas avaliadas: mancha
angular, murcha do de curtobactério, podriddao cinzenta do caule e murcha de
fusario. Um fato importante, € que esses trabalhos relatados realizaram o estudo
com aplicacao dos biocontroladores via semente (microbiolizacao), em contraste aos
ensaios da presente pesquisa, onde o0s biocontroladores foram aplicados por
pulverizacao foliar, 0 que pode explicar as diferengas de resultados no controle do
CBC. Possivelmente o isolado DFs93, que faz parte da CO1, ndo se adaptou bem
no filoplano, tendo em vista que o mesmo foi isolado do solo, explicando em partes
seu fraco desempenho no controle da XAP no presente trabalho. Adicionalmente,
em nosso trabalho, o isolado DFs93 aplicado isoladamente via pulverizagao foliar
também ndo apresentou resultados satisfatérios, o que vem a reforgar a hipotese
levantada.

Os resultados do presente trabalho, indicam os isolados DFs769 e DFs513
como potenciais biocontroladores do CBC. Zanatta et al., (2007) avaliando o controle
de XAP em sementes de feijdo, microbiolizadas com diferentes biocontroladores,
obtiveram um alto nivel de controle de XAP com os isolados DFs93, DFs513 e
DFs769, avaliando a folha cotiledonar, no entanto quando avaliaram os primeiros
trifélios, apenas os tratamentos DFs513 e DFs769 mostraram-se eficientes. A
aplicacdo dos biocontroladores no presente ensaio deu-se de maneira diferente,
porém verificaram-se resultados semelhantes, onde os tratamentos DFs513
(AACPS) e DFs769 (AACPS, severidade e AACPI) resultaram em controle estavel.

Silva et al., (2008), observaram que o isolado DFs769 se destacou dos
demais biocontroladores, resultando em inibicdo in vitro de sete isolados
patogénicos de XAP, dentre eles o isolado utilizado no presente trabalho (XAP28).
Esses resultados evidenciam a antibiose como potencial mecanismo no controle do
CBC por meio do biocontrolador DFs769. De fato, o isolado DFs769 foi o tratamento
que, de maneira geral, propiciou os menores valores de severidade, AACPS e
AACPI no presente ensaio.

De uma maneira geral o melhor momento de aplicacdo foi em carater
preventivo, em especial para 48 horas AIP, mesmo havendo algum controle ap6s a
inoculagdo do patégeno em determinados casos. O melhor biocontrolador foi o
DFs769, o qual apresentou controle significativo na maioria dos casos. Embora
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estes resultados sejam promissores, novos estudos precisam ser feitos, em especial
esclarecendo 0s mecanismos envolvidos no biocontrole do XAP pelos

biocontroladores estudados.

2.3 Conclusoes

Os tratamentos bacterianos DFs769 e CO3 sao potenciais biocontroladores do
crestamento bacteriano comum do feijao quando aplicados por pulverizacéo foliar.

O efeito biocontrolador proporcionado pelos tratamentos bacterianos DFs769 e
CO3 é essencialmente de carater preventivo, principalmente quando aplicados 48

antes da inoculacao do patdégeno.



3. CAPITULO Il — Inducéo de resisténcia a Xanthomonas axonopodis pV. phaseoli
pela pulverizacao foliar de bactérias

3.1 Introducao

O crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli (Smith) (XAP), é considerado uma das doencas de maior importancia
para a cultura do feijdo, sendo a principal dentro do grupo das bacterioses
(SARTORATO et al., 1996; VALE, COSTA e ZAMBOLIM, 1997), podendo ocasionar
perdas de até 70% (DIAZ, 2000).

O controle do CBC ¢é baseado principalmente por medidas preventivas
(MOURA; CORREA; DENARDIN, 2009), visto que o controle quimico tem baixa
eficiéncia (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005), e o controle genético, pelo
uso de cultivares resistentes € dificultado em virtude da alta variabilidade de
viruléncia do patogeno (VIEIRA; SOUZA, 2000).

Nesse sentido, surge a necessidade do desenvolvimento de novas
alternativas do controle do CBC, como o uso de indutores de resisténcia. A
resisténcia sistémica induzida € um estado de maior capacidade defensiva
desenvolvido por uma planta, quando adequadamente estimulada, agindo de forma
sistémica (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998). A inducédo de resisténcia tem
sido demonstrada em diversas espécies de plantas, ocorrendo em resposta ao
tratamento com elicitores que podem ser bibticos ou abibdticos, dentre os quais pode-
se citar os 6leos essenciais (RANASINGHE; JAYAWARDENA; ABEYWICKRAMA,
2002), os extratos vegetais (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007), produtos
quimicos (VIGO et al., 2012) e microrganismos (PIETERSE, et al., 2014). Nesse

contexto, bactérias biocontroladoras sdo usadas como elicitores bibticos,
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desencadeando a resisténcia sistémica induzida, conhecida como ISR (Induced
Systemic Resistance).

Plantas sob o ataque de patégenos sintetizam um conjunto de proteinas e
enzimas relacionadas a defesa (VAN LOON et al., 1997). O papel da indugcédo de
resisténcia € aumentar a expressao dessas enzimas ou fazé-la de forma mais rapida
quando na presenca do patégeno. Dentre essas enzimas, tém-se as peroxidases e
catalases.

Varios estudos tém relatado a inducao de resisténcia sistémica em plantas
pela microbiolizacdo de sementes com bactérias biocontroladoras (PLANCHAMP;
GLAUSER; MAUCH-MANI, 2015; FIGUEREDO et al., 2014; BARRETTI et al., 2012;
SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2009). No entanto, sdo escassas as informacgdes
referentes a inducao de resisténcia por pulverizacao de biocontroladores em folhas.

Trabalhos anteriores mostraram que isolados de Bacillus Sp. € Pseudomonas
sp. quando usados para microbiolizar sementes de feijdo tém a capacidade de
controlar doencas de maneira inespecifica, com clara separagao espacial entre
biocontrolador e patégeno (Pseudocercospora griseola € Curtobacterium flaccumfaciens pV.
flaccumfaciens), € mesmo apos longo periodo entre aplicagdo do biocontrolador e
patégeno (CORREA; SCHAFER; MOURA, 2014). Estas caracteristicas, dentre
outras, estdo presentes quando as plantas estdo protegidas pelo mecanismo de
inducdo de resisténcia (STEINER; SCHOBECK, 1995). Diante do pressuposto,
acredita-se na possibilidade desses isolados atuarem como indutores de resisténcia.

Neste sentido, o0 objetivo deste trabalho foi identificar o potencial de isolados
de bactérias biocontroladoras em induzir ISR em plantas de feijao para o controle de
XAP.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Conducao dos ensaios

Sementes de feijdo da cultivar BRS Valente foram semeadas em vasos com
capacidade para 2 Kg, em substrato comercial, mantendo-se duas plantas por vaso.
O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo com condicdes de temperatura
semicontroladas, e irrigacao por microaspersao diariamente. O ensaio foi realizado

entre o periodo de dezembro de 2014 e abril de 2015.
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3.2.2 Microrganismos utilizados e sua manutencao

Os isolados bacterianos utilizados (tab. 9) sdo pertencentes a colecao do
Laboratério de Bacteriologia Vegetal - Departamento de Fitossanidade/UFPel. O
patégeno utilizado foi X. axonopodis pv. phaseoli isolado XAP28, cedido pela Embrapa
Clima Temperado. A patogenicidade da bactéria foi previamente testada pelo

método de inoculagao por tesoura, conforme descrito por Dhingra e Sinclair (1995).

Tabela 8 - Identificacdo e habitat das bactérias utilizadas isoladamente e em
combinacgao para o biocontrole de doencas do feijao

Isolados Identificacdo’ Nichos

DFs348* Bacillus sp. Cohn Folha de cebola

DFs513** Pseudomonas veronii Elomari Tanica de cebola

DFs769 B. cereus Frankland & Frankland Vagem de feijao

DFs831* P. fluorescens Migula Solo rizosférico
CO83 DFs348+DFs769+DFs831

*Bactéria utilizada apenas em combinagao.
**Determinados por sequenciamento do gene 16S rDNA (dados n&o publicados).

Os isolados bacterianos foram mantidos em tubos de ensaio contendo o meio
de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970) em geladeira a 4°C. A longo prazo foram
preservados em 0leo, solo e glicerina (DHINGRA E SINCLAIR, 1995). O isolado de
X. axonopodis pV. phaseoli foi também preservado em tubos de ensaio contendo meio
GYCA (SWINGS; VAUTERIN; KERSTERS, 1993) e em agua estéril (ROMEIRO,
2001).

3.2.3 Preparo das suspensoes

As bactérias foram cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura
523 (KADO; HESKETT, 1970) a 28 °C por 24 horas, no escuro. Para realizar-se a
suspensao, adicionou-se solucdo salina (NaCl 0,85%) e suspenderam-se 0S
crescimentos bacterianos com uma alca de platina. As concentragdes das
suspensoes foram ajustadas em espectofotbmetro para Ass= 0,4 para as bactérias

biocontroladores e As4q= 0,2 para o patégeno. A combinacdo de bactérias foi
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composta pela mistura em volumes iguais da suspensdo de cada isolado

individualmente.

3.2.4 Pulverizacao e inoculacao do patégeno

Os tratamentos consistiram na aspersdao de suspensdes dos tratamentos
bacterianos DFs513, DFs769, da combinagcdo CO3 (tab. 9) e testemunha (agua
estéril).

A aplicacao dos biocontroladores foi realizada em foliolos distintos daqueles
onde o patégeno foi inoculado, e em dois esquemas: biocontrolador nos foliolos
laterais + patdgeno no foliolo apical (esquema |); biocontrolador no foliolo apical +
patdgeno nos foliolos laterais (esquema Il), segundo os moldes desenvolvidos por
Halfeld-Vieira et al. (2006). Para evitar que a deriva da pulverizacao dos tratamentos
atingisse o foliolo em que se inocularia posteriormente o patégeno, o0 mesmo foi
coberto por papel aluminio durante as aplicacdes dos biocontroladores (fig. 1 A e B).

A pulverizagdo com os biocontroladores foi realizada em dois periodos em
relacdo a inoculacdo da XAP, a saber: 72 e 48 horas antes da inoculacdo do
patdgeno. A aplicacdo dos biocontroladores foi realizada apds a planta atingir
completa expansao da terceira folha trifoliada. A pulverizacdo dos tratamentos foi

efetuada por meio de um borrifador manual, até ponto de escorrimento.

Figura 1 - Esquema de aplicacao | - biocontrolador nos foliolos laterais + patégeno
no foliolo apical (A). Esquema de aplicacédo Il - biocontrolador no foliolo
apical + patégeno nos foliolos laterais (B). As folhas cobertas com papel
aluminio foram posteriormente (48 ou 72 horas) inoculadas com
Xanthomonas axonopodis PV. phaseoli.

A inoculagdo do patéogeno foi realizada imergindo-se uma tesoura
previamente esterilizada em suspensdo de inéculo bacteriano e posteriormente
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executando-se dois cortes no foliolo central (esquema I) ou quatro cortes nos foliolos
laterais — dois em cada foliolo (esquema Il), a partir dos bordos do limbo foliar
(DHINGRA; SINCLAIR, 1995), mantendo-se as plantas em camara Umida por 48

horas apés a inoculacao do patdgeno.

3.2.5 Avaliacoes

As avaliagdes de incidéncia e severidade foram iniciadas ao surgirem 0s
primeiros sintomas em plantas testemunha, o que correspondeu a 96 horas apds a
inoculagéo da XAP, realizando-se cinco avaliagdes com intervalos de dois dias. Para
incidéncia foi considerado o numero de cortes nas folhas que apresentavam
sintomas do CBC. Para severidade foram atribuidas notas para cada corte, de

acordo com escala de Rava (1984) (tab. 10).

Tabela 9 - Escala de notas proposta por Rava (1984) para Xanthomonas axonopodis pV.
phaseoliinoculada em folhas de feijao por cortes nos bordos dos foliolos

Notas Sintomas observados

0 Auséncia de sintomas
Clorose descontinua nos cortes
Clorose continua nos cortes
Clorose e murcha o bordo da folha, sem ultrapassr a nervura lateral
Clorose e murcha que ultrapassam a nervura lateral
Clorose e murcha até o nivel interno dos cortes
Clorose avancada e murcha da area cortada

OO~ WD =

Com os dados de incidéncia e severidade foram calculadas a area abaixo da
curva de progresso da incidéncia (AACPI) e a area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS), de acordo com a equacao 1 (CAMPBELL; MADDEN, 1990).

T = (55 x nede dias) +- ((F2) x n® de dias)), [eq. 01], onde:

n1: nota do primeiro dia a ser avaliada a severidade;
n2: nota do segundo dia a ser avaliada a severidade;
n® de dias: dias transcorridos entre a primeira e a segunda avaliacao.
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3.2.6 Delineamento experimental e procedimentos estatisticos

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4x2 (biocontroladores x periodo), com quatro repeticoes. A parcela
experimental foi representada por um vaso com duas plantas.

Os dados da AACPI, severidade e AACPS foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro,
através do programa Assistat 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2006).

3.3 Resultado e discussao

Em ensaio visando avaliar a ocorréncia de inducdo de resisténcia ao
crestamento bacteriano comum (CBC), observou-se ndo haver interagéo significativa
entre momento de aplicacao e biocontroladores aplicados tanto para AACPI, quanto
para severidade e AACPS. O momento de aplicacdo (72 e 48 horas antes da
inoculacao do patégeno) também nao apresentou significancia em relacéo as trés
variaveis analisadas. Ja os biocontroladores apresentaram diferenca significativa
para AACPI, severidade e AACPS.

Tabela 10 — Area abaixo da curva de progresso da incidéncia do crestamento
bacteriano comum do feijao em funcao da aplicacdo de diferentes biocontroladores
pela pulverizacao foliar, em diferentes momentos de aplicacdo e em dois esquemas
de inducdo de resisténcia. Xanthomonas axonopodis pPV. phaseoli foi inoculada pela
técnica de corte nos bordos dos foliolos. Ensaio realizado em casa de vegetagao

Esquemas do ensaio

Tratamentos Inducio I Inducio II°
Test 697,9 a° 655,4
513 599,0 ab 616,8
769 4722 b 515,6
CO3 603,1 ab 522.4
F trat 3,06 * 1,55™
F temp 2,49 ns 1,563"
F int 1,35 ns 0,53
CV(%) 25,27 27,31
'Esquema | - biocontrolador nos foliolos laterais + patégeno no foliolo apical. Esquema Il -

biocontrolador no foliolo apical + patégeno nos foliolos laterais. * Significativo a 5% de probabilidade
de erro segundo o teste F. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro segundo o teste F. %Valores
seguidos de mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha n&o diferem entre si segundo o
teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Em relacdo a AACPI percebe-se uma reacao diferencial entre os esquemas
de inducdo de resisténcia, uma vez que no esquema IR-Il ndo foi possivel se
observar diferenca significativa entre os tratamentos (tab. 11). Ja no esquema IR-I, é
possivel identificar diferenca significativa entre o tratamento DFs769 e a testemunha,
uma vez que o mesmo proporcionou reducées da AACPI em relacao a testemunha
de 44,2%

As avaliacoes de severidade nos primeiros momentos, primeira € segunda
avaliacoes (96 e 120 horas apoés inoculagdo da XAP), ndao demonstraram diferenca
significativa entre os tratamentos, apresentando, porém, nas demais avaliagdes (tab.
12). No esquema de inducao de resisténcia | (IR-1), na terceira e quarta avaliagées, o
unico tratamento que diferiu da testemunha foi DFs769, apresentando redugdes de
45,6% e 42,9%, respectivamente, porém nao diferindo dos tratamentos DFs513 e
CO83. Ja na quinta avaliagao de severidade do IR-I, todos os tratamentos bacterianos
(DFs513, DFs769 e CO3) apresentaram reducao significativa da severidade (48,7%,
41,0% e 43,6%, respectivamente). No esquema de avaliacdo de indugdo de
resisténcia Il (IR-11) o melhor tratamento manteve-se o DFs769 nas terceira, quarta e
quinta avaliagdes, proporcionando reducbes de severidade de (42,9%, 48,9% e
52,5%, respectivamente). Na quinta avaliacao de severidade, o tratamento DFs513
também diferiu significativamente da testemunha, apresentando reducédo de 32,8%

de severidade.
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Tabela 11 - Severidade do crestamento bacteriano comum do feijao em funcao da
aplicacdo de diferentes biocontroladores pela pulverizacao foliar, em diferentes
momentos de aplicagcdo e em dois esquemas de indugcdo de. Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli foi inoculada pela técnica de corte nos bordos dos foliolos. Ensaio
realizado em casa de vegetacao

Tratamentos Esquema I’ Esquema II°
Primeira avaliacao
Test 0,82"° 1,04"
513 0,72 0,62
769 0,31 0,44
CO3 0,96 0,61
Segunda avaliacao
Test 1,97 1,80
513 1,25 1,63
769 0,92 1,10
CO3 1,61 1,29
Terceira avaliacdo
Test 2,39 a° 2,10 a
513 1,40 ab 1,70 ab
769 1,30 b 1,20 b
CO3 1,80 ab 1,70 ab
Quarta avaliagao
Test 2,80 a 2,59 a
513 1,80 ab 2,03 ab
769 1,60 b 1,34 b
CO3 1,90 ab 2,02 ab
Quinta avaliagéao
Test 3,90 a 3,20 a
513 2,00b 2,15 bc
769 2,30b 1,52 ¢
COs3 2,20 b 2,41 ab
'Esquema | - biocontrolador nos foliolos laterais + patégeno no foliolo apical. Esquema Il -

biocontrolador no foliolo apical + patégeno nos foliolos laterais. *Valores seguidos de mesma letra
minGscula na coluna nao diferem entre si segundo o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro. ™
N&o significativo segundo teste F a 5% de probabilidade de erro.

Analisando os resultados da AACPS (tab. 13), percebe-se que os resultados
dos esquemas IR-I e IR-Il foram semelhantes, apresentando o mesmo padréo.
Também observou-se que apenas o tratamento DFs769 foi capaz de reduzir a
AACPS a valores significativamente diferentes da testemunha, embora néo tenha
diferido dos tratamentos DFs513 e COS3.

No esquema IR-I, o tratamento DFs769 proporcionou reducao da AACPS em
relacdo a testemunha de 45,7%. Ja no esquema IR-Il, o mesmo tratamento reduziu
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a AACPS em 44,8%. Os tratamentos DFs513 e CO3, embora n&o tenham diferido
significativamente da testemunha, mostraram uma tendéncia na redugéo da variavel
de 38,8% e 27,9% (IR-I) e de 18,9% e 21,8% (IR-Il), respectivamente.

Tabela 12 - Area abaixo da curva de progresso da severidade do crestamento
bacteriano comum do feijao em fung¢do da aplicacao de diferentes biocontroladores
pela pulverizagéo foliar, em diferentes momentos de aplicagdo e em dois esquemas
de inducdo de resisténcia. Xanthomonas axonopodis pV. phaseoli foi inoculada pela
técnica de corte nos bordos dos foliolos. Ensaio realizado em casa de vegetagao

Esquemas do ensaio

Tratamentos Inducéo I' Inducéo II¥
Test 19,04 a° 16,71 a
513 11,66 ab 13,56 ab
769 10,34 b 9,22 b
CO3 13,73 ab 13,07 ab
F trat 3,06 * 5,08 **
F temp 3,93 ns 1,79 ns
F int 0,71 ns 1,21 ns
CV(%) 17,60 14,71
'Esquema | - biocontrolador nos foliolos laterais + patégeno no foliolo apical. Esquema Il -

biocontrolador no foliolo apical + patégeno nos foliolos laterais. As folhas cobertas com papel
aluminio foram posteriormente (48 ou 72 horas) inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli. * Significativo a 5% de probabilidade de erro segundo o teste F. ** Significativo a 1% de
probabilidade de erro segundo o teste F. *Valores seguidos de mesma letra mintscula na coluna e
mailscula na linha nao diferem entre si segundo o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

De maneira geral, pode-se observar que o tratamento mais promissor dentro
dos diferentes biocontroladores testados foi 0 DFs769 (B. cereus), uma vez que 0
mesmo proporcionou reduc¢des na AACPI, severidade e AACPS.

Trabalhos anteriores tém mostrado que o biocontrolador DFs769 apresenta
capacidade de inibicao de XAP in vitro (SILVA et al., 2008), grande diversidade
metabdlica, bem como producdo de sideréforos (CORREA, 2010; RODRIGUEZ,
2015), o que sugere que 0 mesmo possa atuar por meio do mecanismo de antibiose
e competicdo. No presente trabalho verificou-se que esse biocontrolador é também
um indutor de ISR, uma vez que ocorreu uma reducao evidente de doenca, com
base nas variaveis analisadas, mesmo havendo uma separagdo espacial entre
biocontroladores e patégeno.

Varios trabalhos tém mostrado que isolados de B. cereus, tem potencial como
elicitores biolégicos de ISR. A exemplo, tém-se trabalho de Kuhn e Pascholati

(2010), em que os autores avaliaram o efeito protetor de um isolado de B. cereus, bem
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como de acibenzolar-S-metil, e os custos adaptativos da inducédo de resisténcia a
XAP em feijao, e observaram que B. cereus proporcionou uma reducado de 37% na
severidade em relagdo a testemunha. Silva et al., (2004) também identificaram um
isolado de B. cereus como sendo elicitor de indugdo de resisténcia a um amplo
namero de patdgenos em tomateiro (Alternaria solani, Corynespora cassiicola, Stemphilium
solani, Oidium lycopersici € X. campestris pPV. vesicatoria). Trabalho realizado por Halfeld-
Vieira et al., (2006) também vem reforcar o potencial de isolados de B. cereus na
inducdo de resisténcia. Os autores conseguiram diminuir consideravelmente a
severidade de Pseudomonas syringae pv. tomato em tomate com a pulverizacao de B.
cereus, além de verificar auséncia de antibiose, o aumento significativo dos niveis de
peroxidases e a sistemicidade da protecao, sugerindo que o biocontrolador utilizado
atuou como indutor de ISR.

Curiosamente, a combinacdo COS3, ndo diferiu na maioria das analises da
testemunha. Como a CO3 possui na sua formulacao o isolado DFs769, esperar-se-
ia que a mesma apresentasse efeito indutor de ISR maior ou igual ao isolado
DFs769 individualmente, visto que o isolado DF769 apresentou-se como evidente
indutor de ISR. E possivel que, por levar apenas um terco na sua mistura, esse
efeito tenha sido menos pronunciado. E sabido que um dos pressupostos para haver
inducdo de resisténcia é auséncia de relagcdo entre magnitude da resisténcia
expressa e quantidades crescentes do indutor aplicado (STEINER; SHONBECK,
1995), no entanto, é evidente que existe uma quantidade minima necessaria para
desencadear a ISR, sendo assim supde-se que a quantidade do isolado necessaria
para o desencadeamento da ISR foi insuficiente na COS3.

Jetiyanona e Kloepper (2002), em trabalho testando diferentes isolados do
género Bacillus, utilizados em mistura e individualmente em microbiolizagdo de
sementes, mostraram que um isolado aplicado individualmente e quatro misturas
foram capazes de reduzir os sintomas de tombamento (Rhizoctonia solani), murcha
(Ralstonia solanacearum), cucumber mosaic virus (CMV) e antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides), €m Brassica chinensis Var. parachinensis, Lycopersicon esculentum, Cucumis
sativus € Capsicum annuum var. acuminatum, respectivamente. Estes resultados sugerem
que determinados isolados de Bacillus bem como misturas dos mesmos podem

provocar resisténcia sistémica induzida a doencas flungicas, bacterianas, e virais.
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O melhor tratamento foi DFs769, reduzindo a AACPI, severidade e AACPS.
Como havia uma separacao espacial entre biocontrolador e patégeno fica evidente
que a redugdo da doenca se deu em funcado da inducao de resisténcia. De uma
maneira geral, indiferente do foliolo que recebeu o patégeno ou o biocontrolador, o
efeito do controle do CBC foi similar, mesmo havendo diferengas entre proporcao de
biocontrolador x patégeno nos dois esquemas utilizados. No entanto, trabalhos
futuros devem ser desenvolvidos, visando estabelecer eficiéncia e intervalo de

aplicacdes do biocontrolador em condicdes de campo.

3.4 Conclusoes

O biocontrolador DFs769 atua como elicitor da inducao de resisténcia contra
o crestamento bacteriano comum do feijao.

A resisténcia induzida por DFs769 em feijao ocorre independente do foliolo
inoculado.

A resisténcia induzida ocorre tanto quando se aplica DFs769, 48 antes
quanto 72 horas antes da inoculagao do patdgeno.



4. CONCLUSOES

Os tratamentos bacterianos DFs769 e CO3 sao potenciais biocontroladores
do crestamento bacteriano comum do feijao quando aplicados por pulverizagao
foliar, em carater preventivo, em especial quando aplicados 48 antes da inoculacéo
do patogeno.

O biocontrolador DFs769 atua como elicitor da inducao de resisténcia contra
o crestamento bacteriano comum do feijao, tanto quando aplicado as 48 antes
quanto 72 horas antes da inoculacao do patégeno.



5. CONSIDERACOES FINAIS

O crestamento bacteriano comum do feijao (CBC) é uma importante doenca,
causando danos econdmicos em todas regides produtoras desse grdao. O controle
quimico do CBC ¢ ineficiente e o controle genético, atualmente, é muito limitado,
devido a caréncia de cultivares resistentes a Xanthomonas axonopodis pV. phaseoli (XAP)
disponiveis no mercado. A caréncia de métodos de controle eficientes torna o
controle desta bacteriose extremamente dificil, baseando-se principalmente em
medidas preventivas. Sendo assim, o desenvolvimento de novos métodos de
controle desse patégeno torna-se fundamental e nesse sentido, o controle biolégico
ganha importante papel no manejo desse patossistema.

Trabalhos anteriores ja indicavam o potencial biocontrole do CBC pelos
microrganismos testados neste trabalho, quando aplicados via microbiolizacdo de
sementes. O presente estudo abriu novas possibilidades, mostrando que o isolado
DFs769 e a combinacao CO3 sdo capazes de proporcionar o biocontrole do CBC
também quando aplicados por pulverizacdo foliar, com efeito preventivo e até
mesmo curativo. A possibilidade da aplicacdao do biocontrolador por pulverizacéo
foliar traz uma maior praticidade e flexibilidade no seu emprego, uma vez que sua
aplicacao via sementes nem sempre € possivel, seja por limitagdes tecnoldgicas ou
operacionais ao nivel de campo. A aplicacdo do agente biocontrolador pela
pulverizacdao é mais pratica, podendo ser facilmente adaptada a mecanizacéo e
realizada frequentemente, além de poder ser associada ao tratamento de sementes
e outras praticas de controle.

Neste trabalho ndo se comparou a eficiéncia entre aplicacbées em semente e
pulverizacao foliar, no entanto, é importante lembrar que biocontroladores aplicados
na semente podem néo sobreviver durante todo o ciclo da cultura, ao passo que a
aplicacédo foliar pode ser realizada em qualguer momento, podendo ser feita no
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periodo mais critico em relacdo ao CBC. E verdade que no mesdfilo foliar os
microrganismos estdo mais sujeitos aos raios ultravioleta e variacdes de temperatura
e umidade, porém aplicacbes podem ser repetidas quantas vezes forem
necessarias. Em comparacao, biocontroladores aplicados na semente estdo menos
sujeitos a essas intempéries, porém, estdo diante de um numero muito mais
diversificado e abundante de microrganismos presentes no solo, ja adaptados a
esse ambiente, com os quais eles terdo que competir desde a semeadura até o final
do ciclo da cultura. Visto esta diferenca entre rizosfera e filoplano, seria interessante
o estudo do efeito sinérgico entre 0 uso desses biocontroladores inoculados via
semente adicionalmente a pulverizacéao foliar.

Os resultados deste estudo mostram o potencial da pulverizacao foliar dos
isolados DFs769 e da combinacdo COS3 no controle do CBC, no entanto sao
necessarios estudos visando determinar o numero e intervalo entre aplicacées dos
tratamentos bacterianos, bem como sua compatibilidade com agrotéxicos, além de
esclarecer a ocorréncia ou nao de especificidade desses biocontroladores em
relacdo a diferentes genoétipos de feijao e sua efetividade contra diferentes isolados
de XAP. N&o menos importante €& determinar o desempenho desses
biocontroladores em ensaios a campo em condi¢cdes de cultivo comercial, avaliando
nao s6 o controle do CBC mas também a produtividade final da cultura. Por fim, é
indispensavel desenvolver formulagbes com esses biocontroladores analisando a

eficacia e viabilidade destes quando formulados e armazenados.
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