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PUIA, Jacqueline Dalbelo. Inducao de resisténcia para o manejo de doencas causadas
por Xanthomonas citri pv. fuscans, Colletotrichum lindemuthianum e
Pseudocercospora griseola em feijao. 2024. 117f. Tese (Tese em Agronomia) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

Xanthomonas  citri  pv. fuscans (Xcf), Colletotrichum lindemuthianum e
Pseudocercospora griseola sao agentes causais de doencas responsaveis por perdas
economicamente significativas na cultura do feijdo. O uso de microrganismos benéficos
que ativam as defesas das plantas, assim como substancias indutoras de resisténcia vem
sendo estudada nos ultimos anos como alternativa de manejo de doengas. O objetivo foi
determinar a capacidade de agentes bioldgicos e compostos quimicos na indugdo de
resisténcia a Xcf, e quantificar os componentes de producao em casa de vegetacdo, bem
como, verificar a eficiéncia dos agentes a campo no manejo de Xcf, C. lindemuthianum e
P. griseola. Dois experimentos foram instalados, um em casa de vegetacdo e outro a
campo. O delineamento experimental do ensaio em casa de vegetacdo foi blocos
casualizados em esquema fatorial, 2 cultivares x 6 agentes x 4 modos de aplicagdo + 2
controles, com quatro repeticoes. Os agentes foram: Bacillus amyloliquefaciens, enxofre,
acido citrico, salicilato de metila, silicato de potassio e Trichoderma harzianum. Os
modos de aplicacdes foram via tratamento de graos (TS); tratamento de graos + V3
(TS+V3); V3 e tratamento de graos + V3 + R5 (TS+V3+R5). Avaliou-se a severidade da
doenga, e feita analises bioquimicas de proteinas soluveis totais (PS), peroxidase (POD),
fenilalanina amdnia-liase (FAL), compostos fendlicos totais (CFT) e produtividade. O
delineamento experimental do ensaio a campo foi blocos casualizados em esquema
fatorial, 2 cultivares x 4 agentes x 2 modos de aplicacdo + 3 controles, com quatro
repetigdes. Os agentes foram: Bacillus amyloliquefaciens, enxofre, acido citrico e
Trichoderma harzianum. Os modos de aplicagdes foram via TS e TS+V3. Avaliou-se a
severidade de Xcf e C. lindemuthianum, indice de refletancia e produgdo. Os dados
obtidos em cada experimento foram submetidos a anélise de variancia, homogeneidade
das variancias e célculo da area sob a curva (AACPD). As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) usando o software R Studio. Houve reducao da
severidade de Xcf nas plantas tratadas com 7. harzianum, B. amyloliquefaciens, acido
citrico e enxofre via TS e TS+V3, em relagdo aos padrdes. A indugdo de resisténcia foi
ativada 1DALI (dias ap6s a inoculagdo com Xcf), nas plantas tratadas com os produtos,
promovendo aumento de POD, FAL e CFT de 96%, 49% e 13% na cultivar IPR Campos
Gerais, e de 96%, 98% e 50% na IPR Tangara, respectivamente, em relagdo a testemunha.
A maior reducdo dos componentes de producdo proporcionada pela doenga ocorreu em
peso de 1000 graos corrigido 13% (PMG) e na produtividade final dos cultivares,
sobretudo em IPR Campos Gerais, com menores valores de PMG e produtividade (kg ha
1. Este estudo permitiu a identificacdo de agentes de biocontrole que podem ser utilizados
no manejo do crestamento bacteriano comum, fornecendo protegdo e reduzindo a
severidade da doenga.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; atividade enzimadtica; severidade; Bacillus
amyloliquefaciens; Trichoderma harzianum.



PUIA, Jacqueline Dalbelo. Induction of resistance for the management of diseases
caused by Xanthomonas citri pv. fuscans, Colletotrichum lindemuthianum and
Pseudocercospora griseola in beans. 2024. 117f. Tese (Tese em Agronomia) -
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ABSTRACT

Xanthomonas citri  pv. fuscans (Xcf), Colletotrichum lindemuthianum, and
Pseudocercospora griseola are causal agents of diseases responsible for economically
significant losses in common bean cultivation. The use of beneficial microorganisms that
activate plant defenses, as well as resistance-inducing substances, has been studied in
recent years as an alternative for disease management. The objective was to determine
the capacity of biological agents and chemical compounds to induce resistance to Xcf and
quantify production components in greenhouse conditions, as well as to verify the
efficiency of these agents in the field for the management of Xcf, C. lindemuthianum, and
P. griseola. Two experiments were conducted: one in a greenhouse and another in the
field. The experimental design of the greenhouse trial was a randomized block design in
a factorial scheme, 2 cultivars x 6 agents x 4 application methods + 2 controls, with four
replications. The agents were: Bacillus amyloliquefaciens, sulfur, citric acid, methyl
salicylate, potassium silicate, and Trichoderma harzianum. The application methods were
seed treatment (ST); seed treatment + V3 stage (ST+V3); V3 stage only; and seed
treatment + V3 + RS stages (ST+V3+RY). Disease severity, biochemical analyses of total
soluble proteins (PT), peroxidase (POD), phenylalanine ammonia-lyase (FAL), total
phenolic compounds (CFT), and productivity were evaluated. The experimental design
for the field trial was a randomized block design with a factorial scheme: 2 cultivars x 4
agents x 2 application methods + 3 controls, with four replications. The agents were: B.
amyloliquefaciens, sulfur, citric acid and 7. harzianum. The application methods were
seed treatment (TS) and seed treatment + V3 (ST+V3). The severity of Xcf and C.
lindemuthianum, reflectance index, and production were assessed. Data from each
experiment were analyzed using analysis of variance, variance homogeneity, and area
under the curve (AACPD). Treatment means were compared using Tukey's test (p<0.05)
with R Studio software. There was a reduction in Xcf severity in plants treated with 7.
harzianum, B. amyloliquefaciens, citric acid, and sulfur via TS and TS+V3 compared to
the controls. Resistance induction was activated 1 day after inoculation with Xcf (1 DAI)
in plants treated with these products, leading to increases in POD, FAL, and CFT of 96%,
49%, and 13% in the IPR Campos Gerais cultivar, and 96%, 98%, and 50% in the IPR
Tangara cultivar, respectively, compared to the control. The most significant reduction in
production components caused by the disease was observed in the 1000-grain weight
(PMG), which was corrected by 13%, and in the final productivity of the cultivars,
particularly in IPR Campos Gerais, which showed lower values for PMG and productivity
(kg ha!). This study identified biocontrol agents that can be used in managing common
bacterial blight, providing protection, and reducing disease severity.

Keywords: Phaseolus vulgaris,; enzymatic activity; severity; Bacillus amyloliquefaciens,
Trichoderma harzianum.
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1 INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma das leguminosas mais
consumidas mundialmente, pois os graos sdo ricos em nutrientes e proteinas, tendo grande
importincia socioecondmica (OLIVEIRA et al., 2018). Porém, a ocorréncia de doengas
¢ uma das principais causas de redugao da produtividade.

Dentre as principais doengas que ocorrem na cultura, o crestamento
bacteriano comum, causado pela bactéria Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf), antracnose
ocasionada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum e mancha-angular
(Pseudocercospora griseola) merecem atencao especial (CHEN et al., 2021; MLEMBA,
2021, RASHID et al., 2023).

As doencas vém ganhando destaque devido a ampla distribuicdo, baixa
eficiéncia do controle quimico e dificuldade de obtencdo de cultivares comerciais
resistentes (SAETTLER, 2005; SHARMA et al., 2008).

Outro aspecto, ¢ o enorme impacto econdmico na reducao de producao,
com perdas acima de 70% para o crestamento bacteriano comum e mancha-angular, e em
até¢ 100% para antracnose (BIANCHINI et al., 2005; CAMPA et al., 2014).

Os sintomas do crestamento bacteriano comum sdo observados em toda
a parte aérea da planta, sendo mais intensos e evidentes nas folhas e vagens. Nas folhas,
as lesdes sdo caracterizadas por pequenas manchas encharcadas, que progridem para
manchas necrdticas de tonalidade marrom, geralmente circundadas por halos cloréticos
(CHEN et al., 2021).

Para antracnose, os sintomas do patdégeno sao observados em folhas,
caules, vagens e graos, como lesdes necroticas marrom-escuras ao longo das nervuras que
diminuem a atividade fotossintética das folhas. A fotossintese reduzida resulta em
senescéncia foliar, crescimento atrofiado da planta e eventual morte (KADEGE et al.,
2022).

A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola, é uma
doenga significativa no feijao, especialmente em regides tropicais e subtropicais, podendo causar
perdas de 10% a 80%. Os sintomas incluem lesdes angulares nas folhas que podem levar a
desfolha precoce. O patogeno se prolifera em condigdes de alta umidade e temperaturas entre

20°C e 28°C.



15

O controle do crestamento bacteriano comum, antracnose € mancha-
angular ¢ realizado pela adogdo de varias medidas simultaneas, como utilizagao de graos
sadias, incorporagdo de restos culturais infectados, rotacdo de culturas com plantas nao
hospedeiras, eliminagao de plantas voluntarias e controle de insetos disseminadores, entre
outros (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; KHAN et al., 2021; SANTOS; PINTO,
2023).

A resisténcia induzida contra doencas, seja através de agentes
biologicos ou indutores quimicos que ativem mecanismos de resisténcia, pode ser uma
ferramenta, particularmente em casos em que as atuais medidas de controle sdo pouco
efetivas (LLORENS et al., 2017).

As plantas possuem diversos mecanismos de defesa contra patégenos.
A resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia sistémica induzida (ISR) designam
0s mecanismos pelos quais as plantas ativam mecanismos de defesa ndo apenas no local
de inducdo, mas também em outros locais, apds exposicdo a um agente indutor
(SBALCHEIRO, 2006).

O acibenzolar-S-metil (ASM) foi o primeiro indutor SAR liberado para
uso comercial. Desde entdo, varios outros produtos se tornaram disponiveis ou estdo
atualmente sendo pesquisados (OOSTENDORP et al., 2001). No entanto, mais estudos
sdo necessarios em relacdo aos mecanismos de defesa que sdo ativados em cada caso, e
as respostas que sdo acionadas para esses indutores quimicos de resisténcia ao
crestamento bacteriano comum e antracnose.

No contexto da agricultura moderna, a busca por estratégias
sustentaveis e eficazes para o manejo de doencas em cultivos tem impulsionado a
pesquisa em diversas areas. Entre as abordagens promissoras, o uso de agentes indutores
quimicos de resisténcia tem ganhado destaque como uma alternativa inovadora. Neste
estudo, exploramos o potencial de quatro agentes especificos Trichoderma harzianum,
Bacillus amyloliquefaciens, acido citrico e enxofre - como exemplos de indutores
quimicos de resisténcia em plantas.

O fungo Trichoderma harzianum, conhecido por sua capacidade de
colonizar as raizes das plantas, tem sido extensivamente estudado devido as suas
propriedades antagdnicas contra patogenos de solo (HARMAN et al., 2004). Este fungo

¢ um biocontrolador que, além de seu efeito direto sobre patdégenos do solo, ativando
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diversos mecanismos de defesa, como a producao de fitoalexinas, aumento da atividade
de enzimas de defesa ¢ modulagao do sistema hormonal das plantas (HARMAN et al.,
2004; SHORESH et al., 2010).

Bacillus amyloliquefaciens, uma bactéria de solo, também demonstrou
eficacia na promocao da resisténcia sistémica em plantas hospedeiras FAN et al., 2011),
ativando vias de sinalizagdo que desencadeiam respostas de defesa, incluindo a producao
de fitoalexinas, proteinas de resisténcia e o aumento da atividade enzimatica antioxidante
(RYU etal., 2003; FAN etal., 2011).

O 4cido citrico, um acido organico encontrado naturalmente em muitos
frutos citricos, tem sido reconhecido por seus efeitos benéficos na ativacdo de
mecanismos de defesa em plantas (DUTT et al., 2019). Ele ativa respostas de defesa,
incluindo o fortalecimento da parede celular, a ativacao de genes de defesa e o aumento
da producao de antioxidantes (DUTT et al., 2019; SINGH; SHARMA, 2015).

Além disso, o enxofre, um elemento essencial para o crescimento das
plantas, desempenha um papel crucial na sintese de compostos de enxofre, que estdo
envolvidos na resposta de defesa das plantas contra patégenos (ZHANG et al., 2011),
como glucosinolatos, que desempenham um papel na resisténcia contra patogenos e
modulam a resposta antioxidante das plantas (BLOEM et al., 2005).

Ao considerar esses agentes como potenciais indutores quimicos de
resisténcia, buscamos compreender melhor os mecanismos moleculares subjacentes a
ativacdo do sistema de defesa das plantas. Este estudo visou contribuir para o
desenvolvimento de estratégias sustentdveis no manejo de doencas em cultivos,
oferecendo insights valiosos sobre o potencial desses produtos como ferramentas
promissoras na promogao da resisténcia em plantas cultivadas.

Com base no exposto, o objetivo do estudo foi determinar a eficacia de
agentes bioldgicos e indutores quimicos na indugao de resisténcia doenga causada por
Xanthomonas citri pv. fuscans e seu efeito sobre os componentes de producao de dois
cultivares de feijao. Além, de verificar a capacidade de agentes bioldgicos e indutores
quimicos no controle de antracnose, crestamento bacteriano ¢ macha-angular a campo,

bem como quantificar a produtividade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DO FEJAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), ¢ uma dicotiledonea originaria
das Américas, planta herbacea, e pertencente a familia Leguminosae (SANTOS et al.,
2015). Apresenta habito de crescimento determinado ou indeterminado, e seu ciclo anual
varia entre 60 e 120 dias, desde a emergéncia até a maturagdo completa da planta
(SANTOS; GAVILANES, 2006; SANTOS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2018).

O ciclo do feijao ¢ dividido em duas fases, a vegetativa (V): VO
(germinagdo), V1 (emergéncia), V2 (folhas primarias), V3 (primeira folha trifoliolada)
V4 (terceira folha trifoliolada) e a reprodutiva (R): R5 (pré-floragdo), R6 (floragdo), R7
(formacao das vagens), R8 (enchimento de vagens) e R9 (maturagdo) (MARIOT, 1989).

O fruto do feijao € uma vagem formada por duas valvas unidas por duas
suturas, que abrigam as graos que podem apresentar uma diversidade de cores dos mais
variados tons, com presenca ou auséncia de halo (SILVA, 2005).

De acordo com a Secretaria de Estado da Agricultura e do
Abastecimento do Governo do Estado do Parana - SEAB, (2016), o cultivo da leguminosa
¢ realizado em trés safras: 1* safra - “safra das 4guas”, cujo plantio nas Regides Sul e
Sudeste do Brasil vai de agosto a dezembro; e a colheita nos meses de novembro a abril.
A 2% safra - “safra das secas”, o plantio na Regiao Sul e Sudeste vai de janeiro a abril, e a
colheita nos meses de margo a agosto. J4 a 3* safra - “safra de outono/inverno”, na qual o
plantio na Regido Sul e Sudeste vai de margo a junho e a colheita nos meses de junho a
outubro.

A faixa ideal de temperatura para a cultura variade 18 a 30° C, flutuagao
esta que permite o cultivo em regides com temperaturas amenas até temperaturas
elevadas. No entanto, a cultura ¢ extremamente sensivel a intempéries climaticas
extremas, ndo suportando em demasia o frio e geadas e alta ou baixa umidade do solo
(ANDRADE, 2015).

Dentre os elementos climaticos que influenciam a produtividade do

feijado destacam-se a radiagdo solar, temperatura, e a precipitacao pluvial. As cultivares
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brasileiras de feijao geralmente sdo insensiveis quanto ao fotoperiodo (ANDRADE et al.,
2015).

A cultura do feijdo tem importancia social e econdmica para o Brasil,
sendo os graos um dos componentes basicos da alimenta¢ao humana (PESSANHA et al.,
1972; TAVARES et al., 2013). Além disso, tem ampla distribui¢do, podendo ser
cultivado sob as mais diversas condi¢des climaticas, de solo e de manejo (GRAHAM;
RANALI, 1997).

O Brasil ¢ um dos maiores estados produtores mundiais de feijao, e a
producdo na safra 2022/23 foi de 3,08 milhdes de toneladas (CONAB, 2023). O feijao
tem ampla adaptagdo edafoclimatica, o que permite seu cultivo durante todo o ano, em
diversos estados, possibilitando constante oferta (SALVADOR, 2014).

Os principais produtores do grao sdo; Parana, Minas Gerais, Bahia, Sao
Paulo e Goias (CONAB, 2023). Porém, na maioria das regides produtoras, a instabilidade
produtiva vem aumentando, e apresentando acentuada vulnerabilidade a agdes de agentes

de natureza abiotica e biotica.

2.2  CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM

Uma das principais causas da baixa produtividade da cultura do feijao
no Brasil sdo as doengas. O crestamento bacteriano comum ¢ uma das principais doengas
do feijao em diversos paises, devido a agressividade do patogeno e dificuldades para seu
controle (SAETTLER, 2005).

Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (Smith) Dye e Xanthomonas
citri pv. fuscans (Xcf) sdo os causadores do crestamento bacteriano comum (CBC)
(PAIVA et al., 2020; CHEN et al., 2021). Essas duas bactérias sdo diferenciadas
fenotipicamente pela produgdo in vitro de melanina por Xcf (PAULA JUNIOR;
ZAMBOLIM 2006; PAIVA, et al. 2020).

As bactérias do género Xanthomonas sp. possuem bastonetes gram-
negativos, moveis por meio de um tnico flagelo polar, e sdo cultivadas em meio nutriente-
agar contendo glicose ou sacarose, formando colonias amareladas de bordos lisos,

convexas, brilhantes e circulares (BIANCHIN et al., 2005).
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Essas bactérias apresentam metabolismo oxidante de glicose, hidrolisa
amido, esculina, gelatina, caseina e Tween-80. Além de nao reduzir nitrato a nitrito, ndo
utilizar asparagina como Unica fonte de carbono e nitrogénio, sdo oxidase e urease
negativa e catalase positiva, com temperatura ideal de crescimento de 27 °C (BIANCHINI
etal., 2005; WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018).

O género Xanthomonas sp. sofreu mudancas na nomenclatura nos
ultimos 25 anos com base em técnicas moleculares fenotipicas e convencionais, mais
recentemente, em sequenciamento do genoma completo (CONSTANTIN et al., 2016;
TIMILSINA et al., 2019; CHEN et al., 2021).

Nas revisOes da taxonomia, as estirpes fuscans e ndo fuscans foram
agrupadas sob o nome de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (DYE et al., 1980),
posteriormente transferiu este patovar para a espécie Xanthomonas axonopodis como X.
axonopodis pv. phaseoli (VAUTERIN et al., 1995).

A divergéncia molecular entre estirpes fuscans e nao fuscans vem sendo
relatada ha muito tempo (BIRCH et al., 1997; CHAN; GOODWIN, 1999; LAZO et al.,
1987), mas somente em 2005 uma distingdo entre as duas cepas pela classificacdo
taxondmica foi proposta.

As andlises de reacdao em cadeia da polimerase de elementos repetitivos
(rep-PCR) levaram a divisdo de X. axonopodis em seis grupos, com estirpes fuscans
pertencentes ao grupo 9.6, enquanto estirpes ndo fuscans pertenciam ao grupo 9.4
(RADEMAKER et al., 2005).

Schaad et al. (2005) usando uma combinagdo de reassociacdo
DNA/DNA, sequéncias espacadoras intergénicas e caracteristicas fenotipicas, propos
realocar as estirpes fuscans em uma nova combinagdo de espécies-subespécies
(Xanthomonas fuscans subsp. fuscans), enquanto as estirpes nao fuscans conservaram o
nome (X. axonopodis pv. phaseoli).

Pela reclassificagao chegou a descricao de trés linhagens genéticas,
GL1, GL2 e GL3 (ALAVI et al., 2008; MHEDBI-HAJRI et al., 2013; MKANDAWIRE
et al., 2004). Constantin et al. (2016) com base em uma analise polifdsica, propuseram
uma nova revisao filogenética da espécie que levou a realocacdo dos patovares existentes
(X. citri, X. phaseoli, X. euvesicatoria ¢ X. axonopodis). Onde as quatro linhagens

bacterianas responsaveis pela CBC estao atualmente distribuidas em duas espécies dentro
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do género Xanthomonas, sendo a linhagem GL1 correspondente a X. phaseoli pv.
phaseoli (Xpp), enquanto as outras trés linhagens (GL2, GL3 e fuscans) formam X. citri
pv. fuscans (Xcf) (CHEN et al., 2021). Sendo dois grupos filogeneticamente distantes de
estirpes que causam o crestamento bacteriano comum do feijao.

O crestamento bacteriano comum € uma das cincos principais doengas
do feijao, ocasionando perdas de até 45 % na cultura nos estados de Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Parand, Santa Catarina, Espirito Santo, Rio Grande do Sul e na
regido Centro Oeste, principalmente na safra das aguas, periodo quente e Umido
(BIANCHINI et al., 2005; WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018).

Phaseolus vulgaris € o principal hospedeiro de Xpp e Xcf, bem como
sobrevive em plantas alternativas ou como epifitas (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM,
2006). Algumas plantas daninhas hospedeiras da bactéria sdo Acalypha aloperoides,
Ambrosia artemisifolia, Amaranthus spp., A. retroflexus, Chenopodium album, Cyperus
rotundus, Physalis sp., Portulaca oleraceae, Sida rhombifolia, Ruellia tuberosa,
Strophostyles helvola, Vicia sativa, e V. villosa (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).

Outros hospedeiros da bactéria sdo o Phaseolus lathyroides, P. lunatus,
P. acutifolius, P. aconitifolium, P. coccineus, Dolichos lablab, Lupinus polyphylus,
Vignia mungo, V. radiata e V. umbellata (BIANCHINI et al., 2005; WENDLAND et al.,
2016; WENDLAND et al., 2018).

O aumento da incidéncia da doenga nos ultimos anos nas principais
regides produtoras de feijao do Brasil, estd relacionada ao uso frequente de graos
infectadas (DIAZ et al., 2001). E possivel observar em plantas infectadas que as grios
obtidas sao chochas e mal-formadas (SAETTLER, 2005).

A bactéria sobrevive de diferentes formas, em graos de feijao, por
periodos de 5 a 15 anos (MARQUES et al., 2005), podendo estar localizada internamente
ou externamente, sem perder sua patogenicidade (BIANCHINI et al., 2005; PAULA
JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; WENDLAND et al., 2018).

A semente além de ser o meio mais eficiente de disseminacdo e
sobrevivéncia da bactéria, constitui fonte de in6culo primario e em condigdes de gerar
novos focos de infeccao (VALARINI; MENTEN, 1992; WENDLAND et al., 2016).

Segundo Wallen e Sutton (1965), o agente causal do CBC pode

desenvolver-se rapidamente sob condi¢des climaticas de alta umidade e temperatura ao
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redor de 28 °C, necessitando de 0,5% de graos contaminadas e/ou infectadas para iniciar
uma nova epidemia.

A deteccao da bactéria em graos e inspe¢ao de campos de producao
pode ser dificultada, devido aos sintomas do crestamento bacteriano comum nas folhas
serem expressos apenas acima de 5 x 10°® UFC por 20 cm? de éarea foliar (SHEPPARD,
1983; WELLER; SAETTLER, 1980). Como alternativa, os métodos que utilizam
técnicas de biologia molecular sdo incorporados a rotina de deteccao de patdégenos e ao
controle de doengas transmissiveis por graos (LOBO JUNIOR, 2009).

Em restos culturais sobrevive, na superficie do solo por até 180 dias, e
em restos culturais incorporados ao solo, esse periodo nao ultrapassa os 90 dias
(BIANCHINI et al., 2005; WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018).

A disseminagdo secundaria da bactéria ocorre através da agua de chuva
ou de irrigacdo por aspersdo. Aproximadamente 10% da populacao epifita da bactéria
presente na superficie aérea da planta ¢ disseminadas por gotas de agua (PAULA
JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018).

Os sintomas do crestamento bacteriano comum s3o bastante
abrangentes, desenvolvendo-se em praticamente toda parte aérea da planta, afetando
folhas, caules, vagens e graos, além de ser indistinguiveis os sintomas de Xcf e Xpp
(BIANCHINI et al., 2005; CHEN et al., 2021).

Os sintomas foliares, tem inicio com pequenas areas encharcadas,
tornando-se necrdticas de tecido seco e quebradigo, circundado por um halo amarelo na
borda e lesdes circulares a irregulares nos foliolos (BIANCHINI et al., 2005; EMBRAPA,
2009; WENDLAND et al., 2018). As lesdes, podem estar distribuidas no limbo foliar de
maneira esparsa ou na parte marginal progredindo para o centro dos foliolos
(BIANCHINI et al., 2005; WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018).

No caule, as lesdes apresentam aspecto aquoso e deprimido, estas
progridem para manchas avermelhados longitudinais, com rachaduras e exposi¢do de
exsudato bacteriano (WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018).

As vagens apresentam sintomas de manchas aquosas que progridem,
apresentando incrustacdes amareladas, ou seja, exsudato bacteriano (EMBRAPA, 2009;
WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018). As graos infectadas podem

apresentar um enrugamento, descoloragdo na regido do hilo, manchas amarelas no
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tegumento, germinacao fraca e produzir plantas com ma formagdo (EMBRAPA, 2009;
DARRASSE et al., 2018)

A doenca pode ser altamente destrutiva sob condicdes de longos
periodos de clima quente e imido, causando redugdes no rendimento e na qualidade da
semente (DARRASSE et al., 2018; WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al.,
2018). Plantas desenvolvem os sintomas da doenga apds nove dias sob condigdes de
temperatura de 28 °C, enquanto em plantas submetidas entre 20 a 16 °C, os primeiros
sintomas da doenga sdo observados aos 23 e 27 dias apos a inoculagdo (WENDLAND et

al.,2016; WENDLAND et al., 2018).

2.3 ANTRACNOSE

A antracnose em feijdo, causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum (teleomorfo Glomerella cingulata f. sp. phaseoli), ¢ uma doenca de
importancia significativa em regides subtropicais e temperadas onde prevalecem
condigdes frias e umidas durante a época de cultivo (SHARMA et al., 2008; PADDER et
al.,2017; MLEMBA, 2021).

A doenca tem potencialmente um enorme impacto econdmico no
cultivo de feijao, sob temperaturas de 17° C, com umidade relativa de 92% pode reduzir
aproducgdo em até 100% (SHARMA et al., 2008; CAMPA etal.,2014; MLEMBA, 2021).

O processo de infec¢do comega quando o conidio de C. lindemuthianum
pousa na folha, caule ou vagem do feijao, adere a cuticula da planta e germina (PELLIER
etal., 2003; ALKEMADE et al., 2021).

Os conidios sdo disseminados por respingos de chuva e rapidamente se
fixam nas partes aéreas de uma planta para infecta-la (ALKEMADE et al. 2021). Sob
condigdes umidas, o conidio germina e desenvolve apressorio, essencial para a penetragao
das células epidérmicas (SHARMA; KULSHRESTHA, 2015).

Durante a interagao inicial com P. vulgaris, o fungo vive como um
biotréfico e obtém nutrientes de tecidos vegetais vivos por meio de estruturas de infec¢ao
especializadas, como apressorio, vesiculas e hifas primarias (CHETHANA et al., 2021).

Apo6s 72 h de infecgdo, muda para a fase necrotréfica e produz hifas
secundarias que penetram no tecido do hospedeiro para adquirir nutrientes essenciais,

agrupando-se em uma categoria hemibiotrofica (MAHIYA-FAROOQ et al., 2019).
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O patogeno afeta folhas, caules, vagens e graos, causando lesoes
necroticas marrom-escuras ao longo das nervuras que diminuem a atividade fotossintética
das folhas (MASUNGA et al., 2020). A fotossintese reduzida resulta em senescéncia
foliar, crescimento atrofiado do feijao e eventual morte (MASUNGA et al., 2020).

Os sintomas mais evidentes aparecem nas vagens de feijao como lesdes
marrom-ferrugem escuras que eventualmente se tornam afundadas, marrom-escuras com
bordas marrons a avermelhadas (KADEGE et al., 2022). Em infec¢des graves, as vagens
jovens murcham e secam prematuramente (MOHAMMED, 2013).

O uso de cultivares de resistentes como estratégia tem sido desafiador
pelo aparecimento recorrente de novas racas virulentas de C. lindemuthianum (DEL R1IO
et al., 2003; PASTOR-CORRALES, 2004). Além disso, a extensa diversidade de
viruléncia de C. lindemuthianum tem sido a principal limitagdo para o desenvolvimento
de cultivares de feijao com resisténcia efetiva e durdvel a antracnose na Europa, América
Central e América do Sul (GONZALEZ- CHAVIRA et al., 2004).

O feijao comum desenvolveu amplos mecanismos de resisténcia contra
as inumeras racas de C. lindemuthianum. Além dos genes relacionados a defesa
(BORGES et al., 2012; MAHIYA-FAROOQ et al., 2019), existem cerca de 25 genes de
resisténcia relatados contra a antracnose no feijdo (BANOO et al., 2020). Esses genes
tendem a residir em grupos que geralmente sdo designados como loci de resisténcia, em
vez de genes (KELLY; VALLEJO, 2004; KELLY; BORNOWSKI, 2018). Esses loci
génicos estdo presentes em sete cromossomos do feijao e alguns deles possuem alelos

multiplos (PADDER et al., 2017).

2.4 ANTRACNOSE

A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola, é
uma das principais doencas que afetam a cultura do feijao (Phaseolus vulgaris),
especialmente em regides tropicais e subtropicais (SILVA et al., 2022). Esta doenca pode
causar perdas significativas na produgdo, que variam de 10% a 80%, dependendo da
severidade e das condig¢des climaticas (SANTOS; PINTO, 2023).

Os sintomas incluem lesdes angulares, limitadas pelas nervuras foliares,

de coloragdo inicial verde-escura que evoluem para tons marrom-acinzentados, podendo
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apresentar necrose no centro da lesdo. Essas manchas podem coalescer, levando a
desfolha precoce e comprometendo a produtividade da planta (SILVA et al., 2022).

A disseminacdo da mancha angular ¢ favorecida por condi¢des de alta
umidade e temperaturas moderadas a altas (entre 20°C e 28°C) (SILVA et al., 2022). O
manejo eficaz da doenca envolve uma combinagdo de praticas culturais, genéticas e
quimicas. O uso de cultivares resistentes ¢ uma das estratégias mais eficientes, no entanto,
a variabilidade genética de P. griseola tem dificultado o desenvolvimento de cultivares
com resisténcia duradoura (SANTOS; PINTO, 2023).

Além disso, o controle quimico com fungicidas ¢ uma pratica comum,
porém, a resisténcia do patdgeno a alguns grupos quimicos tem sido relatada (SANTOS;
PINTO, 2023). Produtos a base de estrobilurinas, triaz6is € misturas com carboxamidas
tém demonstrado eficacia no controle, mas seu uso continuo pode levar a selecdo de
isolados resistentes. Assim, a integracdo de fungicidas com praticas de rotacdo de
culturas, uso de sementes certificadas e manejo adequado de irrigagdo e densidade de
plantio sdo recomendados (SANTOS; PINTO, 2023).

A indugdo de resisténcia através do uso de agentes bioldgicos, como
Bacillus subtilis e Trichoderma spp., € indutores de resisténcia, como o acido salicilico,
também tem sido explorada como uma alternativa promissora no manejo sustentavel da
mancha angular (SILVA et al., 2022).

O monitoramento da doenca e a implementagdo de estratégias de
manejo integrado sdo essenciais para minimizar o impacto dessa doeng¢a na producao de

feijao (SANTOS; PINTO, 2023).

2.5 CONTROLE DO CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM, ANTRACNOSE E MANCHA -
ANGULAR

As medidas de controle do crestamento bacteriano comum e antracnose
na cultura do feijdo estao baseadas no cultural, plantio de variedades resistentes, aplicacao
foliar de extratos vegetais, tratamento de graos e o bioldgico. As praticas de manejo
culturais realizadas sdo: o uso de graos certificadas, a rotacao de culturas com plantas ndo

hospedeiras e a aracdo do solo (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).
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A rotagao de culturas com uso de gramineas e auséncia do plantio de
feijdo por um periodo de um ano, desfavorece a sobrevivéncia de Xcf e, aliado com
incorporagdo dos restos culturais permite diminuir as fontes de indculo para as safras
posteriores (SARTORATO; RAVA, 1994).

O controle quimico, através de aplicagao de solug¢des a base de cobre, é
restrito e de baixa eficiéncia, por se tratar de um patégeno vascular, a eficacia dos
tratamentos foliares com cobre ¢ limitada (SCHWARTZ et al., 2005). Em contrapartida,
no Parana, Bianchini et al (2005), evidenciaram a ineficacia de trés produtos quimicos a
base de cobre, no controle da doenga nas folhas e vagens e na redu¢do da transmissdo da
bactéria por graos.

O uso de variedades resistentes a doenca tem sido dificultado, devido a
bactéria apresentar diferencas na sua patogenicidade e viruléncia em localizagdes
geograficas distintas (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; WENDLAND et al., 2016;
WENDLAND et al., 2018).

Solugdes alternativas para o controle da CBC foram relatadas, incluindo
a aplicacdo de fertilizante foliar a base de manganés, com reducdo da doenga em 47 %
(VIECELLI etal., 2013). Controle biolégico usando bactérias antagonistas como Bacillus
spp., Pseudomonas sp., Rahnella aquatilis, ou Rhodococcus fascians (SALLAM, 2011;
GIORGIO et al., 2016).

Para a antracnose a utilizagdo de rizobactérias promotoras do
crescimento vegetal (PGPR), tais como espécies de Pseudomonas e Bacillus (SHARF et
al., 2021) e espécies de fungos como Trichoderma spp. (JAVAID et al., 2021; KHAN et
al., 2021), Penicillium spp. e Aspergillus spp. (KHAN; JAVAID, 2022) sdo utilizadas no
manejo.

A aplicacdo biologica de extratos de plantas como Alchornea
cordifolia, Azadirachta indica, Carica papaya, Cymbopogon citratus, Cymbopogon
flexuosus, Lantana camara, Ocimum sanctum, Piper guineense, Piper nigrum,
Tabernaemontana pachysiphon, Vernonia polyanthus e Xylopia aethiopica em folhas e
caules de feijdo pode controlar a antracnose (ENYIUKWU et al., 2021). Bem como,
indugdo de defesas do hospedeiro pelo aumento da produgdo de compostos fendlicos e
atividade da peroxidase (SALLAM, 2011). Uso de 6leos essenciais com propriedades

antimicrobianas de caléndula (Tagetes minuta), ervilha azul (Clitoria ternatea), gingko



26

(Ginkgo biloba), gaultéria (Gaultheria procumbens), orégano (Origanum vulgare) e
capim-limao (Cymbopogon flexuosus) erva cicreira (L. alba e L. sidoides) (VIGO et al.,
2009; GAKUUBI etal., 2016; KELEMU etal., 2004; SATI, JOSHI, 2011; TODOROVIC
etal., 2016).

Devido as dificuldades de controle das doencas, a utilizacao de métodos
alternativos como o uso de agentes de biocontrole que induzam a resisténcia nas plantas,
vem sendo pesquisados nos ultimos anos, objetivando a minimizar a severidade das

doengas e aumento da produgdo da cultura.

2.6 CONTROLE ALTERNATIVO E INDUCAO DE RESISTENCIA

Com o uso exaustivo de agrotoxicos ao longo dos anos, levou a sele¢ao
de populagdes de patdogenos resistentes aos principios ativos disponiveis comercialmente
(WAARD etal., 1993; DEISING etal., 2008; LUCAS et al., 2015). Impulsionado por tal
cenario, o estudo de medidas complementares e alternativas de manejo tem aumentado e
conquistado espago nos programas de manejo integrado (FONTANA et al., 2021).

A agricultura alternativa tem como base o controle alternativo de
doengas em plantas, incluindo o controle bioldgico (O’BRIEN et al., 2017; KOHL et al;
2019) e resisténcia induzida (WALTERS et al., 2005; LLORENS et al., 2017) em plantas.

O controle biologico ¢ definido como a redugdo de microrganismos
patogénicos realizada por um ou mais organismos (BONALDO et al., 2004). Segundo
Medeiros et al (2018), os mecanismos de a¢ao dos agentes de biocontrole de doencgas de
plantas sdo divididos em antibiose, competi¢ao, parasitismo, promocao de crescimento e
inducao de resisténcia.

Em Fitopatologia, assume-se que a resisténcia de plantas ¢ a regra na
natureza e que a suscetibilidade ¢ a excecao (AGRIOS, 2005). As plantas se defendem
do ataque de patogenos através da combinacdo de dois mecanismos, o primeiro ¢ as
caracteristicas estruturais, atuando como barreiras fisicas e inibindo a penetragdo e
colonizagdo pelo patdgeno; a segunda as reacdes bioquimicas em células e tecidos do
hospedeiro, com producdo de substancias que atuam como barreiras fisicas ao patdogeno

(AGRIOS, 2005).
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Dentre os agentes de biocontrole disponiveis, estdo as bactérias do
género Bacillus sp. e os fungos do género Trichoderma, que sdao frequentemente
utilizados como indutores quimicos bidticos para o controle de patdégenos presentes no
solo e na parte aérea das plantas (ROMEIRO; GARCIA, 2009; BARROS et al., 2010).

O género Bacillus sp. representa um grande grupo de bactérias Gram-
positivas pertencentes ao filo Firmicutes, caracterizadas pela forma de bastonete
(bacilos), capacidade de formar endodsporos, teste positivo para a enzima catalase e
possuem um metabolismo aerdbico ou anaerodbico facultativo (LOGAN et al., 2009).

Uma das caracteristicas mais relevantes das espécies de Bacillus sp. sao
o metabolismo secundario diversificado e a capacidade de produzir uma ampla variedade
de substancias antagonistas com estruturas quimicas distintas (FIRA et al., 2018). Além
da produgdo de metabolitos secundarios, as cepas de B. amyloliquefaciens apresentam
bacteriocinas, peptideos antimicrobianos, lipopeptideos, policetideos e sideroforos
(CHEN et al., 2009; RUCKERT et al., 2011; CHOWDHURY et al., 2015).

Espécies de Bacillus como B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. cereus,
B. licheniformis, B. megaterium, B. mycoides, B. sphaericus, B. mojavensis, B. pasteurii
e B. pumilussdo sao produtores de moléculas de antibidticos e sua atividade inibitdria
contra patogenos de plantas por meio de antibiose ¢ o mecanismo mais conhecido
(BACON et al., 2015; CAWOY etal., 2011).

Isolados de Bacillus sp., testados apresentaram reducao da severidade
de diversas doengas, murcha bacteriana e cancro do tomate (Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis); mancha foliar bacteriana (Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum); galha da coroa (Agrobacterium tumefaciens) (MORA etal., 2015); murcha
de curtobacterium (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens) (LEAO et al.,
2018) e ferrugem do arroz (Xanthomonas oryzae pv. oryzae) (BERIC et al., 2012).

O género Trichoderma, classificado dentro do filo Ascomycota ¢
composto por fungos encontrados em solos de clima temperado e tropical (RESENDE et
al., 2004). Pode sobreviver tanto de forma saprofitica quanto parasitando outros fungos
(HARMAN et al., 2004).

Foram descritas 512 espécies pertencentes a esse género (INDEX
FUNGORUM, 2023), caracterizadas por apresentarem crescimento rapido e capacidade

de sobrevivéncia em diferentes condi¢des ambientais (AL-SADI et al., 2015).
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Os fungos do género Trichoderma sp. sdo amplamente encontrados em
solos agricolas em diferentes latitudes e podem ser facilmente cultivados in vitro,
apresentando uma esporulagdo de cor esverdeada (BROTMAN et al., 2010; ZHANG et
al., 2015).

As diferentes espécies de Trichoderma sp. podem colonizar a superficie
das raizes das plantas, provocar mutagdes no metabolismo e favorecer o desenvolvimento
radicular, o que resulta em uma melhor absor¢ao de nutrientes e na inducao da expressao
de genes relacionados as respostas de defesa da planta contra patogenos (HERMOSA et
al., 2000).

Segundo Keswani et al (2014), Trichoderma tem sido amplamente
utilizado como agente de controle bioldgico em todo o mundo devido a sua atividade
antimicrobiana contra uma ampla gama de fitopatogenos.

Estudos demostram que isolados de Trichoderma sp. sdo capazes de
induzir genes de defesa contra Rhizoctonia solani, podridao radicular de Rhizoctonia,
importante doenca do feijao (MAYO et al., 2015). Assim como Pedro et al (2012),
relataram que 7richoderma sp. confere protecdo sistémica ao feijdo contra a antracnose.

De acordo com Mayo et al (2015) e Pedro et al (2012), a capacidade do
fungo pode ser atribuida aos diversos tipos de metabodlitos secundarios produzidos e
varias estratégias tém sido testadas de modo a desenvolver formulagdes que facilitem a
utilizacdo do microrganismo.

Indutores quimicos de resisténcia a base de acibenzolar (ester S-metil
do acido benzo-(1,2,3) -tiadiazole-7-carbotidico, ASM) tém sido estudados como indutor
quimico contra bactérias fungos e virus (RESENDE et al., 2002).

O ASM ¢ de baixa toxicidade e sistémico, rapidamente absorvido e
translocado através das plantas, elicia a expressdo de genes da SAR e de moléculas
relacionadas a patogénese (proteinas-RP) ativadas pelo acido salicilico (AS), além de
mostrar-se efetivo na inducao de resisténcia em dicotiledoneas e monocotiledoneas
(OOSTENDOREP et al., 2001).

Devido ao seu modo de agdo, o desenvolvimento de patogenos
resistentes ndo ¢ esperado, podendo propiciar novas oportunidades para o manejo efetivo

e sustentavel de doengas em algumas culturas (GULLINO et al., 2000).
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As defesas pelas caracteristicas estruturais sdo conhecidas como
mecanismos de defesa pré-formados; e as reagdes bioquimicas, como os mecanismos de
defesa induzidos ou pos-formados (AGRIOS, 2005).

A resisténcia do hospedeiro a uma doenca envolve a ativacdo dos
mecanismos latentes e através de tratamentos externos, essa protecdo dependente do
intervalo de tempo entre o tratamento inicial e a subsequente inoculagdo do patégeno
(AGRIOS, 2005). E um fendmeno sistémico ou local, efetivo contra uma ampla gama de
patogenos, incluindo bactérias, fungos ou virus (SILVA, 2007; PASCHOLATTI; DALIO,
2018).

A prote¢do induzida sinaliza mudangas especificas no metabolismo da
planta, que envolvem a sintese e/ou acumulo de substancias, que sdo importantes no
fendmeno da resisténcia induzida (BONALDO et al., 2005).

As plantas possuem mecanismos de defesa que envolvem a estrutura
das plantas, como barreiras fisicas para inibir a entrada e disseminagdo de patogenos; e
reagOes bioquimicas, que resultam na produgdao de substancias que sdo toxicas para o
patogeno (AGRIOS, 2005).

Os mecanismos estruturais envolvem a formagdo de tiloses, géis,
gomas, refor¢o da parede celular e deposigdo de calose (GARCES-FIALLOS et al.,
2017).

Os mecanismos bioquimicos incluem a ativagdo de genes de defesa da
planta, acarretando no aumento da atividade enzimatica e producdo de compostos
antimicrobianos, como por exemplo, compostos fenolicos, enxofre inorganico e
fitoalexinas entre outros (XUE et al., 2015; De QUADROS et al., 2019).

Quando plantas sdo previamente expostas a um elicitor, suas células e
tecidos reagem mais rapidamente as tentativas de colonizacao do patégeno (ROMEIRO;
GARCIA, 2009). Assim como as moléculas elicitoras, os padroes moleculares associados
a microrganismos (MAMPs), a patogenos (PAMPs) ou a danos (DAMP) sdo
reconhecidos por PRRs (receptores de reconhecimento de padrdes) na membrana
plasmatica (MP) das células do hospedeiro (CONRATH, 2002).

De acordo com Shah et al (2014), diferentes rotas metabdlicas podem
ser ativadas dependendo do estimulo inicial da interagcdo entre um elicitor e um receptor.

Ocorrendo a ativacdo da rota via acido salicilico (AS) em resposta a infeccao por
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patogenos biotroficos ou hemibiotroficos, enquanto que para patdégenos necrotroficos sao
ativadas rotas dependentes de etileno (ET) ou 4cido jasmonico (AJ) (THAKUR; SOHAL,
2013).

Vérios agentes podem induzir a producdo de sinais no vegetal,
disparando reagdes que culminardo em prote¢do duradoura contra uma ampla gama de
fitopatogenos (SOBRINHO et al., 2005).

Os agentes indutores quimicos ou ativadores de resisténcia podem ser
agentes quimicos, extratos de plantas, metabolitos microbianos, microrganismos
saprofiticos e patdgenos de plantas entre outros (CAVALCANTI et al., 2005;
SBALCHEIRO, 2006).

Os indutores quimicos aumentam o nivel de resisténcia da planta, sem
alteracdo do genoma, por meio da ativagdo de genes que codificam diversas respostas de
defesa, relacionadas a patogénese (PR protein), aumentando a atividade de enzimas
antioxidantes e de defesa como a fenilalanina amonia-liase (FAL), lipoxigenases,
peroxidases, quitinases e B-1,3-glucanases e compostos fendlicos (WIESEL et al., 2014).

A FAL ¢ a primeira enzima da rota dos fenilpropanoides e suas altas
atividades, induzidas por elicitores ou pelo ataque do patdégeno, aumentam a sintese de
compostos fendlicos, fitoalexinas e lignina nos tecidos do hospedeiro, como mais uma

tentativa de conter o avanco do patogeno (WIESEL et al., 2014).

2.7 PROTEINAS RELACIONADAS A PATOGENESE

2.7.1 Proteinas soluveis totais (PT)

As proteinas-PR sdo enzimas que fazem parte das respostas de defesa
natural da planta e acompanham a resposta induzida (EMBRAPA, 2008).

A resisténcia sistémica adquirida estd primariamente associada a
expressao de genes que codificam proteinas relacionadas a patogénese, as PRP’s
(EMBRAPA, 2008).

As proteinas-PR foram classificadas inicialmente com base em
caracteristicas de proteinas vegetais, mas também observadas em plantas com auséncia

de patogenos, assim tornaram-se mais abrangentes, incluindo proteinas induzidas por
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microrganismos ou pelo ataque de insetos e em tecidos com situagdo de estresse (VAN

LOON et al., 2006).

2.7.2 Peroxidases (POD)

As peroxidases (POD) sdo classificadas como proteinas relacionas a
patogénese, pertencentes a familia PR-9, atuando nas vias de sinalizagdo relacionadas a
diversos processos fisioldgicos e na defesa de plantas (VAN LOON et al., 1999; PINTO
etal., 2011).

A POD, desempenha papel importante na apresentagao e polimerizagao
do alcool hidroxicinamico na presenga de peroxido de hidrogénio, resultando na formagao
da lignina, que se acumula nas paredes celulares (STADNIK; BUCHENAUER, 2000). A
lignina, juntamente a celulose e outros polissacarideos, funciona como uma barreira a
penetragdo de fungos (STADNIK; BUCHENAUER, 2000; PASCHOLATI, 2011).

As peroxidases sdao enzimas oxidativas, amplamente estudadas devido
ao seu papel importante na defesa das plantas, especialmente na resposta a doencas
causadas por patogenos (ARAUJO et al., 2009; KUHN, 2007).

Quando uma planta ¢ atacada por um fitopatégeno, como um fungo,
bactéria ou virus, ocorrem varias respostas de defesa, uma das quais envolvem o aumento
da atividade das peroxidases (KUHN, 2007). Essas enzimas estdo envolvidas em reagdes
de apresentacdo e execugao, um papel fundamental na eliminag¢ao de composto produzido
durante a interag¢do planta-patdgeno.

Plantas resistentes apresentam atividade de peroxidase mais elevada,
em comparagao com plantas suscetiveis, indicando o rapido reconhecimento da presenca

do microrganismo ¢ da ativacdo de defesas eficazes contra o invasor (ARAUJO et al.,

2013).

2.7.3 Fenilalanina amonia-liase (FAL)

A fenilalanina amonia-liase (FAL), ¢ uma enzima chave para todas as
vias de sintese de compostos fendlicos e estd envolvida na resisténcia a pragas e

patogenos (RAHMAN; PUNJA, 2005). A producdo desta enzima ocorre durante o
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crescimento vegetal ou induzida em células vizinhas a infeccdo por estimulos como
ferimentos, luz e reguladores de crescimento (RAHMAN; PUNJA, 2005).

A FAL ¢ uma enzima do metabolismo secundério mais estudada nas
plantas, responsavel pela desamina¢do da L-fenilalalina, transformando-a em amonia e
acido trans-cinamico, que pode ser incorporado em diferentes compostos fenodlicos,
presentes na formacdo de ésteres, flavonodides, ligninas e coumarinas (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2008).

A atividade de FAL pode ser reguladora da biossintese de fitoalexinas
derivadas dos fenilpropanoides e induzida pela suplementacdo exdgena de eliciadores
como o acido salicilico e o metil jasmonato (PASCHOLATI, 2011; YAO et al., 2005).

Ao contrario das polifenoloxidases e peroxidases, a fenilalanina
amonia-liase ¢ uma enzima que atua sobre substrato especifico e sua concentragdo ¢
codificada por multiplos genes, o que resulta em diferentes combinacdes de mondmeros
da enzima (DIXON; PAIVA, 1995; PASCHOLATI, 2011). Essa combinagao especifica
dos monomeros depende do indutor presente no ambiente (DIXON; PAIVA, 1995).

2.7.4 Compostos fendlicos totais (CFT)

Os compostos fendlicos totais (CFT) abrange um extenso grupo de
substancias de anel aromatico, contendo pelo menos uma hidroxila (STANGARLIN et
al., 2011). Compostos fendlicos sdo conhecidos como substancias fungitoxicas,
antibacterianas e antiviroticas (LO et al., 2008).

O efeito inibitorio de compostos fenolicos, envolvidos nos mecanismos
bioquimicos e estruturais de resisténcia em plantas sobre os patdgenos e produgdo de
enzimas microbianas varia entre os grupos de fen6is (NICHOLSON, 1995).

Diversas substancias fenolicas estao associadas a resisténcia a doengas
como, acido clorogénico, acido protocatecdico, arbutina, catecol e floridizina
(VIDHYASEKARAN, 1988). Incluindo os fendis simples e outros glicosilados, acidos
fenol-carboxilicos, derivados dos acidos benzodico e cindmico, cumarinas € isocumarinas,
ligninas, flavondides, flavononas, antocianinas, catequinas e quinonas (SCHWAN-

ESTRADA et al., 2008).
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2.1 PATOMETRIA E SENSORIAMENTO REMOTO

Quantificar doencas na fitopatologia ¢ um passo importante, podendo-
se avaliar a magnitude de distintas doengas, eficiéncia de produtos, resisténcia varietal,
proporcionar melhorias na antecipagdo de epidemias, possibilitar prevencdo em vez de
conter os danos (VALE et al., 2004).

A fitopatometria tem como objetivo analisar o desenvolvimento de
curvas de progresso de doengas ou epidemias, definir o momento ideal de realizar
aplicagdo de fungicidas, comparar a eficiéncia dos mesmos, estimar as perdas em
decorréncia da intensidade da doenga, entre outras (AZEVEDO, 1997).

A quantificagdo de doengas de plantas € essencial para a correta
interpretagdo de estudos de controle e epidemiologia (ALVES et al., 2012). A
quantifica¢do da severidade envolve um elevado nimero de amostras e lesdes da doenca,
para facilitar algumas propostas sao utilizadas, como o uso de escalas diagramaticas,
chaves descritivas e analise de imagens computadorizadas (AMORIM; BERGAMIN
FILHO, 2018).

As escalas diagramadticas consistem em ilustragdes representativas de
diferentes porcentagens ou niveis de severidade da doenga em uma série de plantas ou de
parte das mesmas com sintomas (AMORIM; BERGAMIN FILHO, 2018).

Nos ultimos anos, aplicagdes de sensoriamento remoto estdo sendo
estudadas para detecgdo precoce das doencas em plantas, disponibilizando uma
alternativa automatica e objetiva para a avaliagdo de doengas visuais em plantas
(MAHLEIN etal., 2012; PSIROFONIA et al., 2017).

Dados de sensoriamento remoto ndo destrutivos permitem a medigdo
de parametros biofisicos e bioquimicos de plantas para monitoramento do crescimento e
desenvolvimento das plantas (LU et al., 2015; SANKARAN et al., 2012).

Esses métodos sdo baseados nas propriedades Opticas das plantas e
podem ser usados para identificar deficiéncias de nutrientes, doengas das plantas, estresse
hidrico e excesso de agua, danos por insetos, ervas daninhas, etc. (HABOUDANE et al.,
2004).

Estudos a respeito de técnicas de processamento de imagens e
sensoriamento remoto vem sendo desenvolvidos para o auxilio no monitoramento de

diversas doengas, como a ferrugem asiatica da soja (SILVA et al., 2009a), mofo branco
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em feijdo (BOECHAT et al., 2014), Rhizoctonia solani (WEBB; CALDERON, 2015),
Cercospora sp. (DHAU et al., 2017), entre outras.

No monitoramento de cultivos sdo utilizados os indices de vegetagao,
que consistem em combinagdes de dados espectrais provenientes de bandas (MOREIRA,
2000). Um dos indices de vegetacdo amplamente utilizado ¢ o Nomalized Difference
Vegetation Index (NDVI) desenvolvido por Rouse et al (1974).

O NDVI ¢ fundamentado no contraste entre a absor¢do maxima no
vermelho por pigmentos de clorofila e na reflexdo méxima no infravermelho apresentada
pela estrutura celular da folha (HABOUDANE et al., 2004).

A partir das regides do espectro luminoso pode-se calcular e obter a
variacdo de indices de vegetacdo. Estas sdo determinadas em regides infravermelho (IR),

regides do visivel (VIS) e infravermelho proximo (NIR) (DUTRA, 2014) (Figura 1).

Figura 1 - Espectro eletromagnético representando regides infravermelho (IR), regides

do visivel (VIS) e infravermelho préximo (NIR).
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Por meio da utilizacdo de informagdes de comprimentos de onda €
possivel especificar padroes de plantas, como a area foliar, teor de dgua e de pigmentos

(GITELSON et al., 2002).



35

Utilizar combinagdes de comprimentos de ondas por meio de sensores
pode ser uma ferramenta para detectar indices espectrais de doengas, visto que a
assinatura espectral de cada doenca ¢ influenciada de uma maneira caracteristica
(MAHLEIN etal., 2013).

A refletancia da planta se da em funcdo da sua morfologia e constitui¢ao
interna, considerando a celulose, solutos, pigmentos dentro do cloroplasto, espacgos
intercelulares (MOREIRA, 2011), com contetdo de dgua, condi¢des de sombreamento,
senescéncia (GAUSMAN, 1985; PONZONI, 2001), caracteristicas dielétricas ou
térmicas das plantas (BARET, 2007).

Folhas sadias de maneira geral demonstram baixa refletdncia na regido
espectral visivel (400-700nm) e na regido de infravermelho curto (1.200-2.400 nm),
enquanto que apresenta alta refletdncia na regido do infravermelho proximo (700-1.200
nm). Com a presenga de doencas as propriedades Opticas das folhas sdo afetas, o que
possibilita detectar e quantificar doengas com base em medidas de espectro com distintas
combinagdes de comprimentos de onda (WEST et al., 2003).

Os radiometros de multiplo espectro demostram uma boa correlagao
com o indice de area foliar na faixa de onda préxima ao infravermelho (JULIATTI et al.,
2004). O indice de area foliar ¢ afetado por agentes bidticos ou abioticos, dentre eles, as
doengas (NUTTER, 1989; NUTTER et al., 1996).

A estimagao de doenga com o uso da radiacdo refletida com sensores
dispostos entorno de 1 a 1,5 m de distancias acima do dossel, tem demostrando eficacia
na quantifica¢ao de doengas de feijao (CANTERI et al., 1998), soja (SILVA etal., 2009b)
e amendoim (NUTTER, 1989).
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3 ARTIGO A: INDUCAO DE RESISTENCIA A Xanthomonas citri pv. fuscans EM
CULTIVARES DE FEIJAO DE AGENTES BIOLOGICOS E INDUTORES
QUIMICOS QUIMICOS

RESUMO

Crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf)
¢ a principal doenca bacteriana do feijado, demandando estratégias eficientes para seu
controle. Este estudo avaliou a capacidade de agentes biologicos e indutores quimicos
uimicos em produzir resisténcia contra Xcf'e seu efeito nos componentes de produgido em
dois cultivares de feijado (IPR Campos Gerais e IPR Tangard). Os agentes bioldgicos
testados foram Bacillus amyloliquefaciens e Trichoderma harzianum; e indutores
quimicos uimicos: acido citrico, enxofre, salicilato de metila P.A. e silicato de potéssio;
aplicados nos modos de TS; TS+V3; V3 e TS+V3+RS5. Plantas tratadas com acibenzolar-
S-metil (ASM) foram utilizadas como controle. As plantas foram inoculadas com Xcf
pelo método de microferimentos nos foliolos no estagio fendlico V4. Foram avaliados a
severidade da doenca, compostos quimicos: proteinas soluveis totais (PT), peroxidase
(POD), fenilalanina amonia-liase (FAL), compostos fenolicos totais (CFT) e
componentes da produgdo. Todos os produtos utilizados reduziram a severidade de CBC.
Entretanto, 7. harzianum, enxofre (TS+V3 e V3), B. amyloliquefaciens e acido citrico
(V3) foram superiores ao ASM na reducdo da severidade, em IPR Campos Gerais. Em
IPR Tangard, T. harzianum (TS, V3 e TS+V3+RS), B. amyloliquefaciens, acido citrico
(TS+V3+RS) reduziram a severidade da doenca em relagdo ao ASM. A atividade de
compostos quimicos nas plantas aumentou ap6s a inoculagdo com Xcf, em 1DAl e 2DA],
nos tecidos dos cultivares. A aplicagcdo de B. amyloliquefaciens, acido citrico e enxofre
aumentaram a atividade de PT; B. amyloliquefaciens, é4cido citrico, T. harzianum e
enxofre de POD; B. amyloliquefaciens, acido citrico e T. harzianum de FAL; e enxofre
de CFT nos tecidos das plantas de IPR Campos Gerais. Para IPR Tangara, a aplicagao de
acido citrico, T. harzianum, enxofre e ASM aumentou a atividade de PT; B.
amyloliquefaciens e enxofre de POD; B. amyloliquefaciens de FAL; 4cido citrico e T.
harzianum de CFT nos tecidos das plantas. Os componentes de producao foram afetados,
com énfase em peso de 1000 graos corrigido 13% (PMG) e produtividade final,
principalmente em IPR Campos Gerais, evidenciando a complexa interacdo entre a
doenga e os componentes de rendimento. O B. amyloliquefaciens, T. harzianum, acido
citrico e enxofre, quando aplicados em diferentes modos, oferecem protegao eficaz e
reduzem a severidade do CBC. Essas descobertas evidenciaram diferentes estratégias
para o manejo do crestamento bacteriano comum em cultivos de feijdo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., Bacillus amyloliquefaciens, Trichoderma
harzianum, peroxidase, compostos fendlicos.



37

ABSTRACT

Common bacterial blight (CBC), caused by Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf), is the
primary bacterial disease affecting beans and requires efficient control strategies. This
study assessed the ability of biological agents and inducers to produce resistance against
Xcf and their impact on production components in two bean cultivars (IPR Campos
Gerais and IPR Tangara). The tested biological agents were Bacillus amyloliquefaciens
and Trichoderma harzianum, and the inducers included citric acid, sulfur, methyl
salicylate, and potassium silicate. These were applied using the following methods: seed
treatment (ST); seed treatment + V3 (ST+V3); V3; and seed treatment + V3 + RS
(ST+V3+R5). Plants treated with acibenzolar-S-methyl (ASM) were used as a control.
Plants were inoculated with Xcf using the micro-injury method on leaflets at the V4
growth stage. Disease severity, chemical compounds such as total soluble proteins (PT),
peroxidase (POD), phenylalanine ammonia-lyase (FAL), total phenolic compounds
(CFT), and production components were evaluated. All products tested reduced Xcf
severity. However, T. harzianum, sulfur (ST+V3 and V3), B. amyloliquefaciens, and
citric acid (V3) were more effective than ASM in reducing severity in I[PR Campos
Gerais. In IPR Tangara, *T. harzianum* (ST, V3 and ST+V3+RY5), B. amyloliquefaciens,
and citric acid (TS+V3+R5) also reduced disease severity compared to ASM. The activity
of chemical compounds in the plants increased after inoculation with Xcf, at 1 and 2 days
after inoculation (DAI), in the tissues of both cultivars. Application of B.
amyloliquefaciens, citric acid, and sulfur enhanced PT activity; B. amyloliquefaciens,
citric acid, 7. harzianum, and sulfur increased POD activity; B. amyloliquefaciens, citric
acid, and T. harzianum elevated FAL activity; and sulfur boosted CFT in the tissues of
IPR Campos Gerais plants. For IPR Tangar4, citric acid, 7. harzianum, sulfur, and ASM
increased PT activity; B. amyloliquefaciens and sulfur enhanced POD activity; B.
amyloliquefaciens increased FAL activity; and citric acid and 7. harzianum raised CFT
activity in the plant tissues. Production components were affected, particularly the 1000-
grain weight (PMG), which was corrected by 13%, and final productivity, especially in
IPR Campos Gerais, highlighting the complex interaction between the disease and yield
components. B. amyloliquefaciens, T. harzianum, citric acid, and sulfur, when applied in
different methods, provide effective protection and reduce the severity of CBC. These
findings highlight various strategies for managing common bacterial blight in bean crops.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., Bacillus amyloliquefaciens, Trichoderma harzianum,
peroxidase, phenolic compounds.

3.1 INTRODUCAO

Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) e Xanthomonas phaseoli pv.
phaseoli (Xpp) sdo agentes causadores do crestamento bacteriano comum (CBC) no
feijdo, resultando em perdas significativas de produtividade (CHEN et al., 2021). A
espécie Xcf ¢ espécie mais severa, podendo causar perdas de até¢ 45%, principalmente em
condic¢oes chuvosas (SCHAAD et al. 2006; ALAVI et al. 2008; TORRES et al., 2009;
SILVA et al., 2020).



38

Os sintomas iniciais do CBC incluem lesdes verde escuras nas folhas,
evoluindo para lesdes marrons com bordas cloroticas, conferindo aspecto necrético ao
tecido foliar (MAHUKU et al., 2006; CHEN et al., 2021). O manejo tradicional do CBC
envolve praticas como uso de graos livres da bactéria, cultivo de variedades tolerantes,
rotagdo de culturas e tratamentos quimicos, geralmente a base de compostos de cobre
(DARRASSE et al., 2007).

Porém, essas estratégias nem sempre sdao eficazes, sendo o desafio
encontrar um método de manejo que aumente a eficacia do controle do CBC.

Agentes como extratos vegetais, leveduras, Bacillus spp. e
Trichoderma spp. tém sido usados com sucesso para controlar diversas doengas de
plantas, funcionando também como potenciais indutores quimicos de resisténcia,
ativando os sistemas de defesa das plantas (BETTIOL etal., 2001; MURPHY et al., 2000;
ROMEIRO; GARCIA, 2009; VIJAYABHARATHI et al., 2018; NAGENDRAN et al.,
2014). Trichoderma harzianum ativa mecanismos de defesa, como a produgdo de
fitoalexinas e modulagdo hormonal, enquanto Bacillus amyloliquefaciens induz
resisténcia sistémica, aumentando a produgdo de fitoalexinas ¢ enzimas antioxidantes
(HARMAN et al., 2004; FAN et al., 2011; RYU et al., 2003).

Substancias como acido citrico (presente em frutos citricos) fortalecem
a parede celular, ativam genes de defesa e aumentam a producao de antioxidantes (DUTT
etal., 2019; SINGH; SHARMA, 2015), enquanto o enxofre desempenha papel crucial na
sintese de compostos, como os glucosinolatos, contribuindo para resisténcia e resposta
antioxidante das plantas (ZHANG et al., 2011; BLOEM et al., 2005).

A ativagdo de mecanismos de defesa, como indug¢do de enzimas
antioxidantes, pode ser amplificada por agentes externos, como o indutor acibenzolar-S-
metil (ASM), sem alterar o genoma da planta (NANDAKUMAR et al., 2001; CAMPOS
etal., 2003; BUZI et al., 2004; CAVALCANTI et al., 2005; KOURELIS et al., 2018; DE
KESEL et al., 2021).

Este estudo visa contribuir com estratégias sustentaveis no manejo do
CBC, fornecendo perspectivas sobre o potencial desses produtos como ferramentas
promissoras na promogao da resisténcia nas plantas. Com base no exposto, o objetivo do

estudo foi determinar a capacidade de agentes biologicos e indutores quimicos em
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produzir resisténcia a Xanthomonas citri pv. fuscans ¢ seu efeito sobre os componentes

de produgdo de duas cultivares de feijao.

3.2 MATERIAL E METODOS

Graos das cultivares de feijao IPR Campo Gerais e IPR Tangara foram
semeadas em casa de vegetacdo e as plantas mantidas a uma temperatura de 26 + 2 °C.

O experimento seguiu um delineamento de blocos casualizados em
esquema fatorial 2 x 6 x 4 + 2, com quatro repetigdes. O primeiro fator consistiu em duas
cultivares de feijao: [IPR Campo Gerais e IPR Tangara. O segundo abrangeu os agentes
biologicos: Bacillus amyloliquefaciens cepa BUMAF6614 (Veraneio®, 150 g 100 kg™ e
Trichoderma harzianum cepa ESALQI1306 (Trichodermil®, 1,0 L); e os indutores
quimicos enxofre (Kumulus®,300 g 100 L), 4cido citrico (BioAce®, 200 mL 100 L),
salicilato de metila P.A. e silicato de potassio (Sifol®, 0,7 L 100 L1).

O terceiro fator consistiu em quatro modos de aplicagdo dos agentes
bioldgicos e indutores quimicos de resisténcia: tratamento de semente (TS); tratamento
de semente + pulverizagao foliar no estadio fenologico V3 (TS+V3); apenas pulverizagao
foliar em V3 (V3) e tratamento de semente + pulverizagdo foliar no estddio fenoldgico
V3 e R5 (TS+V3+RS5). Além disso, plantas tratadas com o indutor de resisténcia
Acibenzolar-S-metil (ASM) foram incluidas como testemunhas para comparacdo,
aplicado na dose de 25 g ha'.

Para realizar o tratamento de graos, as graos foram imersas em uma
solucdo contendo cada agente biologico ou indutor, conforme as instrugdes do fabricante.
Posteriormente, as graos foram colocadas na superficie de uma bancada por 20 minutos
para secagem.

O plantio das graos, foi realizado em vasos de 4 litros contendo uma
mistura de terra e areia grossa (2:1), acrescido de adubo quimico (NPK) nas proporgdes
de 30 kg ha! de nitrogénio, 105 kg ha'! de fosforo e 60 kg ha™! de potassio. Cada vaso
recebeu quatro graos, e apos a germinacao, foram mantidas duas plantas mais vigorosas.

Para realizar as pulverizagdes foliares as plantas em estadio trifoliolado
(V3) foram pulverizadas com a suspensao de cada agente biologico ou indutor, com

auxilio de borrifador manual.
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3.2.1 Inoculagdo com Xcf

O isolado de Xanthomonas citri pv. fuscans (1216 Xcf) foi utilizado
para inoculagdo nos foliolos trifoliados das plantas. O isolado foi cultivado em placas de
Petri contendo meio de cultura NSA (Nutriente-sacarose-dgar), para obtencdo da
suspensao bacteriana que foi ajustada na densidade 6ptica de 0,2 a 600 nm, equivalente a
aproximadamente 102 UFC mL.

As plantas em estadio trifoliolado (V4) foram inoculadas nos foliolos
centrais, pelo método de microferimentos com agulhas multiplas (SILVA et al., 2009). O
método consiste na pressao dos foliolos sob um conjunto de agulhas e uma esponja
umedecida com a suspensao bacteriana.

ApoOs a inoculacdo, as plantas foram mantidas em casa de vegetagcdo
com temperatura controlada (26 £ 2 °C), até a conclusao das avaliagdes.

Durante o desenvolvimento da cultura, as plantas foram fertilizadas
semanalmente com 100 ml de solucdo nutritiva (FORTUNATO et al., 2015) e fertilizante
foliar a base de sais soluveis Yoguen (n° 5). As regas foram realizadas conforme a

necessidade hidrica das plantas.

3.3 AVALIACOES
3.3.1 Severidade de CBC

As avaliagdes da severidade do CBC foram realizadas com auxilio de
escala de notas, de acordo com Maringoni et al. (1993), aos 12, 15 e 18 dias apos a
inoculagao.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). A normalidade dos erros e a homogeneidade
das variancias foram testadas por Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente.

As testemunhas foram comparadas pelo teste de Dunnet a 5% de
significancia. Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do software R usando o

pacote AgroR (SHIMIZU et al., 2022).
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3.3.2 Quantificacdo de Compostos Quimicos na Folha

Para identificar compostos induzidos nas plantas, foram coletados
tecidos foliares para determinar a atividade de proteinas soluveis totais (PT), peroxidase
(POD), fenilalanina amonia-liase (FAL) e compostos fenolicos totais (CFT). Coletas
foram realizadas em plantas submetidas aos modos de tratamento de semente (TS) e
tratamento de semente + pulverizagdo V3 (TS+V3) com Bacillus amyloliquefaciens,
Trichoderma harzianum, enxofre, acido citrico e ASM.

As coletas foram realizadas antes do tratamento foliar (A. Trat.), um dia
apo6s o tratamento foliar em V3 (1 DAT), um dia ap6s a inoculacdo da bactéria Xcf (1
DAI), e dois dias ap6s a inoculagdo de Xcf (2 DAI).

O processamento das amostras coletadas envolveu pesagem, maceragao
em nitrogénio liquido, e obtencao do extrato enzimatico (PEIXOTO et al., 1999).

A determinagdo do teor de PT foi realizada pelo método de Bradford
(1976) com comprimento de onda de 630 nm. A atividade de POD foi determinada pela
metodologia proposta por Lusso e Pascholati (1999) a 470 nm (UAbs min™! mg™! proteina).
A atividade da FAL foi determinada pela quantificacdo colorimétrica do acido
transcinAmico liberado do substrato fenilalanina, a 290 nm (UAbs min™! mg™! proteina).

O CFT foi determinado a partir de folhas secas em estufa a 45 °C,
trituradas e processadas para obtencdo do extrato etandlico. A leitura de absorbancia da
solugdo foi mensurada a 760 nm expressos em mg de equivalente de 4cido géalico (GAE)
por 100 g de peso seco (SINGLETON et al., 1999).

A analise dos dados seguiu testes de homocedasticidade e normalidade,
com comparagdo de médias pelo teste de Tukey (p<0,05) utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2014). Transformacdes foram aplicadas usando a raiz quadrada (x + 0,5).

3.3.3 Componentes da Producao

Apos a maturidade fisiologica, foi ralizada a colheita e avaliados os
componentes de producdo, sendo o numero de vagens (NV), nimero de graos por planta
(NSP), nimero de graos chochos (NSC), peso de 1000 graos corrigido a 13 % (PMG) e
produtividade em kg ha™.
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Os dados foram submetidos aos testes de homocedasticidade e
normalidade para verificacdo dos pressupostos da analise paramétrica ¢ as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software SISVAR. Foi realizada
correlagao de Pearson entre AACPD (area abaixo da curva do progresso da doenga) € os
componentes de producao, para verificar possivel efeito da doenga sobre o niimero de
vagens, numero de grdos chochos, numero de graos por planta, peso de 1000 grios

corrigido a 13% e produtividade em kg ha™'.

3.4 RESULTADOS

Uma reducao da severidade da doenca nos cultivares IPR Campos
gerais ¢ IPR Tangara para os diferentes agentes bioldgicos e os indutores quimicos
utilizados, foram verificadas (Tabela 1).

Nos modos de aplicagdo tratamento de semente + pulverizagdo foliar
em V3 (TS+V3) e pulverizacdo foliar (V3), o cultivar IPR Campos gerais apresentou
reducdo da severidade da doenga, quando tratadas com os produtos a base de Trichoderma
harzianum (TS+V3 e V3); enxofre (TS+V3 e V3); Bacillus amyloliquefaciens e acido
citrico (V3) (Tabela 1).

Para o cultivar IPR Tangard, T. harzianum reduziu a severidade da
doenca quando utilizado via TS (11,2%); V3 (11,6%) e TS+V3+R5 (12,7%), bem como
B. amyloliquefaciens (12,4 %) e acido citrico (13,1%) que também demostraram reducao
significativa da doenga no modo de aplicagdo TS+V3+RS5 (Tabela 1).

No modo de aplicagdo TS+V3, ndo houve diferenga entre os diferentes
agentes biologicos e indutores quimicos utilizados, em comparagdo com ASM (13,0%) e

controle inoculado (15,5%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Severidade de crestamento bacteriano comum, ocasionado por Xanthomonas
citri pv. fuscans, ap6s aplicagdo de agentes bioldgicos e indutores quimicos de resisténcia
sob diferentes modos em cultivares de feijao.

Cultivares Acentes Modos de aplicagdo
de feijio & TS TS+V3 V3 TSt+V3+R5
B. amyloliquefaciens 12,5 A'c¢* 148 ABb 124 Bec 172 Aa
IPRGnglspOS Acido citrico 146 Aab 16,1 Aa 139 Bb 159 Aa

Salicilato de metila 13,7 Ab 13,5 BCb 153 Aab 166 Aa
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T. harzianum 12,8 ADb 11,3 Cb 12,8 Bb 149 Aa

Silicato de Potassio 143 Aab 148 ABab 134 ABD 162 Aa

Enxofre 124 Ab 120 Cb 129 Bb 157 Aa

ASM 14,0

Test. Inoculada 18,1

B. amyloliquefaciens 12,2 BC'a’ 125 Aa 12,0 ABa 124 Ba

Acido citrico 12,7 ABCa 128 Aa 134 ABa 13,1 Ba

Salicilato de metila 13,8 ABb 14,5 Aab 125 ABb 16,1 Aa

T. harzianum 112 Ca 122 Aa 11,6 Ba 12,7 Ba
IPR Tangarad Silicato de Potassio 14,6 Aa 142 Aa 142 Aa 142 ABa

Enxofre 12,0 BCb 12,9 Aab 129 ABab 142 ABa

ASM 13,0

Test. Inoculada 15,5

C.V.%: 8,42

' Médias seguidas de letras distintas maitiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade. 2 Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). (TS) tratamento de semente; (TS+V3) tratamento de semente + pulverizagdo foliar em V3;
(V3) pulverizagdo foliar em V3; (TS+V3+R5) tratamento de semente com pulverizagao foliar em V3 e R5;
(ASM) acibenzolar-S-metil; (C.V.) coeficiente de variagao.

Ao analisar os agentes biologicos e indutores quimicos nos diferentes
modos de aplicacao, foram observadas variagdes entre as cultivares de feijao (Tabela 1).

Na cultivar IPR Campos Gerais, o uso de B. amyloliquefaciens via TS
e V3 resultou em redugdo significativa da severidade da doenca (12,5 e 12,4%,
respectivamente), em comparagao com os modos TS+V3 (14,8%) e TS+V3+R5 (17,2%)
(Tabela 1).

Para 4cido citrico, a aplicacdo em V3 exibiu a maior redugdo na
severidade da doenca (13,9%), superando os modos TS+V3 (16,1%) e TS+V3+R5
(15,9%) (Tabela 1).

O salicilato de metila demostrou reducao da severidade nos modos de
aplicagdoes TS+V3 (13,5%) e TS (13,7%) em comparacdo com TS+V3+RS5 (16,6%)
(Tabela 1).

Para 7. harzianum e enxofre, quando utilizados em TS+V3 (11,3 e
12,0%); TS (12,8 ¢ 12,4%) e V3 (12,8 ¢ 12,9%), demostraram redu¢do da severidade de
CBC em comparacgdo a TS+V3+R5 (14,9 e 15,7%) (Tabela 1).

O silicato de potassio reduziu a severidade de CBC, quando utilizado
em V3 (13,4%) em comparagdo ao tratamento TS+V3+R5 (16,2%) (Tabela 1).

Na cultivar IPR Tangara, o salicilato de metila em V3 (12,5%) e TS
(13,8%) reduziu a severidade da doenca em relagao ao TS+V3+R5 (16,1%) (Tabela 1).
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O enxofre, utilizado no modo de aplicacdo de TS (12%) promoveu uma
reducdo da severidade da doenga, diferenciando-se do modo TS+V3+R5 (14,2%) (Tabela
1).

De modo geral, tanto na cultivar IPR Campos Gerais quanto na IPR
Tangara, os agentes de biocontrole 7. harzianum, B. amyloliquefaciens, acido citrico e
enxofre reduziram a severidade da doenga em comparacao aos demais agentes biologicos,
indutores quimicos ¢ a ASM.

Os diferentes modos de aplicagdes, como tratamento de semente (TS) e
pulverizacdo em V3 e a combinacdo de tratamentos (TS+V3+RS), foram eficazes na

reducdo da severidade da doenca para ambas as cultivares.

3.4.1 Quantificacao de Compostos Quimicos na Folha

Os diferentes produtos demostraram induzir a atividade de compostos
associados a resposta de defesa nas cultivares de feijao inoculados com Xanthomonas
citri pv. fuscans, indicando a presenca do efeito indutor como mecanismo de ag¢ao desses
agentes na protecao das plantas (Figura 2 e 5).

Nos tecidos foliares coletados da cultivar [IPR Campos Gerais e IPR
Tangara, observou-se um aumento no teor de proteinas soluveis totais (PT) aos IDAIl e
2DAI ap6s a inoculacao com Xcf (Figura 2).

Para a cultivar IPR Campos Gerais, os tecidos coletados aos 1DAI e
tratados via TS com 4cido citrico (3,15 mg™' g*! tecido) e enxofre (3,30 mg™' g*! tecido),
assim como enxofre via TS+V3 (2,68 mg! g tecido) e ASM (2,75 mg! g! tecido),
induziram os maiores teores de PT (Figura 2).

Para 2DAI, os maiores teores de PT foram verificados para as plantas
tratadas via TS com B. amyloliquefaciens (6,42 mg™' g'! tecido) e acido citrico (6,33 mg"
ol tecido) (Figura 2).

Para a cultivar IPR Tangara, nao foram observadas diferencas
significativas nos teores de PT entre os tratamentos antes do tratamento foliar (A.Trat),
um dia antes da pulverizagao foliar (IDAT) e um dia apds a inoculacao com Xcf (1DAI)

(Figura 2).
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Variagdes nos teores de PT foram observadas aos 2DAI, sendo que o
maior teor foi observado nas plantas tratadas com ASM (2,86 mg™!' g'! tecido) e plantas
tratadas via TS+V3 com B. amyloliquefaciens (4,63 mg™!' g*! tecido), acido citrico (3,79
mg! g tecido), T. harzianum (4,80 mg™' g tecido) e enxofre (3,98 mg™! g! tecido)
(Figura 2).

O contrario ocorreu para as plantas tratadas via TS com B.
amyloliquefaciens (2,85 mg' g tecido), acido citrico (2,69 mg' g tecido) e T.
harzianum (3,10 mg™' g*! tecido), bem como o enxofre (2,92 mg-!' g*! tecido) via TS+V3
(Figura 2).

Figura 2 - Teor de proteinas solveis totais (PT), expresso em mg™! g'! tecido, em tecidos
foliares das cultivares de feijao IPR Campo Gerais e IPR Tangard, tratadas com diferentes
produtos biolégicos e indutores quimicos.



(A) IPR Campos Gerais

(a) Bacillus amyloliquefaciens

(b) Citric acid
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TS: tratamento de semente; TS+V3: tratamento de semente + pulverizacao foliar em estadio fenoldgico V3.

ASM: acibenzolar-S-metilico (Bion®); A.Trat.: antes do tratamento foliar; IDAT: 1 dia antes do tratamento

foliar; 1DAI: 1 dia apds a inoculagdo e 2DAI: 2 dias apds a inoculagdo com Xanthomonas citri pv. fuscans.

Seta azul: momento da aplicacdo foliar; Seta vermelha: momento da inoculagdo. Fonte: Puia (2024)

A atividade de peroxidase (POD) aumentou nos tecidos das plantas

tratadas com os agentes biologicos e indutores quimicos em ambos cultivares, no entanto,

o efeito s6 foi desencadeando apds a inoculagdo com a bactéria (Figura 3).
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Na cultivar IPR Campos Gerais, um dia apos a inoculagdo com Xcf
(1DAI), os maiores teores de POD foram verificados nas plantas tratadas com 7.
harzianum (2,20 UAbs mg™! mg™! proteina) e enxofre (1,60 UAbs mg™' mg™! proteina) por
TS+V3, bem como para ASM (Figura 3).

Os menores teores de POD em IDAI foram observados para B.
amyloliquefaciens, 4cido citrico, T. harzianum e enxofre, do qual permaneceram
constantes até 2DAI (Figura 3).

Na cultivar IPR Tangara, um dia ap6s a inoculacao (1DAI), a atividade
de POD foi maior nas plantas tratadas via TS com B. amyloliquefaciens (1,94 UAbs mg"
"'mg! proteina), 4acido citrico (3,30 UAbs mg!' mg™! proteina) e ASM (2,17 UAbs mg™!
mg! proteina), em relagdo aos demais produtos (Figura 3). Aos 2DAI, ndo foi possivel
verificar diferenga entre os tratamentos quanto a atividade de POD (Figura 3).

A atividade de peroxidase aumentou nos tecidos das plantas tratadas
com B. amyloliquefaciens, 4cido citrico e T. harzianum, em ambos cultivares, apds a
inoculagdo com a bactéria, indicando a ocorréncia de sinalizagdo (priming). Nesse
contexto, a peroxidase so ¢ produzida pelas plantas durante a resposta de defesa ao ataque

de Xcf, desempenhando um papel crucial de protecao vegetal.

Figura 3 - Teor de peroxidase (POD), expresso UAbs mg™!' mg! proteina, em tecidos
foliares das cultivares IPR Campo Gerais e IPR Tangar4, tratadas com diferentes produtos
bioldgicos e indutores quimicos.
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Seta azul: momento da aplicacado foliar; Seta vermelha: momento da inoculagdo. Fonte: Puia (2024)
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A atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) aumentou em ambas as
cultivares apos a inoculacdo com a bactéria (1DAI e 2DAI), indicando um aumento na
resisténcia (Figura 4).

Na cultivar IPR Campos Gerais, observou-se que plantas tratadas via
TS+V3 com T. harzianum exibiram menor suscetibilidade, apresentando um aumento
continuo na atividade de FAL até 2DAI (Figura 4).

Aumentos significativos nos niveis de FAL também foram observados
em plantas tratadas via TS com B. amyloliquefaciens (112,15 UAbs mg™! mg™! proteina),
acido citrico (90,67 UAbs mg' mg™! proteina) e ASM (82,01 UAbs mg™' mg! proteina)
(Figura 4).

Para a cultivar IPR Tangara, o aumento da atividade de FAL em 1DAI
em plantas tratadas via TS com B. amyloliquefaciens (102,42 UAbs mg"! mg™! proteina),
em relacdo com os outros produtos testados (Figura 4).

Nao foram observadas diferengas significativas nos niveis de FAL entre

os tratamentos em 1DAT e 2DAI (Figura 4).
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Figura 4 - Teor de fenilalanina amonia-liase (FAL), expresso UAbs mg™! mg™! proteina,

em tecidos foliares das cultivares IPR Campos Gerais e IPR Tangard, tratadas com

diferentes produtos bioldgicos e indutores quimicos.
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foliar; IDAI: 1 dia apds a inoculagdo e 2DAI: 2 dias apds a inoculagdo com Xanthomonas citri pv. fuscans;

Seta azul: momento da aplicacdo foliar; Seta vermelha: momento da inoculagdo. Fonte: Puia (2024)

O aumento no teor de compostos fendlicos totais (CFT) em plantas
tratadas com produtos bioldgicos e indutores quimicos foi evidente apds a inoculagdo
com a bactéria Xcf (1DAI e 2DAI) em ambas cultivares, indicando uma resposta rapida a
infec¢do pelo acumulo de CFT nos tecidos (Figura 5).

Ap6s a inoculacdo (1DAI), plantas tratadas via TS com enxofre (277,30
mg GAE/ 100 g) e ASM (298,62 mg GAE/ 100 g), induziram um aumento nos niveis de
CFT (Figura 5). Também foram observados no TS em plantas tratadas com 7. harzianum
(252,45 mg GAE/ 100 g); em TS+V3 nas tratadas com &cido citrico (225,56 mg GAE/
100 g) e enxofre (226,08 mg GAE/ 100 g) (Figura 5).

Aos 2DAI, plantas tratadas via TS com B. amyloliquefaciens (251,17
mg GAE/ 100 g), enxofre (214,77 mg GAE/ 100 g) e T. harzianum (193,10 mg GAE/ 100
g) tiveram incremento da quantidade de CFT; assim como TS+V3 com dacido citrico
(228,18 mg GAE/ 100 g), enxofre (203,08 mg GAE/ 100 g) e ASM (250,60 mg GAE/
100 g) exibiram aumento nos niveis de CFT (Figura 5).

Os niveis de CFT na cultivar IPR Tangara variam significativamente
ap6s 2DAI. As plantas tratadas via TS com 7. harzianum (539,47 mg GAE/ 100 g) e 4cido
citrico (461,27 mg GAE/ 100 g) exibiram aumento nos niveis de CFT, diferenciando-se
dos demais modos de aplicagdes e produtos utilizados nessa cultivar (Figura 5). Os
menores teores de CFT foram observados nas plantas tratadas bia TS e TS+V3 com B.

amyloliquefaciens (144,98 ¢ 169,79 mg GAE/ 100 g) (Figura 5).



52

Figura 5 - Teor de compostos fendlicos (CFT), expresso em mg GAE/ 100 g, em tecidos
foliares das cultivares IPR Campos Gerais e IPR Tangard, tratadas com diferentes

produtos bioldgicos e indutores quimicos.
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Seta azul: momento da aplicacdo foliar; Seta vermelha: momento da inoculagdo. Fonte: Puia (2024)
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Quanto aos compostos fenodlicos totais, apods a inoculagdo com a
bactéria (2DAI), observou-se aumento significativo da concentragcdo de CFT nos tecidos
das plantas. Na cultivar IPR Campos Gerais, os maiores teores foram registrados nas
plantas tratadas com ASM, B. amyloliquefaciens e T. harzianum. Ja na cultivar IPR
Tangara, os maiores teores foram observados nos tratamentos com acido citrico e T.

harzianum.

3.4.2 Componentes de produgdo

As variaveis numero de vagens (NV), numero de graos chochos (NSC),
numero de graos por planta (NSP), peso de 1000 graos (PMG) e produtividade em kg ha"
I, apresentaram diferencas entre as cultivares, modo de aplicagdo, produtos bioldgicos e
indutores quimicos utilizados (Tabelas 2 e 3).

Verificou-se que as plantas da cultivar [IPR Campos Gerais, tratadas via
TS+V3 com B. amyloliquefaciens, demostraram maior NV, NSP, PMG, produtividade e
menor NSC (Tabelas 2 ¢ 3).

As plantas tratadas com B. amyloliquefaciens (TS), acido citrico (TS,
TS+V3 e V3), salicilato de metila (TS e TS+V3), T. harzianum (TS+V3 e V3), silicato
de potassio (V3 e TS + V3 + RS5), enxofre (TS, TS+V3 e TS + V3 + RS5) e testemunha
inoculada, exibiram os menores NSP, PMG e produtividade; bem como os maiores NV e
NSC (Tabelas 2 e 3).

Para IPR Tangard, observou-se que as plantas tratadas com B.
amyloliquefaciens, silicato de potassio, ASM (TS); acido citrico, salicilato de metila
(TS+V3+R5) enxofre (TS e TS+V3), exibiram os maiores valores de NV, NSP, PMG e
produtividade, quando comparados a 4cido citrico (TS+V3) (Tabela 2 e 3).

Os demais modos de aplicacdo dos produtos bioldgicos, indutores
quimicos € ASM, proporcionaram niveis intermediarios quanto aos componentes de
produgdo avaliados (Tabelas 2 e 3).

O rendimento total de grios (kg ha™') é a caracteristica economicamente

mais expressiva e, por consequéncia, a que mais reflete a variagcdo entre os tratamentos.
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A maior produtividade para IPR Campos Gerais foi verificada para as
plantas tratadas com B. amyloliquefaciens (TS+V3, V3 e TS+V3+RS); T. harzianum (TS
e TS+V3+RS); salicilato de metila (f V3 e TS+V3+R5); silicato de potassio (TS e
TS+V3); enxofre (V3); acido citrico (TS+V3+R5); ASM (6546,5 kg ha™!) e testemunha
absoluta (6352,7 kg ha'!) (Tabela 3).

Quanto a produtividade no IPR Tangara, plantas tratadas com silicato
de potassio (TS, V3 e TS+V3+RS); B. amyloliquefaciens, salicilato de metila e enxofre
(TS e TS+V3+R5); T. harzianum (V3 e TS+V3+R5); ASM (6945,7 kg ha™!) e testemunha
absoluta (6362,0 kg ha™!) foram superiores aos demais tratamentos (Tabela 3).

Houve correlagdo fraca e marginalmente significativa (r = - 0,17; p =
0,07) entre AACPD (area abaixo da curva do progresso da doenca) e PMG, indicando
que o aumento da severidade da doenga reduz o peso de 1000 graos na cultivar IPR
Campos gerais.

Para IPR Tangard, houve correlagdo fraca e marginalmente
significativa para os fatores numero de graos chochos (NSC) (r=-0,17; p=0,07), peso
de graos 13% (r = - 0,16; p = 0,09) e produtividade (r = - 0,17; p = 0,07). Indicando que
0 quanto maior a severidade da doenga mais as varidveis de nimero de graos chochos,

peso de 1000 graos e produtividade foram reduzidos.
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Tabela 2 - Numero de vagens (NV), numero de graos por planta (NSP) e nimero de graos chochos (NSC) tratadas com diferentes produtos de biocontrole,
das cultivares de feijao IPR Campos Gerais e IPR Tangara, em casa de vegetagao.

Cultivares Produtos NV NSP NSC
de feijao TS TS+V3 V3 TS+V3+R5 TS TS+V3 V3 TS+V3+R5 TS TS+V3 V3 TS+V3+R5
B. amyloliquefaciens 24,8 a' 258 a 25,0 a 285 a 1445 a 1378 a 1443 a 158,0 a 16,8 b 228 a 75 b 113 b
Acido citrico 285 a 265 a 220 b 25,8 a 1523 a 1243 a 1258 a 149,5 a 20,5 a 29,0 a 12,0 b 23,8 a
Salicilato de metila 235 a 213 b 283 a 29,3 a 1278 a 114,0 a 1598 a 160,0 a 25,8 a 14,5 b 22,3 a 348 a
T. harzianum 258 a 260 a 253 a 27,3 a 162,8 a 143,8 a 1490 a 149,0 a 73 b 18,0 b 20,3 a 183 b
C;;IEOS Silicato de Potassio 27,5 a 29,0 a 23,8 a 253 a 1645 a 1468 a 1250 a 1343 a 180 b 283 a 263 a 163 b
Gerais Enxofre 223 b 290 a 273 a 223 b 141,8 a 1540 a 153,0 a 1233 a 170 b 298 a 138 b 93 b
ASM 188 b 140,0 a 140 b
Test. Inoculada 12,3 ¢ 101,8 a 25,8 a
Test. Hy0 175 b 125,5 a 150 b
C.V.%: 18,6 p-valor 0,00 9,5 p-valor 0,00 33,5 p-valor 0,00
B. amyloliquefaciens 21,8 a' 178 b 16,3 b 183 b 114,0 a 1153 a 90,3 b 933 b 10,3 b 10,5 b 3,5 d 183 a
Acido citrico 21,0 a 165 b 18,0 b 223 a 121,0 a 923 b 925 b 113,0 a 7,5 ¢ 2,8 d 83 ¢ 10,5 b
Salicilato de metila 19,5 a 160 b 185 b 19,3 a 130,0 a 95,0 b 95,3 b 113,3 a 10,0 b 53 ¢ 58 ¢ 7,0 ¢
T. harzianum 163 b 210 a 173 b 17,8 b 86,5 b 97,0 b 106,0 a 106,0 a 50 ¢ 50 ¢ 6,8 ¢ 133 b
IPR Silicato de Potassio 193 a 195 a 17,5 b 19,3 a 110,0 a 1203 a 1140 a 89,5 b 5,0 ¢ 2,8 d 48 ¢ 21,0 a
Tangara Enxofre 220 a 195 a 16,8 b 20,8 a 133,0 a 1130 a 853 b 103,3 b 20,0 a 50 ¢ 6,3 ¢ 195 a
ASM 220 a 120,3 a 133 b
Test. Inoculada 16,0 b 117,5 a 20,5 a
Test. H,0 19,8 a 111,0 a 15,0 b
C.V.%: 8,1 p-valor 0,00 9,9 p-valor 0,00 15,8  p-valor 0,00

! Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. (C.V.) coeficiente de variagdo.



Tabela 3 - Peso de 1000 graos corrigido 13% (PMG) e produtividade (kg ha™') de plantas tratadas com diferentes produtos de biocontrole,
das cultivares de feijao IPR Campos Gerais e IPR Tangard, em casa de vegetacao.

Cultivares de Produtos PMG Kg ha'
feijao TS TS+V3 V3 TS+V3+R5 TS TS+V3 V3 TS+V3+R5
B. amyloliquefaciens 221,4 b' 2499 a 2283 b 2294 b 6151,8 b 6251,3 a 6298,2 a 6404,3 a
Acido citrico 2034 b 2424 b 212,7 b 232,6 b 6103,2 b 5784,1 b 58772 b 6246,1 a
Salicilato de metila 221,3 b 2148 b 233,1 b 2427 b 57379 b 57183 b 6529,3 a 6593,5 a
T. harzianum 2226 b 2324 b 2322 b 265,77 a 6404,8 a 6053,7 b 6054,1 b 66228 a
IPR Campos Silicato de Potassio 2215 b 2273 b 231,7 b 218,0 b 6404,8 a 6286,1 a 5878,2 b 5881,8 b
Gerais Enxofre 2290 b 2419 b 2780 a 2293 b 6022,6 b 61763 b 7051,0 a 59304 b
ASM 288,5 a 6546,5 a
Test. Inoculada 2256 b 57410 b
Test. H>0 266,7 a 6352,7 a
C.V.%: 9,8 p-valor 0,00 7,1 p-valor 0,00
B. amyloliquefaciens 279,7 a' 2396 b 2579 b 266,3 b 6368,4 a 5858,0 b 5819,0 b 6011,7 a
Acido citrico 2278 b 2465 b 2490 b 314,5 a 59094 b 57054 b 5703,1 b 6330,8 a
Salicilato de metila 250,3 b 248,6 b 263,1 b 291,3 a 5991,1 a 56758 b 5922,0 b 6062,6 a
T. harzianum 2351 b 2743 a 2929 a 278,8 a 61634 b 6402,2 a 62219 a 60688 a
IPR Tangara Silicato de Potassio 280,8 a 2763 a 2835 a 2632 b 61634 a 6183,5 a 6152,2 a 6038,9 a
Enxofre 286,0 a 284,0 a 2579 b 280,0 a 6459,5 a  6236,0 a 5497,6 b 59654 a
ASM 291,9 a 6945,7 a
Test. Inoculada 2476 b 5203,6 b
Test. H,0 280,7 a 6362,0 a
C.V.%: 10,8 p-valor 0,00 6,8 p-valor 0,00

! Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. (C.V.) coeficiente de variagdo.
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3.5 DISCUSSAO

No contexto da agricultura moderna, a busca por estratégias
sustentaveis e eficazes para o manejo de doengas em cultivos tem impulsionado a
pesquisa, entre as abordagens promissoras, o uso de agentes indutores quimicos de
resisténcia tem ganhado destaque como uma alternativa inovadora. Neste estudo,
exploramos o potencial de quatro agentes especificos Trichoderma harzianum, Bacillus
amyloliquefaciens, 4cido citrico e enxofre, como exemplos de indutores quimicos de
resisténcia em plantas a Xanthomonas citri pv. fuscans.

O B. amyloliquefaciens, demonstrou eficicia na promocao da
resisténcia sistémica em plantas tratadas em nosso estudo, ativando vias de sinalizagao
que desencadeiam respostas de defesa, incluindo a produgdo de fitoalexinas, proteinas de
resisténcia e o aumento da atividade enzimatica antioxidante (FIRA et al., 2018; AFZAL
etal., 2019).

O género Bacillus spp., representa uma parcela significativa dos
microrganismos benéficos amplamente empregados na agricultura, com cerca da metade
dos biofungicidas bacterianos disponiveis comercialmente (ABD EL-DAIM etal., 2019).

O uso de diferentes espécies de Bacillus, incluindo B.
amyloliquefaciens, B. subtilis e B. pumilus, tém sido reconhecidas por sua atividade
antimicrobiana contra fitopatogenos e investigados quanto ao controle de diversas
doengas (GUO et al., 2014; RAJPAL, 2022).

O desempenho positivo de 7. harzianum corrobora com Broetto (2017),
analisando isolados de Trichorderma spp. no manejo de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, onde obteve redugdo da severidade do crestamento bacteriano comum de 24,78
a 80,58%, sendo que, o isolado de 7. harzianum apresentou a maior reducao (80,58%).

A associacdo de Trichoderma com o sistema radicular e parte aérea da
planta leva a uma melhor absorcao de nutrientes e agua e fornece protecdo contra
organismos patogénicos (HARMAN, 2000; BENITEZ et al. 2004; CONTRERAS-
CORNEIJO et al., 2015).

Investigando o efeito de isolados de Trichoderma spp. sobre
Colletotrichum gloeosporioide, Martins (2006), concluiu que isolados de Trichoderma

spp. aplicados simultaneamente, proporcionam uma redugdo da doenga, demonstrando
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eficiéncia no controle do patdégeno. Esse resultado se deve ao fato de a germinagdo de
Trichoderma spp. estabelecer-se e colonizar o substrato mais rapidamente, competindo
com o0 patdgeno por recursos € espagos, o que resulta em uma reducao da doenca.

O género Trichoderma spp. produzem metabodlitos secundarios
antagonistas, os polipeptideos lineares que possuem forte atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e fungos (WIEST et al., 2002; SZEKERES et al., 2005).

Assim como o uso de extratos vegetais, o acido citrico, tem sido
investigado devido as suas propriedades antimicrobianas e a capacidade de induzir
resisténcia nas plantas (BETTIOL et al., 2008; JAMAL et al., 2008; SILVA et al., 2009).

Metabolitos secundarios presentes nesses extratos oferecem protegdo
contra ataques de organismos patogénicos, sendo o acido citrico particularmente eficaz
contra bactérias como Ralstonia solanacearum e Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis, independentemente da dosagem (MOTOYAMA et al., 2003).

O 4cido citrico, um acido organico encontrado naturalmente em muitos
frutos citricos, tem sido reconhecido por seus efeitos benéficos na ativagdo de
mecanismos de defesa em plantas (DUTT et al., 2019). Ele ativa respostas de defesa,
incluindo o fortalecimento da parede celular, a ativacdo de genes de defesa e o aumento
da produgao de antioxidantes (DUTT et al., 2019; SINGH; SHARMA, 2015).

O enxofre, essencial para as plantas, também desempenhou papel
fundamental na resisténcia ao crestamento bacteriano comum. Estudos t€m mostrado que
plantas sdo suscetiveis a doengas quando s3o deficientes em enxofre (KUNSTLER et al.,
2020; GU et al., 2021).

O efeito repressor do enxofre foi verificado quando aplicado no solo no
manejo da infec¢cdo de colza (Brassica napus) com Pyrenopeziza brassicae, tubérculos
de batata (Solanum tuberosum) com Rhizoctonia solani e uvas (Vitis vinifera) com
Uncinula necator (BLOEM et al., 2004; BLOEM et al., 2007; KRUSE et al., 2007).
Outros estudos relatam que o enxofre pode melhorar a resisténcia dos tubérculos de batata
a Rhizoctonia solani (KLIKOCKA et al., 2005).

A aplicacdo de enxofre nas raizes pode aumentar o teor de compostos
fenolicos e lignina em plantas de tomate (Solanum lycopercicum), e a atividade de
enzimas de defesa relacionadas, aumentando a resisténcia dos tomates a Verticillium

dahliae (FU et al.,2016; BOLLIG et al., 2013). Estes relatos levaram ao desenvolvimento
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do conceito de resisténcia induzida por enxofre (SIR) (BLOEM et al., 2007; DUBUIS et
al., 2005; BLOEM et al., 2015).

O enxofre ¢ amplamente reconhecido por suas propriedades
antimicrobianas, sendo particularmente eficaz no controle de doengas fungicas em
plantas. Seu mecanismo de a¢do envolve a inibicdo das enzimas fungicas através da
ligagdo com grupos sulfidrila, o que interfere na respiracdo e no metabolismo dos
patogenos (FORBES; DICKSON, 2006). Além disso, o enxofre pode alterar a integridade
das membranas celulares dos fungos, resultando em danos estruturais e morte celular
(MORRIS, 2017).

Devido a essas propriedades, o enxofre ¢ comumente utilizado na forma
de pd, suspensdao ou emulsdo para combater doengas como o oidio, bem como outras
infeccoes fungicas em diversas culturas agricolas (AGRIOS, 2005).

Embora o uso do enxofre seja predominantemente focado no controle
de fungos, ele também apresenta atividade antimicrobiana contra algumas bactérias
patogénicas de plantas. O efeito antibacteriano do enxofre ¢ mais limitado em comparacao
com sua ag¢do antifingica e pode variar dependendo das espécies bacterianas
(HORSFALL; COWLING, 1980; WANG; ZHANG, 2022).

O enxofre pode interferir na fungdo enzimatica bacteriana e alterar a
estrutura das membranas celulares, mas sua eficacia como bactericida é frequentemente
ampliada quando utilizado em combinagdes com outros agentes antimicrobianos
(FRADKIN; FINERAN, 2020). A aplicacdo deve ser feita com cautela para evitar
fitotoxicidade e impactos ambientais, como a acidificacdo do solo e poluigao atmosférica,
especialmente em doses elevadas (COOK; VESETH, 1991; WALTERS; BINGHAM,
2007).

Em nosso estudo a expressao de proteinas (PT), a atividade da enzima
peroxidase (POD), fenilalanina amonia-liase (FAL) e compostos fenoldgicos totais (CFT)
foi elevada apds a inoculagdo das plantas. Sendo estes os mais importantes marcadores
de resposta de defesa nas plantas, conforme evidenciado por estudos anteriores
(RESENDE et al., 2000).

A elevacdo destas sugere a ativagdo do sistema defensivo nas plantas,

possivelmente desencadeado pelos receptores na membrana celular das cultivares,
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levando a sintese de proteinas de membrana, fortalecendo as defesas no local de
reconhecimento (TAKKEN; TAMELING, 2009).

O aumento dessas enzimas e proteinas desempenham um papel decisivo
na limita¢ao do desenvolvimento de Xanthomonas citri pv. fuscans nos tecidos, com uma
resposta mais expressiva nas plantas tratadas e cultivares tolerantes, como o IPR Tangara.
A relagdo entre a resposta de defesa, expressa por meio de aumento de proteinas totais
soluveis, peroxidase, fenilalanina amonia-liase € compostos fendlicos, sugere uma
correlagdo direta com a resisténcia das cultivares a infec¢ao bacteriana.

A correlacdo entre os resultados obtidos e estudos anteriores destaca a
importancia de enzimas como peroxidase e compostos fenolicos na resisténcia de plantas
a patdégenos. Além disso, a aplicagdo via tratamento de semente e pulverizagdo dos
produtos biolégicos (B. amyloliquefaciens, T. harzianum) ¢ indutores quimicos (enxofre
e acido citrico) demonstrou eficacia na reducao da severidade do crestamento bacteriano
comum, oferecendo uma alternativa de manejo promissora tanto para cultivares
suscetiveis quanto tolerantes.

Os resultados sugerem que o aumento observado em PT, POD, FAL e
CFT esta associado a restricdo do desenvolvimento do patégeno, contribuindo para a
resisténcia a Xanthomonas citri pv. fuscans. Esses achados ndo apenas corroboram com
a literatura existente (SHARMA et al., 1983; ARAUJO; STADNIK, 2013; OMARA ect
al., 2022), mas também indicam implicagdes praticas valiosas na abordagem do manejo
do crestamento bacteriano comum.

De acordo com Fageria et al. (2006), a produtividade do feijao nao ¢
influenciada de forma isolada pelos componentes de producao, mas sim em conjunto. Isto
pode explicar, a correlacdo positiva do crestamento bacteriano e peso de mil graos, uma
vez que a diminui¢do do numero de graos por vagem pode ter induzido o aumento do
peso de mil graos.

Na cultura do feijdo, a produtividade de graos esta fortemente
correlacionada com diversos componentes da producdo, como o nimero de vagens por
planta, nimero de grdos por planta e massa de graos (LEMOS et al., 2004). Em
determinadas condicdes, alguns desses componentes podem aumentar enquanto outros
diminuem, permitindo a manutencao da estabilidade da produtividade de graos (COSTA

etal., 1983).
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No presente estudo, a interferéncia mais significativa dos componentes
foi observada no peso de 1000 graos corrigido 13% (PMG) e na produtividade final das
cultivares, especialmente em [IPR Campos Gerais, que apresentou valores mais baixos de
PMG e produtividade (kg ha™).

Embora esses fatores exercam uma grande influéncia sobre a
produtividade, sofrem de grande instabilidade, sendo afetados por mudangas ambientais
(LEMOS et al., 2004). Elevadas produtividades geralmente estao associadas a um maior
numero de vagens por planta (ZILIO et al., 2011).

Ambeas as cultivares demonstraram certa tolerancia aos danos causados
pela doenca quando tratadas com produtos de biocontrole. Destaca-se a importancia de
selecionar produtos de biocontrole apropriados e aplica-los no momento correto para uma
reducdo significativa na severidade do crestamento bacteriano comum (CBC) e para
garantir um manejo eficiente da cultura.

E crucial ressaltar que cada agente de biocontrole e modo de aplicagdo
podem ter uma agao variavel, dependendo da cultivar e das condigdes especificas do
cultivo. Neste estudo, B. amyloliquefaciens e T. harzianum, bem como o acido citrico,
destacaram-se como produtos de biocontrole eficazes no manejo do crestamento
bacteriano comum causado por Xanthomonas citri pv. fuscans em feijao.

Este estudo destaca a importancia da indugdo de resisténcia por meio
de agentes biologicos e indutores quimicos no manejo do crestamento bacteriano comum
em feijdo. Futuras pesquisas podem se concentrar em otimizar estratégias de aplicacdo e
explorar a interacdo especifica entre os agentes de biocontrole, os indutores quimicos e
as cultivares de feijdo para maximizar os beneficios na resisténcia contra Xanthomonas

citri pv. fuscans.
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4 ARTIGO B: MANEJO DE ANTRACNOSE, CRESTAMENTO BACTERIANO
COMUM E MANCHA-ANGULAR A CAMPO COM USO DE AGENTES
BIOLOGICOS E INDUTORES QUIMICOS

RESUMO

Xanthomonas citri  pv. fuscans (Xcf), Colletotrichum lindemuthianum e
Pseudocercospora griseola sdo agentes responsaveis por perdas significativas na cultura
do feijao. A utilizagdo de agentes de biocontrole e o sensoriamento remoto podem ser
uma alternativa no manejo das doengas. Este estudo teve como objetivo avaliar a campo
a capacidade de agentes bioldgicos e indutores quimicos de resisténcia no manejo do
crestamento bacteriano comum, antracnose ¢ mancha-angular em cultivares de feijao,
bem como seu impacto nos componentes de producao. Os agentes testados foram Bacillus
amyloliquefaciens, Trichoderma harzianum, acido citrico e enxofre, aplicados via
tratamento de semente (TS) e via tratamento de semente mais pulverizagdo foliar
(TS+V3). As cultivares de feijao utilizadas foram IPR Campos Gerais e IPR Tangara.
Para o TS e as pulverizagdes foliares, foi utilizada uma calda seguindo a dose
recomendada na bula do fabricante. Avaliou-se a severidade do crestamento bacteriano
comum, antracnose ¢ mancha-angular, indice de refletancia aos 12, 15 e 18 dias apds a
inoculacdo e os componentes da produgdo. Embora ndo tenham sido observadas
diferencgas significativas entre as cultivares de feijao nas duas safras, os agentes utilizados
demonstraram reducdo na severidade das doengas, principalmente para crestamento
bacteriano comum, em comparagdo aos padrdes de controle, em ambas cultivares. Em
relacdo aos componentes de producdo, na cultivar IPR Campos Gerais, B.
amyloliquefaciens e acido citrico demostraram maior nimero de vagens por planta e
reducao de graos chochos, quando utilizados via tratamento de semente mais pulverizagao
foliar (TS+V3). Para IPR Tangard, T. harzianum e acido citrico via TS destacaram-se
pelos maiores numeros de vagens; B. amyloliquefaciens via TS+V3 com melhor
desempenho na redugdo de graos chochos. Quanto a produtividade, 7. harzianum e B.
amyloliquefaciens via TS+V3, além de enxofre via TS, foram os tratamentos mais
promissores. Uma correlacdo inversa significativa entre a severidade e a producao na
cultivar IPR Tangara durante a safra das aguas, foi verificada, sendo que um aumento na
severidade do crestamento bacteriano comum esta associado a uma diminui¢do na
producdo. A incidéncia do crestamento, antracnose e mancha-angular variaram de acordo
com os modos de aplicagdo dos agentes biologicos e indutores quimicos, com reducao
significativa na incidéncia com uso de B. amyloliquefaciens em comparagdo com 0s
controles, em ambos cultivares. Em conclusdo, o estudo destacou a eficacia dos agentes
biologicos e indutores quimicos de resisténcia no controle das doengas e na promogao
dos componentes de producdo das cultivares de feijao estudadas. A combinagdo de
diferentes agentes e modos de aplicagdo demostrou-se promissora para mitigar os efeitos
adversos das doencas estudadas e melhorar a produtividade. Esses resultados enfatizam a
importancia de considerar abordagens integradas de manejo de crestamento, antracnose e
mancha-angular para otimizar a producao agricola.

Palavras-chave: Xanthomonas citri pv. fuscans, Colletotrichum lindemuthianum, indice
de vegetagdo da diferenga normalizada, indutores quimicos de resisténcia.
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ABSTRACT

Xanthomonas citri  pv. fuscans (Xcf), Colletotrichum lindemuthianum and
Pseudocercospora griseola are agents responsible for significant losses in bean crops.
The use of biological control agents and remote sensing may offer an alternative in
managing these diseases. This study aimed to evaluate in the field the effectiveness of
biological agents and resistance inducers in managing common bacterial blight,
anthracnose, and angular leaf spot in bean cultivars, as well as their impact on yield
components. The tested agents included Bacillus amyloliquefaciens, Trichoderma
harzianum, citric acid, and sulfur, applied via seed treatment (ST) and seed treatment plus
foliar spraying (ST+V3). The bean cultivars used were IPR Campos Gerais and IPR
Tangara. For ST and foliar sprays, a mixture was used following the dose recommended
on the manufacturer's label. The severity of common bacterial blight, anthracnose, and
angular leaf spot, as well as reflectance index at 12, 15, and 18 days after inoculation and
yield components, were assessed. Although no significant differences were observed
between the bean cultivars across the two growing seasons, the agents used demonstrated
a reduction in disease severity, particularly for common bacterial blight, compared to the
control standards in both cultivars. Regarding yield components, in the IPR Campos
Gerais cultivar, B. amyloliquefaciens and citric acid showed a higher number of pods per
plant and a reduction in shriveled seeds when applied via seed treatment plus foliar
spraying (ST+V3). For IPR Tangard, T. harzianum and citric acid via ST were notable
for higher pod numbers; B. amyloliquefaciens via ST+V3 performed best in reducing
shriveled seeds. In terms of productivity, 7. harzianum and B. amyloliquefaciens via
ST+V3, as well as sulfur via ST, were the most promising treatments. A significant
inverse correlation between disease severity and yield in the IPR Tangaré cultivar during
the rainy season was observed, indicating that an increase in common bacterial blight
severity is associated with a decrease in yield. The incidence of common bacterial blight,
anthracnose, and angular leaf spot varied according to the modes of application of the
biological agents and inducers, with a significant reduction in incidence using B.
amyloliquefaciens compared to controls in both cultivars. In conclusion, the study
highlighted the effectiveness of biological agents and resistance inducers in controlling
the diseases and promoting yield components in the studied bean cultivars. The
combination of different agents and application methods proved promising in mitigating
the adverse effects of the studied diseases and improving productivity. These results
emphasize the importance of considering integrated management approaches for common
bacterial blight, anthracnose, and angular leaf spot to optimize agricultural production.

Keywords: Xanthomonas citri pv. fuscans, Colletotrichum lindemuthianum, normalized
difference vegetative index, radiometer.

4.1 INTRODUCAO

As doengas representam fatores significativos associados a baixa
produtividade brasileira de feijado (WENDLAND et al., 2016; MAY DE MIO, 2018). O

crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas citri pv. fuscans
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(Xcf); a antracnose (Colletotrichum  lindemuthianum) ¢ mancha-angular
(Pseudocercospora griseola) sdo consideradas importantes ameacas a cultura
((BRADBURY, 1986; BULL et al., 2010; CONSTANTIN et al., 2016; SCHWARTZ et
al., 2005; DELGADO et al., 2013; WENDLAND et al., 2016; RASHID et al., 2023).

Em periodos de alta umidade e temperatura entre 16 e 28 °C, 0 CBC e
mancha-angular podem ocasionar perdas na produtividade e qualidade dos graos,
atingindo até¢ 70% (SCHWARTZ et al., 2005; WENDLAND et al., 2016; BOREL et al.,
2011; PARDELLA et al., 2013). A antracnose, sob condi¢gdes de temperaturas (17°C) e
umidade relativa (92%) favoraveis, pode reduzir a producdo em até 100% (SHARMA et
al., 2008; CAMPA et al., 2014; MLEMBA, 2021).

A estagao chuvosa no Brasil contribui para a maior incidéncia de CBC,
antracnose ¢ mancha-angular devido a alta umidade relativa e baixas temperaturas
(WENDLAND et al., 2016). Além disso, o uso de graos de feijdo contaminadas e o
plantio em areas com historico de ocorréncia das doengas aumentam a probabilidade de
infeccdo (SCHWARTZ et al., 2005).

Estratégias de manejo incluem o uso de graos sadias, cultivares com
tolerancia, rotacdo de culturas e tratamento quimico (RODRIGUES et al., 1999;
DARRASSE et al., 2007). No entanto, tais abordagens nem sempre apresentam eficacia.
Diante da necessidade crescente de tecnologias de produgdo menos prejudiciais ao
homem e ao meio ambiente, destaca-se a importancia da utilizagdo de produtos naturais
ou indutores quimicos de resisténcia na area de prote¢ao vegetal, como enfatizado por
Wordell Filho et al., (2007).

A utilizagdo de biofertilizantes e biopesticidas surge como alternativa
sustentavel para manter a alta produgdo com baixo impacto ecoldgico na cultura do feijdo
(HEWEZI et al., 2018; PASCHOLATI et al., 2018), assim como métodos que
quantificam danos por meio de sensoriamento.

O sensoriamento remoto vem sendo estudado para deteccao precoce das
doengas em plantas por meio do indice de area foliar sadia na quantificacdo de danos,
correlacionando diretamente com a produtividade (MAHLEIN et al, 2012;

PSIROFONIA et al., 2017). Tais respostas permitem realizar o acompanhamento
temporal e espacial da cultura, determinar o estado das plantas e realizar previsdes futuras

(WEST et al., 2003; SANCHES et al., 2014).
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Este estudo teve como objetivo determinar a eficacia de agentes
biologicos e indutores quimicos de resisténcia no controle do crestamento bacteriano
comum, antracnose € mancha-angular, bem como o efeito no indice de refletdncia e na

produtividade de duas cultivares de feijdo.

4.2 MATERIAL E METODOS

Dois ensaios foram conduzidos a campo durante a safra da seca e outro
na das aguas de 2023, no Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana, IAPAR-
EMATER (IDR-Parana) (23°21'31.2"S 51°09'53.4"W), utilizando graos das cultivares de
feijdo IPR Campos Gerais e IPR Tangara.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso em
arranjo fatorial 4 agentes x 2 modos de aplicag@o + 1 controle Acibenzolar-S-metil (ASM)
+ 1 controle inoculado sem tratamento, com quatro repetigoes.

Cada parcela experimental foi constituida por quatro linhas de cinco
metros de comprimento com espacamento entre linhas de 0,45 m entre linhas, que
receberam doze graos por metro das cultivares de feijdo IPR Campos Gerais e IPR
Tangard. A 4area 1util de cada parcela foi composta pelas duas linhas centrais,
desconsiderando as duas linhas de bordadura de cada extremidade.

Calda de 100 mL foi preparada seguindo a dose recomendada na bula
do fabricante dos agentes Bacillus amyloliquefaciens cepa BUMAF6614 (Veraneio®, 150
g 100 kg™, Trichoderma harzianum cepa ESALQ1306 (Trichodermil®, 1,0 L), enxofre
(Kumulus®,300 g 100 L") e acido citrico (BioAce®, 200 mL 100 L"), tanto para
tratamento de semente quanto para pulverizagao foliar.

Os agentes foram utilizados via tratamento de graos (TS) e tratamento
de graos + pulverizagdo foliar (TS+V3). O produto comercial Bion® 550WG,
Acibenzolar-S-metil (ASM) foi aplicado no estadio fenoldgico V3 na dose de 25 g ha™!.

Para garantir infec¢ao por Xcf nas plantas, inoculagdo nos foliolos pelo
método de microferimentos com agulhas multiplas foi realizado com a suspensao
bacteriana (108 UFC mL") do isolado 1216 de Xcf (SILVA et al., 2009b) no estadio
fenologico V4. A antracnose e mancha-angular sdo de ocorréncias endémicas na area

devido ao histdrico existente.



66

A adubagio consistiu de NPK (5-30-15 a 400 kg/ha) com cobertura de
nitrogénio de 60 kg/ha no estadio V3. Outras praticas culturais seguiram recomendagdes
regionais. As irrigagdes foram efetuadas por um sistema de aspersao convencional, sendo
utilizado turno de rega de cinco dias sempre que necessario, atendendo as necessidades
do sistema solo-planta, principalmente nas fases de emergéncia das plantulas, de

florescimento pleno e de enchimento de graos.

4.3 AVALIACOES
43.1 Severidade, Incidéncia e indice de Refletancia

As avaliacdes de severidade do crestamento bacteriano comum foram
realizadas semanalmente aos 12, 15 e 18 dias apds a inoculagdo, utilizando a escala
diagramatica de porcentagem de area foliar doente, de acordo com Diaz et al. (2001).

A avaliagdo da incidéncia foi realizada aos 64-67 dias ap6s a semeadura
(estddio fenologico R7) pela selecdo de cinquenta foliolos representativos de cada
parcela. Escalas foram utilizadas para avaliagdo do crestamento bacteriano comum
(DIAZ et al. 2001), antracnose e mancha-angular (GODOY et al. 1997).

As leituras da porcentagem de luz refletida pelo dossel foram realizadas
semanalmente, aos 12, 15 e 18 dias ap6s a inoculagdo, com o auxilio de um radidometro
de multiplo espectro portatil Green Seeker, que quantifica a porcentagem de luz solar
refletida pelo dossel de 660nm e 770nm comprimentos de onda. Durante as leituras, o
sensor permaneceu a uma altura de 2 m sobre o solo. As leituras foram realizadas no
periodo da manha, entre 10:00 e 12:00 horas.

O indice vegetativo da diferenga normalizada (NDVI) utilizou a
seguinte formula: NDVI=(NIR-VIS) / (NIR+VIS). Onde, NIR ¢ referente ao valor de
refletdncia no comprimento de onda de 770nm; VIS ao valor de refletancia no

comprimento de onda de 660nm.

4.3.2 Componentes de produgao

A colheita foi realizada manualmente, coletando vinte plantas das duas
linhas centrais de cada parcela experimental, quando as plantas apresentavam a maturagao

completa (R9). Os componentes de producdo avaliados foram nimero de vagens (NV),
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nimero de graos chochos (NSC), numero de graos por planta (NSP), peso de 1000 graos
(PMG) e produtividade em kg ha!.

4.3.3 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As pressuposi¢des de normalidade dos erros e
homogeneidade das varidncias foram testadas por Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente, usando o software R 4.0.2 (R CORE TEAM, 2020).

Os dados sobre o componente de producdo nos ensaios da safra das aguas, a
severidade e incidéncia das doengas foram transformados para (Vx +0,5) a fim de normalizar os

dados e estabilizar as variancias antes da Anova. O teste de Scheffé (P <0,5) foi utilizado para

comparar a média de cada tratamento com a média dos controles.

4.4 Resultados
4.4.1 Severidade

Nao foi possivel verificar diferengas significativas entre as cultivares
de feijao nas safras da seca e das dguas. No entanto, foi possivel observar padrdes distintos
na severidade do crestamento bacteriano comum dentro de cada cultivar submetidas aos
diferentes tratamentos (Tabela 4).

Os agentes biologicos e indutores quimicos utilizados ndo demostraram
diferencas significativas entre si, considerando as diferentes formas de aplicagdo e safras
avaliadas para a cultivar IPR Campos Gerais. Entretanto, quando comparados aos padrdes
controles (ASM e Inoculada sem trat.), a maioria dos agentes biologicos e indutores
quimicos demostrou redu¢@o na severidade da doenca em ambas as safras (Tabela 4).

Para o cultivar IPR Tangard, na safra das aguas, o enxofre e acido
citrico, quando utilizados via TS+V3 demostraram uma redugao na severidade, (144,5 ¢
166,0%, respectivamente), em comparacdo com outros agentes bioldgicos e indutores
quimicos (Tabela 4). Ao comparar os modos de aplicagdo, observou-se que B.
amyloliquefaciens e T. harzianum demostraram reduc¢do na severidade (136,4 e 131,1%,
respectivamente), quando aplicados na forma de TS, em relagdo ao modo TS+V3 (191,2

e 136,4%, respectivamente) (Tabela 4).
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De maneira geral, a maioria dos agentes utilizados reduziu a severidade
da doenca, tanto em TS quanto em TS+V3. Os controles padrdes apresentaram
comportaram consistente, onde o padrdo inoculado sem tratamento exibiu maior
severidade, enquanto o padrao ASM contribuiu para a redugao na severidade da doenga,

em ambas as safras (Tabela 4).
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Tabela 4 - Severidade (média + desvio padrao) de crestamento bacteriano comum, ocasionado por Xanthomonas citri pv. fuscans, em

duas safras de feijao, apds aplicagdo de agentes bioldgicos e indutores quimicos de resisténcia em cultivares de feijao.

Safra da “seca”

Safra das “aguas”

Cultivar de feijao Agente TS TSV3 TS TSV3
B. amyloliquefaciens 1623 £56,0 Aa* 112,3+444 Aa’ 171,7+38,9 Aa? 189,6+29,5 Aa?
Acido citrico 150,9 + 40,8 Aa®> 136,8 +£40,8 Aa? 159,46 £19,0 Aa? 170,7+34,9 Aa?
IPR Campos T. harzianum 127,7+52,1 Aa®> 103,6 £58,9 Aa? 154,7+28,0 Aa> 1889+21,9 Aa’
Gerais Enxofre 1423+61,2 Aa®> 132,0+564 Aa? 150,8 + 14,1 Aa> 1550+8,9 Aa’
ASM! 1427 842 177.4 36,7
Inoculada sem trat. 2 2122 +24.4 248,7 £28,3
C.V.%: 20,9 7,6
B. amyloliquefaciens 105,0 £54,1 Aa’> 88,5+33,8 Aa’ 136,4+6,6 Ab“? 191,2+15,1 ABa?
Acido citrico 117,5+53,5 Aa? 113,7+46,9 Aa? 1532+18,1 Aa? 166,0+30,1 BCa?
T. harzianum 82,4+302 Aa? 873+296 Aa? 131,1 +6,1 Ab“2?2 204,4+10,0 Aa?
IPR Tangara Enxofre 106,2+37,2 Aa? 892+332 Aa? 1445+ 12,5 Aa“? 1445+12,5 Cal?
ASM! 123,3 £ 58,3 173,6 £26,7
Inoculada sem trat. 2 199,6 £ 28,3 2271 £143
C.V.%: 20,2 4,5

* Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. TS: tratamento de semente; TS+V3:

tratamento de semente + pulverizagdo foliar em estadio fenologico V3; 'Agente difere de ASM: indutor de resisténcia comercial acibenzolar-S-metilico (Bion®);

2Agente difere de testemunha inoculada sem tratamento.
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4.4.2 Componentes de produgao

As variaveis numero de vagens (NV), numero de graos chochos (NSC),
nimero de graos por planta (NSP), peso de 1000 graos (PMG) e produtividade em kg ha-
!, apresentaram diferengas no modo de aplicagdo, agentes bioldgicos e indutores quimicos
utilizados para cada cultivar (Tabela 5).

Na variavel NV, foi observada diferencga para 7. harzianum via TS+V3
(290,5), em comparagdo com os controles ASM (171,8) e a testemunha inoculada sem
tratamento (134,5), ressaltando o impacto positivo especifico da aplicacao de T.
harzianum nessa condi¢do de tratamento em relacdo aos controles (Tabela 5).

Uma redugdo no NSC em plantas tratadas via TS+V3 com acido citrico
(94,0), seguido por T. harzianum (186,3) foi observado, em comparagdo com os demais
agentes bioldgicos e indutores quimicos (255,0 e 247,0) utilizados na cultivar IPR
Campos Gerais (Tabela 4). Além disso, diferencas foram observadas para B.
amyloliquefaciens e enxofre (TS e TS+V3) em comparagdo com o controle ASM (146,5);
e para acido citrico (TS e TS+V3) e T. harzianum (TS) em comparagdo com a testemunha
inoculada sem tratamento (236,5). Esses resultados evidenciam a influéncia positiva do
tratamento com acido citrico e 7. harzianum na reducao do NSC.

Para a variavel NSP, foi observada diferenca para B. amyloliquefaciens
(TS), acido citrico, T. harzianum e enxofre (TS+V3), em comparagdo com os controles
ASM (690,0) e a testemunha inoculada sem tratamento (490,8) (Tabela 5).

Um desempenho na promocgao da produtividade foi observado para B.
amyloliquefaciens (7868,1 kg ha™') via TS+V3, e enxofre (8261,1kg ha'') via TS, em
comparagdo com os controles ASM (7275,3 kg ha'!) e a testemunha inoculada sem
tratamento (6039,5 kg ha™") (Tabela 5). Sugerindo potenciais beneficios agrondmicos da
aplicacdo de B. amyloliquefaciens (TS+V3) e enxofre (TS) na cultivar [PR Campos
Gerais.

Na cultivar IPR Tangara, foram identificadas diferengas significativas
no NV em resposta aos diferentes tratamentos, 7. harzianum proporcionou o maior NV
quando utilizado via TS+V3 (166,0), seguido de acido citrico e 7. harzianum (154,8) via
TS, superando B. amyloliquefaciens (93,0) e enxofre (82,3). Os agentes B.

amyloliquefaciens, 4cido citrico e 7. harzianum (TS); bem como &acido citrico, T.
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harzianum e enxofre (TS+V3), demostraram diferencas estatisticas quando comparados
com a testemunha inoculada sem tratamento (78,5) (Tabela 5).

Na variavel NSC, B. amyloliquefaciens via TS+V3 apresentou o menor
numero de graos chochos (95,5), enquanto as plantas tratadas com enxofre exibiram o
maior numero, sendo 199,0 graos chochos (Tabela 5). Aos serem contrastados com os
controles, o B. amyloliquefaciens (TS+V3) diferiu da testemunha inoculada sem
tratamento (179,0), e enxofre (199,0) do ASM (93,5) (Tabela 5). Portanto, o tratamento
com B. amyloliquefaciens via TS+V3 demonstrou ser mais eficaz na redugio de graos
chochos.

Quanto ao NSP, T. harzianum (686,5), acido citrico (646,8) ¢ B.
amyloliquefaciens (563,0) demostram os maiores valores quando tratados via TS,
diferindo de enxofre (341,0). Para plantas tratadas via TS+V3, T. harzianum (560,8) e
enxofre (543,5) exibiram os maiores valores, diferindo de B. amyloliquefaciens (318,3)
(Tabela 5). Aos serem contrastados, B. amyloliquefaciens (318,3) e enxofre (341,0)
diferiram do controle ASM (547,5), enquanto, 7. harzianum (686,5) e é4cido citrico
(646,8) da testemunha inoculada sem tratamento (409,5) (Tabela 5).

Para PMG, foram verificadas diferencas em plantas tratadas com T.
harzianum via TS (249,4), em relagao a enxofre (212,9). Ao serem contrastados, B.
amyloliquefaciens (TS e TS+V3), acido citrico (TS+V3) e enxofre (TS) diferiram do
controle ASM; enquanto acido citrico (TS), 7. harzianum (TS e TS+V3) e enxofre
(TS+V3) diferiram da testemunha inoculada sem tratamento (Tabela 5).

Embora ndo tenham sido observadas diferengas estatisticas na
produtividade entre os agentes bioldgicos e indutores quimicos utilizados na cultivar IPR
Tangard, os resultados demonstraram que os tratamentos foram superiores a testemunha
nado tratada. Em particular, 7. harzianum (7304,5 kg ha™) e B. amyloliquefaciens (68481
kg ha™') aplicados via TS+V3, bem como o enxofre (7067,8 kg ha™), apresentaram
aumentos significativos na produtividade em comparacao com a testemunha inoculada

sem tratamento, que teve um rendimento de 5681,9 kg ha™' (Tabela 5).



72

Tabela 5 — Componentes de produtividade das cultivares de feijado IPR Campos Gerais e IPR Tangara tratadas com diferentes produtos de biocontrole, na safra das

aguas.
Cultivar de A NV NSC NSP PMG Kg ha'!
feijdo gentes TS TS+V3 TS TS+V3 TS TS+V3 TS TS+V3 TS TS+V3
B. amyloliquefaciens 204.8 Aa* 177.0 Aa 286.0 Aa' 255.0 Aa! 841.3 Aal? 690.0 Aa 225.6 Aa’>  236.0 Aa’ 6807.8 Aa 7868.1 Aa?
Acido citrico 178.8 Aa  189.0 Aa 117.8 Aa> 940 Ba 7415 Aa 8725 Aa? 2289 Aa®> 2157 Aa® 68919 Aa 6759.0 Aa
R T harzianum 185.8 Aa  290.5 Aa? 1448 Aa’ 1863 ABa  632.8 Ab 9933 Aa? 223.0 Aa®> 2192 Aa> 70838 Aa 6952.1 Aa
Campos  Enxofre 187.8 Aa  217.0 Aa 2415 Aal 2470 Aa' 5113 Ab 8853 Aal? 2259 Aa’>  207.5 Aa 8261.1 Aa’ 6728.8 Ab
Gerais  AgM ! 171.8 146.5 690.0 215.8 7275.3
Inoculada sem trat. 2 134.5 236.5 490.8 188.7 6039.5
C.V.%: 18.78 24.93 14.36 4.43 6.60
B. amyloliquefaciens 1245 ABa> 93.0 Ba 1388 Aa 955 Ba 563.0 Aa 3183 Bb' 2189 ABa' 2223 Aa'  6093.6 Aa 6848.1 Aa
Acido citrico 1548 Aa> 1200 ABb® 1540 Aa 1160 ABa 6468 Aa® 457.0 ABb 2456 ABa® 222.0 Aa'  6652.8 Aa 6156.1 Aa
T. harzianum 1548 Aa> 1660 Aa> 1663 Aa 139.0 ABa 6865 Aa’® 560.8 Aa 2494 Aa®> 2382 Aa’> 65769 Aa 73045 Aal
Talrfl’;ré Enxofre 823 Bb 1350 ABa® 1465 Aa 199.0 Aal 341.0 Bb! 5435 Aa 2129 Bb' 2479 Aal  7067.8 Aal 6714.1 Aa
ASM' 121.5 93.5 547.5 251.7 6402.8
Inoculada sem trat. 2 78.5 179.0 409.5 2104 5681.9
C.V.%: 8.33 23.37 10.19 3.96 6.45

* Médias seguidas de mesma letra minfiscula ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. TS: tratamento de semente; TS+V3: tratamento de semente + pulverizagio

foliar em estadio fenologico V3; (NV) numero de vagens; (NSC) niimero de grios chochos; (NSP) numero de grios por planta; (PMG) peso de 1000 grios corrigido 13%; (kg ha!) produtividade.

' Agente difere de ASM: indutor de resisténcia comercial acibenzolar-S-metilico (Bion®); 2Agente difere de testemunha inoculada sem tratamento.
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Diante dos resultados obtidos, na cultivar IPR Campos Gerais, 0s
tratamentos com Bacillus amyloliquefaciens e acido citrico, destacaram-se pelos maiores
NV e reducdo de NSC. Para o NSP, B. amyloliquefaciens (TS+V3) exibiu um
desempenho estdvel, enquanto em relacdo ao PMG, tratamentos como B.
amyloliquefaciens (TS+V3) e enxofre (TS) destacaram-se.

Na cultivar IPR Tangara, 7. harzianum (TS+V3) e acido citrico (TS) se
destacaram pelos maiores NV. Na reducdo de graos chochos, B. amyloliquefaciens
(TS+V3) apresentou o melhor desempenho. Quanto ao NSP, 7. harzianum, 4cido citrico
e B. amyloliquefaciens (TS) destacaram-se, sendo B. amyloliquefaciens (TS+V3) o
tratamento mais estavel. No que se refere ao PMG, T. harzianum via TS se mostrou mais
vantajoso.

De modo geral, Bacillus amyloliquefaciens via TS+V3 destacou-se para
reducdo do NSC em ambas cultivares. Em contrapartida, para incremento na
produtividade geral, tratamentos como 7. harzianum (TS) e B. amyloliquefaciens
(TS+V3) se destacaram.

Na analise de correlagdo de Pearson, houve correlacdo inversa
significativa (r = - 0,41, p = 0,00) entre AACPD (area abaixo da curva do progresso da
doenga) e produgdo (P) durante a safra das dguas para a cultivar [PR Tangara, indicando
que o aumento da severidade do crestamento bacteriano comum esta associado a
diminui¢do na produgio (Tabela 6).

Na cultivar IPR Campos Gerais, ndo foram observadas correlagdes
significativas entre as variaveis nas safras de seca ou dguas. Da mesma forma, a relagao
entre a severidade e NDVI (S X N) e NDVI x producdao (N x P) ndo apresentaram

diferencgas estatisticamente significativas em ambas as condi¢oes (Tabela 6).

Tabela 6 — Analise das correlagdes de Pearson entre severidade da doenca (S), indice de
vegetacdo por diferenca normalizada (N) e produgdo (P) na cultivar IPR Campos Gerais

e IPR Tangard, na safra de seca e aguas de 2023, Londrina-PR.

SxP Sx N NxP

Cultivar de feija
ultivat de feljao S.seca S.aguas S.seca S.aguas  S.seca S.aguas

r* - -0,25 0,02 0,20 - -0,07

IPR Campos Gerais p* ) 0,10 0.89 0,18 - 0,66
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- -0.41 -0,01 0,01
- 0.01 0,10 0,97

-0,09

IPRT i
angara 0.58

r*: coeficiente de correlagdo de Pearson; p*: p-value.

A auséncia de correlagdes estatisticas até o momento indica a
necessidade de investigagcdes mais aprofundadas. Pode ser interessante considerar fatores
adicionais que possam influenciar a produgdo, como condi¢des climaticas, praticas
agricolas, ou a presenca de outras doengas ndo analisadas neste contexto.

A incidéncia de crestamento bacteriano comum (Xathomonas citri pv.
fuscans), antracnose (Colletotrichum  lindemuthianum) e  mancha-angular
(Pseudocercospora griseola) durante as safras da seca e dguas variou conforme o modo
de aplicacao utilizados dos agentes biologicos e indutores quimicos (Tabela 7).

Na safra da seca, ndo foram observadas diferencas significativas nos
modos de aplicacdo dos agentes bioldgicos e indutores quimicos na incidéncia do
crestamento bacteriano comum, antracnose e mancha-angular para IPR Campos Gerais e
[PR Tangara (Tabela 7).

Ao contrastar os produtos com os controles, B. amyloliquefaciens e
enxofre demostraram diferenca em relagdo ao ASM e a testemunha inoculada sem
tratamento na cultivar IPR Campos Gerais (Tabela 7), destacando a relevancia desses
tratamentos na reducdo da incidéncia do crestamento bacteriano comum. Para IPR
Tangard, todos os agentes bioldgicos e indutores quimicos demostraram diferirem da
testemunha sem tratamento (Tabela 7).

Para antracnose, em ambas as cultivares ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os agentes bioldgicos e indutores quimicos ao serem
contrastadas com os controles (Tabela 7).

O acido citrico e T. harzianum (TS+V3) exibiram diferenga em relagao
a testemunha inoculada sem tratamento na cultivar IPR Campos Gerais quanto a mancha-
angular, reduzindo a incidéncia da doenga em comparagdo com plantas que nao
receberam tratamento. Enquanto para IPR Tangard, B. amyloliquefaciens via TS, diferiu
de ASM ao ser contrastado (Tabela 7).

Na safra das dguas, ndo foram observadas diferencas significativas nos

modos de aplicagdo dos agentes bioldgicos e indutores quimicos na incidéncia do
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crestamento bacteriano comum, antracnose e mancha-angular para IPR Campos Gerais
(Tabela 7).

Para a cultivar IPR Tangard, B. amyloliquefaciens (TS+V3), reduziu a
incidéncia de crestamento bacteriano comum, em relacdo aos demais agentes biologicos
e indutores quimicos (Tabela 7). Ao serem contrastados com os controles, B.
amyloliquefaciens, T. harzianum (TS), acido citrico e 7. harzianum (TS+V3) diferiram
do ASM, enquanto B. amyloliquefaciens, (TS+V3) diferiu da testemunha sem tratamento
(Tabela 7).

A 1incidéncia de antracnose ndo diferiu entre os agentes biologicos e
indutores quimicos; no entanto, ao serem contrastados com os controles, 7. harzianum
(TS) demostrou diferenga ao ASM, assim como para mancha-angular, B.

amyloliquefaciens (TS+V3) diferiu de ASM (Tabela 7).
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Tabela 7 - Incidéncia (média + desvio padrdo) de crestamento bacteriano comum, antracnose € mancha-angular em duas cultivares de feijao sob diferentes

modos de aplicagdo de agentes bioldgicos e indutores quimicos nas safras da seca e aguas.

Safra da “seca”

Cultivar de feijao Agentes Common bacterial growth Anthracnose Angular-spot
TS TS+V3 TS TS+V3 TS TS+V3
B. amyloliquefaciens 1.58£2.36 Aa*!? 6.42+6.09 Aa’ 1.43+0.65 Aa 0.85+0.48 Aa 1.31+13.0 Aa  091+098 Aa
Acido citrico 822+6.60 Aa’ 2.77+235 Aa? 122+030 Aa 130+£1.37 Aa 239+321 Aa  255+0.72 Aa?
IPR Campos T. harzianum 6.83+5.14  Aa’ 554+470 Aa® 2.09+181 Aa 126+1.29 Aa 234+171 Aa  437+3.96 Aad’
Gerais Enxofre 8.00 £ 5.61 Aa? 1.33+1.54 Aal? 098+0.35 Aa 097+0.89 Aa 239+207 Aa 241+286 Aa
ASM ' 9.42 +8.39 1.00 +0.79 1.50 + 0.64
Inoculada sem trat. 2 29.33 £9.33 1.31+0.91 0.34+0.54
B. amyloliquefaciens 1.9+3.79 Aa? 6.00+3.17 A2’ 0.67+0.66 Aa 092+1.46 Aa 1.26+0.88 Aa' 2.78+1.67 Aa
Acido citrico 529+5.68  Aa’ 6.09+5.63 Aa’ 1.00+0.63 Aa 1.02+0.36 Aa 2.78+3.67 Aa 231+0.64 Aa
, T. harzianum 442+6.18  Aa’ 6.29+541 A2’ 1.92+1.18 Aa 243+4.03 Aa 2.00+1.65 Aa 4.01+6.08 Aa
IPR Tangard g+ ofre 400344 A2 531£3.72 A2 1.56+1.53 Aa 0484029 Aa  4.62=6.67 Aa 247+3.58 Aa
ASM' 3.67+433 0.97 +0.99 5.01 +3.58
Inoculada sem trat. 2 33.85+0.29 1.24 +£2.02 2.09 £2.22
Safra das “aguas”
Cultivar de feijao Agentes Common bacterial growth Anthracnose Angular-spot
TS TS+V3 TS TS+V3 TS TS+V3
B. amyloliquefaciens 7.77+7.99 Aa 13.35+8.80 Aa 1.63+1.28 Aa 1.85+093 Aa 1.13+225 Aa 143+£285 Aa
Acido citrico 10.11+3.84 Aa 12.18+£5.59 Aa 091+0.72 Aa 1.16+0.96 Aa 0.65+130 Aa 0.31+0.62 Aa
IPR Campos T. harzianum 8.69+7.29 Aa 11.53+3.40 Aa 1.51+£0.87 Aa 095+0.75 Aa 234+£199 Aa 1.11+132 Aa
Gerais Enxofre 11.17 +£3.86 Aa 1128 £6.17 Aa 0.65+0.07 Aa’> 1.46+1.44 Aa 096+1.24 Aa 253+5.05 Aa
ASM' 8.58 +3.28 1.68 +0.80 0.08 +0.17
Inoculada sem trat. 2 10.10 £ 6.27 8.66 +3.42 533+ 1.89
B. amyloliquefaciens 10.81 £5.69 Aa' 5.90 +£1.63 Cb? 1.37+0.83 Aa 2.05+0.57 Aa 1.61+£1.25 Aa 0.00+0.00 Aa'
Acido citrico 10.84+6.80 Aa 1528 +6.28  Aal 1.81+1.37 Aa 2.09+2.52 Aa 1.86+3.75 Aa 2.69+233 Aa
IPR Tangara T. harzianum 12.10£4.31 Aal 1292+570 ABa' 284+1.11 Aa' 1.67+121 Aa 1.88+3.75 Aa 0.17+033 Aa
Enxofre 9.91+4.10 Aa 8.26 £4.31 ABa 267+140 Aa 181+1.75 Aa 0.70+0.82 Aa 1.29+258 Aa
ASM' 4.64+3.32 1.16 + 1.06 0.75+0.17
Inoculada sem trat. 2 11.47+3.97 1.34+0.94 1.32+1.07

*Médias seguidas de mesma letra mintiscula nio diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey a 5% de significincia. 'Agente difere de ASM: indutor de resisténcia comercial

acibenzolar-S-metilico (Bion®); 2Agente difere de testemunha inoculada sem tratamento; TS: tratamento de semente; TS+V3: tratamento de semente + pulverizagdo foliar em estadio

fenologico V3.
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5 DISCUSSAO

Padrdes distintos na severidade da doenca em resposta aos diferentes
tratamentos foram observadas, indicando uma reducao significativa na severidade do
crestamento bacteriano comum quando comparados aos padrdes controles (ASM e
Inoculada sem tratamento). A aplicacdo de Bacillus amyloliquefaciens e Trichoderma
harzianum na forma de TS ou TS+V3, demonstraram eficacia na redu¢ao da severidade
da doenga.

Consequentemente a aplicagdo destes agentes influenciaram
diretamente também nos componentes de produ¢do, como nimero de vagens, numero de
graos chochos, nimero de graos por planta, peso de 1000 graos e produtividade. Para a
cultivar IPR Campos Gerais, B. amyloliquefaciens ¢ acido citrico destacaram-se pelos
maiores numeros de vagens e pela redugdo de graos chochos. Na cultivar IPR Tangara,
T. harzianum e 4cido citrico foram eficazes em aumentar o nimero de vagens.

Esses resultados estdo alinhados com pesquisas que destacam a eficacia
dos agentes biologicos no controle de doengas em culturas agricolas, incluindo arroz,
melancia, tomate, feijdo, pepino e tabaco (SAECHOW et al., 2018, WU et al., 2019,
MOHAMED et al., 2020; KONAPPA et al., 2020; JIAO et al., 2021).

B. amyloliquefaciens e T. harzianum sao reconhecidos por promover a
resisténcia das plantas a patdogenos, resultando em uma redugdo notavel na severidade de
doengas (MOHAMED et al., 2020; JIAO et al., 2021). Substancias antagdnicas que
inibem diretamente o crescimento de patdgenos ao competir por recursos € nutrientes
essenciais sao secretadas por B. amyloliquefaciens, reduzindo a severidade de doencas
nas plantas (GAMEZ et al., 2019; DIMOPOULOU et al., 2021; KAZEROONI et al.,
2021), enquanto 7. harzianum ativa genes de defesa e produz compostos antibacterianos
(LUO etal., 2022; WANG et al., 2023).

Estudos demostram que a inducdo de resisténcia por B.
amyloliquefaciens inclui atividade antimicrobiana estimulada e processos de biossintese
relacionados a deposi¢do calosa e lignificagdes, assim como, enzimas de defesa,

fenilalanina amonia-liase e peroxidase, que estdo diretamente envolvidos no controle do
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desenvolvimento de patdgenos e na reducdo da severidade da doenca (GOWTHAM et
al., 2018).

Assim como em nosso estudo, onde B. amyloliquefaciens quando
aplicado nas graos e foliar reduziu a severidade de crestamento bacteriano comum,
estudos relatam a inibicdo da murcha bacteriana no tomate quando utilizado nas graos ou
no solo, devido a superproducdo de antibidticos por indugdo de resisténcia sistémica
(YAMAMOTO et al., 2015; KONAPPA et al., 2020).

Embora induc¢do de resisténcia sistémica nao seja um efeito
antipatogénico direto da bactéria B. amyloliquefaciens, ela desempenha um papel
indispensavel na defesa das plantas contra doencas (JI et al., 2021; LUO et al., 2022),
reduzindo a severidade.

Outros estudos relatam sobre o uso de espécies de Bacillus sp. onde
pulverizacdes semanais como mistura de tanque com hidroxido de cobre reduz
consistentemente a severidade da doenca da pinta preta do tomate, mesmo que a pressao
da doenca fosse elevada (ABBASI; WESELOWSKI, 2014). Assim como, o uso de
Bacillus sp. em combinagdo com azoxistrobina possibilita o controle do oidio em
abobrinha (GILARDI et al., 2008).

Em um estudo de Fousia et al., (2016), a severidade da doenga de
mancha bacteriana e a incidéncia foi significativamente reduzida quando as plantas de
tomate tratado com Bacillus sp. foram comparadas ao tratamento controle.

Os diferentes tipos de compostos policetideos que sdo produzidos a
partir de espécies de Bacillus amyloliquefaciens atuam como antagonico para bactérias
gram-positivas e gram-negativas (CHEN et al., 2006, 2009; Kinsella et al., 2009) inibindo
a sintese de proteinas e fornecendo prote¢do as plantas (ZWEERINK; EDISON, 1987).

Além da agdo antimicrobiana, B. amyloliquefaciens mostrou
capacidade de estimular o crescimento das plantas, promovendo o desenvolvimento
radicular, aumento da absor¢ao de nutrientes e maior eficiéncia fotossintética (CHEN et
al., 2007; QIAO et al., 2014; RUCKERT et al., 2011; QIN et al., 2015; SHAHID et al.,
2021; SHETEIWY et al., 2021). Esses efeitos contribuem para um sistema vegetal mais
robusto e resistente a estresses, fortalecendo sua capacidade de defesa contra patdgenos

(DIMOPOULOU et al., 2021; KAZEROONTI et al., 2021).
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A capacidade das estirpes de Bacillus de colonizar plantas ¢ um
processo multifatorial que da pela resisténcia aos sistemas de defesa das plantas, bem
como a capacidade de iniciar o crescimento nas superficies, invadir tecidos e desenvolver-
se dentro da planta. Em troca de um ambiente seguro e rico em nutrientes, a bactéria pode
fornecer ao hospedeiro resisténcia a patdgenos de plantas através da sintese de
antibioticos e enzimas e promover o crescimento das plantas (HALLMANN et al., 1997;
WIPAT; HARWOOD, 1999; REVA et al., 2004).

A escassez de nutrientes do solo ¢ a principal limitacdo para o
crescimento das plantas, e B. amyloliquefaciens com potentes caracteristicas de
biofertilizacao (XUE et al., 2021) pode melhorar a disponibilidade de nutrientes do solo
através da melhoria do fornecimento de N.

Jogaiah et al., (2018) descreveram que B. amyloliquefaciens melhora
significativamente o crescimento, a supressdao de doengas e estimula a imunidade inata
das plantas.

Da mesma forma, Trichoderma harzianum tem demonstrado eficacia
na ativacdo de genes de defesa das plantas, na producao de compostos antibacterianos
suprimindo o crescimento de bactérias patogénicas de plantas (YAN; KHAN, 2021).

Os principais metabolitos secundarios relatados tendo efeito contra
bactérias patogénicas de plantas como Clavibacter michiganensis, Erwinia amylovora,
produzidos por T. harzianum e outros Trichoderma spp. sdo lisosima, viridiofungina e
tricoconina (UTKHEDE; KOCH, 2004; XIAO-YAN et al., 2006; EL-HASAN et al.,
20009).

Os compostos antibacterianos produzidos por 7. harzianum afetam a
populacdo bacteriana em uma variedade de mecanismos, incluindo destruicdes de
membranas, DNA e proteinas (TANAKA etal., 2006; ZHANG et al., 2008; AL-OBAIDI
2014).

Estes resultados também estdao de acordo com Carvalho et al., (2015),
demonstram a eficacia do biocontrole da murcha de Fusarium sp. do feijoeiro com 7.
harzianum, seja via aplicacdo via sulco ou foliar. A aplicagdo de 7. harzianum no solo a

10 g m*! proporcionou 42,9% e 61,5% de controle de d Fusarium sp., enquanto os
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tratamentos de grdos resultaram em menos de 30% de controle da doenca (PRASAD et
al., 2002).

O T. harzianum reduz efetivamente a severidade e incidéncia de mofo
branco e outras doengas em diversas culturas economicamente importantes, como o
tomate (ABDULLAH et al.,, 2008) e feijdo comum (GERALDINE et al., 2013;
CARVALHO etal., 2014).

Além da redugdo de severidade e ativacdo de genes de defesa, T.
harzianum exibe comportamento micoparasitario, onde pode atacar e parasitar
diretamente outros fungos patogénicos. A competicdo por recursos, COmo espaco €
nutrientes, € uma estratégia eficaz empregada por Trichoderma para suprimir o
crescimento de patogenos nas proximidades (HERMOSA et al., 2013; PEREIRA et al.,
2014).

A interagdo fisica entre Trichoderma e plantas ¢ limitada a primeira
camada celular da epiderme e a casca da raiz. Esta relagdo simbiotica protegeria assim as
plantas contra patogenos. Trichoderma induz a expressao de genes envolvidos na resposta
de defesa e promove o crescimento das plantas, o desenvolvimento das raizes ¢ a
disponibilidade de nutrientes (HERMOSA et al., 2012; HERMOSA et al., 2013).

Trichoderma spp. sao produtores proeminentes de metabdlitos com
multiplas atividades biologicas, incluindo efeitos de promogao do crescimento das plantas
(GHISALBERTTI, 2002; REINO et al., 2008) e mecanismos de defesa das plantas contra
os patogenos (HERMOSA et al., 2012; MALMIERCA et al., 2014), induzindo a
expressao de proteinas relacionadas a patogénese (PR) que reduzem sintomas das
doengas.

Graos de plantas, quando expostas a conidios de Trichoderma spp.,
exibiram aumento de produtividade, sugerindo que metabolitos de Trichoderma spp.
atuam como compostos sinalizadores, além do efeito de crescimento das plantas
(BENITEZ et al., 2004).

Cepas de Trichoderma sao capazes de produzir metabolitos secundarios
envolvendo mecanismos dependentes de auxina para melhorar o crescimento radicular e

aumentar a biomassa vegetal (CONTRERAS-CORNEJO et al.,, 2009; HOYOS-
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CARVAIJAL et al.,, 2009). Recentemente Konappa et al., (2020) relataram o papel de
Trichoderma spp. na indugao de resisténcia a murcha bacteriana em tomateiros.

Alguns estudos mostraram que a defesa desencadeada por Trichoderma
¢ mediada por uma rede de vias complexas de sinalizagdo vegetal envolvendo expressao
génica estimulada relacionada as espécies reativas de oxigénio (ROS) do hospedeiro,
acido salicilico, 4cido jasmonico e etileno. Além dos atores centrais da defesa, outros
hormdnios para o crescimento das plantas também sdo alterados simultaneamente, como
auxina, giberelina e acido abscisico (ALFIKY; WEISSKOPF, 2021; YU et al., 2022;
WOO et al., 2023).

O enxofre ¢ amplamente utilizado no controle de doencgas de plantas
devido as suas notaveis propriedades antimicrobianas, especialmente contra fungos. Sua
eficacia como fungicida ¢ atribuida a sua capacidade de inibir enzimas fingicas por meio
da ligagdo com grupos sulfidrila, o que afeta diretamente a respiracdo e o metabolismo
dos patdogenos (FORBES; DICKSON, 2006).

Adicionalmente, o enxofre pode comprometer a integridade das
membranas celulares dos fungos, levando a danos estruturais e morte celular (MORRIS,
2017). De fato, o enxofre ¢ amplamente aplicado na forma de po, suspensao ou emulsao
para o manejo de infec¢des fingicas como o oidio, além de outras doengas fingicas que
afetam diversas culturas (AGRIOS, 2005).

Apesar de sua aplicagdo predominante contra fungos, o enxofre também
possui atividade antimicrobiana contra algumas bactérias patogénicas em plantas.
Embora seu efeito antibacteriano seja menos pronunciado em comparagdo com sua agao
antifungica, o enxofre ainda pode interferir na fun¢do enzimatica e na integridade das
membranas celulares bacterianas (HORSFALL; COWLING, 1980; WANG; ZHANG,
2022).

A eficacia do enxofre como bactericida pode ser aumentada quando
combinado com outros agentes antimicrobianos (FRADKIN; FINERAN, 2020). No
entanto, ¢ fundamental aplicar o enxofre com precaugdo para evitar efeitos fitotdoxicos e
minimizar impactos ambientais como a acidificagdo do solo ¢ a poluicao atmosférica

(COOK; VESETH, 1991; WALTERS; BINGHAM, 2007).
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Neste estudo demostramos que o sucesso do controle biolégico envolve
uma compreensao das interagdes da planta e o patégeno, bem como o modo ¢ a dose de
aplicacdo, assim como relatado por Angelopoulou et al., (2014).

A diversidade de culturas abordadas em pesquisas prévias, incluindo
cereais, hortalicas e leguminosas, destaca a versatilidade desses agentes no controle de
doengas, consolidando sua posi¢cdo como ferramentas cruciais no manejo integrado de
patogenos. A convergéncia desses resultados com estudos anteriores nao apenas valida a
eficacia desses agentes bioldgicos, mas também amplia a base de conhecimento sobre sua
aplicabilidade em diferentes sistemas agricolas.

Conclui-se que a aplicagdo de B. amyloliquefaciens e T. harzianum na
forma de TS ou TS+V3 destacam-se como uma estratégia eficaz na reducao da severidade
das doencas e promocao da produtividade nas cultivares de feijao estudadas. No entanto,
recomenda-se investigacdes mais detalhadas para entender completamente o impacto
desses tratamentos em diferentes condigdes ambientais e em outras cultivares.

A sintese destes resultados com a literatura existente contribui para a
constru¢do de uma base cientifica solida que respalda a integragdo efetiva de agentes

biologicos em estratégias de manejo fitossanitario sustentavel.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os agentes biologicos Bacillus amyloliquefaciens e Trichoderma
harzianum, bem como o 4cido citrico induzem a resisténcia em plantas de feijao das
cultivares IPR Campos Gerais e IPR Tangard, com reducdo da severidade de
Xanthomonas citri pv. fuscans em ensaio de casa de vegetacdo e a campo. A aplicagao
desses agentes na forma de TS e TS+V3 reduzem a severidade da doenca e trazem
beneficios adicionais para as plantas. Cada agente de biocontrole e modo de aplicacdo
apresentam a¢do dependendo da cultivar e das condig¢des especificas do cultivo. Esses
resultados contribuem para o avango no conhecimento do manejo fitossanitario de
crestamento bacteriano comum, antracnose € mancha-angular no feijao, fornecendo
informacodes valiosas para agricultores e pesquisadores na busca por praticas agricolas

sustentaveis e eficazes.
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