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RESUMO

VILLELA, Jodo Gilberto Alves. Tratamento quimico de sementes de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) para o controle de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. 2015.

132p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A Murcha de Curtobacterium, causada pela bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff), € um importante problema para o cultivo do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) no Brasil. A principal forma de disseminacdo da bactéria é por sementes
contaminadas. No presente trabalho avaliou-se a eficiéncia de diferentes tratamentos de
sementes no controle da Murcha de Curtobacterium em feijoeiro. Inicialmente se avaliou “in
vitro” a sensibilidade de Cff a fungicidas e bactericidas cupricos, casugamicina, cloretos de
benzalconio e acido peracético. Os tratamentos de sementes realizados foram: imersdao em
solugdo de cobre, casugamicina, cloretos de benzalconio e acido peracético, exposi¢ao a vapor
de etanol e metanol, e ozonizacdo. Na avaliacdo da eficiéncia dos tratamentos na erradicacéo
de Cff, sementes inoculadas foram tratadas e submetidas ao processo de extracdo, verificando
posteriormente a incidéncia de sementes contaminadas e numero de células bacterianas.
Foram realizados experimentos em condi¢Oes de campo e casa de vegetacdo. No ensaio em
campo foi avaliado o efeito dos tratamentos sobre a qualidade fisiol6gica das sementes, e em
casa de vegetacdo avaliou-se o efeito dos tratamentos na qualidade fisiol6gica das sementes,
no desenvolvimento vegetativo da planta, na incidéncia e severidade da Murcha de
Curtobacterium, producdo de grdos, além da transmissdo de Cff via planta — semente.
Hidroxido de cobre (30 pug/mL), oxicloreto de cobre (50 pg/mL), 6xido cuproso (20 pug/mL),
sulfato de cobre (20 pg/mL), casugamicina (100 pug/mL), cloretos de benzalcénio (20 pg/mL)
e acido paracético (200 pg/mL) inibiram o crescimento da Cff “in vitro”. Os tratamentos com
cloretos de benzalconio e vapor de metanol foram os mais eficientes na reducéo da incidéncia
de sementes contaminadas e do nimero de células bacterianas em sementes de feijdo. Em
campo o0s tratamentos com 4&cido peracético e ozbdnio reduziram significativamente a
emergéncia e velocidade de emergéncia das plantulas. Os resultados obtidos em casa de
vegetacdo mostraram que os tratamentos ndo interfiram na qualidade fisiologica das sementes,
e plantas oriundas de sementes inoculadas tratadas ou ndo, apresentaram menor

desenvolvimento vegetativo e produgdo de grdos. Nenhum tratamento de sementes foi



eficiente na reducdo da incidéncia e severidade da Murcha de Curtobacterium. A taxa de
transmisséo de Cff das plantas para as sementes foi de aproximadamente 24%.

Palavras-chave: Murcha de Curtobacterium, patologia de sementes, 0z6nio, produtos

fitossanitarios, vapor de alcool.

Orientador — Carlos Hidemi Uesugi — UnB.



ABSTRACT

VILLELA, Jodo Gilberto Alves. Chemical treatment bean (Phaseolus vulgaris L.) seeds
for the control of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. 2015. 132p.

Dissertation (Master in Plant Pathology) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Bacterial Wilt, caused by Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, is an important
disease for bean (Phaseolus vulgaris L.) production in Brazil. Seeds are the major way of
spread this bacterium. The objective of this study was to evaluate the efficiency of different
seed treatments to control bacterial wilt in bean. First an “in vitro” test was conductive to
evaluate the sensitivity of Cff to copper formulations, kasugamycin, benzalkonium chlorides
and peracetic acid. The seed treatments performed were: immersion in solution of copper,
kasugamycin, benzalkonium chlorides and peracetic acid, exposure to vapor ethanol and
methanol, and ozonation. In the evaluation of treatments efficiency in eradicating of Cff,
inoculated seeds were treated and subjected to extraction process, then checking the incidence
of contaminated seeds and number of bacterial cells. Experiments were carried in field
conditions and greenhouse conditions. In field experiment was evaluated the effects of
treatments on seed physiological quality, and greenhouse was measured the effect of
treatments on seed physiological quality, in vegetative plant development, in incidence and
severity of bacterial wilt, in production, beyond the transmission of Cff via plant - seed. The
products copper hydroxide (30 ug/mL), copper oxychloride (50 pug/mL), cuprous oxide (20
ug/mL), copper sulfate (20 ug/mL), kasugamycin (100 pug/mL), chlorides benzalkonium (20
ug/mL) and peracetic acid (200 pg/mL) inhibited the growth of Cff “in vitro”. Treatments
with benzalkonium chlorides and vapor methanol were the most effective in reducing the
incidence of contaminated seeds and the number of bacterial cells in bean seeds. Under field
conditions the treatments with peracetic acid and ozone significantly reduced emergence and
seedling emergence speed. The results obtained in the greenhouse showed that the treatments
do not interfere in seed physiological quality, and plants grown from seeds inoculated, treated
or not, showed lower vegetation development and grain production. The Cff transmission rate

of the plants for seeds was approximately 24%.



Keywords: Bacterial Wilt, seed pathology, ozone, phytosanitary products, vapor of alcohol.

Advisor: Carlos Hidemi Uesugi — UnB.
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INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado por pequenos e grandes produtores, em
diversificados sistemas de producgé@o e em todas as regides brasileiras, possuindo forte apelo
social e econdmico.

O feijoeiro é uma planta que estd sujeita a incidéncia de um grande numero de
doencas, causadas por fungos, nematdides, virus e bactérias, que podem causar quedas
significativas em seu rendimento. Entre as doencas bacterianas, a Murcha de Curtobacterium,
causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones,
tem sido apontada como uma das doengas emergentes de maior importancia para a cultura do
feijoeiro (Maringoni & Camara, 2006; Herbes et al., 2008).

A doenga somente foi relatada no Brasil em 1995 por Maringoni & Rosa (1997), em
uma lavoura de feijoeiro no Estado de Séo Paulo. Posteriormente o patogeno foi constatado
em vérias localidades produtoras de feijdo nos estados de Sdo Paulo (Maringoni, 2002),
Parand e Santa Catarina (Leite Junior et al., 2001), Goiés e no Distrito Federal (Uesugi et al.,
2003).

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) caracteriza-se por colonizar
0s vasos xilematicos, obstruindo a passagem de seiva. Os sintomas da Murcha de
Curtobacterium em feijoeiro sdo o amarelecimento, nanismo, murcha, escurecimento vascular
e morte, com a planta podendo ndo ultrapassar a fase de plantula. Pode haver uma
descoloracdo amarela ou purpura em sementes infectadas (Saettler, 1991). A bactéria é
transmitida por sementes contaminadas externa ou internamente, a partir da infeccdo
sisttémica da planta. Sementes infectadas sdo o principal meio de disseminagdo do patégeno a

longas distancias (Hedges, 1926).



As medidas recomendadas para o controle da Murcha de Curtobacterium sdo uso de
cultivares resistentes, rotacdo de culturas com espécies ndo suscetiveis e uso de sementes
sadias (Bianchini et al., 2005). Estudos relacionados a tratamento de sementes, visando a
erradicacdo ou diminuicdo da populacdo de Cff em sementes de feijdo sdo escassos.

Tratamento de sementes, no sentido amplo, envolve a aplicacdo de diversos processos
e substancias as sementes, com o0 objetivo de preservar ou aperfeicoar o desempenho e
aumentar a produtividade das plantas. No sentido restrito e mais tradicional, tratamento de
sementes visa, exclusivamente, o controle de agentes causais de doencas que interferem na
produtividade (Menten, 1995). Entre os métodos de tratamento de sementes descritos na
literatura incluem-se métodos fisicos, quimicos e biologicos (Machado, 2006).

Nesse sentido, objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar a eficiéncia do
tratamento quimico de sementes no controle da Murcha de Curtobacterium em feijoeiro, bem
como verificar o efeito do mesmo sobre a qualidade fisiolégica das sementes, no

desenvolvimento vegetativo e producdo das plantas.



OBJETIVO GERAL

- Avaliar a eficiéncia do tratamento quimico de sementes no controle da Murcha de

Curtobacterium em feijoeiro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito de diferentes produtos fitossanitarios sobre o crescimento de

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens “in vitro”.

- Avaliar a eficiéncia de diferentes tratamentos na erradicacdo de C. flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens em sementes de feijao.

- Avaliar o efeito de diferentes tratamentos de sementes na emergéncia e velocidade de

emergéncia de plantulas de feijoeiro em condi¢des de campo e casa de vegetacao.

- Avaliar o efeito de diferentes tratamentos de sementes no desenvolvimento vegetativo do

feijoeiro.

- Avaliar o efeito de diferentes tratamentos de sementes sobre a incidéncia e severidade de

Murcha de Curtobacterium em plantas de feijoeiro.

- Determinar a producédo de grdos em plantas de feijoeiro provenientes de sementes tratadas e

nao tratadas.

- Determinar a taxa de transmissdo planta - semente de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

em plantas de feijoeiro oriundas de sementes inoculadas.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Aspectos gerais da cultura do feijoeiro

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das principais culturas produzidas
no Brasil e no mundo. Sua importancia extrapola o aspecto econdmico, por sua relevancia
enquanto fator de seguranca alimentar e nutricional e sua importancia cultural na culinaria de
diversos paises e culturas (Barbosa & Gonzaga, 2012).

De acordo com Santos & Gavalines (2008), o feijoeiro comum ¢ classificado como
pertencente ao Reino Vegetal, Ramo Embryphytae syphonogamae; Sub-ramo Angiospermae;
Classe Magnoliopsida (Dicotiledoneae); Sub-classe Archichlamydae; Ordem Rosales; Familia
Fabaceae (Leguminosae); Subfamilia Faboideae (Papilionoideae); Tribo Phaseoleae; Sub-
tribo Phaseolineae; Género Phaseolus L. e espécie Phaseolus vulgaris L.

O género Phaseolus originou-se nas Americas e possui cerca de 55 espécies, das quais
cinco sdo cultivadas: P. vulgaris L. (feijdo comum), P. lunatus (feijdo de lima), P. coccineus
L. (feijao ayocote), P. acutifolius A. Gray (feijédo tepari) e P. polyanthus Greenman. A espécie
de maior relevancia econémica é o Phaseolus vulgaris, por ser cultivada hd mais tempo e a
mais utilizada. (Santos & Gavilanes, 2008; Singh, 2001).

Atualmente, relata-se que o feijoeiro comum teve dois centros principais de
domesticacdo e um terceiro de menor expressdo. O primeiro localiza-se na regido central das
Américas, principalmente México, onde se originou a maioria das cultivares de grdos
pequenos como ‘Carioca’. O segundo localiza-se no sul dos Andes, principalmente no norte
da Argentina e no sul do Peru, onde se originaram 0s cultivares de sementes grandes,
semelhantes a cultivar ‘Jalo’. A terceira area de domesticagdo provavelmente intermediaria
entre as duas primeiras, situa-se na Coldémbia, o que tem sido possivel firmar a partir de dados
de padrdes eletroforéticos de faseolina, a principal proteina de reserva da semente de feijao

(Gepts & Debouck, 1991).



Apesar de ndo saber exatamente se o processo de dispersao do feijoeiro comum se deu
a partir da Mesoamérica ou partir da América do Sul ou, ainda, a partir das duas regides de
forma independente, sua origem mudltipla (ndo céntrica) e dentro do continente americano
parece inquestionavel e apresenta-se Como consenso entre 0s especialistas no assunto, pois a
maioria das evidéncias confirmam essa teoria. O processo de dispersdo continuou, sendo
levado ao velho mundo pelos europeus, apés o descobrimento das Américas, no século XV
(Faria et al., 2005).

O feijoeiro comum é uma planta herbacea, anual, autdgama, diploide (2n=2x=22
cromossomos), com taxa de fecundacdo cruzada estimada entre 3% e 5% (Burle et al., 2010).
Em razdo de ser cultivado em grande diversidade de ambientes e em muitos paises, ele é uma
das espécies com maior variabilidade de caracteres agronémicos, como habito de crescimento,
tamanho e cor de graos e ciclo (Santos & Gavilanes, 2008).

Uma planta de feijdo € composta de partes aparentemente distintas, os 6rgaos. H4 um
sistema radicular no solo e, acima deste um caule que porta folhas e ramos. Nas plantas mais
velhas, pode-se ter uma visdo detalhada das suas partes: raiz, caule ou haste principal, folhas e
hastes axilares, inflorescéncia, fruto e semente (Santos & Gavilanes, 2006).

O sistema radicular é formado por uma raiz principal, ou primaria, da qual se
desenvolvem, lateralmente, as raizes secundarias, terciarias e outras. Ademais, os pélos
absorventes estdo sempre presentes nas proximidades das regides de crescimento. Como em
muitas leguminosas, na raiz do feijoeiro existem nddulos com bactérias (Rhizobium spp.),
quase esféricos e de tamanho variavel (Vilhordo et al., 1988). Estudos sobre o sistema
radicular do feijoeiro mostram que a maior porcentagem de raizes, 74,5 a 87,4% do total, esta
localizada bem proximo a superficie do solo, 10 cm de profundidade e quase totalidade,

97,4%, encontra-se nos primeiros 20 cm do solo. Em consequéncia, a planta explora



essencialmente a camada superficial do solo, sendo por isso muito sensivel a falta de umidade
(Inforzato & Miyasaka, 1963).

O caule € herbaceo, classificado morfologicamente como haste, e apresenta, na planta
adulta, seccdo transversal cilindrica e levemente angulosa (aristado). Ele € o eixo principal da
planta, possuindo 0s nos, que sao os pontos de insercéo das folhas e dos quais saem 0s ramos
laterais e as inflorescéncias. Nos nds se encontram trés gemas, denominada triada, que podem
ser de trés tipos, vegetativo, floral e vegetativo e completamente floral. Em cada né com uma
folha trifoliolada e uma inflorescéncia, a qual resulta em racimo com vagens, esse conjunto é
denominado de unidade de producdo. Os nds caulinares sdo numerados em sequéncia
ascendente, sendo o primeiro né aquele onde ocorre a insercdo dos cotilédones; o segundo, a
insercdo das folhas primarias; o terceiro, a primeira folha trifoliolada, e assim sucessivamente.
O numero de nds no caule principal esta relacionado com o tipo de habito de crescimento, e 0
rendimento esta relacionado com o numero de racimos com vagens por planta (Costa, 2014;
Santos & Gavilanes, 2006).

O habito de crescimento é considerado um dos caracteres mais importantes, pois é
essencial na descri¢cdo das cultivares, na escolha das mais adequados para o plantio nas mais
variadas condic@es de cultura e, também, na obtencao de novas cultivares pelo melhoramento
(Santos & Gavilanes, 2006).

As plantas de feijoeiro podem ser de h&bito de crescimento determinado ou
indeterminado. As plantas de habito de crescimento determinado sdo as que desenvolvem
uma inflorescéncia no apice da haste principal e das hastes laterais, a emissdo e a elongacédo
de folhas e ramos cessam por ocasido do advento das flores, possuem ndmero limitado de nds
e o florescimento ocorre do apice para base da planta. O periodo de floracdo é curto e a

maturacao uniforme (Costa, 2014; Santos & Gavilanes, 2006; Silva, 2014; Portes, 1988).



Nas plantas de crescimento indeterminado os meristemas apicais da haste principal e
das laterais continuam vegetativos durante o florescimento. Portanto as plantas continuam a
produzir folhas e flores por um periodo mais longo do que as determinadas. As
inflorescéncias sao axilares, isto €, desenvolvem-se nas axilas das folhas, e a floracéo inicia-se
da base para o apice da planta (Costa, 2014; Santos & Gavilanes, 2006; Silva, 2014; Portes,
1988).

O crescimento do caule determina os principais tipos de planta do feijoeiro: arbustivo,
prostrado e trepador (Silva, 2014).

Em funcdo das diferentes gradacdes relativas ao porte, distribuicdo de flores e vagens,
grau e tipo de ramificacdo, necessidade de tutoramento e desempenho, os habitos de
crescimento podem ser agrupados em quatro tipos principais: Tipo | - habito de crescimento
determinado, arbustivo e porte da planta ereto. Tipo Il - habito de crescimento indeterminado,
arbustivo, porte da planta ereto e caule pouco ramificado. Tipo Il - habito de crescimento
indeterminado, prostrado ou semiprostrado, com ramificacdo bem desenvolvida e aberta. Tipo
IV - hébito de crescimento indeterminado, trepador; caule com forte dominancia apical e
namero reduzido de ramos laterais, pouco desenvolvidos. Ocorrem habitos intermediarios
entre o0s habitos indeterminados I1/ 111, e 11 / IV (Silva, 2014).

O feijoeiro apresenta o fendmeno de heterofilia, pois forma dois tipos de folha durante
sua ontogénese: simples e compostas. As simples sdo duas e sdo as primeiras (primarias) a
serem constituidas. Apresentam filotaxia oposta, de formato cordiforme e sdo acuminadas.
Elas caem antes do completo desenvolvimento da planta. As folhas compostas possuem as
sequintes partes: estipulas, peciolo, raque, peciolo, pulvinulos e lamina foliar composta
(trifoliolada). O seu tamanho e sua forma variam consideravelmente, de acordo com a cultivar

e os fatores ambientais (Santos & Gavilanes, 2006).



A flor do feijoeiro é formada pelo céalice e corola. O calice é verde e a corola
composta de cinco pétalas que podem ser brancas, rosadas ou violaceas. O estandarte é a
pétala maior e as asas sdo as duas menores. As outras duas, soldadas uma a outra, formam a
quilha. A quilha é retorcida, em forma de espiral, e no seu interior se encontram o androceu e
0 gineceu, que sdo os 6rgdos masculino e feminino, respectivamente. O androceu € formado
de dez estames, sendo nove aderentes pelo filete e um livre. O gineceu € unicarpelar, com
ovario estreito e alongado. Os Ovulos se encontram, em linha, dentro do ovério. Na
extremidade superior do estilete se encontra o estigma que possui pélos na face inferior, Uteis
para reter os grdos de polen, por ocasido da polinizacdo. As flores do feijoeiro ndo sédo
isoladas, sdo agrupadas em uma haste que sustenta os botdes florais. Esse conjunto é a
inflorescéncia floral ou racimo floral (Costa, 2014).

O fruto é tipo legume (vagem), por possuir um so carpelo, seco, deiscente, cuja
deiscéncia ocorre na metade do carpelo (Vilhordo, 1988).

A semente de feijdo é exalbuminosa isto é, ndo possui albume, as reservas nutritivas
estdo concentradas nos cotilédones. Compde-se de um tegumento que envolve um embrido
bem desenvolvido. Tegumento ou testa, que corresponde a membrana secundina do 6vulo, e
a capa de protecdo da semente onde se localizam 0s pigmentos. Externamente o tegumento
apresenta hilo, micrdpila e rafe. Internamente a semente esta constituida s6 por um embrido, o
qual é formado pela plumula, duas folhas primarias, hipocétilo, dois cotilédones e a radicula
(Vilhordo, 1988).

A cor do tegumento do grdo apresenta ampla variabilidade de cores. O tegumento
pode ser de cor uniforme ou possuir mais de uma cor, distribuidas em forma de estrias,
pontuacbes ou manchas. Pode ser de cor brilhante, opaca ou apresentar nuances. As

diferencas, das caracteristicas externas apresentadas pelos gréos séo usadas para classificar os



grdos em tipos comerciais: Preto, Mulatinho, Carioca, Roxinho, Rosinha, Amarelo,
Manteigdo, Branco, e outros (Costa, 2014; Silva, 2014).

Durante o ciclo de uma planta de feijao ocorrem modificacbes morfologicas e
fisioldgicas a partir das quais podem ser identificados os estadios de desenvolvimento da
planta. A duracdo dos estadios € influenciada pelas cultivares e por fatores ambientais. Assim,
a utilizacdo da escala de desenvolvimento da planta de feijdo oferece maior seguranca para
orientar ac6es de manejo na cultura ao invés de basear-se apenas em escala de tempo, ou seja,
numero de dias (CTSBF, 2012).

A escala de desenvolvimento usual para a planta de feijdo compreende dez estadios
(Tabela 1.1). A identificacdo de cada estadio € feita com base em um cddigo com uma letra e
um numero. A letra corresponde a fase a qual o estadio pertence, isto €, V = fase vegetativa e
R = fase reprodutiva. Os numeros de zero a nove indicam, de forma crescente, a posicdo do

estadio na escala (Fernandez et al., 1985).

Tabela 1.1. Estadios fenolégicos do feijoeiro.

Estadio® Descricao®
VO Germinacdo: emissao da radicula e cauliculo
V1 Emergéncia: os cotilédones aparecem ao nivel do solo
V2 Folhas primérias expandidas
V3 Primeira folha trifoliolada
V4 Terceira folha trifoliolada
R5 Pré floracdo: aparecimento do primeiro botéo floral e do primeiro racemo
R6 Floracéo: abertura da primeira flor
R7 Formacdo das vagens: aparecimento da primeira vagem
R8 Enchimento das vagens: inicio do enchimento da primeira vagem
R9 Maturacao: as vagens perdem sua pigmentacao e comegam a secar

(1) V = Vegetativa; R = Reprodutiva; (2) Cada estadio comeca quando 50% das plantas apresentam as condi¢des
relativas ao estadio. Fonte: Adaptado de Fernandez et al., (1985).



O feijoeiro € uma planta C3, portanto seu mecanismo de carboxilagcdo é chamado de
processo redutivo da pentose fosfato (ou ciclo de Calvin ou ciclo de Benson-Calvin). E
através deste mecanismo que os feijoeiros fixam o CO. atmosférico, metabolizando-o em
compostos organicos que, em Ultima instancia vao formar a estrutura das plantas. Esta
estrutura € formada em mais de 90% por compostos de carbono e em menos de 10% por
elementos minerais (Portes, 1988).

Apesar de sua ampla distribuicdo geografica, o feijoeiro € muito pouco tolerante a
fatores extremos de ambiente, sendo uma cultura relativamente exigente no que diz respeito a
maioria das condicdes edafoclimaticas (Andrade et al., 2008).

A temperatura média ideal para a cultura do feijdo corresponde a 21° C, sendo
consideradas aptas para 0 seu cultivo aquelas que apresentam valores médios de temperaturas
entre 15 a 29,5°C (Dourado Neto & Fancelli, 2000).

A ocorréncia de temperaturas acima ou abaixo da faixa Otima, dependendo da
frequéncia e da duracdo, pode ocasionar sérios prejuizos ao estabelecimento, crescimento e
desenvolvimento da cultura, resultando em baixo rendimento de graos.

Se baixas temperaturas ocorrem imediatamente ap0s a semeadura, podem impedir,
reduzir ou atrasar a germinacdo das sementes e a emergéncia das plantulas, resultando
possivelmente, baixa populacdo de plantas. Durante o crescimento vegetativo, baixas
temperaturas reduzem a altura da planta e o crescimento de ramos, conduzindo a producao de
pequeno nimero de vagens por planta (Andrade et al., 2008).

Alta temperatura talvez seja o fator climatico que exerce maior influéncia sobre as
estruturas reprodutivas, vingamento e retencdo de vagens no feijoeiro. A interacdo
polen/estigma, a germinagéo do gréo de polen, o crescimento do tubo polinico e a fertilizacéo

séo todos afetados pelas altas temperaturas. O abortamento de botdes florais, flores e vagens é
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aumentado quando temperaturas entre 30 e 40°C coincidem com o periodo reprodutivo do
feijoeiro (Andrade et al., 2008; Didonet, 2003).

Por ser uma planta Cs o feijoeiro satura-se fotossinteticamente a intensidade de luz
relativamente baixas. De forma geral, pode-se citar que regides que apresentem valores de
radiacdo solar em torno de 150-250W/m?2 podem ser consideradas como ideais para o
desenvolvimento do feijoeiro. Acima de 400w/m2 a taxa de fotossintese é praticamente
constante. Quanto a resposta ao comprimento do dia, atualmente, as cultivares de feijoeiro
existentes podem ser consideradas insensiveis ao fotoperiodo (Barbosa & Gonzaga, 2012;
Portes, 1988).

Com relacdo a agua, o feijoeiro é considerado como sendo uma espécie pouco
tolerante a deficiéncias hidricas. A cultura do feijdo exige um minimo de 300 mm de
precipitacdo para que produza a contento, sem a necessidade da pratica de irrigacdo. Regides
cujas precipitacdes oscilem entre 250 e 500 mm anuais sdo consideradas aptas para a
implantacdo da mencionada espécie, embora tal limitacdo encontra-se mais diretamente
condicionada a distribuicdo do que a quantidade total de chuvas ocorrida no periodo (Dourado
Neto & Fancelli, 2000).

Cultivado por pequenos e grandes produtores, em diversificados sistemas de producao
e em todas as regides brasileiras, o feijoeiro comum reveste-se de grande importancia
econdmica e social. Dependendo da cultivar e da temperatura ambiente, pode apresentar
ciclos variando de 65 a 100 dias, o que o torna uma cultura apropriada para compor, desde
sistemas agricolas intensivos irrigados, altamente tecnificados, até aqueles com baixo uso
tecnoldgico, principalmente de subsisténcia (Aidar, 2003).

O plantio de feijdo no Brasil é feito ao longo do ano, concentrando-se em trés épocas
ou safras. Dadas as caracteristicas da cultura, a forma como o feijdo € cultivado nas diferentes

regibes do pais, e, a diversidade climatica do Brasil, em qualquer més, sempre havera
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producdo em algum ponto do pais, 0 que contribui para manter o abastecimento interno e
reduzir a oscilacdo dos precos (Barbosa & Gonzaga, 2012).

A producdo apresenta certa sazonalidade que se traduz em trés safras ndo muito bem
definidas no tempo. A 1* safra ou “safra das dguas” (também chamada de “safra do Sul e
Sudeste”) ¢ colhida a partir de novembro até marco, com maior intensidade em dezembro; a
semeadura geralmente é feita entre agosto e outubro, podendo se estender até novembro e
dezembro. A 2% safra ou ‘“safra da seca” ou “safrinha” (também chamada de ‘“safra do
Nordeste e Sudeste”) € colhida de abril-maio até junho-julho; nesse caso, a semeadura é feita
entre janeiro e abril. A 3" safra também ¢ conhecida como “safra de outono-inverno”, “safra
do Sudeste” e “safra irrigada”; a semeadura ¢ feita a partir de maio, com a colheita entre
agosto e outubro (Barbosa & Gonzaga, 2012).

O cultivo de feijoeiro é bastante difundido em todo o territorio nacional, no sistema
solteiro ou consorciado com outras culturas (Barbosa & Gonzaga, 2012).

O feijoeiro pode ser cultivado tanto em varzeas quanto em terras altas, desde que em
locais com solos soltos, fridveis e ndo sujeitos ao encharcamento. O manejo adequado do solo
¢ muito importante para a garantia de condi¢cBes 6timas ao desenvolvimento do feijoeiro
comum, sobretudo do seu sistema radicular. A cultura se estabelece bem em plantio
convencional, cultivo minimo e plantio direto, desde que se tomem os cuidados inerentes a
cada sistema de manejo (CTSBF, 2012).

O uso de sistemas conservacionistas de manejo do solo, que reduzem a mobilizacéo e
mantém mais cobertura no solo, trazem beneficios a cultura do feijdo, pois além de reduzir a
erosdo, mantém a temperatura do solo mais constante, aumentando o armazenamento de agua
e a eficiéncia dos fertilizantes em geral. O plantio direto, consagrado como o sistema de
manejo mais eficiente no controle da erosao hidrica do solo, devera ser adotado sempre que

possivel. No plantio direto, deve ser adotado um sistema de rotagdo de culturas, no qual o
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feijdo deve ser precedido por um cultivo com grande producdo de biomassa, de forma a
manter a cobertura do solo e proteger a sua superficie contra o impacto das gotas da chuva,
além de servir como obstaculo ao escoamento de agua e impedir que as vagens toquem
diretamente o solo, melhorando a qualidade dos grédos. O uso de corretivos da acidez do solo,
como o calcario, e de fertilizantes organicos ou minerais, em quantidades baseadas na anélise
de solo e nas necessidades do feijao, também contribuem para a conservacéo e a fertilidade do
solo e 0 aumento e/ou manutencao da produtividade da cultura (CTSBF, 2012).

A utilizacdo correta do espacamento e da densidade de plantio na cultura do feijdo é
pratica cultural de baixo custo e de facil entendimento e adogdo pelos agricultores. A
distribuicdo adequada de plantas tem efeito sobre o controle de plantas daninhas e pode
representar uma estratégia importante para a utilizacdo mais eficiente de alguns fatores de
producdo, como luz, agua e nutrientes (Aradjo & Ferreira, 2008).

De modo geral, o espagamento em lavouras comerciais de producédo de graos de feijdo
varia de 0,3 a 0,6m entre fileiras. Sendo os espacamentos menores para cultivares de ciclo
mais precoce e habitos de crescimento tipos I e 1l e 0s espacamentos maiores para cultivares
de ciclo normal e habito de crescimento indeterminado (tipo Il e 111). Os espacamentos de 0,4
e 0,5m sdo os mais convenientes. O espacamento de 0,3m ndo deve ser utilizado quando for
previsto controle mecéanico de plantas daninhas. JA o espacamento de 0,6m sO deve ser
adotado em solos de alta fertilidade. Na semeadura as sementes devem ser uniformemente
distribuidas e, na regulagem da semeadora, deve-se considerar o seu poder germinativo. As
populacbes de plantas indicadas variam em funcdo do hébito de crescimento das plantas e da
cultivar (CTSBF, 2012).

A profundidade de semeadura pode gerar desuniformidade na emergéncia e o
tombamento de plantulas, além de propiciar ambiente favoravel a proliferacdo e ao ataque de

fungos do solo. A recomendacao geral é utilizar 3 a 4 cm de profundidade em solos argilosos
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ou umidos e 5 a 6 cm em solos arenosos. Em plantio realizado com solo frio, deve-se optar
por profundidade de 3 a 4 cm (Aradjo & Ferreira, 2008; CTSBF, 2012).

Para a cultura do feijoeiro, o estabelecimento rapido e uniforme das plantas no solo é
de fundamental importancia para sucesso da lavoura, onde o uso de sementes de alta
qualidade é imprescindivel. Porém, na maioria das semeaduras realizadas atualmente, os
produtores ndo conhecem a qualidade fisioldgica e sanitaria fisiologico das sementes
utilizadas, pois a cultura possui uma baixa taxa de utilizacdo de sementes, ficando ao redor de
19% no Brasil e 26 % no Distrito Federal (ABRASEM, 2014).

Uma semente de qualidade deve ter: 1) pureza genética, que ira expressar-se no
potencial produtivo, nas suas caracteristicas agrondmicas, na reacdo a doencas e pragas, nas
caracteristicas da semente, entre outras; 2) pureza fisica, determinada pelo grau e tipo de
contaminantes presentes no lote; 3) qualidade fisiologica, evidenciada pelo seu potencial em
gerar uma nova planta, perfeita e vigorosa, sob condicGes favoraveis; e 4) bom estado
fitossanitario, pois a boa semente nao deve veicular patdgenos, capazes de afeta
negativamente, a emergéncia e o vigor das plantulas e constituir o indculo primario para o
desenvolvimento de epidemias consequente reducdo no rendimento (Abreu, 2005).

Assim, € necessario que, no momento de adquirir sementes para a formacdo da
lavoura, o produtor conheca a procedéncia da mesma, sendo recomendavel que, além da
analise da sua qualidade fisica e fisiologica, seja também exigido o boletim de analise
sanitéria (Silva, 2005).

No pais ha boa disponibilidade de cultivares melhoradas e adaptadas para as diferentes
regibes, o que facilita o desenvolvimento da cultura. Entretanto, a falta de sementes na
quantidade demandada, constitui serio problema para o setor. Outro aspecto que restringe o

desenvolvimento dessa cadeia € a grande variedade de tipos e classes de feijoes produzidos e
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comercializados regionalmente, o que dificulta a padronizacéo, a classificacdo do produto e a

consequente formacéo de precos no mercado (Barbosa & Gonzaga, 2012).

1.2. Aspectos econdmicos da cultura do feijoeiro

O feijoeiro comum ¢é, historicamente, um dos principais alimentos consumidos no
Brasil e no mundo. O feijdo constitui-se em uma das mais importantes fontes protéicas na
dieta humana em paises em desenvolvimento das regifes tropicais e subtropicais. Em 2007, o
maior consumo desse produto ocorria nas Américas (40,8%), seguindo-se a Asia (37,8%), a
Africa (17,8%), a Europa (3,3%) e a Oceania (0,1%). Os paises em desenvolvimento s&o
responsaveis por 87,1% do consumo mundial (Barbosa & Gonzaga, 2012).

Considerando todos os géneros e espécies de feijdo englobados nas estatisticas da
FAOQO, publicadas em 2013, a producdo mundial de feijdo (124 paises), situou-se em torno de
23,14 milhGes de toneladas, ocupando uma area de 29,23 milhdes de hectares. Entre 0s
continentes, a Asia foi o maior produtor mundial (46%), seguido das Américas (30,6%), da
Africa (21,0%), da Europa (2,2%) e da Oceania (0,2%).

Mais da metade (54,7%) da producdo mundial origina-se de apenas quatro paises.
india e Myanmar sdo os principais produtores mundiais de feijdo. Em 2013 o Myanmar
ocupou a primeira posicdo, com producdo de 3,8 milhdes de toneladas, em uma area de 9,1
milhdes de hectares. Outros importantes produtores de feijdo sdo: Brasil, China, México e
Estados Unidos (FAOSTAT, 2014).

Fundamental para a seguranca alimentar e nutricional, sobretudo para classes mais
carentes da populacdo, o feijoeiro comum representa uma dos pilares da dieta brasileira.
Atualmente o consumo per capita situa-se na ordem de 16,7 kg/habitante/ano. Diversos
aspectos culturais determinam grandes variagdes regionais quanto ao gosto e preferéncia por

tipos de gréos consumidos (IBGE, 2014).
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A maior parte do feijdo produzido no Brasil vem da agricultura familiar, que é
responsavel por cerca de 60% da producdo nacional. Por isso o setor ndo € muito
especializado. Os grandes produtores optam por produzir a leguminosa como uma aposta de
curto prazo (os trés meses entre o plantio e a colheita) em meio a suas atividades principais. E
iSso acontece somente quando 0s precos estdo em patamares elevados, pois assim conseguem
reforcar suas receitas (CTSBF, 2012).

Segundo o Levantamento de Safra — Graos (CONAB, 2014), na safra 2012/2013 o
pais produziu 2,8 milhdes de toneladas em 3,07 milhdes de hectares, com uma produtividade
média de 913 kg/ha. A primeira safra produziu 0,97 milhGes de toneladas em 1,12 milhdes de
hectares (858 kg/ha), a segunda safra produziu 1,1 milhdes de toneladas em 1,3 milhdes de
hectares (851 kg/ha) e a terceira safra produziu 0,73 milhdes de toneladas em 0,65 milhdes de
hectares (1131 kg/ha). O Estado do Parana é o principal produtor, o Distrito Federal ocupa a
décima sexta posicdo. Parana e Minas Gerais participaram na safra de 2012/2013 por 41,9%
do total do feijao produzido no Pais. Os dez estados maiores produtores, sdo responsaveis por
86% da producdo brasileira de feijao. Em termos de produtividade, o Estado de Goias é o que
obteve os melhores resultados nas safras de 2008/2009 a 2012/2013, com rendimentos
superiores a 2000 kg/ha.

A média de produtividade de feijdo no Brasil, e considerada baixa, entretanto alguns
estados, essa média € superior a 1000 kg/ha (Tabelas 1.3 e 1.4), e os agricultores brasileiros
que utilizam alta tecnologia ja ultrapassam a marca de 3000 kg/ha (Borém & Carneiro, 2008;
CONAB, 2014).

Grandes areas de cultivo utilizam maquinario moderno e semeadura direta, adotando-
se elevado nivel tecnoldgico para alcangar alta produtividade de grdos, como é observado na
regido Centro-Oeste do pais, onde se atingiu uma produtividade de 1636,8 Kg/ha na safra

2012/2013 (Tabela 1.4). Na 32 safra, onde predomina o uso de sistemas agricolas intensivos,
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irrigados e altamente tecnificados a produtividade nas regides Centro-Oeste e Sudeste na safra
2012/2013 foram de 2512 e 2517 Kg/ha respectivamente. (CONAB, 2014).

Ressaltando que o feijao, na sua maioria, ainda € produzido por pequenos agricultores,
com poucos recursos tecnoldgicos e que, frequentemente, consorciam essa leguminosa com
outras culturas, sobretudo milho (Zea mays L.). Esses agricultores geralmente usam sementes
de baixa qualidade, utilizam cultivares inadequadas, adubam mal e ndo controlam pragas e
doencas. Escassez ou ma distribuicdo de chuvas sdo fatores que contribuem para esse baixo
rendimento médio, pois a irrigacdo ndo é pratica comum entre esses produtores (Borém &
Carneiro, 2008).

No Brasil, 63% do volume produzido é de feijdo-cores, enquanto 18% ¢é de feijao-
preto e 19%, de macacar (caupi). O feijdo carioca esta distribuido de forma uniforme nas trés
safras anuais, o feijdo-preto concentra-se no Sul do Pais e aproximadamente 70% de sua
producdo origina-se da primeira safra. A variedade macagcar, cultivada na Regido Nordeste,
concentra-se na segunda safra, a exce¢do da producédo no estado da Bahia (CTSBF, 2012).

Apesar dos atuais 2,9 milhdes de toneladas de feijdo produzidos o Brasil importou em
média, 223 mil toneladas/ano entre os anos de 2008 a 2013 (Tabelas 1.5).

No que tange a importacdo, a grande maioria é do tipo feijdo preto, porém, ocorre
importacdo relevante de feijdo de cor e de outros tipos de feijées. Os principais paises que
exportam para o Brasil sdo: China, Argentina, Bolivia, Estados Unidos e Bélgica (Barbosa &
Gonzaga, 2012; Ferreira et al., 2008).

O sistema de comercializacdo do feijao é o mais variado possivel, com predominio de
um pequeno grupo de atacadistas que concentra a distribuicdo da producdo, gerando, muitas
vezes, especulacbes quando ocorrem problemas na producdo. As caracteristicas do mercado
do produto, sobretudo no que concerne a concentracdo dos grupos atacadistas, influi

diretamente na formag&o do preco pago ao produtor (Barbosa & Gonzaga, 2012).
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Tabela 1.2. Area colhida, producio e rendimento de feijdo nos principais paises produtores (2010 - 2013).

2010 2011 2012 2013
o Area  Produgdo  Prod. Area  Producdo Prod. Area Producio Prod. Area  Producéo Prod.
als
(miltha)  (milt)  (Kg/ha) (milha)  (milt) (Kg/ha) (mil ha) (mil t) (Kg/ha) (miltha)  (mil t) (Kg/ha)
india 11000 4890 4445 11000 4330 393,6 9100 3710 407,7 9100 3630 398,9
Myanmar 2710 3530 1302,6 2712 3750 1382,7 2750 3900 1418,2 2700 3800 1407,4
Brasil 3424 3159 922,6 3673 3435 935,2 2709 2795 10317 2831 2936 1037,1
Estados 746 1442 1933,0 476 902 1895,0 684 1448 2117,0 530 1111 2096,2
Unidos

China 911 1339 1469,8 914 1583 1731,9 971 1561 1607,6 930 1410 1516,1
México 1630 1156 709,2 895 568 634,6 1559 1081 693,4 1754 1295 738,3
Tanzania 1209 867 nrl 738 676 916,0 1330 1199 901,5 1300 1150 884,6

Uganda 952 463 486,3 983 441 454,7 1060 425 400,9 1100 461 4191

Quénia 689 391 567,5 1037 578 557,4 1059 614 579,8 1000 529 529,0
Camardes 286 354 12378 296 365 12331 217 343 1580,6 262 352 13435

T Mundial 30808 23816 773,0 30417 23211 763,1 29318105 23917 1580,6 29234 23139 7915

Fonte: FAOSTAT, 2014.

18



Tabela 1.3. Area colhida, producio e produtividade de feijdo nos Estados maiores produtores (2008/2009 — 2012/2013).

Estado

Area colhida (mil ha)

Producao (mil t)

Produtividade (Kg/ha)

2008/09

2009/10

2010/11

2011/12

2012/13

2008/09

2009/10

2010/11

2011/12

2012/13

2008/09

2009/10

2010/11

2011/12

2012/13

PR 6304 5211 5228 4814 4800 7232 7942 8212 6779 6584 11472 15241 15708 14082 13717
MG 4207 4196 4013 4223 4197 599,3 6237 5823 6637 5648 14245 14864 14510 15716 13457
MT 134,70 103,80 208,20 180,80 211,70 151,20 120,90 234,80 22440 2945 11225 11647 11278 12412 13911
GO 1144 1130 1099 1262 1081 2638 2888 2601 3081 2361 23059 25558 2366,/ 24414 21841
SP 186,3 1806  167,0 1638 1201 3248 3186 3480 3309 2356 17434 17641 20838 20201 19617
BA 5508 6120 5631 4273  456,0 3364 3904 2629 1176 1892 610,7 6379 4669 2752 4149
sC 1291 1102 1040 86,8 76,7 1785  167,7 1605 1173 1247 13826 15218 15433 13514 16258
RS 117,0  106,7 92,4 81,3 71,2 1254 1153 1239 94,1 94,1 10718 10806 13409 11574 13301
CE 5891 4582 6129 4336 3411 1593 845 2596 32,9 66,2 2704 1844 4236 75,9 194,1
PE 3167 2646 3224 2297 1764 1367 885 1615 338 46,3 4316 3345 5009 1471 2625
Brasil 41478 36088 39900 32621 30753 3502,7 33225 37328 29184 28063 8445 9207 9355 8946 9125

Fonte: CONAB, 2014.

19



Tabela 1.4. Producdo, area plantada e rendimento nacional e por regido geografica nas safras
2011/2012 e 2012/2013.

Area Producéo Area Producéo
n ) ) Prod. (Kg/ha) ) ) Prod. (Kg/ha)
Regido (mil ha) (mil t) (mil ha) (mil t)
2011/2012 2012/2013

Sul 649,5 889,3 1369,2 627,9 877,8 1398,0
Sudeste 608,1 1012,8 1665,5 558,3 815,8 1461,2
Nordeste 1503,9 289,3 192,4 1399,8 425,3 303,8
Centro-Oeste 3421 603,0 1762,6 356,0 582,7 1636,8
Norte 158,5 1240 782,3 133,3 104,7 785,4
Norte/Nordeste  1662,4 413,3 248,6 1533,1 530,0 345,7
Centro-Sul 1599,7 2505,1 1566,0 15422 2276,3 1476,0
Brasil 3262,1 29184 894,6 3075,3 2806,3 912,5

Fonte: CONAB, 2014.

Tabela 1.5. Balanco da oferta e demanda de feijao no Brasil (1.000 toneladas), 2008/2009 a
2012/2013.

Estoque . ) . Estoque
Safra o Producdo Importacdo Suprimento Consumo Exportagdo ]

inicial final
2008/2009 230,0 3502,7 110,0 38427 3500 25,00 317,7
2009/2010 317,7 33225 181,2 38214 3450 4,5 366,9
2010/2011 366,9 3732,8 207,1 4306,8 3600 20,4 686,4
2011/2012 686,4 2918,4 312,3 3917,1 3500 43,3 373,8
2012/2013 373,8 2806,3 304,4 3484,5 3320 35,3 129,2

Fonte: CONAB, 2014.
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1.3. Doencas do feijoeiro

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado durante todo o ano, numa
grande diversidade de ecossistemas, 0 que faz com que inumeros fatores tornem-se limitantes
para a sua producdo. Entre estes fatores, um dos principais sdo as doencas as quais, além de
diminuirem a produtividade da cultura, depreciam a qualidade do produto (Sartorato et al.,
2003).

Segundo Maffia et al., (1988), aproximadamente 108 fungos, 24 nematoides, 19 virus
e 17 bactérias sdo citados como patdgenos do feijoeiro. No Brasil mais de 20 doencas de
origem biodtica afetam a cultura do feijoeiro durante todo seu ciclo (Lobo Junior, 2005).

As doencas fungicas estdo divididas em dois grupos com base na sua origem. Assim,
temos as doencas denominadas da parte aérea e cujos agentes causais ndo sobrevivem no solo
e, as doengas de solo, cujos agentes causais encontram-se adaptados para sobreviverem neste
ambiente. Entre as principais doencas flngicas, da parte aérea do feijoeiro comum encontram-
se a Antracnose (Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara), a
Mancha Angular (Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun), a Ferrugem
(Uromyces appendiculatus F. Strauss), o Oidio (Erysiphe polygoni DC.) e a Mancha de
Alternéria (Alternaria spp.) além de duas outras recentemente identificadas nesta cultura e
denominadas de Sarna (Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & W.D. Moore e
Carvdo (Ustilago sp.) (Lobo Junior, 2005; Sartorato et al., 2003; Bianchini et al., 2005).

Entre as principais doencas cujos agentes causais apresentam capacidade de sobreviver
no solo durante varios anos, em estruturas de sobrevivéncia, e atacam o sistema radicular ou
até mesmo a parte aérea das plantas, formando lesdes que restringem o desenvolvimento das
mesmas ou causam a sua morte encontram-se o Mofo Branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary), Podridao do Colo (Sclerotium rolfsii Sacc.) a Mela (Thanatephorus cucumeris (A.B.

Frank) Donk), a Podridédo Radicular de Rhizoctonia (Rhizoctonia solani J.G. Kiihn), Podridéo
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Radicular Seca (Fusarium solani f. sp. phaseoli W.C. Snyder & H.N. Hansen), a Murcha de
Fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli J.B. Kendr. & W.C. Snyder e a Podriddo
Cinzenta do Caule (Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.) (Lobo Junior, 2005; Sartorato et
al., 2003; Bianchini et al., 2005).

No Brasil, foram descritas mais de dez viroses em feijoeiro (Bianchini et al., 2005).
Entre os virus mais importantes, destaca-se 0 BCMV (Bean common mosaic virus), causador
do Mosaico Comum, BGMV (Bean golden mosaic virus), causador do Mosaico Dourado,
BRMV (Bean rugose mosaic virus), agente do Mosaico Rugoso, CpMMV (Cowpea mild
mottle virus), agente do Mosaico Angular Amarelo, e SBMV (Southern bean mosaic virus),
causador do Mosaico do Sul ou Meridional (Fiallos, 2010). InfeccBes mistas ocorrem
principalmente na safra da seca, quando se observa maior incidéncia do BGMV. Os danos
provocados nestes casos sdo mais severos que aqueles causados pelas infec¢bes individuais
por qualquer um dos virus. Outro fator agravante € que nas cultivares com resisténcia ao
BGMYV, a mesma é perdida quando ocorre a infeccdo mista do BGMV com virus isométricos
de outros géneros (Bianchini et al., 2005).

Entre as diversas associaces de nematdides ao sistema radicular do feijoeiro,
registram os formadores de galhas (Meloidogyne spp.), 0 nematdide reniforme (Rotylenchulus
reniformis), o nematdide das lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus) e o nematdide
espiralado (Helicotylenchus dihystera) (Bofim Janior, 2013; Paula Junior & Zambolim,
2006).

No Brasil, as bacterioses registradas na cultura do feijoeiro sdo: Crestamento
Bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) (Robbs, 1954); Crestamento Bacteriano
Aureolado (Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola) (Costa e Paradela, 1972); Fogo
Selvagem (P. syringae pv. tabaci) (Ribeiro et al., 1979) e Murcha de Curtobacterium

(Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens) (Maringoni & Rosa, 1997).
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Com excecdo da Ferrugem, do Oidio e do Mosaico Dourado todas as doencas, com
maior ou menor intensidade, sdo transmitidas pelas sementes. De um modo geral, as doencas
de origem fdngica e bacteriana podem ser disseminadas, a longa distancia através das
sementes infectadas e as doencas fungicas, também através das correntes aéreas. A curta
distancia, estas doencas sdo disseminadas pelas sementes infectadas, vento, chuvas, insetos,
animais, particulas de solo aderidas aos implementos agricolas, 4gua de irrigacdo e pelo
movimento do homem. O virus do Mosaico Comum é transmitido pelas sementes e por
afideos enquanto que o virus do Mosaico Dourado ¢ transmitido pela mosca branca (Bemisia
tabaci Gennadius) (Sartorato et. al., 2003).

A incidéncia, a intensidade dessas doencas e 0s prejuizos causados variam de acordo
com a regido, a época de plantio, o sistema de plantio, a variedade, a qualidade sanitaria da
semente e as condic¢des climaticas (Rosolem & Marubayashi,1994).

Desse modo, o controle de doencas do feijoeiro deve ser integrado visando atingir
varios agentes patogénicos, utilizando-se dos principios de controle de doencas de plantas,
exclusdo, erradicacdo, protecdo, resisténcia, terapia e evasao.

No dia 17 de junho de 2014, foi publicado no Diario Oficial da Unido a Instrucdo
Normativa n° 15, a qual estabelece o vazio sanitario, para a cultura do feijoeiro comum nos
estados de Minas Gerais e Goias e no Distrito Federal. O objetivo é o controle do virus
(BGMV) causador do Mosaico Dourado e do seu vetor, a mosca branca (B. tabaci). O periodo
de vazio sanitario obrigatorio sera de 5 de setembro a 5 de outubro de cada ano na area
denominada Regido 1, em determinados municipios de Goiés, e entre os dias 20 de setembro
e 20 de outubro de cada ano, no Distrito Federal, em determinados municipios no Estado de

Minas Gerais, e na denominada Regido 2, no Estado de Goias (BRASIL, 2014).
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1.4. Murcha de Curtobacterium

A Murcha de Curtobacterium foi relatada pela primeira vez nos Estados Unidos da
Ameérica, no estado de Dakota do Sul, por Hedges, em 1922, causando perdas de
aproximadamente 90% na produtividade das plantas de feijoeiro afetadas. Nos anos seguintes,
a doenca foi descrita em outras localidades, como os estados norte-americanos de Michigan,
Virginia, Maryland, Montana e no Distrito de Columbia, além de outros paises, como
Alemanha e Franca (Hedges, 1926). Na ocasido da descricdo em 1922 (Hedges), foi
denominada como Bacterium flaccumfaciens tendo recebido posteriormente as seguintes
denominacdes: Phytomonas flaccumfaciens (Hedges, 1922) Bergey et al., 1923,
Pseudomonas flaccumfaciens (Hedges, 1922) Stevens 1925; Corynebacterium flaccumfaciens
(Hedges, 1922) Downson 1942; Corynebacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
(Hedges, 1922) Dowson 1942; Corynebacterium flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens
(Hedges, 1922) Downson 1942 e, finalmente baseado em perfil de proteinas celulares através
de eletroforese em gel de poliacrilamida, foi reclassificada como Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges, 1922), Collins e Jones, 1983 (Carlson & Vidaver,
1982; Collins e Jones, 1983; Young et al., 1996).

A bactéria causadora da Murcha de Curtobacterium do feijoeiro, C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens, ocupa a seguinte posicéo taxondmica: Dominio Bacteria; Filo Actinobacteria;
Classe Actinobacteria; Subclasse Actinobacteride; Ordem Actinomycetales; Subordem
Micrococcineae; Familia Microbacteriaceae (Bradbury, 1986).

A distribuicdo geografica da Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) é
bastante ampla. Existem registros nos seguintes paises: Canada, Estados Unidos e México, na
América do Norte; Brasil e Coldmbia, na América do Sul; Tunisia e Turquia, na Asia;
Alemanha, Bélgica, Bulgaria, Grécia, Hungria, “antiga” Tugoslavia, Roménia, Russia e Suica,

na Europa; Austrdlia, na Oceania (Bradbury, 1986; Commonwealth Mycological Institute,
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1992; Hedges, 1922; Maringoni & Rosa, 1997; Uesugi et al., 2003; Nunes et al., 2004; Rava
et al., 2004; Theodoro e Maringoni, 2004).

No Brasil, Cff era considerada uma praga quarentenaria, sendo que em 1995 foi
relatada por Maringoni & Rosa (1997), em uma lavoura de feijoeiro, cultivar Carioca,
localizada no municipio de Itaporanga, Estado de S&o Paulo, e a partir de 2001, ela foi
observada em diferentes regides produtoras de feijdo nos Estados do Parana e Santa Catarina
(Leite Jr. et al., 2001), Goias e no Distrito Federal (Uesugi et al., 2003). Na safra de
2011/2012 no Estado do Parand, foi relatado pela primeira vez Cff em lavouras de soja no
Brasil (Soares et al., 2013).

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens € uma bactéria gram-positiva,
aerobia estrita, movel, com um a trés flagelos laterais peritriquos e ndo formadora de
enddsporo. Apresentam-se em forma de bastonete isolado ou em pares, com 0,4-0,6 x 0,6-3,0
um de didmetro. As colénias em meio de cultura podem ser amarelas, de forma circular, com
bordos lisos, planas ou levemente convexas e de aspecto brilhante. (Hayward & Waterston,
1965). Em meio de cultura extrato de levedura-glicose-agar, as bactérias apresentam colénias
ligeiramente convexas, sem viscosidade, semifluidas e de coloragdo amarela, laranja ou
vermelha, podendo também produzir um pigmento sollvel em &gua de coloragdo azul ou
parpura (Davis & Vidaver, 2001). Além disso, desenvolve-se bem em temperaturas 6timas de
24 a 37°C, com temperaturas maximas entre 35 a 37°C, apresenta tolerancia a presenca de sal,
com 7% a 9% de NaCl, e requer tiamina, biotina e pantotenato para crescimento. Produz
acido a partir de arabinose, celobiose, frutose, galactose, glucose, glicerol, inositol, maltose,
melobiose, rafinose, sacarose e xilose e, usualmente a partir de inositol e melozitol. E catalase
positiva, mas oxidase, tirosinase, urease e indol negativa. N&o reduz nitrato a nitrito, ndo
produz amonia a partir de peptona, mas produz H>S a partir de cisteina. Nao produz

aminoéacido-descarboxilases ou fenilalanina desaminase (Bradbury, 1986).
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A bactéria é uma espécie fitopatogénica e caracteriza-se por colonizar 0s vasos
xilematicos, obstruindo a passagem de seiva, causando murcha, flacidez, amarelecimento das
folhas, queima ou encarquilhnamento do bordo foliar, escurecimento vascular, nanismo,
enfezamento nas plantas e, consequentemente, morte da parte aérea do feijoeiro e/ou reducéo
do seu potencial produtivo (Wendland, 2008). Os sintomas sdo mais agudos nas plantas em
periodos de estresse hidrico e temperaturas elevadas e em plantas jovens, até 5-8 cm de altura
(TEGLI et al., 2002).

As sementes contaminadas internamente apresentam coloracdo amarelada, laranja ou
purpura, como consequéncia do crescimento bacteriano e se tornarem enrugadas, mas na
maioria das vezes nenhum sintoma é visivel. (Tegli et al., 2002).

Os sintomas da doenca nas lavouras geralmente aparecem em reboleiras, embora
plantas isoladas possam ser encontradas (Valentini et al., 2010).

Os sintomas de escurecimento vascular, conjuntamente com os sintomas de murcha, se
assemelham aos sintomas da Murcha de Fusarium, causado pelo fungo Fusarium oxysporum
f.sp. phaseoli, motivo este que promove uma confusdo na detec¢do da doenca a campo. A
semelhanca entre os sintomas da Murcha de Curtobacterium e a Murcha de Fusarium
provavelmente foi um dos motivos que atrasou a constatacdo da doenca no territorio brasileiro
(Uesugi et al., 2003).

Em experimentos de campo e analises em lavouras de feijoeiro no Distrito Federal e
entorno, para caracterizagdo dos sintomas causados por Cff em feijoeiro, Miranda Filho
(2010) observou que a murcha propriamente dita, sintoma tipico na caracterizacdo da doenca,
geralmente ndo ocorre nos estadios inicias da cultura, aparecendo geralmente nos estadios

reprodutivos, coincidindo com a fase de maior necessidade hidrica da cultura.
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Em soja a doenga é chamada de “tan spot”. Os sintomas sdo bem distintos daqueles do
feijoeiro, com as folhas apresentado clorose e lesdes que se iniciam nas margens foliares e
progridem para a regiao central (Dunleavy, 1983).

Curtobarterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens possui vérias hospedeiras, mas
restrito apenas as leguminosas. Entre os relatos estdo, feijado comum e de vagem (Phaseolus
vulgaris L.), caupi (Vigna unguiculata L.), ervilha (Pisum sativum), feijdo asiatico Adzuki
(Vigna angularis Willd.), feijdo ayocote (Phaseolus coccineus L.), feijdo de lima (Phasolus
lunatus L.), feijado mungo (Vigna radiata L.), lab-lab (Lablab purpureus), soja (Glycine max
L.) e Zornia spp. (Bradbury, 1986; Dunleavy, 1983; Hedges, 1922; Leite Junior et al., 2001;
Zaumeyer & Thomas, 1957; Torres et al., 1982).

A principal forma de disseminacdo de Cff é por sementes contaminadas, as quais
podem estar infectadas internamente ou apenas infestadas superficialmente (Tegli et al.,
2002). Nas sementes contaminadas internamente, a bactéria fica alojada nas ceélulas
palicadicas que formam a testa (Chavarro et al., 1985). N&do ha disseminacdo por chuva e agua
de irrigacdo, devido a bactéria colonizar internamente os tecidos vasculares. No entanto,
dissemina-se rapidamente ap6s chuva de granizo devido aos ferimentos causados. A bactéria
pode penetrar na auséncia de chuvas, ndo sendo observada a penetracdo via estbmato. N&o ha
relatos de vetores para disseminacdo de Cff, porém, o nematdide Meloidogyne incognita pode
favorecer a sua penetracdo através de ferimentos (Schuster, 1959). No entanto Salgado et al.,
2007 ndo constatou a interacdo patogénica entre Cff e M. incognita (raca 2) na infeccdo e na
manifestacdo dos sintomas da Murcha de Curtobacterium em plantas de feijoeiro das
cultivares Pérola e IAPAR 16.

Miranda Filho (2010) avaliou a disseminacao de Cff entre plantas de feijoeiro, cultivar
Pérola, via parte aerea e sistema radicular. Para avaliacdo da disseminacdo via parte aérea foi

realizando experimento em casa de vegetacdo de forma que ndo houvesse contato entre o
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sistema radicular das plantas, para tal as mesmas foram arranjadas de modo que elas ficassem
espacadas a 0,10 m para simular o arranjo entre plantas e 0,50 m para simular o0 espacamento
entre linhas. Ja para avaliacdo da disseminacdo via sistema radicular, o experimento foi
realizado em condi¢bes de campo, onde foram usados 0s mesmos espacamentos do ensaio
anterior, mas de modo que ndo houvesse contato entre as plantas via parte aérea. De acordo
com os resultados obtidos, a transmissdo via parte aérea foi de 20% nos dois espacamentos e
pelo sistema radicular foi de 16,7% para espacamento de 0,10 m e de 10% no espacamento de
0,50 m.

O patdgeno pode sobreviver nas sementes, por até dois anos ou por periodos mais
longos quando a semente é armazenada em condicBes 6timas (Tegli et al., 2002).

Curtobarterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens também pode sobreviver no solo,
servindo de indculo por periodos de até dez meses. Além disso, a bactéria virulenta sobrevive
em plantas ndo hospedeiras com Amaranthus retroflexus e Chenopodium album, por até dez
meses, enquanto estirpes ndo virulentas sobrevivem por até vinte dois meses (Schuster, 1967).

Miranda Filho (2010) avaliando a persisténcia de Cff em solo de cerrado, tipo latossolo
vermelho, cultivado com feijoeiro comum durante trés safras consecutivas e com alta
incidéncia de Murcha de Curtobacterium, observou que a bactéria permaneceu viavel no solo
por um periodo de aproximadamente vinte e dois meses.

Embora exista uma intensa busca por métodos de controle da Murcha de
Curtobacterium (Estefani et al., 2007; Rodrigues et al., 2006; Soares et al., 2004; Theodoro &
Maringoni, 2006a; Theodoro & Maringoni, 2006b;) seu controle esta baseado somente no uso
de sementes sadias, rotacdo de culturas e cultivares com algum nivel de resisténcia genética
(Hall, 1991; Maringoni, 2002).

O emprego de sementes sadias, j& que o patdégeno sobrevive e é transmitido por

sementes (Saettler & Perry, 1972), tem sido adotado em alguns paises, através da certificacdo
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sanitaria. Esta medida foi tdo eficaz que durante 20 anos a Murcha de Curtobacterium nao foi
constatada em areas de producdo de Dakota do Norte e em Minessota, E.U.A., e que apenas
em 1994 Cff foi isolado de uma amostra de sementes utilizada por um agricultor daquela
regido (Venette et al., 1995).

O uso de resisténcia genetica € o0 método mais eficiente para controlar a ocorréncia de
doencas em plantas por apresentar menor custo, ser de facil utilizacdo, além de ndo apresentar
riscos para 0 homem e o meio ambiente (FRY,1982).

A identificacdo de fontes de resisténcia é uma demanda para as pesquisas e a primeira
etapa do melhoramento quando se pensa na obtencdo da resisténcia a doencas (Faleiro, 2007).
Vérias pesquisas foram iniciadas no final da década de 50 e no inicio da década de 60,
visando selecionar fontes de resisténcia em feijoeiro a Murcha de Curtobacterium (Coyne et
al., 1963).

Na literatura internacional ha relatos de diversos gendtipos de feijoeiro, com elevado
nivel de resisténcia a Murcha de Curtobacterium (Chavarro et al.,1985; Coyne & Schuster,
1974; Huang et al., 2007b; Hsieh et al., 2003, Hsieh et al., 2005; Karkmkova & Boyadzhiev,
1984; Nikitina et al., 1980; Phang et al.,1974).

No Brasil, trabalhos avaliando a resisténcia ou tolerancia de cultivares tém sido
realizados, no entanto, apenas alguns gendtipos contém genes de resisténcia a Murcha de
Curtobacterium. Maringoni (2002), avaliando quarenta cultivares de feijoeiro através da
inoculacdo em separado de dois isolados de Cff, verificou que as cultivares IAC Carioca
Akytd, IAC Carioca Arud e IAC Carioca Pyaté sdo resistentes a Murcha de Curtobacterium.
Estas cultivares apresentaram menor severidade a doenca e menor reducdo da matéria seca da
parte aérea em relacéo as suscetiveis (IAC Carioca e Pérola), quando inoculadas com Cff.

Theodoro et al., (2007) avaliaram a reagdo de 73 cultivares locais de feijoeiro,

coletadas em Santa Catarina, a Murcha de Curtobacterium, e identificaram como fonte de
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resisténcia as cultivares Mouro Piratuba (grupo de coloragcdo variada) e Vagem Amarela
(grupo preto).

Rava et al., (2003) identificaram os materiais 'CF 800375, ‘Coquinho Enxofre', 'Feijdo
Baetdo', 'Mulatinho MG' e 'Vermelho 1 Epamig’ como resistentes a Murcha de
Curtobacterium, entre 333 cultivares locais coletadas em sete estados brasileiros.

Souza et al., (2006) avaliaram 333 acessos pertencentes ao banco de germoplasma de
feijdo do Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Os resultados da triagem da resisténcia
genética em gendtipos de feijoeiro indicaram a existéncia de variabilidade genética nas
amostras dos 333 gendtipos avaliados. Os materiais foram classificados em 4 grupos de
resisténcia: 29 genotipos (8,7%) comportaram-se como altamente resistentes, 13 genotipos
(3,9%) como resistentes, 18 genotipos (5%) como moderadamente resistentes e 273 genotipos
(81%) suscetiveis.

Krause et al., (2009) avaliaram 39 genotipos, sendo trinta e trés de feijdo de vagem e
seis de feijao comum, destes, ‘Novirex’, ‘IAC Carioca Tybatd’ e ‘Amarelo Baixo’ foram
identificados como resistentes.

A presenca de restos culturais de feijoeiro infectados com Cff em campos de cultivo de
feijoeiro pode ser uma importante fonte de in6culo para a ocorréncia de epidemias de Murcha
de Curtobacterium, sendo recomendada a incorporacao desses restos culturais, e a ado¢do de
rotacdo de cultura com espécies vegetais nao-hospedeiras do patdgeno. Trabalho realizado por
Silva Junior (2011) mostrou que Cff sobrevive por até 240 dias em restos culturais de feijoeiro
mantidos na superficie do solo e por até 30 dias quando incorporados a 20 cm de
profundidade.

A utilizacdo do tratamento de sementes com agentes de controle bioldgico pode ser
uma alternativa para o controle da Murcha de Curtobacterium. Huang et al., (2007a)

avaliaram a eficiéncia do tratamento de sementes de feijdo, inoculadas e naturalmente
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infectadas com Cff, com os isolados de Rhizobium leguminosarum bv. viceae R12 e R21, R.
leguminosarum bv. phaseoli BR e Pantoea agglomerans PA. Todos os agentes de controle
bioldgico reduziram a incidéncia e severidade da Murcha de Curtobacterium, além de
promoverem um aumento na emergéncia e altura de plantulas, sendo o isolado R.
leguminosarum bv. viceae R21 o agente mais eficaz.

Analises visuais das sementes sao insuficientes para determinar a presenca ou nédo de
bactérias fitopatogénicas. Deste modo, existe a necessidade de testes que possibilitem detectar
bactérias em sementes, especialmente quando o nivel de infeccdo é muito baixo (Oliveira,
1995). As avaliacOes de sanidade, visando a identificacdo de patdgenos e descarte dos lotes
contaminados, asseguram a sanidade dos lotes a serem comercializados e assim, evitar a
ocorréncia de epidemias generalizadas (Valentini et al., 2010).

Em fitobacteriologia os meios semi-seletivos sdo considerados uma ferramenta de
relevante importancia para o diagnostico de doencas, estudos epidemioldgicos e para o
isolamento de bactérias fitopatogénicas em tecidos vegetais e/ou sementes (Kruppa, 1993).
Por meio do uso do meio de cultura MSCFF desenvolvido por Maringoni et al. (2006), houve
a constatacdo da viabilidade de métodos qualitativos para a deteccdo de Cff em lotes de
sementes de feijoeiro, em exames de rotina laboratorial. Foi detectada a presenca desta
bactéria em metade dos trinta lotes de sementes de feijoeiro avaliados e ébitos nos Estados de
Sao Paulo, Parana, Goias e Rio Grande do Sul (Maringoni & Camara, 2006).

Ajustes no meio CNS (Corynebacterium Nebraskense Selective Medium) foram
propostas por Behlau et al. (2006) para recuperacéo e deteccdo de Cff em solo e sementes de
feijoeiro. Os resultados obtidos mostraram a eficiéncia do meio CNS - modificado na
recuperacdo de Cff de amostras de solo e sementes de feijado contaminadas por esta bacteéria,
podendo ser utilizado como ferramenta em estudos epidemioldgicos e ecoldgicos da bactéria,

assim como em analises fitossanitarias de sementes de feijoeiro.
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Morais et al. (2010) compararam a eficiéncia dos meios semi-seletivos MSCFF e CNS
modificado para a deteccdo de Cff, através dos metodos de repicagem por estria e por
espalhamento, em sementes de feijoeiro. Os resultados evidenciaram uma maior rapidez no
crescimento de Cff no meio semi-seletivo MSCFF, o qual pode ser utilizado em anélises de
rotina para deteccao de Cff em sementes de feijdo, pela facilidade de elaboracgéo, pela rapidez
de deteccao e também pelo baixo custo.

Técnicas moleculares estdo sendo utilizadas em estudos de variabilidade genética,
diagnose, identificacdo e caracterizacdo de isolados bacterianos (Valentini et al., 2010). Tegli
et al. (2002), demonstraram a eficiéncia dos iniciadores CffFOR2-CffREV4, obtidos a partir
do fragmento amplificado via PCR baseado na sequéncia repetitiva (Rep-PCR), na detec¢do
de Cff em sementes de feijao.

Os oligonucleotideos CF4-CF5 desenvolvidos por Guimardes et al. (2001), em PCR a
partir de sequéncia de fragmentos obtidos de DNA cromossémico por sub-clonagem da
porcdo especifica hibridizada para Cff, demonstraram alta especificidade para a deteccao dos
isolados de Cff utilizados pelos autores. No entanto no trabalho realizado por Souza et al.
(2006), os iniciadores CF4-CF5 ndo foram capazes de detectar dois isolados, ja 0s
oligonucleotideos CffFOR2-CffREV4 detectaram todos os 24 isolados de Cff. Deuner (2007)
observou que a utilizacdo os oligonucleotideos CffFOR2-CffREV4, na deteccdo de Cff em
sementes de feijao, apresentam maior repetibilidade e eficiéncia quando comparado com o0s
CF4-CF5.

As técnicas moleculares surgem como importante ferramenta para detec¢do de Cff,
principalmente quando se tém disponiveis primers especificos que detectam eficientemente o

patogeno alvo (Deuner, 2007).
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1.5. Tratamento de Sementes

Uma significante parcela dos agentes fitopatogénicos encontra-se comumente
associada as sementes de plantas (Tanaka & Machado, 1985). Entre os agentes que podem
ser transmitidos pelas sementes, o grupo dos fungos € 0 mais humeroso, seguido de bactérias,
virus e nematoides (Machado, 2000).

S&o considerados patogenos de sementes aqueles microrganismos que se encontram
em mistura ou diretamente associados a sementes em um dado lote. Essa localizacdo é
importante, pois dela depende a escolha para exame de sanidade e o tratamento fitossanitario
a ser recomendado (Tanaka & Machado, 1985; Blum et al., 2006). De modo geral, 0
transporte de patogenos por sementes pode ser efetuado de trés maneiras: 1) O patdgeno
acompanha a semente, mas ndo estd intimamente ligado a ela. Também chamado de
contaminacdo concomitante, nesse tipo de associagdo, o patdgeno, presente em fragmentos de
plantas ou particulas de solo, em formas de estruturas de resisténcia como esclerocios ou
cistos (nematoides), se mistura as sementes durante os processos de colheita e beneficiamento
e com elas é levado ao campo por ocasido da semeadura. 2) O patdgeno é carregado de forma
passiva, aderido a superficie da semente, sem associacdo com tecidos internos. Geralmente
esse tipo de associacdo € comum a certos virus, nematdides e alguns fungos na forma de
esclerddios, esporos e micélio. 3) O patdgeno € transportado nos tecidos internos da semente
(varias camadas do envoltério ou no embrido). Nesse caso a semente infectada normalmente
ndo mostra sintomas visiveis, uma vez que o patdgeno localiza-se internamente (Tanaka &
Machado, 1985; Machado, 1988).

A semente constitui num meio importante de disseminacdo de patogenos, sendo
considerada mais eficiente que os demais meios conhecidos. Dentre as causas, citam-se: por
ser rica em proteinas, carboidratos e minerais, a semente € um 6timo substrato nutritivo para

sobrevivéncia de inimeros patdgenos; por permanecer viavel por longo tempo, a semente
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permite, em consequéncia, a sobrevivéncia dos patdgenos por longos periodos de tempo; por
contactar diretamente com a semente dos hospedeiros, 0 patdgeno mantém assegurada a
patogenicidade, que tenderia a diminuir ou desaparecer, se a associacdo fosse com o solo,
restos de cultura entre outros; o plantio de uma semente infectada faz com que o patégeno
tenha sua introducdo assegurada no local; a semente infectada permite o desencadeamento da
doenca j& nos primeiros estadios do ciclo da planta; se o patdgeno veiculado pela semente
sobreviver no solo por longo tempo, mesmo utilizando-se sementes sadias nos plantios
subsequentes, podera haver manifestacdo da doenca (Tanaka & Machado, 1985).

O controle de doencas, em se tratando de sementes, segue, de modo geral, as mesmas
regras conhecidas para o controle de qualquer outro tipo de doenca em plantas. O tratamento
de sementes para reducdo de inoculo veiculado por elas é pratica das mais antigas na historia
de controle de doencas de plantas (Machado, 2000). A préatica era usada séculos antes do
nascimento da fitopatologia, embora bases cientificas tenham sido desenvolvidas ap6s o
famoso plantio de sementes de trigo danificadas por &gua do mar em 1660, que produziu a
lavoura livre de céries (Dhingra, 2005).

O tratamento de sementes constitui em procedimento bioldgico, quimico ou fisico,
visando reduzir ou erradicar fitopatdgenos associados externamente ou internamente as
sementes. O objetivo final é permitir a emergéncia de plantulas sadias e evitar a posterior
disseminacdo de patogenos (Oliveira et al., 2005).

Pela sua simplicidade de execucdo, menores riscos de intoxicacdo humana e poluigéo
do ambiente, eficiéncia e baixo consumo de material, o tratamento de sementes € umas das
medidas de controle mais praticadas na agricultura moderna (Jeffs, 1986 citado por Machado,
2000). A sua eficiéncia depende, basicamente, do tipo e localizacdo do patdgeno-alvo, do

vigor da semente e da existéncia de substancias e processos eficazes (Menten, 1995).
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Entre os meétodos de tratamento de sementes descritos na literatura incluem-se
métodos fisicos, quimicos e bioldgicos. Em menor escala, o tratamento bioquimico tem sido
praticado em alguns casos (Dhingra et al., 1980; Machado, 2006).

Entende-se por tratamento quimico a aplicacdo de fungicidas, antibidticos e
nematicidas as sementes. E 0 método mais comum de se tratar sementes, sendo de grande
valor comercial. O seu principio € bastante simples e baseia-se na existéncia de produtos
eficientes contra os patdgenos, que apresentem baixa fitotoxicidade e sejam pouco toxicos ao
homem e ao ambiente. E um método bastante diversificado e em expansdo, frequentemente
surgem novos produtos com caracteristicas desejaveis (Menten, 1995).

Entre os métodos fisicos, predominam os que preconizam o uso do calor aplicado por
meio da exposicdo das sementes a temperaturas que sejam letais ao patdégeno, porém, que
causem o minimo de danos & viabilidade das sementes. Entre esses, esta a imersdo de
sementes em &gua aquecida, o uso de calor seco, a corrente de vapor e o tratamento com
energia solar (Grondeau & Samson, 1994). Cuidados devem ser tomados, pois a diferenca
entre a temperatura letal ao patdgeno e aquela que inviabiliza a semente é em geral pequena,
por isso é essencial o controle preciso da temperatura (Rat, 1987). O tratamento via calor
seco, apresenta menor capacidade térmica ou troca de calor que a via Umida, requerendo,
portanto, maior tempo de exposicdo. Entretanto, € mais simples e mais acessivel, aléem de
causar menos danos as sementes, ja que ndao had o rompimento do tegumento e/ou
extravasamento de substancias das sementes, comum na embebicdo em &gua quente e vapor
arejado (Menten, 1995).

O tratamento biologico é a incorporacéo artificial de agentes de controle biologico as
sementes. O seu principio basico € a acao de “controle biologico” exercido por determinados
microrganismos, que eliminam, impedem ou reduzem o desenvolvimento de patdgenos

transportados pelas sementes (durante 0 armazenamento ou apés a semeadura), ou presente no
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solo, também existe a possibilidade de “inducdo de resisténcia” contra os patogenos de parte
aérea. Estes microrganismos atuam basicamente atraveés do antagonismo, hiperparasitismo e
competicdo (Menten, 1995). Entretanto, a recomendacdo mais extensiva deste tratamento é
ainda prematura uma vez que a selecdo de organismos com maior capacidade de adaptacao
ainda permanece como desafio. E possivel que métodos em desenvolvimento pela
Biotecnologia auxiliem no controle biologico de patégenos em sementes (Machado, 2000).

O tratamento bioguimico consiste em submeter as sementes a uma fermentacao
anaerdbica, por tempo determinado. Trata-se de um procedimento de emprego limitado a
poucas espécies e de pouco valor comercial, também ndo apresenta acdo residual. O principio
do processo é a sensibilidade de patogenos as substancias quimicas formadas durante a
fermentacao anaerdbica, assim deve ser criadas condi¢es de umidade e temperatura para que
ocorra formacdo de &cidos que inativem os patdgenos. Na pratica, as sementes de tomate sao
extraidas apos a fermentacdo durante 96 horas, a 21 °C, onde através deste processo, realiza-
se o controle de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, agente causal do cancro do

tomateiro (Dhingra et al., 1980; Machado, 1988; Menten, 1995).

1.6. Ozbdnio como agente antimicrobiano

O ozonio (03z), forma triatbmica do oxigénio, € um gas incolor, instavel, muito reativo
é toxico (Rice & Netzer 1982).

O ozbnio foi descoberto pela primeira vez em 1839 por Schénbein, estudando a
decomposicdo eletrolitica da agua (Tiwari & Rice, 2012). Somente ap6s duas décadas de sua
descoberta ficou claramente identificada a composicao triatdmica do 0z6nio, contendo apenas
oxigénio (Vidal, 2003).

O ozbnio é formado naturalmente na estratosfera em pequenas quantidades (0,05

mg/L) pela acdo da radiacéo ultravioleta do sol sobre o oxigénio. Uma pequena quantidade de
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ozonio também ¢é formada na troposfera como subproduto das reacbes fotoquimicas entre
hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio que sdo lancados por automoveis, industrias, florestas
e acdo vulcanica. Porém, o gas produzido é muito instavel e decompde-se rapidamente no ar
(Prestes, 2007).

Para a geracdo de ozonio, deve-se dividir primeiramente uma molécula de oxigénio
diatdbmico. O oxigénio livre resultante da quebra da molécula de oxigénio pode reagir com
outras moléculas de oxigénio para formar as moléculas de ozdnio. Porém para quebrar a
molécula de oxigénio uma grande quantidade de energia € requerida (Russel et al.,1999;
USEPA, 1999). O ozbnio pode ser produzido por métodos fotoquimico e de descarga elétrica,
além disso, ainda pode ser produzido por método térmico, radioquimico e eletroquimico (Kim
etal., 1999; Langlais et al., 1991).

A molécula de ozénio possui 0 segundo maior potencial de oxidacdo entre o0s
elementos quimicos, sendo superada somente pela molécula de flaor (F2). Em condicGes
normais de temperatura e pressao o 0zénio € moderadamente solGvel em &gua: 13 vezes mais
soltvel que o O2. E facilmente detectavel em concentragdes muito baixas, na faixa de 0,01 a
0,05 mg L (Rice & Netzer, 1982).

O oz6nio é instavel a pressdo e temperatura ambiente com uma meia vida de cerca de
15 minutos e é decomposto a Oz a temperaturas superiores que 35°C (Adaskaveg et al., 2002).
Em solucdo aquosa apresenta meia-vida que varia de 20 a 30 minutos em agua destilada a 20
°C (Silva et al., 2011).

A acdo germicida do ozbdnio foi evidenciada na Franca, no final do século XIX,
quando este gas comecou a ser utilizado como desinfetante no tratamento de agua (Lapolli et
al., 2003; Rice et al., 1981). Atualmente, utiliza-se essa tecnologia para outros fins, como
tratamento de agua de piscinas, para a sanitizagdo de galGes de agua, de superficies de

alimentos, de plantas e de equipamentos de processamento de alimentos, para desinfeccéo de
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carcacas, na conservacdo de frutas e verduras, e no controle de insetos praga de gréos
armazenados (Alencar, 2007).

O oz6nio é um poderoso agente oxidante, eficaz na inativacdo de bactérias, fungos,
virus, protozoarios, inclusive formas esporuladas e cistos de protozoarios, (Souza, 2006;
Lapolli et al., 2003; USEPA, 1999).

Cada microrganismo apresenta sensibilidade inerente ao ozoénio, de tal forma que as
bactérias sdo mais sensiveis que os fungos e leveduras, bactérias gram-negativas sdao mais
sensiveis que as gram-positivas, e 0s esporos sao mais resistentes que as células vegetativas
(Pascual et al., 2007). Fatores fisioldgicos e ambientais também exercem influencia no grau
de inativacdo dos microrganismos. A sensibilidade ao ozénio varia de acordo com o pH do
meio, a temperatura, a umidade, aditivos (por exemplo, acidos, agentes tensoativos, e
acucares), e com a quantidade de matéria organica em torno das células (Pirani, 2011).

A inativacdo dos microrganismos pelo 0zénio € um processo complexo porque o
ozOnio interage com numerosos componentes celulares, incluindo proteinas, lipidios
insaturados e enzimas respiratorias nas membranas celulares, os peptidioglicanos dos
envelopes celulares, enzimas e acidos nucléicos no citoplasma e proteinas (Pirani, 2011). O
ozOnio atua inicialmente na membrana celular, sendo a superficie da célula microbiana o
primeiro alvo a ser atingido. Sua acdo antimicrobiana € decorrente da oxidacdo de
glicolipideos, glicoproteinas e aminoacidos da parede celular, alterando a permeabilidade e
causando sua rapida lise. O 0z6nio ataca também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o
colapso da atividade enzimética celular. Além disso, sua agdo sobre o material nuclear dos
microrganismos altera as bases puricas e pirimidicas dos &cidos nucléicos, como ocorre com
alguns virus, onde o ozonio destroi seu RNA além de alterar as cadeias polipeptidicas do

capsideo protéico (Silveira, 2004; Hunt & Marifias, 1999).
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2. Material e Métodos
2.1. Isolado de Curtobacterium flaccumefaciens pv. flaccumefaciens

O isolado de Curtobacterium flaccumefaciens pv. flaccumfaciens (Cff) foi obtido
através de amostras de plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, coletadas
na regido de Alto Paraiso - GO e depositado na Colecdo de bactérias Fitopatogénicas do
Departamento de Fitopatologia da Universidade de Brasilia , sob 0 nimero UnB 1376.

Para isolamento da bactéria, hastes das plantas coletadas foram submetidas ao
processo de desinfeccdo superficial, que consiste da limpeza com papel toalha embebida com
etanol 70% seguido de uma flambagem. Apos este processo de desinfeccao, as hastes foram
cortadas deixando o cdmbio vascular exposto para obtencdo do material.

Em l&minas de vidro, esterilizadas, juntamente com agua destilada e estéril, pequenos
fragmentos foram macerados com bastdo de vidro e a suspensdo obtida foi transferida com
uma alca flambada, para placa de Petri contendo meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970),
e diluido em estrias por esgotamento.

As placas foram incubadas a 28°C, por 72 horas e foi observada a presenca ou nao de
col6nias tipicas de Cff. As col6nias suspeitas foram multiplicadas em meio de cultura 523
(Kado & Heskett, 1970). Apés o desenvolvimento das col6nias bacterianas, procederam-se
testes de coloracdo diferencial de Gram e hidroxido de potéssio (KOH 3%), para que
houvesse a confirmagédo da identidade do microrganismo isolado.

O isolado de Cff foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970) e
mantido a temperatura de 28 °C. Para manutencdo de sua viabilidade foram realizadas
repicagens periodicas durante o desenvolvimento do trabalho. Para preservacdo, células
bacterianas concentradas foram adicionadas em frascos contendo 10 ml de agua destilada e
estéril. Os frascos foram tampados, agitados, vedados com filme PVC e armazenados a

temperatura ambiente.
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2.2. Patogenicidade e reacdo de hipersensibilidade do isolado de Cff

Sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sabidamente sadias
(basicas) foram inoculadas com o isolado UnB 1376, de modo semelhante ao descrito por
Estefani, 2004. As sementes foram colocadas dentro de um Becker estéril e cobertas com
suspensdo bacteriana com concentracdo ajustada para 102 UFC/mL (Asso = 0,2). Apds 30
minutos, a suspensdo foi descartada e as sementes colocadas para secar a temperatura
ambiente, por aproximadamente 48 horas, dentro de caixas plasticas do tipo “gerbox” forradas
com papel toalha.

Apdbs a inoculacdo, trinta e seis sementes foram semeadas em vasos, 0S quais
continham o volume de aproximadamente de 3,0 L de solo previamente autoclavado. As
plantas desenvolveram-se em condicGes de casa de vegetacdo. Como testemunha, foram
semeadas sementes comprovadamente sadias. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com seis repeticGes. Cada parcela foi constituida de um vaso com seis sementes.

A avaliacdo foi realizada 30 dias ap0s a semeadura, quando foram observadas plantas
com sintomas da doenca.

Para determinacdo da reacdo de hipersensibilidade, também foi preparado uma
suspensdo na mesma concentracdo usada no teste de patogenicidade e em seguida infiltrada
por pressao, com auxilio de uma seringa hipodérmica estéril, nos espacos intercelulares na
face abaxial das folhas de fumo. Folhas infiltradas somente com &gua destilada estéril foram
utilizadas como testemunha. As plantas foram mantidas em laboratdrio e as avaliagdes foram

realizadas 24 e 48 horas ap06s a infiltracao.
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2.3. Sensibilidade “in vitro” de Cff a diferentes produtos fitossanitarios
O experimento foi realizado no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Fitopatologia da Universidade de Brasilia.

Sete produtos fitossanitarios foram selecionados para avaliacdo da sensibilidade “in

vitro” do isolado UnB 1376 de Cff (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Produtos fitossanitarios selecionados para avaliagdo da sensibilidade in vitro, do

isolado UnB 1376 de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Principio Grupo Modo de  Concentragdo

0@

Ativo Quimico Classe Marca ® Formulagéo Acio g/Kg-L @
Hldéogg?: de Inorganico  Bactericida/Fungicida  Kocide WG Contato 350
Oxicloreto de - - - Cuprogarb @

Cobre Inorgénico  Bactericida/Fungicida 350 WP Contato 350

Oxido Cuproso  Inorganico  Bactericida/Fungicida Cobre Atar WP Contato 500 @
Sulfato de A - - Cupro- @

Cobre Inorgénico  Bactericida/Fungicida dimy WP Contato 200

Casugamicina  Antibidtico  Bactericida/Fungicida ~ Kasumin SL Sistémico 20
Cloreto§ d_e Amon[o_ Bactericida/Fungicida  Fegatex SL Contato 100
benzalcdnio Quaternario

AC'qc.) Perqx[do Bactericida/Fungicida  Peracetic SL Contato 170

Peracético Organico

OWG — Granulado Dispersivel; WP — P6 Molhavel; SL — Concentrado Soltvel.
@ Concentragéo do ingrediente ativo g/Kg ou L do produto comercial.
®) Equivalente em Cobre Metélico.

Para realizacdo dos testes de sensibilidade foi preparada uma suspensdo bacteriana. A
suspensdo bacteriana foi preparada a partir de células crescidas em meio 523 (Kado &
Heskett, 1970), por 72 horas a temperatura de 28 °C. Ap6s o crescimento das células, as
mesmas foram colhidas do meio de cultura e colocadas em tubos de ensaio contendo 10 ml de
agua destilada e esterilizada. A concentracdo obtida foi de aproximadamente 108 UFC/mL
ajustada em espectrofotdmetro (Asso = 0,2). Em seguida, a suspenséo foi diluida em série até a

10°.
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2.3.1. Sensibilidade “in vitro” de Cff ao cobre

Nos os testes de sensibilidade “in vitro” ao cobre foi utilizado o meio CYE-glycerol
(casitone yeast extract-glycerol) (Zevenhuizen et al., 1979), contendo 1,7 g/L de casitona;
0,35 g/L de extrato de levedura; 2,0 g/L de glicerol e 15 g/L de agar, que possui baixa
capacidade de complexar ions de cobre.

Foram utilizados quatro ingredientes ativos: hidroxido de cobre, oxicloreto de cobre,
oxido cuproso e sulfato de cobre.  Cada produto foi adicionado ao meio de cultura CYE-
glycerol, apds autoclavagem e quando este atingiu temperatura média de 50°C, de modo se
obter concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100 e 200 ug/mL de cobre metalico. Para isto foi
preparadas uma solugéo estoque na concentracio de 2 x 10* pg/mL, a qual foi adicionada ao
meio assepticamente em determinado volume para obtencdo da concentracdo desejada
(Tabela 2.2). Cada frasco tipo Erlenmeyer contendo o meio de cultura foi agitado
manualmente para que o produto se misturasse por igual e em seguida o meio foi vertido em
cinco placas de Petri estéreis. Como testemunha, foi vertido meio de cultura sem adicdo de
produto.

Apos solidificacdo do meio de cultura uma aliquota de 50 uL da suspensédo bacteriana
e diluida a 107, foi depositada e espalhada, com auxilio de uma alga de Drigalski flambada,
sobre 0 meio CYE-glycerol contendo cobre nas concentracfes desejadas. ApOs o
plagueamento, as placas foram incubadas a 28 °C. Para cada concentragéo foram realizadas
cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo representado por uma placa.

A avaliacdo foi realizada ap6s 48 horas de incubacdo, através da contagem de
colbnias, expressas em unidade formadora de colonia (UFC) de cada placa. Em seguida foi
calculado a média entre as cinco placas e os dados transformados em UFC/mL.

O ingrediente ativo que em menor concentragcdo ndo permitiu o crescimento bacteriano

foi selecionado para o tratamento das sementes.
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Tabela 2.2. Volume de solucdo estoque necessario para obtencdo da concentracdo de cobre

metalico desejada, em meio de cultura.

Concentracao de cobre Volume de solucéo Volume final do

metalico desejada estoque adicionado ao V_olume inicial do meio de cultura
meio de cultura (mL)

(ng/mL) meio de cultura (mL) (mL)
0 0 100 100

10 0,05 99,95 100

20 0,10 99,90 100

30 0,15 99,85 100

40 0,20 99,80 100

50 0,25 99,75 100
100 0,5 99,50 100
200 1,0 99,00 100

2.3.2. Sensibilidade “in vitro” de Cff a casugamicina

A casugamicina foi adicionada ao meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970), apds
autoclavagem, quando este atingiu a temperatura média de 50 °C, de modo a se obter
concentragdes de 0, 1, 5, 10, 20, 25, 50, 100 e 200 ug/mL do ingrediente ativo. Apo6s a adic¢éo,
os procedimentos foram os mesmos citados no item 2.3.1. A menor concentracdo que ndo

permitiu o crescimento bacteriano foi selecionada para o tratamento das sementes.

2.3.3. Sensibilidade “in vitro” de Cff aos cloretos de benzalconio

Os cloretos de benzalconio foram adicionados ao meio de cultura 523 (Kado &
Heskett, 1970), ap6s autoclavagem, quando este atingiu a temperatura média de 50 °C, de
modo a se obter concentracdes de 0, 20, 40, 60, 80,100 e 200 pug/mL do principio ativo. Apés
a adicdo, os procedimentos foram os mesmos citados no item 2.3.1. A menor concentracdo

gue ndo permitiu o crescimento bacteriano foi selecionada para o tratamento das sementes.
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2.3.4. Sensibilidade “in vitro” de Cff ao acido perécetico

O 4cido peracético foi adicionado ao meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970),
apos autoclavagem, quando este atingiu a temperatura média de 50 °C, de modo a se obter
concentragdes de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 1000, 1500 e 2000 pg/mL do principio ativo.
Apds a adicdo, os procedimentos foram os mesmos citados no item 2.3.1. A menor
concentracdo que ndo permitiu o crescimento bacteriano foi selecionada para o tratamento das

sementes.

2.4. Avaliacao do efeito diferentes tratamentos de semente na erradicacdo de Cff

O experimento foi realizado no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Fitopatologia da Universidade de Brasilia.

Utilizaram-se sementes de feijdo (Phaseoulus vulgaris L.), cultivar Pérola,
sabidamente sadias (semente béasica). As sementes foram inoculadas por imersdao em
suspensdo bacteriana. Para preparo da supensdo foi utilizado isolado UnB 1376 de Cff.

Foram comparados os tratamentos de sementes: imersdo em solu¢do com os produtos
fitossanitarios nas concentracGes selecionadas nos testes “in Vitro”; exposi¢do a vapor de
etanol e metanol; ozonizacdo. Como testemunha utilizou-se sementes inoculadas e néo
tratadas. Para cada tratamento foram utilizadas 200 sementes. Apds os tratamentos as
sementes foram armazenadas em temperatura ambiente em envelopes de papel devidamente

identificados até 0 momento da avaliacdo da incidéncia e quantificacdo de Cff.

2.4.1. Inoculago das sementes
Para inoculagcdo empregou-se a metodologia semelhante ao descrito por Estefani,
2004. As sementes foram colocadas dentro de um Becker estéril e cobertas com suspenséao

bacteriana com concentragdo ajustada para 108 UFC/mL (Asso = 0,2). Ap6s 30 minutos, a
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suspensdo foi descartada e as sementes colocadas para secar a temperatura ambiente, por
aproximadamente 48 horas, dentro de caixas plasticas do tipo “gerbox” forradas com papel
toalha.

Apos a inoculacdo foi realizado um teste para avaliar a existéncia de colonizacao
interna das sementes pela bactéria. Para tal, foi utilizada metodologia semelhante a descrita
por Deuner, 2007. Foi selecionada uma amostra de 90 sementes inoculadas. Essas sementes
foram dividias em duas subamostras, nas quais metade das sementes foi submetida a
desinfestacdo superficial e a outra metade ndo. As sementes com desinfestacdo superficial
foram imersas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI 0,5%) durante 2 minutos e em
seguida, lavadas trés vezes em agua destilada esterilizada. Posteriormente, sementes, com e
sem desinfestacdo superficial, foram colocadas individualmente em tubos de ensaio com 9
mL de &gua destilada esterilizada e incubadas em camara fria por 18 horas a temperatura de
5°C. Decorrido esse tempo, aliquotas de 100 uL de cada suspensdo foram depositadas e
espalhadas, com auxilio de uma alca de Drigalski flambada em meio de cultura 523 (Kado &
Heskett, 1970). Para cada suspensdo foram realizadas trés repeticdes, de uma placa cada,
perfazendo um total de 135 placas por subamostra. Em seguida as placas foram incubadas a

28 °C por 72 horas e posteriormente contou-se 0 nimero de col6nias.

2.4.2. Tratamento de sementes de feijao com os produtos fitossanitarios

As sementes foram colocadas em um Becker de vidro e cobertas com solugdo dos
produtos nas concentra¢des selecionadas “in vitro”. Foi utilizado um volume de solu¢do duas
vezes maior que o volume de sementes. Estas permaneceram imersas na solucdo por 15
minutos. Em seguida a solugdo foi descartada e a sementes colocadas para secar dentro de

caixas tipo “gerbox” forradas com papel toalha por 48 horas.
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2.4.3. Tratamento de sementes de feijdo com vapores de etanol e metanol

As amostras de sementes foram tratatadas mediante exposicdo a vapor de etanol (96°
GL) e metanol (99,8° GL). Para tal foi adaptado um recipiente plastico como compartimento
individual, contendo 20 mL de etanol ou metanol (0,05 de alcool/mL recipiente). As um
sementes foram distribuidas sobre um suporte, com pequenos orificios em sua superficie e
suspenso internamente ao recipiente, formando uma camada Unica, tomando toda a superficie
do suporte, independentemente do nimero e do peso das sementes. O recipiente foi vedado
com filme PVC e mantido a 28 °C em camara tipo B.O.D. (Biologic Oxygen Demand). As

sementes permaneceram expostas ao vapor de alcool durante periodo de uma hora.

2.4.4. Tratamento de sementes de feijdo com o0z6nio

O processo de ozonizacao das sementes de feijdo foi realizado no Laboratorio de Pre-
Processamento e Armazenamento da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, na
Universidade de Brasilia.

O gés oz6nio foi obtido por meio de um gerador de ozdnio (Modelo O&L 3.0-0O2 RM,
da Ozone & Life®) baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica. Este tipo de
descarga é produzido ao aplicar uma alta tensdo entre dois eletrodos paralelos, tendo entre
eles um dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o ar seco. No espaco livre, é
produzida uma descarga em forma de filamentos, em que sdo gerados elétrons com energia
suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigénio, formando o ozénio (Os). No
processo de geracdo do ozo6nio, foi utilizado como insumo oxigénio (O2), obtido de
concentrador de oxigénio acoplado ao gerador de ozonio.

A concentracdo de ozonio foi determinada pelo método iodométrico, descrito por
Clescerl et al., (2000). Esse método consiste no borbulhamento de massa gasosa contendo

0z6nio em 50 mL de solucdo de iodeto de potéassio (KI) 1 N, com producéo de iodo (I.). Para
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garantir o deslocamento da reagéo para a produgdo de I», foi necessario acidificar o meio com
2,5 mL de &cido sulfurico (H2SOa4) 1 N, depois do borbulhamento. A solugéo foi titulada com
tiossulfato de sodio (Na2S203) 0,01 N, com uso de solucdo de amido 1% como indicador.

Cada amostra de semente foi transferida para uma coluna de vidro, com capacidade de
500 mL, tendo 19 cm de altura e 6 cm de didmetro, e posteriormente foi adicionado 200 mL
de &gua destilada e esterilizada. As colunas de vidro foram conectadas ao aparelho gerador de
0zo6nio por meio de mangueiras de silicone. Instalou-se destruidor térmico catalitico depois da
coluna de ozonizagéo, necessaria para decomposic¢do do ozonio residual. Antes da ozonizagédo
das amostras, a coluna de vidro era sanitizada, com borbulhamento do préprio gas ozénio em
agua, por 5 minutos.

No processo de 0zonizagéo, adotou-se concentragdo de 28,0 mg.L™, com vazdo do gas

de 1,0 L.min%, na temperatura de 25°C, por 15 minutos.

2.4.5. Avaliacdo da porcentagem de sementes contaminadas, quantificacdo de Cffe
eficiéncia dos tratamentos de sementes

Para avaliacdo da incidéncia de sementes contaminadas e quantificacdo de Cff,
tomaram-se amostras de 45 sementes para cada um dos sete tratamentos de sementes mais a
testemunha, representada pelas sementes inoculadas e sem tratamento. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes de 15 sementes.

As amostras foram submetidas ao processo de extracdo, onde as sementes sdo imersas
em agua. As sementes de cada tratamento foram colocadas individualmente em tubos de
ensaio com 9 mL de agua destilada esterilizada e incubadas em céamara fria por 18 horas a
temperatura de 5°C. Decorrido esse tempo, foi distribuido aliquotas de 100uL por placa,

contendo meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970), com trés placas por suspensdo,
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totalizando 45 placas por repeticdo. Em seguida as placas foram incubadas a 28 °C por 72
horas.

A avaliacdo da porcentagem de sementes contaminadas foi feita observando-se a
auséncia ou presenca de coldnias tipicas de Cff nas trés placas. A semente foi considerada
infectada quando apresentou, em pelo menos uma placa, uma colonia de Cff. Para
quantificacdo de Cff, procedeu-se a contagem do nimero de col6nias por placa, onde a valor
de cada repeticdo foi obtido pela média do numero de coldnias nas 45 placas. Os resultados
foram expressos em UFC/100uL e posteriormente transformados em UFC/mL e
UFC/semente. Calculou-se, ainda, a eficiéncia dos tratamentos de semente em porcentagem
(E%), por meio da relacdo entre a recuperacdo da bactéria, expressa em UFC a partir das
amostras dos respectivos tratamentos e a amostra das sementes apenas inoculadas: E% = (1-

(UFC Tratamento/UFC Sem Tratamento))x100.

2.4.6. Analises Estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variéncia utilizando o programa
SISVAR, versdo 5.3 (Ferreira, 2008). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade, de acordo com Banzatto & Kronka, 2006.

2.5. Experimento de Campo

O experimento foi conduzido na Fazenda Piau, localizada no municipio de Unai, MG,
situada a 16°42°12” de latitude S e 49°44°51” de latitude W, com altitude de 616 m, entre 0s
dias 5 e 18 de dezembro de 2013. Segundo Kdppen-Geiger o clima local é classificado como
Aw, tropical com inverno seco.

O solo do local é da classe Latossolo Vermelho Distrofico (Embrapa, 1999) cuja

composi¢do granulométrica na profundidade de 0 a 0,20 m, é de 9% de areia, 28% de silte e
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63% de argila. Os atributos quimicos do solo, na mesma camada, antes da instalacdo do
experimento, encontram-se na Tabela 2.3.

De acordo com os resultados da analise quimica do solo, realizou-se o céalculo da
necessidade de calagem, empregando-se 0 método de elevacgédo da saturagdo por bases.

O preparo de solo foi realizado através de duas gradagens pesadas e duas leves, sendo
que a calagem foi realizada com a aplicacio de 5000 kg ha™* de calcério dolomitico trés meses

antes da implantagcdo do experimento.

Tabela 2.3. Atributos quimicos na camada de 0 a 0,20 m do Latossolo Vermelho Distréfico

da area experimental antes da instalacédo do ensaio, em Unai — MG.

K S Ca Mg Al H+AI M.O B Zn Fe Mn Cu

pH (H20)
—--mg.dm3--- - cmolc.dm® ------- =% - e mg.dm=> ------------

4,8 16 103 47 08 07 14 8,9 4,4 0,3 1 466 495 06

Anélise realizada no Laboratorio de Fertilidade de Solo e Nutricdo Vegetal da CAMPO, Andlises Agricolas e
Ambientais, Paracatu — MG.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, em esquema
fatorial 5x8, perfazendo 40 tratamentos, constituidos pela combinacao de 5 tipos de amostras
de sementes de feijdo (semente basicas, com 10, 30 e 50% de sementes inoculadas e sementes
naturalmente infectadas) e 8 tratamentos de sementes (cobre, casugamicina, cloretos de
benzalcdnio, &cido peracético, vapor de etanol, vapor de metanol, ozénio e sem tratamento
(testemunha)). Todos os tratamentos tiveram quatro repeticdes.

As sementes de feijdo utilizadas no experimento pertencem a cultivar Pérola. A
amostra com sementes basicas foi representada por sementes comprovadamente sadias (sem
presenca de Cff), as quais também foram empregadas na mistura para a obtencdo dos lotes
com diferentes proporg¢des de sementes inoculadas.

A inoculagdo das sementes foi realizada pelo método da imersdo em suspensao

bacterina, de acordo com o item 2.4.1.
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Os tratamentos de sementes foram realizados da mesma forma supracitada (itens 2.4.2
ao 2.4.4).

As sementes naturalmente infectadas com Cff foram colhidas em uma lavoura
comercial de feijdo severamente atacada pela doenca, localizada no municipio de Alto

Paraiso, GO.

2.5.1. Avaliacdo da emergéncia e velocidade de emergéncia de plantulas.

A emergéncia das plantulas em campo foi realizada com subamostras de 120 sementes
para cada tratamento e repeticdo. As parcelas foram constituidas por quatro linhas de 2,0 m de
comprimento espacadas de 0,50 m com 15 sementes por metro linear, distribuidas
manualmente, a uma profundidade de aproximadamente 3,0 cm.

Ao final do décimo segundo dia apds a semeadura das sementes, quando ndo foi
observada emergéncia de novas plantulas, avaliou-se a porcentagem de plantulas normais.

A velocidade de emergéncia campo foi conduzida em conjunto com o teste de
emergéncia. As contagens do namero de plantulas emergidas, ou seja, com o0s cotilédones
completamente acima do nivel do solo, foram realizadas diariamente, sem que estas fossem
descartadas, obtendo-se, portanto, um valor cumulativo. Dessa maneira, 0 numero de
plantulas emergidas referentes a cada contagem foi obtido subtraindo-se do valor lido com o
valor referente a leitura do dia anterior. Dessa forma, com o nimero de plantulas emergidas
referentes a cada leitura, foi calculado o indice de velocidade de emergéncia (IVE) de acordo

com (Maguire, 1962), empregando-se a seguinte formula:
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IVE = indice de velocidade de emergéncia; G = nimero de plantulas emergidas observadas
em cada contagem; N = namero de dias da semeadura a cada contagem.
Os dados climatoldgicos, referentes ao periodo de avaliacdo dos testes, estdo

apresentados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Temperaturas maxima, minima e compensada média, precipitagdo pluvial e
umidade relativa do ar observadas ente os dias 5 e 12 de dezembro de 2013, em Unai, Estado
de Minas Gerais, na conducéo dos testes de emergéncia das plantulas e indice de velocidade

de emergéncia em campo.

Temperatura
Dia/més Méxima (°C) Minima (°C) Compensada Precipitacdo Umidade
média (°C) pluvial (mm) relativa (%)
05/12 36,3 22,5 27,64 0 66,5
06/12 30,1 20,7 24,64 26,6 82,5
07/12 31,1 20,7 24,16 3,4 83,75
08/12 30,1 20,3 24,64 8,8 73,5
09/12 31,1 217 24,84 0,5 80,00
10/12 31,3 217 25,16 5,6 78,25
11/12 31,9 21,9 26,08 1,3 82,5
12/12 32,3 22,1 25,28 6,8 79,00
13/12 28,9 20,1 24,08 15,4 88,25
14/12 30,3 21,3 24,8 10,4 86,25
15/12 30,3 21,7 25,2 14,6 86,75
16/12 30,9 20,9 24,6 28,1 86,5
17/12 32,3 22,1 25,28 29,2 76,00
18/12 31,7 22,3 25,16 0 77,75

Fonte: Estacdo Meteoroldgica de Unai — MG, INMET.
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2.5.2. Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando o programa
SISVAR, versdo 5.3 (Ferreira, 2008). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade, de acordo com Banzatto & Kronka, 2006.

2.6. Experimento em Casa de Vegetacao

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo da Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia, localizada em Brasilia, DF, 15°44'5" de latitude S e
47°53'1" de longitude W.

O experimento teve inicio com a semeadura no dia 17/04/2014 e o fim com a colheita
no dia 17/07/2014, totalizando um ciclo de 90 dias. Durante a conducdo do experimento foi
mantido um termohigrografo (Data Logger®) o qual registrou temperatura variando de 15 °C a
36 °C e umidade relativa de 34% a 98%.

Foram utilizadas sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola,
comprovadamente sadias (sementes basicas). Para inoculacdo das sementes, foi utilizado o
método de imersdo em suspensdo bacteriana supracitado no item 2.4.1.

Os tratamentos de sementes foram realizados da mesma forma descrita anteriormente
(itens: 2.4.2 a0 2.4.4).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, em esquema
fatorial 2x8, perfazendo 16 tratamentos, constituidos pela combinacdo de 2 amostras de
sementes de feijdo (sementes bésicas e sementes inoculadas) e 8 tratamentos de sementes
(cobre, casugamicina, cloretos de benzalconio, acido peracético, vapor de etanol, vapor de
metanol, ozonio e sem tratamento (testemunha)). Cada parcela foi constituida por quatro
vasos com seis sementes cada, totalizando vinte e quatro sementes por repeticdo. Todos 0s

tratamentos tiveram quatro repetigdes.
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As sementes foram plantadas em vasos, contendo o volume de aproximado 3,0L de
substrato previamente autoclavado. O substrato foi composto por Latossolo Vermelho
enriquecido com adubo formulado (NPK 4-14-8, 0,5 Kg.m™). A profundidade de semeadura
foi de aproximadamente 3,0 cm.

Aos quinze dias apos a semeadura (15 DAS) realizou-se o desbaste deixando trés
plantas por vaso, perfazendo um total de doze plantas por parcela.

Irrigacbes foram realizadas de acordo com a necessidade hidrica da cultura.
Aplicacdes alternadas com imidacloprido e tiametoxan foram realizadas visando o controle da
mosca branca (Bemisia tabaci Genn.).

As avaliacdes realizadas foram: emergéncia e indice de velocidade de emergéncia de
plantulas, desenvolvimento vegetativo, incidéncia e severidade da Murcha de Curtobacterium

e producao de graos.

2.6.1. Avaliacao da emergéncia e velocidade de emergéncia de plantulas

A avaliagdo emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo foi realizada com amostras
de 24 sementes para cada tratamento e repeticdo, distribuidas igualmente em quatro
repeticoes.

Ao final do décimo segundo dia apds a semeadura das sementes, quando nao foi
observada emergéncia de novas plantulas, avaliou-se a porcentagem de plantulas normais. A
velocidade de emergéncia campo foi conduzida em conjunto com o teste de emergéncia,
contabilizando, do 5° ao 12° dias apds a semeadura o nimero de plantulas que apresentavam
os cotilédones acima da superficie do solo. Ao final do teste foi calculado o IVE,

empregando-se a formula proposta por Maguire (1962).
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2.6.2. Avaliacdo do Desenvolvimento Vegetativo

O desenvolvimento vegetativo do feijoeiro foi avaliado determinando-se o peso de
matéria verde de parte aérea, numero de trifolios e altura da planta.

Para avaliagdo do peso de matéria verde, quatro plantas por parcela, oriundas do
desbaste realizado aos quinze dias ap0s a semeadura, foram selecionadas ao acaso. As plantas
foram colocadas em sacos plasticos e levadas ao laboratorio, onde foram pesadas em balanca
com precisdo de 0,01g. Os dados foram expressos em g.planta™.

As avaliagbes do numero de trifélios e a altura da planta foram realizadas aos vinte e
oito dias ap0Os a semeadura (28 DAS). Para o nimero de trifdlios foi contabilizado, nas 12
plantas de cada parcela, o total de folhas trifolioladas completamente expandidas.

A altura de planta foi medida com auxilio de uma régua graduada em centimetros,
medindo-se a partir do nivel do solo no vaso até o quarto né da haste principal. Foram

medidas as 12 plantas de cada parcela.

2.6.3. Avaliacdo da incidéncia e severidade da Murcha de Curtobacterium

As avaliacdes de incidéncia e severidade da Murcha de Curtobacterium foram
realizadas aos 30, 45 e 60 dias ap0s a semeadura. A incidéncia da doenca foi avaliada
contando-se o numero de plantas com sintomas tipicos causados por Cff em cada parcela. Os
sintomas da doenca foram avaliados em todas as plantas de cada parcela, com o emprego de
uma escala de notas que variaram de 0 a 9, conforme Maringoni, 2000, onde: 0 = sem
sintomas da doenga; 1 = sintomas de clorose nas folhas; 3 = poucas folhas murchas (1 a 3
folhas, menos de 10% das folhas da planta); 5 = aproximadamente 25% de folhas apresentam
murchas e amarelecimento; 7 = aproximadamente 50% de folhas murchas, amarelecimento e

necrose de foliolos, plantas com nanismo; 9 = aproximadamente 75% ou mais de folhas com
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murcha e/ ou necrose, queda prematura de folhas, nanismo severo e/ou morte da planta. A
severidade para cada tratamento foi obtida pela média dos valores obtidos nas parcelas.

A partir dos valores de severidade obtidos, foi calculada a area abaixo da curva de
progresso da Murcha de Curtobacterium para cada tratamento, de acordo com a formula:

AACPMC = Z{[(Y1+Y2)/2]*At}
onde Y1 e Y2 corresponderam aos valores de severidade para duas avaliacbes sucessivas
dentro da mesma parcela e At, o intervalo de tempo entre elas.

Para andlises dos dados de incidéncia, severidade e AACPMC foi considerado o
delineamento experimental blocos ao acaso sem arranjo fatorial, pois as plantas oriundas de
sementes ndo inoculadas com Cff ndo apresentaram sintomas caracteristicos da doenca.
Correspondendo assim a oito tratamentos, sendo a testemunha representada pelas plantas

oriundas de sementes inoculadas sem tratamento de sementes.

2.6.4. Avaliacdo da producao

A colheita foi realizada, quando todas as plantas do experimento atingiram o estadio
fenolégico R9, no dia 17/07/2014. As vagens presentes em cada parcela foram colhidas
manualmente e colocadas em sacos plasticos devidamente identificados.

Apbs a colheita as vagens foram levadas ao laboratério para contagem e debulha. Em
seguida, foram avaliados 0s seguintes parametros produtivos: nimero de vagens por parcela
(NVT), nimero de grdos por parcela (NGT), numero de grdos por vagem (NGV), nimero de
gréos abortados por vagem (NAV), porcentagem de gréos abortados (PSA), peso de gréos por

parcela (PGT), e numero de gréos por grama (NGG).
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2.6.5. Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando o programa
SISVAR, versdo 5.3 (Ferreira, 2008). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade, de acordo com Banzatto & Kronka, 2006.

2.7. Taxa de transmissdo planta - semente

Para determinar a taxa de transmissdo de Cff das plantas para as sementes, foi
selecionada uma amostra de 80 sementes, provenientes das parcelas com plantas oriundas de
sementes inoculadas e ndo tratatadas. Posteriormente a amostra foi subdividida em quatro
subamostras de 20 sementes cada.

Para a extracdo da bactéria, cada semente foi individualmente embrulhada em papel
aluminio previamente autoclavado e triturada com auxilio de um alicate tipo “universal”. Os
fragmentos de cada semente foram imersos em tubo de ensaio contento 9 mL de agua
destilada esterilizada. Os tubos foram fechados com tampdes de algoddo, incubados a 5 °C
por 18 h e, posteriormente, agitados manualmente. Decorrido esse tempo, retirou-se uma
aliquota de 100 pL a qual foi depositada e espalhada, com auxilio de uma alga de Drigalski
flambada, sobre 0 meio 523 (Kado & Heskett, 1970).

Para cada suspensdo obtida foram realizadas trés repeticdes, de uma placa cada,
perfazendo um total de 60 placas por subamostra. As placas foram incubadas a 28 °C, por 72
h e foi observada a presenca ou ndo de col6nias tipicas de Cff. Para confirmacdo da identidade
do microrganismo isolado, foi realizado teste de coloracdo de Gram e hidroxido de potassio
(KOH 3%).

A semente foi considerada infectada quando apresentou em pelo menos uma placa
uma coldnia de Cff. O resultado final foi expresso em porcentagem, obtido a partir da média

das quatro subamostras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolado de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff)

A partir dos isolamentos em meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970), obteve-se
col6nias de formato circular, bordos lisos, aspecto brilhante, levemente convexas, amarelas a
bege opaco. As caracteristicas apresentadas pela bactéria reisolada foram: células em forma

de bastonete, Gram positiva e ndo solivel em KOH a 3 %.

3.2. Patogenicidade e reacao de hipersensibilidade do isolado de Cff

O isolado UnB 1376 foi patogénico as plantas de feijoeiro, induzindo sintomas
caracteristicos da doenca como murcha, flacidez, amarelecimento das folhas, queima ou
encarquilhamento do bordo foliar, escurecimento vascular e nanismo. A reacdo de

hipersensibilidade em folhas de fumo foram todas positivas.

3.3. Sensibilidade “in vitro” de Cff a diferentes produtos fitossanitarios

Todos os produtos utilizados neste estudo reduziram o nimero de col6nias bacterianas
com o aumento da concentracdo do produto em meio de cultura, quando comparado a
testemunha.

Para os produtos cuUpricos, as concentracfes de cobre metalico que inibiram o
crescimento de Cff variaram de 20 a 50 pg/ml (Tabela 3.1). Os principios ativos sulfato de
cobre e Oxido cuproso foram os que inibiram o crescimento da bactéria em menor
concentragédo (20 pg/ml) e o oxicloreto de cobre em maior concentragdo (50 pg/ml).

As células procariontes e eucariontes requerem cobre para seu crescimento normal,
pois é constituinte de diversas enzimas, tais como as oxigenases e as envolvidas no transporte

de elétrons, ambas envolvidas na respiracdo. Mas em determinadas concentra¢des, o cobre
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tém a habilidade de gerar radicais livres capazes de danificar o DNA e membranas lipidicas,
sendo toxico as células (Valoudakis et al., 2005).

Uesugi et al. (2005) avaliando a sensibilidade “in vitro” de cinco isolados de Cff ao
cobre, verificaram que ao utilizar sulfato de cobre os isolados cresceram até a concentracao
de 400 pg/mL em meio de cultura 523 e 40 pg/mL em meio MMCC, com exce¢do para um
isolado (UnB 1284) que cresceu até 100 e 20 pg/mL em meio 523 e MMCC respectivamente,
utilizando oxicloreto de cobre houve crescimento até 500 pg/mL no meio 523 e até 50 pg/mL
no MMCC. Ja para hidroxido de cobre, houve crescimento até 800 pug/mL no meio 523 e no
meio MMCC até 100 pg/mL. O sulfato de cobre mostrou melhor eficiéncia na inibi¢do do
crescimento bacteriano, fato também observado no presente estudo.

Costa et al. (2012) caracterizaram 44 isolados de Xanthomonas spp., causadores da
mancha bacteriana do tomateiro para consumo in natura, provenientes da regido do Alto Vale
do Rio do Peixe, SC, Brasil, quanto a sensibilidade ao cobre utilizando o meio CYE-glycerol
suplementado com sulfato de cobre nas concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL e verificaram
que 98% de todos os isolados foram sensiveis a 200 ug/mL, sugerindo que aparentemente, a
dosagem recomendada de produtos a base de cobre em campo, 10 vezes maior que a dosagem
limitrofe utilizada nos testes in vitro, ainda é eficiente para as diferentes espécies da bactéria.

Meneguin et al. (2007) determinando a sensibilidade ao cobre de 122 isolados
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), causador do cancro citrico, utilizando o meio AN
suplementado com sulfato de cobre nas concentragbes 0, 1, 5, 10, 20, 50 e 100 pg/mL,
observaram que a maior concentracdo de cobre em que foi observado crescimento de isolados
de Xac foi de 50 pg/mL. Entretanto 45,5 % dos isolados da bactéria provenientes de pomares
que receberam aplicacdes frequentes de cobre cresceram na presencga de 50 pug/mL de cobre,
contra apenas 13,4 % dos isolados oriundos de pomares que nao receberam pulverizagdes

regulares do bactericida.
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Marques et al. (2009) avaliaram a sensibilidade ao cobre de estirpes de Xanthomonas
campestris pv. viticola, causador do cancro bacteriano em videira, coletadas em diferentes
localidades, entre os anos de 1998 a 2006 e observaram variabilidade na sensibilidade ao
oxicloreto de cobre e ao sulfato de cobre entre as 21 estirpes testadas, onde a concentragdo
minima inibitoria variou entre 10 e 60 pug/mL de Cu?* , para os dois produtos. De forma geral
foi observado pelos autores uma evolugédo no crescimento da tolerancia ao cobre ao longo dos
anos, com as estirpes brasileiras.

Diversos produtos cupricos tém sido utilizados no controle de doengas bacterianas. O
cobre atua na protecdo do tecido vegetal contra infeccdo por bactérias e na reducdo da
populacdo bacteriana na superficie foliar. Entretanto, sdo necessarias varias aplicacdes de
produtos para alcancar controle adequado de doencas bacterianas (Leite Junior, 2000). No
entanto 0 uso prolongado de bactericidas cupricos para o controle de fitobacterioses pode
também levar ao surgimento de linhagens da bactéria resistentes ao cobre. Resisténcia a
capricos ja foi reportada para bactérias fitopatogénicas dos géneros Pseudomonas (Cooksey,
1990; Nakajima et al., 2002 e Silva & Lopes, 1995) e Xanthomonas (Marco & Stall, 1983;

Aguiar et al., 2000 e Quezado — Duval et al., 2003).

Tabela 3.1. Porcentagem do nimero médio de colbnias de Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens observado em meio CYE-glycerol contendo produtos clpricos em

diferentes concentracdes em relacdo ao meio sem cobre. UnB, Brasilia, DF, 2015.

Concentracéo Cu** (pg/mL)
Principio Ativo

10 20 30 40 50 100 200
Hidroxido de Cobre 81 69 0 0 0 0 0
Oxicloreto de Cobre 98 42 12 4 0 0 0
Oxido Cuproso 73 0 0 0 0 0 0
Sulfato de Cobre 80 0 0 0 0 0 0
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A casugamicina inibiu o crescimento de Cff a partir da concentracdo de 100 pg/mL do
principio ativo em meio de cultura (Tabela 3.2).

Tayler & Dudley (1977) estudando a atividade “in vitro” de casugamicina e
estreptomicina contra dois isolados de Pseudomonas phaseolicola (=P. savastanoi pv.
phaseolicola), observou que a partir da concentracdo de 100 pug/mL, de ambos principios
ativos, ndo houve crescimento bacteriano e presenca de células viaveis em meio de cultura.

Mello et al. (2011) avaliando a sensibilidade “in vitro” de seis isolados de
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum aos bactericidas Agri-Micina® (Pfizer®,
oxitetraciclina, 1,5%; sulfato de estreptomicina, 15%), Kasumin® (Arysta Lifescience®,
casugamicina 2,0%) e Mycoshield® (Pfizer®, oxitetraciclina, 20%), nas dosagens
recomendadas para hortaligas, respectivamente 3,0 g, 2,0 mL e 3,0 g de produto comercial L™
de agua, observaram que todos os isolados foram resistentes a casugamicina e sensiveis para

0s outros bactericidas.

Tabela 3.2. Numero de colénias (UFC/mL) de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens em meio de cultura 523 suplementado com casugamicina em diferentes

concentracdes. UnB, Brasilia, DF, 2015.

Principio Ativo Concentragéo (pg/mL)

0 1 5 10 20 25 50 100 200

Casugamicina 1000 904 848 828 824 804 180 0 0

O principio ativo constituido a base de cloretos de benzalconio inibiu o crescimento de
Cff a partir da concentragédo de 20 pg/mL em meio de cultura (Tabela 3.3).

Rezende (2006) avaliando a sensibilidade de cinco isolados de Erwinia psidii a
diferentes formulagdes cupricas e aos cloretos de benzalconio, verificou que utilizando sulfato
de cobre, os isolados cresceram até a concentracdo de 300 pg/mL em meio de cultura 523 e

30 pg/mL em meio MMCC, oxicloreto de cobre, houve crescimento até 300 pg/mL no meio
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523 e ate 50 pg/mL no MMCC, e hidroxido de cobre, observou crescimento até 400 pg/mL
no meio 523 e no meio MMCC até 100 pg/mL. Ja para os cloretos de benzalconio, houve
crescimento até 80 pg/mL, ndo havendo diferenca entre os meios de cultura utilizados. Estes
resultados mostraram que os cloretos de benzalconio foram mais eficientes no controle de E.
psidii “in vitro”, quando comparado aos produtos cupricos.

Trabalho realizado por Abreu et al. (2008) com objetivo de avaliar o efeito “in vitro”
de sanificantes no controle de fungos causadores de podriddes pds colheita em péssegos, 0s
autores verificaram que os cloretos de benzalconio e a biomassa citrica, ambos na
concentragdo de 1000 pL L7, inibiram totalmente o crescimento radial (micelial) de

Monilinia fructicola, porém nenhum deles foi eficiente no controle de Rhizopus stolonifer.

Tabela 3.3. Numero de colénias (UFC/mL) de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens em meio de cultura 523 suplementado com cloretos de benzalconio em

diferentes concentracdes. UnB, Brasilia, DF, 2015.

Principio Ativo Concentracdo (pg/mL)

0 20 40 60 80 100 200

Cloretos de benzalconio 1184 0 0 0 0 0 0

O é&cido paracético inibiu o crescimento de Cff a partir da concentragdo de 200 pg/mL
do principio ativo em meio de cultura (Tabela 3.4).

O 4cido peracético, também chamado de peroxido de acido acético ou éacido
peroxiacético € um agente sanitizante que tem sido utilizado com bastante sucesso,
principalmente nos EUA. E obtido pela reacdo do acido acético ou anidrido acético com o
peroxido de hidrogénio (Nascimento, 2002; Srebernich, 2007). Trata-se de um excelente
sanitizante pela grande capacidade de oxidacdo dos componentes celulares dos
microrganismos, tendo uma rapida acao a baixas concentra¢des sobre um amplo espectro de

microrganismos. E esporicida em baixas temperaturas e continua efetivo na presenca de
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material organico sendo, portanto, um biocida efetivo sem residual toxico. Sua acéo biocida é
influenciada pela concentragéo, temperatura e tipo de microrganismos (Block, 1991).

Frare (2010) avaliou a eficiéncia de 60 produtos fitossanitarios comerciais mais o
acido peracético no controle “in vitro” de quatro isolados de Acidovorax avenae subsp. citulli.
Os antibidticos casugamicina (100 e 200 pg/mL), oxitetraciclina (10, 100 e 200 pg/mL),
oxitetraciclina+sulfato de cobre (10, 100 e 200 pg/mL), os fungicidas captana, carboxina +
tiram, cloretos de benzalconio, mancozebe + oxicloreto de cobre, metiram, metiram +
piraclostrobina e tebuconnazol, nas doses de 100 e 200 pg/mL e o &cido peracético a partir da
dose de 300 pg/mL apresentaram resultados satisfatorios.

N&o existem produtos registrados junto ao Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para o controle da Murcha de Curtobacterium (AGROFIT, 2014). O
controle quimico para esta doenca ainda nao € uma opgdo presente, provavelmente devido a
este fato o isolado de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, utilizado neste

estudo, ndo apresentou resisténcia aos principios ativos testados.

Tabela 3.4. NUmero de colénias (UFC/mL) de Curtobacterium flaccumefaciens pv.
flaccumefaciens em meio de cultura 523 suplementado com &cido peracético em diferentes

concentracdes. UnB, Brasilia, DF, 2015.

Concentragéo (ug/mL)

Principio Ativo
0 100 200 300 400 500 1000 1500 2000

Acido Peracético 992 896 0 0 0 0 0 0 0

3.4. Efeito de diferentes tratamentos de sementes na erradicacéo de Cff

Ap0s inoculagdo das sementes de feijdo, em suspensdo bacteriana durante 30 minutos,
obteve-se 100% de sementes contamindas, das quais, 82,22% com colonizacdo interna
(Tabela 3.5). Theodoro et al., 2011, verificaram que apo6s a inoculagcdo de sementes de

algodoeiro com Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum através da imersdo em suspensao
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bacteriana durantes 3 horas, 100% das sementes foram infectadas, mas em campo nao foi
verificado transmissdo da bactéria presente nas sementes para as plantulas .

Deunner (2007) utilizando a técnica de condicionamento fisiolégico, expondo as
sementes de feijdo, por 48 horas, a Cff em meio de cultura 523 com restritor hidrico manitol
no potencial hidrico de -0,95 MPa, obteve 100% de sementes contaminadas externamente e
internamente. Este método de inoculacdo ndo afetou a germinacéo das sementes e possibilitou

a transmissao da bactéria das sementes para as plantulas.

Tabela 3.5. Numero e localizacdo de colbnias de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens em sementes de feijdo inoculadas por meio do método da imersdo em

suspensdo bacteriana. UnB, Brasilia, DF, 2015.

Incidéncia (%) NUmero de colbnias
Internal 82,22 76,84
Interna +Externa? 100 196,02

!Com desinfestagdo superficial; 2 Sem desinfestacdo superficial.

Todos os tratamentos de sementes reduziram significativamente a incidéncia de
sementes contaminadas com Cff, em relacdo a testemunha (sem tratamento). Os melhores
tratamentos foram exposicdo a vapor de metanol e imersdo em solucdo de cloretos de
benzalconio, os quais reduziram a incidéncia em 80 e 75,55% respectivamente. Os
tratamentos com 0zonio e vapor de etanol foram os que menos reduziram a incidéncia de
sementes contaminadas, os quais nao diferiram estatisticamente do tratamento com acido
peracético. Os tratamentos com 0zénio e vapor de etanol reduziram a incidéncia de sementes

contaminadas em apenas 17,88 e 20% respectivamente (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6. Porcentagem de sementes feijdo inoculadas com Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens com a presenca do patdgeno, apos diferentes tratamentos. UnB, Brasilia,
DF, 2015.

Tratamentos Incidéncia (%) Porcentagem de eliminacéo (%0)

Cobre 42,22 d 57,78
Casugamicina 57,78 ¢ 42,22
Acido Peracético 68,89 bc 31,11
Cloretos de Benzalconio 24,45¢ 75,55
Vapor Etanol 80,00 b 20,00
Vapor Metanol 20,00 e 80,00
Ozbnio 82,22 b 17,78

Sem Tratamento 100,00 a -

CV (%) 8,57

Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. DMS =
14,40.

Através da quantificacdo de Cff presente nas sementes, verificou-se que todos os
tratamentos reduziram significativamente o numero de células bacterinas, em relacdo a
testemunha, mas nenhum erradicou completamente a bactéria. Os tratamentos das sementes
mediante a exposicdo vapor de metanol e imersdo em solugdo de cloretos de benzalconio
foram os que apresentaram 0s melhores resultados. A eficiéncia destes tratamentos foi de
aproximadamente de 99,2%, ou seja, apenas 0,8% das células bacterianas resistiram a estes
tratamentos. O tratamento com ozonio foi menos eficiente, onde a reducdo do numero de
células viaveis foi de 78,6%. Os tratamentos com cobre, casugamicina, acido paracético e
vapor de etanol n&o diferiram estatisticamente entre si Tabela (3.7).

Taylor & Dudley (1977) avaliando a eficiéncia de antibidticos, em diferentes
formulagdes, no controle do controle do crestamento bacteriano aureolado, observaram que os
tratamentos com pastas de estreptomicina (2,5 g i.a./ kg de semente) ou casugamicina (0,25 g

i.a./ kg de semente) foram eficientes na redu¢do do numero de celulas bacterianas em
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sementes naturalmente infectadas ou inoculadas, com Pseudomonas phaseolicola (=P.
savastanoi pv. phaseolicola), além de ndo serem fitotdxicos.

Estefani et al. (2007) avaliando o efeito da termo e quimioterapia na erradicacdo de
Cff e sobre a qualidade fisiolégica em sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), cultivar
Pérola, verificaram que o tratamento das sementes por imersdo em solucdo de Agrimaicin
500® (sulfato de cobre, 500 g + oxitetraciclina, 30 g/kg do produto) na concentracdo de 10
o/L de agua, durante 2 horas, eliminou a bactéria de sementes naturalmente infectadas, no
entanto, em sementes inoculadas por imersdo em suspenséo (108 UFC/mL) o tratamento n&o
foi efetivo, ja o tratamento onde as sementes foram embebidas por 2 horas em agua e tratadas
a 60 °C durante 3 horas reduziu significativamente o nimero de células de Cff em sementes
inoculadas e eliminou a bactéria em sementes naturalmente infectadas. Entretanto estes
tratamentos afetaram significativamente a qualidade fisiol6gica das sementes de feijdo.

Hopkins et al. (2003) verificaram que o tratamento de sementes por imersao em
solucdo de acido peracético a 1600 pg/mL, seguido de secagem em estufa a 40 °C, por 48
horas, foi eficaz em erradicar Acidovorax avenae subsp. citrulli em sementes contaminadas .
Entretanto a utilizacdo de acido cloridrico a 10000 pug/mL, embora tenha sido eficiente na
eliminacdo do patdgeno afetou significativamente a germinacdo das sementes.

Carmo et al. (2004) comparando a eficiéncia de tratamentos fisicos e quimicos na
erradicacdo de Xanthomonas vesicatoria em sementes de tomate cultivar ‘Santa Clara Miss
Brasil’ verificaram que tratamento com &cido cloridrico (HCI) a 5% durante 10 minutos foi
eficiente na erradicagdo e o tratamento com calor seco (70 °C/96 horas) reduziu
significativamente a populacdo da bactéria, mas os tratamentos por imersdo em agua a 50 °C
por 25 e 30 minutos ndo foram eficientes na erradicacdo ou reducdo do nimero de células

bacterianas.
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Alencar (2009) avaliando a eficacia do ozénio como agente fungicida em amendoim
(Arachis hypogaea L.), observou que grdos expostos ao gas 0z6nio na concentracdo de 21 mg
L durante 96 horas foi eficiente no controle de fungos totais e de espécies potencialmente
aflatoxigénicas (Aspergillus flavus e A. parasiticus), com reducéo superior a trés ciclos log na
contagem dos microrganismos. Em contrapartida Silva (2011) observou que o gas 0zénio no
bindmio (0,54 mg L* x 100 h) ndo apresentou efeito fungicida em gréos de trigo, pois ndo

houve reducéo significativa de esporos de Penicillium spp. nas amostras tratadas.

Tabela 3.7. Nimero de colbnias em sementes de feijdo inoculadas com Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, ap6s diferentes tratamentos. UnB, Brasilia, DF, 2015.

Tratamentos UFC/100pL UFC/mL UFC/semente Eficiéncia (%)*
Cobre 22,73 ¢ 2273 ¢ 20454 c 88,41
Casugamicina 2571c 257,1c 23136¢ 86,89
Acido Peracético 26,18 ¢ 2618 c 23559 ¢ 86,65
Sloretos de 150d 15,0 d 1353 d 99,23
Vapor Etanol 26,66 C 266,6 C 23994 c 86,40
Vapor Metanol 1,49d 14,9d 134,1d 99,24
Oz6nio 41,93 b 419,3b 37740b 78,61
Sem Tratamento 196,02 a 1960,2 a 17642,1 a -
CV (%) 10,36

Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
*Eficiéncia(%)=(1-(UFC Tratamento/UFC Sem Tratamento))x100. DMSuyrcrioout=12,53; DMSurc/m.=125,30;
DMS urcrsemente= 1128.
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3.5. Experimento de Campo
3.5.1. Emergéncia e velocidade de emergéncia de plantulas.

O desdobramento da interacdo entre amostra de sementes e tratamento de sementes
para emergéncia de plantulas em campo encontra-se apresentado na Tabela 3.8. Dentro da
cada amostra de sementes (sementes béasicas, com 10, 30 e 50% de sementes inoculadas e
sementes naturalmente infectadas), nenhum tratamento promoveu incremento na emergéncia
de pléntulas. Os tratamentos com oz6nio e &cido peracetico afetaram negativamente a
emergéncia, pois estes tratamentos foram estatisticamente inferiores quando comparados com
a testemunha (sem tratamento).

Dentro das amostras com sementes basicas e com 10 e 30% de sementes inoculadas, o
tratamento com ozdnio nédo diferiu do tratamento com acido peracético e metanol. Na amostra
com sementes béasicas o tratamento com acido paracético ndo diferiu dos tratamentos com
vapor de metanol, casugamicina, cloretos de benzalconio e cobre. Na amostra com 10% de
sementes inoculadas, o tratamento com acido peracético ndo diferiu dos tratamentos com
vapor de metanol e casugamicina. J& nas amostras com 30% de sementes inoculas o
tratamento com &cido paracético ndo diferiu dos tratamentos com vapor de metanol,
casugamicina, vapor de etanol e cobre.

Dentro da amostra com 50% de sementes inoculadas o tratamento com 0z6nio nédo
diferiu do tratamento com &cido peracético. Ja o tratamento com acido peracético nao diferiu
do tratamento com metanol.

Dentro da amostra com sementes naturalmente infectadas, os tratamentos ozonio,
acido peracetico metanol, cobre e vapor de etanol ndo diferiram entre si. No tratamento com
casugamicina a emergéncia de plantulas foi superior ao do tratamento com o ozonio, mas

diferiu do tratamento com &cido peracético.
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Dentro dos tratamentos de sementes, os realizados com 0zonio e &cido paracético
afetaram negativamente a emergéncia de plantulas em amostras com 50% de sementes
inoculadas, pois foi estatisticamente inferior quando comparado com as amostras de sementes
basicas, mas ndo diferiu das amostras com 10 e 30% de inoculadas e com sementes
naturalmente infectadas. Na testemunha ndo houve diferenca significativa entre as amostras
de sementes de feijdo.

O desdobramento da interacdo entre amostra de sementes e tratamento de sementes
para indice de velocidade de emergéncia em campo encontra-se apresentado na Tabela 3.9.
Dentro da cada amostra de sementes (sementes béasicas, com 10, 30 e 50% de sementes
inoculadas e sementes naturalmente infectadas), nenhum tratamento promoveu incremento na
velocidade de emergéncia de plantulas. Como observado para a variavel emergéncia de
plantulas, os tratamentos de sementes com 0zonio e acido peracético afetaram negativamente
a velocidade de emergéncia, onde estes tratamentos foram estatisticamente inferiores quando
comparados com a testemunha.

Dentro das amostras com sementes basicas os tratamentos com ozonio, acido
peracético, cobre, casugamicina, vapor de metanol, cloretos de benzalc6nio ndo diferiram
entre si. Na amostra com 10 % de sementes inoculadas os tratamentos com ozoénio, acido
peracético, vapor de metanol, casugamicina, vapor de etanol e cobre ndo diferiram. Na
amostra com 30% de sementes inoculadas, os tratamentos com o ozonio, acido peracético,
vapor de metanol, casugamicina, vapor de etanol, cobre e cloretos de benzalcdnio, também
ndo diferiram estatisticamente. J& para a amostra com 50% de sementes inoculadas, o
tratamento com 0z6nio s6 nédo diferiu do tratamento com &cido peracético. O tratamento com
acido peracetico ndo diferiu dos tratamentos com vapor de metanol, cloretos de benzalconio,

casugamicina e cobre.
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Dentro dos tratamentos de sementes houve diferenca entre os tipos de amostras de
sementes de feijdo apenas para o tratamento com ozonio. Neste tratamento a amostra com
50% de sementes inoculadas teve menor velocidade de emergéncia de plantulas em relacdo as
amostras com sementes basicas e com 10 e 30% de sementes inoculadas, mas néo diferiu da
amostra com sementes naturalmente infectadas.

Na testemunha, sementes inoculadas e naturalmente infectadas ndo tiveram seu vigor
afetado, pois a velocidade de emergéncia de plantulas ndo diferiu das sementes basicas,
indicando que, o processo de inoculacdo e 0 patdgeno no interior das sementes ndo afetaram a
qualidade fisioldgica das sementes neste estudo.

Para o estabelecimento de uma lavoura, a qualidade fisioldgica das sementes € ponto
importante, pois esta relacionado com a formacdo do estande e desempenho inicial das
plantas. A germinacdo e o vigor expressam a qualidade fisioldgica das sementes. A
germinacdo é mensurada pelo teste de germinacdo, o qual avalia o potencial maximo de
germinacdo de um lote, através do desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, até
a formacdo de plantula, sob condicdes 6timas de desenvolvimento (ISTA, 1981). O termo
“vigor”, empregado para sementes, engloba as caracteristicas que determinam o potencial
para emergéncia rapida e uniforme, bem como o desenvolvimento de plantulas normais sob
ampla variacdo das condicdes de campo (McDonald Junior, 1980). O teste de germinacao tem
sido amplamente utilizado na avaliagdo da qualidade de diferentes lotes de sementes.
Entretanto esse teste é realizado em condic@es controladas de umidade, temperatura e aeracao.
Dessa maneira, nem sempre uma alta porcentagem de germinacdo em laboratoério resulta em
um excelente desempenho no campo. Isso é devido a ocorréncia da diversidade de condicGes
ambientais em que as sementes estdo sujeitas no campo e que podem afetar, em maior ou

menor escala, o estabelecimento inicial da cultura (Popinigis, 1985; Vieira, 1988).
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Segundo Schuch et al. (1999), a velocidade de emergéncia esta relacionado com a
velocidade dos processos metabolicos desencadeados durante a germinacdo e emergéncia.
Uma maior velocidade nesses processos metabolicos faz com que as reservas sejam mais
rapidamente mobilizadas das sementes e realocadas em tecidos das plantulas, resultando em
uma maior velocidade de emergéncia das plantulas originadas de sementes de melhor
qualidade fisioldgica.

A partir dos dados obtidos neste experimento observa-se que os tratamentos com
ozonio e acido peracético afetaram negativamente os processos metabolicos, que séo
desencadeados durante a germinacdo e emergéncia em sementes de feijdo.

Silva (2011) observou que gréos de trigo (Triticum aestivum L.), tratados com gas
oz6nio por 100, 90, 75, e 36 horas nas concentragdes de 0,54, 1,07, 1,61 e 2,14 mg L*
respectivamente, tiveram germinacdo inferior e condutividade elétrica superior quando
comparado com grdos tratados com ar atmosférico. Resultados semelhantes foram obtidos por
Rozado et al. (2008) para grdos de milho expostos ao gas 0zdnio na concentracdo de 0,11 mg
L por 264 horas, onde a germinacdo foi inferior e a condutividade elétrica aumentou
significativamente quando comparados, aqueles tratados com ar atmosférico. A variavel
condutividade elétrica estd diretamente relacionada a integridade da membrana celular e a
qualidade fisioldgica das sementes, onde membranas mal estruturadas e células danificadas
estdo associadas ao processo de deterioracdo. Assim sementes com maiores valores de
condutividade elétrica apresentam maiores taxas de degradacdo da membrana celular e,
consequentemente, menor porcentual de germinacdo. (Vieira & Krzyzanowski, 1999).

Hopkins et al. (2003) observaram que o tratamento de sementes de melancia (Citrullus
lanatus L.) com acido peraceético, nas concentracdes de 900, 1200 e 1800 pg/mL, durante 15 e

30 minutos, ndo afetaram a germinacéo das mesmas.
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Frare (2010) observou que sementes de meldo (Cucumis melo L.), sadias e inoculadas
artificialmente com Acidovorax avenae subsp. citrulli, tratatadas com &cido peracético por
imersdo em solucdo ou por infiltracdo a vacuo, nas concentracfes de 300, 1000 e 1600 ug/,
ndo afetaram a germinacdo das mesmas, mas em sementes naturalmente infectadas e tratadas
por infiltracdo a vacuo nas concentracfes de 1000 e 1600 pg/mL tiveram germinacao afetada
quando comparado com sementes nao tratadas.

Neste estudo, as sementes de feijdo foram sensiveis ao tratamento com &cido
peracético, provavelmente esta sensibilidade ocorre devido a fina espessura do tegumento do

gréo.
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Tabela 3.8. Efeito de diferentes tratamentos de sementes de feijao na emergéncia em campo. UnB, Brasilia, DF, 2015.

Sementes

Tratamentos Basica Inoculada (10%)* Inoculada (30%0)* Inoculada (50%0)* Infectada** Média
Cobre 92,08 A ab 8791Aa 86,66 A ab 85,00 Aa 85,21 A abc 87,37
Casugamicina 90,42 A ab 86,04 A ab 83,75 A ab 84,37 Aa 87,71 Aab 86,45
Acido Peracético 84,16 A bc 78,54 AB bc 78,54 AB bc 74,38 B bc 78,54 AB bc 79,04
Cloretos de Benzalconio 90,83 A ab 89,37 Aa 87,29 Aa 83,12Aa 88,75Aa 87,87
Vapor Etanol 92,92 Aa 88,75 Aa 86,46 A ab 87,08 Aa 85,63 A abc 88,17
Vapor Metanol 87,71 A abc 81,45 A abc 81,04 A abc 80,62 A ab 83,75 A abc 82,92
Oz6nio 80,41 Ac 76,04 AB c 74,16 AB c 70,62Bc 77,08 AB c 75,67
Sem Tratamento 95,00Aa 89,58 Aa 89,58 Aa 88,12Aa 89,58 Aa 90,37

Média 89,19 84,71 83,44 81,67 84,66

CV (%) 4,72

*Amostras com 10, 30 e 50% de sementes inoculadas com Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio do método da imersdo de sementes em suspensao
bacteriana. **Sementes naturalmente infectadas. Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. DMS Linha = 7,83; DMS coluna = 8,72.
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Tabela 3.9. Efeito de diferentes tratamentos de sementes de feijéo no indice de velocidade de emergéncia em campo. UnB, Brasilia, DF, 2015.

Sementes

Tratamentos Basica Inoculada (10%)* Inoculada (30%0)* Inoculada (50%0)* Infectada** Média
Cobre 17,81 Aab 16,93 A ab 16,70 A ab 16,10 A ab 16,40 A ab 16,78
Casugamicina 16,80 Aab 16,28 A ab 15,84 A ab 15,73 Aab 16,66 A ab 16,26
Acido Peracético 15,68 Ab 14,67 Ab 14,60 Ab 14,21 Abc 14,74 A bc 14,77
Cloretos de Benzalconio 17,46 A ab 17,26 Aa 16,87 Aab 15,68 Aab 15,94 A abc 16,64
Vapor Etanol 18,31 Aa 16,88 Aab 16,44 A ab 16,80 Aa 16,56 A ab 16,99
Vapor Metanol 16,85 Aab 15,33 Aab 15,39 A ab 15,24 A ab 15,61 A abc 15,68
Oz6nio 1554 Ab 1463 Ab 14,65 Ab 12,21 Bc 13,75AB c 14,15
Sem Tratamento 18,69 Aa 1745 Aa 1743 Aa 17,00 Aa 17,31 Aa 17,57

Média 17,14 16,18 15,99 13,37 15,87

CV (%) 7,15

*Amostras com 10, 30 e 50% de sementes inoculadas com Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio do método da imersdo de sementes em suspensao
bacteriana. **Sementes naturalmente infectadas. Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. DMS Linha = 2,25; DMS cotuna = 2,51.
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3.6. Experimento Casa de Vegetacao

3.6.1. Emergéncia e velocidade de emergéncia de plantulas

Na Tabela 3.10 sdo apresentados os valores de emergéncia de plantulas em vaso e
indice de velocidade de emergéncia, os quais estimam o efeito de diferentes tratamentos no
potencial fisiologico em sementes de feijao.

Dentro das amostras de sementes, nenhum tratamento de sementes realizado
promoveu incremento ou redugdo na emergéncia de plantulas, tanto em sementes basicas
guanto em sementes inoculadas.

Dentro dos tratamentos de sementes, observa-se que ndo houve diferenga na
emergéncia de plantulas entre sementes béasicas e inoculadas para todos os tratamentos,
inclusive na testemunha. Os dados observados na testemunha mostraram que a inoculagao por
imersdo em suspensao bacteriana ndo afetou a emergéncia de plantulas em condic6es de casa
de vegetacdo, fato que também foi observado no experimento em campo.

Para a variavel, indice de velocidade de emergéncia de plantulas, observa-se que
dentro da amostra com sementes basicas, os tratamentos ndo diferem entre si. Ja para
sementes inoculadas, o tratamento com ozénio foi significativamente inferior quando
comparado com a testemunha, mas ndo diferiu dos demais tratamentos. Dentro de cada
tratamento de semente ndo houve diferenca entre as amostras com sementes basicas e
inoculadas, inclusive na testemunha.

Diferentemente do observado em campo, 0s tratamentos de sementes com 0zonio e
acido peracético ndo afetaram a emergéncia e a velocidade de emergéncia de plantulas em
condicGes de casa de vegetacdo, provavelmente isto ocorreu devido & pequena variagao

climatica e ao suprimento hidrico adequado neste ambiente.
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Tabela 3.10. Efeito de diferentes tratamentos de sementes de feijdo na emergéncia de
plantulas em vaso (EV) e no indice de velocidade de emergéncia (IVE), em condi¢des de casa
de vegetacdo. UnB, Brasilia, DF, 2015.

EV IVE

Tratamentos/Sementes Basica Inoculada* Bésica Inoculada*
Cobre 93,75Aa 87,50 Aa 348Aa 330Aab
Casugamicina 90,62 Aa 86,46 A a 3,36 A a 322 Aab
Acido Peracético 86,46 Aa 7708 Aa 338Aa 2,96 A ab
Cloretos de Benzalconio 9583 Aa 8750 Aa 345Aa 3,30 Aab
Vapor Etanol 93,75Aa 87,50 Aa 369Aa 338 Aab
Vapor Metanol 86.46 A a 8542 Aa 331Aa 322Aab
Oz6nio 81,25Aa 71,87 Aa 306Aa 249 Ab
Sem Tratamento 96,87 Aa 91,66 A a 3,78Aa 355Aa

CV (%) 11.20 13,33

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si (dentro de cada
variavel), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. DMS EV Linha = 13,95; DMS EV cowna = 22,02; DMS IVE
Linha = 0,63; DMS IVE couna = 0,22. *Amostras com 100% de sementes inoculadas com Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio do método da imerséo de sementes em suspensao bacteriana.

3.6.2. Desenvolvimento Vegetativo

Para avaliacdo do desenvolvimento vegetativo usou-se 0 peso de matéria verde de
parte aérea, nimero de trifélios e altura de planta.

O desdobramento da interagdo entre amostra de sementes e tratamento de sementes
para peso de matéria verde de parte aérea encontra-se na Tabela 3.11. Dentro das amostras
com sementes basicas e sementes inoculadas, nenhum tratamento promoveu incremento ou
reducdo no peso de matéria verde de parte aérea. Com excecdo do tratamento com vapor de
metanol, todos os tratamentos de sementes, incluindo a testemunha, observou-se que o peso
de matéria verde de parte aérea em pléantulas oriundas de sementes inoculadas foi

significativamente menor em relagéo as provenientes de sementes basicas.
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Tabela 3.11. Efeito de diferentes tratamentos de sementes no peso em gramas de matéria
verde de parte aérea (PMV) em plantulas de feijoeiro aos 15 dias apds a semeadura. UnB,
Brasilia, DF, 2015.

Sementes

Tratamentos Bésica Inoculada* % Reducao
Cobre 477Aa 390Ba 18,23
Casugamicina 463Aa 352Ba 23,97
Acido Peracético 458 Aa 3,29Ba 28,16
Cloretos de Benzalconio 477 Aa 3,88Ba 18,65
Vapor Etanol 4,71 Aa 3,59Ba 23,77
Vapor Metanol 4,14 Aa 3,76 Aa 9,17
Ozbnio 465Aa 3,23Ba 30,53
Sem Tratamento 484 Aa 3,01Ba 37,80

CV (%) 10,01

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si (dentro de cada
variavel), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. DMS PMV Linha = 0,58; DMS PMV couna = 0,92.
*Amostras com 100% de sementes inoculadas com Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio

do método da imersdo de sementes em suspensao bacteriana.

O desdobramento da interacdo entre amostra de sementes e tratamento de sementes
para numero de trifélios e altura de planta encontra-se na Tabela 3.12. Dentro da amostra
com sementes basicas ndo houve diferenca entre os tratamentos tanto para nimero de trifélios
quanto para altura de planta. Em sementes inoculadas o tratamento com cobre promoveu um
aumento no numero de triflios e na estatura da planta em relacdo a testemunha, mas néao
diferiu dos demais tratamentos.

Além de bactericida o cobre é um micronutriente requerido pelas plantas em
concentragdes muito baixas para adequado crescimento e reproducdo. De acordo com Kirkby
& Rémheld (2007) o cobre esté presente em diversas proteinas, as quais desempenham papel

fundamental em processos tais como fotossintese, respiracdo, desintoxicacdo de radicais
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superdxido e lignificagdo. Provavelmente por estas razdes o tratamento das sementes de feijao
com cobre promoveu um incremento no numero de folhas trifolioladas e estatura em plantas
oriundas de sementes inoculadas.

Dentro dos tratamentos de sementes, os realizados com casugamicina, acido peracético
e o0zoOnio, o namero de trifélios em plantas provenientes de sementes inoculadas foi
significativamente menor em relacdo ao observado nas plantas oriundas de sementes basicas.
Para a variavel altura de planta, em todos os tratamentos, as plantas provenientes de sementes
bésicas apresentaram maior estatura em relacao as de sementes de inoculadas.

Ludwig et al. (2008) avaliando desempenho de sementes de feijao de lotes com
diferentes niveis de qualidade fisiologica, observaram que o numero de folhas trifolioladas
ndo foi afetado pelo nivel de qualidade das sementes, no entanto as sementes de maior
qualidade fisioldgica produziram plantas com maior area foliar e massa seca por planta, aos
28 dias apds a emergéncia. Resultados semelhantes foram observados por Kolchinski et al.
(2006) na cultura da soja.

Segundo Schuch et al.(1999) A probabilidade de sucesso de uma lavoura aumenta
com o uso de sementes de alto vigor. Sementes vigorosas apresentam maior velocidade nos
processos metabolicos, propiciando emissdao mais rapida e uniforme da raiz priméaria no
processo de germinacdo, maiores taxas de crescimento e produzem plantulas com maior
tamanho inicial.

Apesar da inoculagdo das sementes ndo ter afetado a emergéncia e a velocidade de
emergéncia das plantulas, plantas oriundas de sementes inoculadas apresentaram menor
desenvolvimento vegetativo. Provavelmente ap0s a emergéncia das plantulas a bactéria, C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, comegou o processo infeccioso afetando processos

fisioldgicos da planta, bloqueado o transporte de nutrientes minerais e agua atraves de tecidos

77



condutores, resultando assim em uma menor taxa fotossintética e menor crescimento da
planta.

Miranda Filho (2010) avaliando o efeito da Murcha de Curtobacterium no
desenvolvimento do feijoeiro observou significativa reducdo no namero de trifélios aos 30
dias apds a inoculacdo, em relacéo as plantas ndo inoculadas.

Maringoni (2002) avaliando a reacdo de cultivares comuns de feijoeiro a Murcha de
Curtobacterium observou significativa reducdo da matéria seca de parte aérea em plantas
inoculadas, comparando com os controles ndo inoculados. A reducdo de matéria seca variou
de 44,1% na cultivar “IAC Carioca Aruad” considerada resistente e de 80,7% na cultivar
“Pérola”, suscetivel.

Chavarro et al. (1985) observaram reducéo de aproximadamente 37% da matéria seca
de parte aérea na cultivar de feijoeiro “Porrillo Sintetico”, considerada resistente a Murcha de
Curtobacterium, e de 81% em Zornia glabra cultivar CIAT 7847, suscetivel a doenca, quando

comparadas com os controles ndo inoculados.
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Tabela 3.12. Efeito de diferentes tratamentos de sementes no numero de trifolios (NT) e na
altura da planta (ALT) aos 28 dias apds a semeadura. UnB, Brasilia, DF, 2015.

NT (ud) ALT (cm)

Tratamentos/Sementes Basica Inoculada* Bésica Inoculada*
Cobre 300Aa 287Aa 2098 Aa 18,77Ba
Casugamicina 298 Aa 237Bab 19,89 A a 16,27 B ab
Acido Peracético 204Aa 250 B ab 19,20 A a 16,70 B ab
Cloreto de Benzalconio 306Aa 2,70 A ab 20,30 Aa 17,72 B ab
Vapor Etanol 302Aa 2,75 Aab 20,87 Aa 1791 Bab
Vapor Metanol 302Aa 271 Aab 20,84 Aa 17,94 B ab
Ozonio 3,10Aa 2,56 B ab 19,52 Aa 17,16 Bab

Sem Tratamento 300Aa 227Bb 20,73 Aa 1499Bb

CV (%) 9,10 7,34

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si (dentro de cada
variavel), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. DMS NT Linna = 0,36; DMS NT cona = 0,58; DMS ALT
Lina = 1,96; DMS ALT cowna = 3,09. *Amostras com 100% de sementes inoculadas com Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio do método da imerséo de sementes em suspensao bacteriana.

3.6.3. Incidéncia e severidade da Murcha de Curtobacterium

Os dados de incidéncia de Murcha de curtobacterium aos 30, 45 e 60 dias apds a
semeadura encontram-se na Tabela 3.13.

Nas trés épocas de avaliacdo ndo foram detectadas diferencas significativas entre os
tratamentos de sementes, para os dados de incidéncia de plantas com Murcha de
Curtobacterium, onde nenhum tratamento realizado em sementes inoculadas diferiu da
testemunha. A incidéncia de plantas com sintomas da doenca foi superior a incidéncia de
sementes contaminadas com Cff ap0s os tratamentos de sementes realizados neste estudo.
Provavelmente muitas dessas infec¢Bes se desenvolveram a partir de dispersdo secundaria de
indculo. A partir desta observacdo pode-se inferir que em um lote de sementes com baixa
incidéncia de Cff é capaz de gerar uma epidemia da doenca em uma lavoura comercial de
feijéo.
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Tabela 3.13. Efeito de diferentes tratamentos de sementes na incidéncia (%) de plantas de
feijoeiro com sintomas de Murcha de Curtobacterium, causada por Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, aos 30, 45 e 60 dias ap0s a semeadura (DAS). UnB,
Brasilia, DF, 2015.

Tratamentos Incidéncia (30 DAS) Incidéncia (45 DAS) Incidéncia (60 DAS)

Cobre 93,75 100" 100m™
Casugamicina 93,75 100 100
Acido Peracético 97.92 100 100
Cloretos de Benzalconio 83,33 87,50 87,50
Vapor Etanol 91,67 100 100
Vapor Metanol 66,67 68,75 68,75
Ozbnio 83,33 100 100

Sem Tratamento 100 100 100
CV(%) 28,99 20,53 20,53

ns= ndo significativo a 5% pelo teste F.

Os dados de severidade, avaliados aos 30, 45 e 60 dias ap6s a semeadura, e area
abaixo da curva de progresso da Murcha de Curtobacterium (AACPMC), encontram-se na
Tabela 3.14.

Através da analise de variancia, das notas de severidade, nas trés avaliacOes, e da
AACPMC, ndo foram constatadas diferencas significativas entre os tratamentos de sementes,
demonstrando que nenhum tratamento realizado em sementes inoculadas foi eficiente na

reducdo da severidade da Murcha de Curtobacterium.

80



Tabela 3.14. Efeito de diferentes tratamentos de sementes na severidade da doenca, aos 30,
45 e 60 dias ap6s a semeadura, e &rea abaixo da curva de progresso da Murcha de
Curtobacterium, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. UnB,
Brasilia, DF, 2015.

Severidade Severidade Severidade

Tratamentos (30 DAS) (45 DAS) (60 DAS) AACPMC
Cobre 3,08 5,58 6,75™ 157,50™
Casugamicina 343 5,33 6,58 155,16
Acido Peracético 3.68 5,79 6,83 165,78

Cloretos de
Benzalconio 3,37 5,17 6,16 149,06
Vapor Etanol 358, 5,91 7,33 170,62
Vapor Metanol 2.49 4,14 4,44 114,22
Ozonio 412 6,00 7,37 176,25
Sem Tratamento 421 6,16 8,12 185,00
CV(%) 42,21 30,36 24,16 27,54

ns= nao significativo a 5% pelo teste F.

3.6.4. Producéo

Para avaliar a producdo em cada parcela, usaram-se 0s parametros: numero de vagens
(NV), nimero de graos (NG), massa de grdos (PG), niUmero de grdos por grama (NGG),
porcentagem de grdos abortados (PGA) e numero de gréos abortados por vagem (NGAV).

Com relacdo ao nimero de vagens e ao numero de grdos por parcela a interacdo
amostra de sementes x tratamento de sementes foi significativa. O desdobramento encontra-se
na Tabela 3.15.

Analisando os resultados dos tratamentos de sementes dentro de amostra de sementes
observou-se que em sementes basicas os tratamentos de sementes ndo influenciaram na
producéo de vagens, ja em sementes inoculadas os tratamentos com cloretos de benzalconio e
vapor de metanol promoveram um aumento no numero de vagens, em relagdo a testemunha.

No que se refere ao efeito das amostras de sementes dentro de tratamento de sementes,
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verificou-se que nos tratamentos com cloretos de benzalconio e vapor de metanol, o numero
de vagens em plantas provenientes de sementes bésicas e inoculadas ndo diferem entre si,
enguanto para os demais tratamentos as plantas oriundas de sementes inoculadas produziram
quantidade significativamente menor de vagens.

Quanto ao desdobramento tratamentos de sementes dentro de cada amostra de
sementes referente ao nimero de graos, verificou-se que em plantas oriundas de sementes
basicas os tratamentos de sementes ndo promoveram incremento ou reducdo no numero de
grdos nas plantas provenientes de sementes basicas, porém o tratamento de sementes com
vapor de metanol promoveu um aumento no nimero de grdos em plantas provenientes de
sementes inoculadas, em relacdo a testemunha, mas ndo diferiu dos demais tratamentos de
sementes.

Analisando o desdobramento amostras de sementes dentro de tratamento de sementes,
verifica-se que apenas no tratamento com vapor de metanol ndo houve reducéo significativa
no namero de grdos em plantas oriundas de sementes inoculadas em relacdo a sementes de
basicas. Nos demais tratamentos, 0 nimero de grdos produzidos em plantas provenientes de

sementes inoculadas foi estatisticamente menor.
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Tabela 3.15. Efeito de diferentes tratamentos de sementes de feijdo no nimero de vagens
(NV) e no nimero de graos por parcela (NG). UnB, Brasilia, DF, 2015.

NV (ud) NG (ud)
Tratamentos/Sementes Basica Inoculada* Bésica Inoculada*
Cobre 49,75 Aa 37,75 B abc 21250 Aa 125,75 B ab
Casugamicina 4375Aa 30,25 B bc 184,75 Aa 109,50 B ab
Acido Peracético 46,00 Aa 31,00 B be 19325 A a 107,00 B ab
Cloretos de Benzalconio 48,00 Aa 40,75 A ab 184,50 A a 136,50 B ab
Vapor Etanol 4950 A a 34,00 B abc 190,75 A a 113,50 B ab
Vapor Metanol 4525 Aa 4250 Aa 17950 Aa 150,50 A a
Oz6nio 50,25 A a 33,25 B abc 21325 Aa 105,50 B ab
Sem Tratamento 53,00 Aa 28,00B ¢ 22850 A a 93,50Bb

CV (%) 12,34 15,21

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si (dentro de cada
variavel), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. DMS NV (inha = 7,28; DMS NV couna = 11,48; DMS NG
Linha = 34,22; DMS NG cowna = 54,01. *Amostras com 100% de sementes inoculadas com Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio do método da imerséo de sementes em suspensao bacteriana.

Os dados obtidos para numero de gréos abortados por vagem mostraram efeito
significativo para a interacdo amostra de sementes x tratamento de sementes. O
desdobramento da interacdo encontra-se na Tabela 3.16. Analisando os resultados dos
tratamentos de sementes dentro de amostra de sementes verifica-se que em plantas
provenientes de sementes inoculadas, os tratamentos com cloretos de benzalcénio e vapor de
metanol reduziram o nimero de grdos abortados por vagem, quando comparados com 0S
tratamentos realizados com casugamicina e acido peracético, além da testemunha. No que se
refere as amostras de sementes dentro de tratamento de sementes, observa-se que em plantas
provenientes de sementes inoculadas o numero de grdos abortados por vagem é
significativamente maior, em relacdo a plantas oriundas de sementes bésicas, exceto para 0s
tratamentos com cloretos de benzalcénio e vapor de metanol, onde ndo houve diferenca entre
0 uso de sementes inoculadas e basicas.
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O efeito da interacdo significativa amostra de sementes x tratamento de sementes
referente porcentagem de grdos abortados, encontra-se na Tabela 3.16, onde os resultados dos
tratamentos de sementes dentro de cada amostra de semente mostraram que em Sementes
inoculadas os tratamentos com cloretos de benzalconio e vapor de metanol reduziram a
porcentagem de grdos abortados em relacdo as plantas oriundas de sementes tratatadas com
casugamicina, ozonio e a testemunha. Analisando o desdobramento das amostras de semente
dentro de cada tratamento de sementes, observou-se que para os tratamentos com cloretos de
benzalconio e vapor de metanol ndo houve diferenca na porcentagem de gréos abortados entre
plantas provenientes de sementes inoculadas e bésicas, fato que ndo foi observado para 0s
demais tratamentos, onde a porcentagem de graos abortados foi significativamente maior em

plantas oriundas de sementes inoculadas.

Tabela 3.16. Efeito de diferentes tratamentos de sementes de feijdo nos parametros nimero
grdos abortados por vagem (NAV) e porcentagem de grdos abortados (PGA). UnB, Brasilia,
DF, 2015.

NAV PGA (%)

Tratamentos/Sementes Basica Inoculada* Bésica Inoculada*
Cobre 0,68 Ba 121 Aab 13,78 Aa 26,59 B ab
Casugamicina 0,92Ba 193 Aa 16,35 A a 34,15Ba
Acido Peracético 067Ba 181Aa 13,67 Aa 33,03 B ab
Cloretos de Benzalconio 088Aa 0,98 Ab 20,31 Aa 20,89 ADb
Vapor Etanol 067Ba 1,42 A ab 14,68 A a 29,59 B ab
Vapor Metanol 082Aa 0,93Ab 17,06 Aa 20,71 Ab
Ozbnio 0,77Ba 1,65 A ab 1520 Aa 3497Ba

Sem Tratamento 069B a 1,88 Aa 13,76 Aa 36,22B a

CV (%) 32,83 24,53

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem entre si (dentro de cada
variavel), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. DMS NAV (i = 0,52; DMS NAV couna = 0,82; DMS
PGA Linha= 7,88; DMS PGA coluna = 12,44. *Amostras com 100% de sementes inoculadas com Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio do método da imerséo de sementes em suspensao bacteriana.
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Os resultados obtidos quanto a producdo por parcela mostram um efeito significativo
da interacdo amostra de sementes X tratamento de sementes. O desdobramento da interacédo
para a variavel producéo por parcela encontra-se na Tabela 3.17. Os dados dos tratamentos de
sementes dentro de amostra de sementes mostraram que nenhum dos tratamentos realizados
em sementes basicas ou inoculadas promoveu incremento ou reducdo da producdo. Os
resultados de amostras de sementes dentro de tratamento de sementes mostraram que em
todos os tratamentos, plantas oriundas de sementes basicas tiveram producdo superior, em

relacdo as provenientes de sementes inoculadas.

Tabela 3.17. Efeito de diferentes tratamentos de sementes de feijao na producdo (g) de graos
por parcela (PG). UnB, Brasilia, DF, 2015.

Sementes

Tratamentos Basica Inoculada* % Reducéo
Cobre 66,83 A a 35,30B a 47,18
Casugamicina 58,39 Aa 30,85Ba 47,16
Acido Peracético 59,58 A a 27,72B a 53,47
Cloretos de Benzalconio 59,05 A a 37,77Ba 36,03
Vapor Etanol 61,48 Aa 32,74Ba 46,75
Vapor Metanol 62,23 Aa 42,06 Ba 32,41
Ozbnio 71,04 Aa 30,16 B a 57,54
Sem Tratamento 75,56 Aa 2481Ba 67,16

CV (%) 16,68

Médias seguidas de mesma letra, minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DMS Linha = 11,51; DMS cowna = 18,16. *Amostras com 100% de sementes
inoculadas com Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio do método da imerséo de sementes

em suspensao bacteriana.

O desdobramento da interacdo para o parametro produtivo, niumero de gréos por
vagem, encontra-se na Tabela 3.18. Analisando o efeito dos tratamentos de sementes dentro

de amostra de sementes, observou-se que nenhum tratamento promoveu incremento ou
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reducdo no nimero de grdos por vagem, tanto em plantas oriundas de sementes basicas
quanto de sementes inoculadas. Analisando o desdobramento amostras de sementes dentro de
tratamento de sementes, verifica-se que em todos o0s tratamentos, exceto cloretos benzalconio
e vapor de metanol, o nimero de grédos por vagem foi menor em plantas oriundas de sementes
inoculadas.

O desdobramento da interacdo referente ao numero de grdos por grama encontra-se na
Tabela 3.18. Os resultados dos tratamentos de sementes dentro de cada amostra de sementes
mostraram que os tratamentos de sementes ndo tiveram influéncia nesta variavel, tanto em
amostras com sementes basicas quanto inoculadas. No entanto, os resultados de amostras de
sementes dentro de cada tratamento de sementes evidenciaram que em todos os tratamentos, 0
parametro numero de graos por gramas foi maior em plantas oriundas de sementes inoculadas,

indicando que plantas provenientes de sementes basicas produzem grdos mais pesados.
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Tabela 3.18. Efeito de diferentes tratamentos de sementes de feijdo nos parametros
produtivos, nimero de grdos por vagem (NGV) e numero de grdos por grama (NGG). UnB,
Brasilia, DF, 2015.

NGV NGG
Tratamentos/Sementes Basica Inoculada* Bésica Inoculada*
Cobre 428 Aa 334Ba 318Ba 3,57 Aa
Casugamicina 422 Aa 364Ba 317Ba 354Aa
Acido Peracético 420 Aa 3,46Ba 325Ba 3,85Aa
Cloretos de Benzalcbnio 385Aa 334Aa 3,13Ba 3,60 Aa
Vapor Etanol 386 Aa 3,34Ba 3,10Ba 348 Aa
Vapor Metanol 395Aa 354 Aa 2,86 Ba 358Aa
Ozbnio 420 Aa 3,19Ba 3,07Ba 346 Aa
Sem Tratamento 431Aa 329Ba 3,04Ba 3,78Aa
CV (%) 9,55 7,52

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si (dentro de cada
variavel), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. DMS NGV Linna = 0,51; DMS NGV couna = 0,81; DMS
NGG Linha = 0,36; DMS NGG cowna = 0,57. *Amostras com 100% de sementes inoculadas com Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por meio do método da imersdo de sementes em suspensao bacteriana.

Segundo Didonet (2003) a cultura do feijoeiro deve ser manejada de maneira a
permitir o acimulo maximo de biomassa, € que uma propor¢do maxima dessa biomassa seja
“desviada” para os graos. Por exemplo, se o acimulo de biomassa total é limitado por algum
fator (&4gua, luz e nutrientes), seguramente o rendimento de grdos sera baixo, pois a biomassa
disponivel para ser “desviada” para os graos € limitada pela disponibilidade de biomassa total.
De maneira geral, a planta regula o nimero ideal de vagens e de grdos que ela pode ter,
basicamente pela disponibilidade de nutrientes e, principalmente, pela disponibilidade de
carboidratos. De acordo com Maringoni (2002) plantas de feijoeiro colonizadas por Cff
apresentam desenvolvimento vegetativo reduzido ocasionado pelas alteracGes fisiologicas

provocadas pela Murcha de Curtobacterium, fato que também foi observado neste estudo.
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Em todos os tratamentos de sementes, incluindo a testemunha, a producdo em plantas
oriundas de sementes inoculadas apresentou valores significativamente inferiores quando
comparadas com o rendimento produtivo de plantas provenientes de sementes basicas.
Embora o tratamento com vapor de metanol tenha proporcionado um incremento no ndmero
de vagens e gréos, além de uma reducdo no abortamento de grdos em plantas oriundas de
sementes inoculadas, este tratamento ndo proporcionou um aumento significativo na massa
total de gréos.

Provavelmente esta menor producdo, observada em plantas provenientes de sementes
inoculadas e com sintomas da Murcha de Curtobacterium, ocorreu devido a limitacdo de dgua
e nutrientes, provocada pela interrupcdo no fluxo de seiva bruta no xilema, ocasionando
menor taxa fotossintética e consequentemente menor acimulo de fotoassimilados pela planta.

Estefani (2004) avaliou o efeito dos tratamentos térmico e quimico em gréos de feijao,
cultivar Pérola, oriundos de campo com alta incidéncia de Murcha de Curtobacterium, sobre a
germinacdo, produtividade e peso de 100 sementes, em condi¢Bes de campo. Os tratamentos
testados foram: semente béasica (SB) como testemunha; grdos colhidos em campo, sem
termoterapia nem tratamento quimico (GR); grdos colhidos em campo contaminado e
submetidos a 2 horas de imersao e 3 horas sob temperatura de 60°C (GRT) e grdos colhidos
em campo contaminado e submetido a 2 horas de imersdo em solucdo de Agrimaicin® 10 g/L
(GRA). De acordo com os dados obtidos pela autora, o tratamento que proporcionou maior
percentual de germinacao foi o0 SB com 92,92%, o qual diferiu estatisticamente do tratamento
GRA (84,06%), os demais tratamentos ndo diferiram entre si. Com relagdo a produtividade,
foi observado que ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos, embora o
tratamento GRT tenha apresentado maior produtividade que os demais sendo este com 2180,0
kg/ha, SB (2140,0 kg/ha), GRA (2130,0 kg/ha) e GR (1933,2 kg/ha). Quanto a massa de 100

sementes, foi observado que os tratamentos SB (26,08 g), GRT (25,85 g), GRA (25,07 g)
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foram estatisticamente superiores ao GRA (23,7 g). Em condicdes de casa de vegetacédo
utilizando os mesmos tratamentos, a autora observou que o tratamento GR apresentou menor
percentual de germinacdo em relacdo ao SB, mas ndo diferiu dos demais tratamentos. Ja para
as demais variaveis, numero de vagens, producdo e massa 100 sementes, os tratamentos ndo
diferiram entre si.

Miranda Filho (2010), avaliando a eficiéncia do tratamento quimico de gréos
naturalmente infectados por Cff, com diferentes produtos fitossanitarios, no controle da
Murcha de Curtobacterium, observou que os tratamentos dos grdos por imersdo em solucgéo de
Agrimaicin 500® (oxitetraciclina 30g/Kg + sulfato de cobre 500 g/Kg), Agri-Micina®
(oxitetraciclina 15g/Kg + sulfato de estreptomicina 150 g/Kg), Mycoshield® (oxitetraciclina
200g/Kg), e Fegatex® (cloretos de benzalconio 100 g/L) nas dosagens, respectivamente 4,0 g,
3,09, 2,0 ge 3 mL do produto comercial em L™ de 4gua, durante 20 minutos, ndo afetaram a
emergéncia de plantulas em campo. Em relacéo a produtividade e massa de 100 grédos, ndo foi
verificado pelo autor diferenca significativa entre os tratamentos. Os tratamentos de sementes
também ndo diferiram da testemunha (sem tratamento), indicando que os produtos utilizados
ndo foram eficientes na erradicacdo da Cff.

Resultados observados no presente trabalho e também por Estefani (2004) e Miranda
Filho (2010) evidenciam a importancia do uso de sementes de elevada qualidade sanitaria e
fisiologica para obtencdo de resultados satisfatérios na cultura do feijoeiro, pois nenhum
tratamento de sementes proposto até 0 momento superou ou igualou o uso de sementes livres
de Cff para o controle da Murcha de Curtobacterium.

Os tratamentos com vapor de metanol e cloretos de benzalconio mostraram potencial
para erradicacdo de Cff em sementes de feijao, embora ndo tenham proporcionado redugédo na

incidéncia e severidade da doenca, e incremento na producdo. No entanto, serdo necessarios

89



mais estudos para melhorar a eficiéncia destes tratamentos como: formas de aplicacéo, tempos

de exposicéo e combinacédo destes fatores.

3.7. Taxa de transmissdo planta — semente de Cff

Os resultados obtidos a partir do isolamento de Cff em sementes colhidas em plantas
de feijoeiro, cultivar Pérola, severamente atacadas pela Murcha de Curtobacterium
encontram-se na Tabela 3.19. Verifica-se que a taxa de transmissdo de Cff das plantas paras

as sementes foi na ordem de 23,75%.

Tabela 3.19. Transmissdo planta - semente de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens em plantas de feijoeiro, cultivar Pérola, oriundas de sementes inoculadas.
UnB, Brasilia, DF, 2015.

N° de sementes analisadas/n® de .
Subamostra . % de transmissao de Cff
sementes infectas com Cff

1 20/3 15

2 20/5 25

3 20/5 25

4 20/6 30
Média - 23,75

O valor obtido para a transmissao de Cff das plantas para sementes esta proximo do
observado por Estefani (2004), onde a autora verificou uma taxa de infeccdo na ordem de
19% em sementes de feijdo, cultivar Pérola, colhidas em campo com alta incidéncia de
Murcha de Curtobacterium.

Chavarro et al. (1985) constatou que sob condi¢cdes de inoculacdo artificial, a
transmissdo de Cff na ordem de 52,5 % em sementes de feijdo e de 88,8% em sementes de

Zornia glabra.
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Camara et al. (2009) avaliando a transmissdo de Cff via sementes em plantas de
feijoeiro inoculadas via puncdo no caule, em trés ensaios, em seis cultivares, observaram que
as cultivares resistentes a Murcha de Curtobacterium, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata
e IAC Carioca Tybatd ndo apresentaram transmissdo da bactéria, enquanto a cultivar IAC
Carioca Arud, apresentou a transmissdo na ordem de 5,5 a 14,8% e as cultivares suscetiveis,
IAC Carioca e Peérola apresentaram uma alta porcentagem de transmissdo; a cultivar IAC
Carioca, entre 10,4 a 70%, e a Pérola, entre 32,61 a 74,2 %.

A partir dos dados obtidos e dos relatos na literatura, verifica-se que a taxa de
transmissdo de Cff via semente, varia de acordo com o método de inoculacdo, espécie

hospedeira, cultivar e nivel de resisténcia a Murcha de Curtobacterium.
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4. CONCLUSOES

- Os produtos cupricos, sulfato de cobre e dxido cuproso, mostraram melhor eficiéncia na
inibicdo do crescimento de Cff “in vitro™.

- Os principios ativos cloretos de benzalconio, casugamicina e acido peracético, nas
concentracdes de 20, 100 e 200 pg/mL respectivamente, inibiram o crescimento de Cff “in
vitro”.

- O método de inoculacdo usado nesse trabalho é eficiente em associar Cff a semente de
feijao.

- Os tratamentos de sementes com cloretos de benzalconio e vapor de metanol foram os mais
eficientes na reducao da populacdo de Cff em sementes de feijao.

- Os tratamentos com &cido peracético e ozdnio afetaram o vigor das sementes em condicGes
de campo.

- Nenhum tratamento proposto neste estudo afetou o vigor das sementes em condicdes de casa
de vegetacdo.

- O método de inoculacdo usado nesse estudo ndo afetou o vigor das sementes em condi¢bes
de campo e casa de vegetacao.

- Plantas oriundas de sementes inoculadas com Cff tém seu desenvolvimento vegetativo
reduzido.

- Nenhum dos tratamentos de sementes testados foi eficiente em reduzir a incidéncia e a
severidade da Murcha de Curtobacterium.

- Nenhum dos tratamentos de sementes realizado promoveu incremento na producéo de graos.

- A transmissdo de Cff das plantas para as sementes foi de 23,75%, nesse estudo.
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ANEXO 1. MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Anexo 1.1. Meio 523 (Kado & Heskett, 1970).

SACAINOSE...eiiivie e 100¢g
Caseina hidrolisada................cco....... 8,00
Extrato de levedura..........cccceeeevnneen.. 4,0¢g
KoHPO4...oiiiiiii 2049
MgSO4. 7TH20......oi i 300 mg
AT ..o 20,0 g
Agua destilada (9.5.p)....cevevvererrnnnee. 1000 mL

Anexo 1.2. Meio CYE-glycerol (Zevenhuizen et al ., 1979).

(OF= 1Y (0] 1 - 1,79
Extrato de levedura..........ccceeevvunnee... 0,359
Glicerol.......cccoovevviiiieeiee e, 2090
A ..o 15,0 g
Agua destilada (9.5.p)....ceveevrverrnnnee. 1000 mL
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ANEXO 2. DADOS REFERENTES AOS TESTES DE SENSIBILIDADE IN VITRO DE
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, ISOLADO UnB 1736 AO COBRE.

Anexo 2.1. Numero médio de colbnias (UFC/mL) de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens, isolado UnB 1376, observado “in vitro” em meio CYE-glycerol contendo

produtos cupricos em diferentes concentracées.

Concentracdo Cu** ug/mL

Principio Ativo

0 10 20 30 40 50 100 200
Hidroxido de Cobre 1360 1096 936 0 0 0 0 0
Oxicloreto de Cobre 1344 1320 564 156 60 O 0 0
Oxido Cuproso 1144 836 0 0 0 0 0 0
Sulfato de Cobre 1740 1388 0 0 0 0 0 0
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ANEXO 3. ANALISES DE VARIANCIA

Efeito dos diferentes tratamentos de sementes na erradicagéo
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Variavel analisada: PORCENTAGEM DE SEMENTES CONTAMINADAS

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 7 17266.311133 2466.615876 95.066 0.0000
erro 16 415.140867 25.946304

Total corrigido 23 17681.452000

Cv (%) = 8.57

Média geral: 59.4450000 Numero de observacgdes: 24

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 7 84366.069850 12052.295693 613.271 0.0000
erro 16 314.439800 19.652488

Total corrigido 23 84680.509650

Ccv (%) = 10.36

Média geral: 42.7775000 Numero de observagdes: 24

de
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EXPERIMENTO DE CAMPO

Variavel analisada: EMERGENCIA EM CAMPO

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 4 991.018456 247.754614 15.516 0.0000
TRATAMENTO 7 3626.875708 518.125101 32.448 0.0000
SEMENTE*TRATAMENTO 28 187.157374 6.684192 0.419 0.9953
BLOCO 3 450.441362 150.147121 9.403 0.0000
erro 117 1868.235838 15.967828

Total corrigido 159 7123.728737

CvV (%) = 4.72

Média geral: 84.7343750 Numero de observacgdes: 160

Anédlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE /1 4 133.273920 33.318480 2.087 0.0865
SEMENTE /2 4 116.368080 29.092020 1.822 0.1287
SEMENTE /3 4 195.186150 48.796537 3.056 0.0194
SEMENTE /4 4 138.597820 34.649455 2.170 0.0762
SEMENTE /5 4 133.751450 33.437862 2.094 0.0855
SEMENTE /6 4 138.238930 34.559733 2.164 0.0769
SEMENTE /7 4 209.426130 52.356532 3.279 0.0137
SEMENTE /8 4 113.333350 28.333337 1.774 0.1381
Erro 117 1868.235838 15.967828

Codificacgdo usada para o desdobramento

cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3 = ACIDO PERACETICO 4 = CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =
= VAPOR METANOL 7 = 0zZONIO 8 = SEM TRATAMENTO.

Andlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO /1 7 658.677350 94.096764 5.893 0.0000
TRATAMENTO /2 7 790.525900 112.932271 7.072 0.0000
TRATAMENTO /3 7 751.607672 107.372525 6.724 0.0000
TRATAMENTO /4 7 1071.106972 153.015282 9.583 0.0000
TRATAMENTO /5 7 542.115188 77.445027 4.850 0.0001
Erro 117 1868.235838 15.967828

Codificacdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE

1 = SEMENTE BASICA 2
COM 50% DE INOCULO 5

SEMENTE COM 10% DE INOCULO 3 = SEMENTE COM 30% DE INOCULO
SEMENTE NATURALMENTE INFECTADA

VAPOR ETANOL 6

4 = SEMENTE
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Variavel analisada: Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE)

FV GL SO QoM Fc Pr>Fc
SEMENTE 4 53.966279 13.491570 10.175 0.0000
TRATAMENTO 7 189.765314 27.109331 20.445 0.0000
SEMENTE*TRATAMENTO 28 19.580901 0.699318 0.527 0.9738
BLOCO 3 11.488062 3.829354 2.888 0.0385
erro 117 155.140863 1.325990

Total corrigido 159 429.941419

Cv (%) = 7.15

Média geral: 16.1120625 Numero de observagdes: 160

Anédlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE /1 4 6.773920 1.693480 1.277 0.2823
SEMENTE /2 4 3.604870 0.901218 0.680 0.6069
SEMENTE /3 4 4.707330 1.176832 0.888 0.4731
SEMENTE /4 4 10.110650 2.527662 1.906 0.1135
SEMENTE /5 4 9.071980 2.267995 1.710 0.1518
SEMENTE /6 4 7.132530 1.783133 1.345 0.2569
SEMENTE /7 4 25.420730 6.355182 4.793 0.0013
SEMENTE /8 4 6.725170 1.681293 1.268 0.2859
Erro 117 155.140863 1.325990

Codificacdo usada para o desdobramento

cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3 = ACIDO PERACETICO 4 = CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =
= VAPOR METANOL 7 = 0zZONIO 8 = SEM TRATAMENTO.

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO /1 7 36.893347 5.270478 3.975 0.0006
TRATAMENTO /2 7 37.225300 5.317900 4.011 0.0006
TRATAMENTO /3 7 30.545672 4.363667 3.291 0.0031
TRATAMENTO /4 7 67.440800 9.634400 7.266 0.0000
TRATAMENTO /5 7 37.241097 5.320157 4.012 0.0006
Erro 117 155.140863 1.325990

Codificacdo usada para o desdobramento

cod. SEMENTE

1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE COM 10% DE INOCULO 3 = SEMENTE COM 30% DE INOCULO
COM 50% DE INOCULO 5 = SEMENTE NATURALMENTE INFECTADA.

VAPOR ETANOL 6

4 = SEMENTE
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EXPERIMENTO CASA DE VEGETAGAO

Variavel analisada: EMERGENCIA DE PLANTULAS EM VASO

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 624.875006 624.875006 6.508 0.0142
TRATAMENTO 7 1909.402819 272.771831 2.841 0.0153
SEMENTE*TRATAMENTO 7 112.819519 16.117074 0.168 0.9904
BLOCO 3 705.111131 235.037044 2.448 0.0759
erro 45 4320.597519 96.013278

Total corrigido 63 7672.805994

CvV (%) = 11.20

Média geral: 87.4996875 Numero de observacdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 78.187513 78.187513 0.814 0.3716

SEMENTE /2 1 34.652812 34.652812 0.361 0.5510

SEMENTE /3 1 175.687512 175.687512 1.830 0.1829

SEMENTE /4 1 138.861112 138.861112 1.446 0.2354

SEMENTE /5 1 78.062512 78.062512 0.813 0.3720

SEMENTE /6 1 2.173613 2.173613 0.023 0.8811

SEMENTE /7 1 175.781250 175.781250 1.831 0.1828

SEMENTE /8 1 54.288200 54.288200 0.565 0.4560

Erro 45 4320.597519 96.013278

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3 = ACIDO PERACETICO 4
= VAPOR METANOL 7 = 0OZONIO 8 = SEM TRATAMENTO.

Andlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

FV GL SQ
TRATAMENTO /1 7 833.208387
TRATAMENTO /2 7 1189.013950
Erro 45 4320.597519

119.029770
169.859136
96.013278

1.240 0.3014
1.769 0.1170

Codificac&o usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: IVE

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 1.081600 1.081600 5.555 0.0228
TRATAMENTO 7 3.987500 0.569643 2.926 0.0130
SEMENTE * TRATAMENTO 7 0.379950 0.054279 0.279 0.9590
BLOCO 3 1.049325 0.349775 1.796 0.1614
erro 45 8.762025 0.194712

Total corrigido 63 15.260400

CV (%) = 13.33

Média geral: 3.3100000 Numero de observagdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 0.061250 0.061250 0.315 0.5777

SEMENTE /2 1 0.037813 0.037813 0.194 0.6616

SEMENTE /3 1 0.352800 0.352800 1.812 0.1850

SEMENTE /4 1 0.043513 0.043513 0.223 0.6387

SEMENTE /5 1 0.189112 0.189112 0.971 0.3296

SEMENTE /6 1 0.014450 0.014450 0.074 0.7865

SEMENTE /7 1 0.649800 0.649800 3.337 0.0744

SEMENTE /8 1 0.112813 0.112813 0.579 0.4505

Erro 45 8.762025 0.194712

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

FV GL SQ
TRATAMENTO /1 7 1.424350
TRATAMENTO /2 7 2.943100
Erro 45 8.762025

0.203479
0.420443
0.194712

1.045 0.4137
2.159 0.0561

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: PESO DE MATERIA VERDE DE PARTE AEREA (15 DAS)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 19.780256 19.780256 118.695 0.0000
TRATAMENTO 7 1.693350 0.241907 1.452 0.2090
SEMENTE*TRATAMENTO 7 2.539044 0.362721 2.177 0.0544
BLOCO 3 1.266412 0.422137 2.533 0.0688
erro 45 7.499137 0.166647

Total corrigido 63 32.778200

CV (%) = 10.01

Média geral: 4.0800000 Numero de observagdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 1.540012 1.540012 9.241 0.0039

SEMENTE /2 1 2.464200 2.464200 14.787 0.0004

SEMENTE /3 1 3.328200 3.328200 19.971 0.0001

SEMENTE /4 1 1.575313 1.575313 9.453 0.0036

SEMENTE /5 1 2.475313 2.475313 14.854 0.0004

SEMENTE /6 1 0.288800 0.288800 1.733 0.1947

SEMENTE /7 1 4.004450 4.004450 24.029 0.0000

SEMENTE /8 1 6.643012 6.643012 39.863 0.0000

Erro 45 7.499137 0.166647

Codificacgdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

FV GL SQ
TRATAMENTO /1 7 1.727622
TRATAMENTO /2 7 2.651647
Erro 45 9.204744

0.246803
0.378807
0.204550

1.207 0.3186
1.852 0.1003

Codificacdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: NUMERO DE TRIFOLIOS (28 DAS)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 2.843439 2.843439 43.669 0.0000
TRATAMENTO 7 0.695136 0.099305 1.525 0.1833
SEMENTE*TRATAMENTO 7 0.538598 0.076943 1.182 0.3324
BLOCO 3 0.276130 0.092043 1.414 0.2512
erro 45 2.930095 0.065113

Total corrigido 63 7.283398

cv. (%) = 9.10

Média geral: 2.8051562 Numero de observacdes: 64

Anédlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE /1 1 0.031250 0.031250 0.480 0.4920
SEMENTE /2 1 0.732050 0.732050 11.243 0.0016
SEMENTE /3 1 0.378450 0.378450 5.812 0.0201
SEMENTE /4 1 0.252050 0.252050 3.871 0.0553
SEMENTE /5 1 0.145800 0.145800 2.239 0.1415
SEMENTE /6 1 0.195313 0.195313 3.000 0.0901
SEMENTE /7 1 0.588612 0.588612 9.040 0.0043
SEMENTE /8 1 1.058513 1.058513 16.256 0.0002
Erro 45 2.930095 0.065113

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

ACIDO PERACETICO 4 = CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =
SEM TRATAMENTO.

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO /1 7 0.072447 0.010350 0.159 0.9918
TRATAMENTO /2 7 1.161288 0.165898 2.548 0.0267
Erro 45 2.930095 0.065113

Codificac&o usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: ALTURA PLANTA (28 DAS)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 154.846914 154.846914 81.795 0.0000
TRATAMENTO 7 33.634223 4.804889 2.538 0.0273
SEMENTE*TRATAMENTO 7 18.569223 2.652746 1.401 0.2285
BLOCO 3 8.472280 2.824093 1.492 0.2296
erro 45 85.189595 1.893102

Total corrigido 63 300.712236

CV (%) = 7.34

Média geral: 18.7379688 Numero de observacgdes: 64

Anédlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 9.746113 9.746113 5.148 0.0281

SEMENTE /2 1 26.317513 26.317513 3.902 0.0005

SEMENTE /3 1 12.525012 12.525012 6.616 0.0135

SEMENTE /4 1 13.338613 13.338613 7.046 0.0109

SEMENTE /5 1 17.582450 17.582450 9.288 0.0039

SEMENTE /6 1 16.791013 16.791013 8.870 0.0047

SEMENTE /7 1 11.162812 11.162812 5.897 0.0192

SEMENTE /8 1 65.952613 65.952613 4.838 0.0000

Erro 45 85.189595 1.893102

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3 = ACIDO PERACETICO 4
= VAPOR METANOL 7 = 0zZONIO 8 = SEM TRATAMENTO.

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

FV GL SQ
TRATAMENTO /1 7 12.957497
TRATAMENTO /2 7 39.245950
Erro 45 85.189595

1.851071
5.606564
1.893102

0.978 0.4588
2.962 0.0121

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: NUMERO DE VAGENS POR PARCELA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 2916.000000 2916.000000 111.593 0.0000
TRATAMENTO 7 394.500000 56.357143 2.157 0.0565
SEMENTE * TRATAMENTO 7 615.250000 87.892857 3.364 0.0057
BLOCO 3 46.125000 15.375000 0.588 0.6258
erro 45 1175.875000 26.130556

Total corrigido 63 5147.750000

CvV (%) = 12.34

Média geral: 41.4375000 Numero de observagdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE /1 1 288.000000 288.000000 11.022 0.0018
SEMENTE /2 1 364.500000 364.500000 13.949 0.0005
SEMENTE /3 1 450.000000 450.000000 17.221 0.0001
SEMENTE /4 1 105.125000 105.125000 4.023 0.0509
SEMENTE /5 1 480.500000 480.500000 18.388 0.0001
SEMENTE /6 1 15.125000 15.125000 0.579 0.4507
SEMENTE /7 1 578.000000 578.000000 22.120 0.0000
SEMENTE /8 1 1250.000000 1250.000000 47.837 0.0000
Erro 45 1175.875000 26.130556

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

FV GL SQ
TRATAMENTO /1 7 258.875000
TRATAMENTO /2 7 750.875000
Erro 45 1175.875000

36.982143
107.267857
26.130556

1.415 0.2226
4.105 0.0014

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: NUMERO DE GRAOS POR PARCELA

FV GL SQ oM
SEMENTE 1 104086.890625 104086.890625
TRATAMENTO 7 3237.484375 462.497768
SEMENTE*TRATAMENTO 7 15062.734375 2151.819196
BLOCO 3 1481.171875 493.723958
erro 45 25992.578125 577.612847
Total corrigido 63 149860.859375

Ccv (%) = 15.21

Média geral: 158.0468750 Numero de observagdes:

Anédlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

FV GL SQ
SEMENTE /1 1 15051.125000
SEMENTE /2 1 11325.125000
SEMENTE /3 1 14878.125000
SEMENTE /4 1 4608.000000
SEMENTE /5 1 11935.125000
SEMENTE /6 1 1682.000000
SEMENTE /7 1 23220.125000
SEMENTE /8 1 36450.000000
Erro 45 25992.578125

15051.125000
11325.125000
14878.125000
4608.000000
11935.125000
1682.000000
23220.125000
36450.000000
577.612847

64
Fc Pr>Fc
26.057 0.0000
19.607 0.0001
25.758 0.0000
7.978 0.0070
20.663 0.0000
2.912 0.0948
40.200 0.0000
63.105 0.0000

Codificacdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Andlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

= CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

FV GL SQ
TRATAMENTO /1 7 8588.500000
TRATAMENTO /2 7 9711.718750
Erro 45 25992.578125

1226.928571
1387.388393
577.612847

2.124 0.0600
2.402 0.0353

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: NUMERO DE GRAOS ABORTADOS POR VAGEM

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 7.847002 7.847002 58.755 0.0000
TRATAMENTO 7 1.957373 0.279625 2.094 0.0637
SEMENTE * TRATAMENTO 7 3.267361 0.466766 3.495 0.0045
BLOCO 3 0.020342 0.006781 0.051 0.9850
erro 45 6.009933 0.133554

Total corrigido 63 19.102011

CV (%) = 32.83

Média geral: 1.1132813 Numero de observacdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 0.551250 0.551250 4.128 0.0481

SEMENTE /2 1 2.442050 2.442050 18.285 0.0001

SEMENTE /3 1 2.587813 2.587813 19.377 0.0001

SEMENTE /4 1 0.019013 0.019013 0.142 0.7077

SEMENTE /5 1 1.117512 1.117512 8.367 0.0059

SEMENTE /6 1 0.027613 0.027613 0.207 0.6515

SEMENTE /7 1 1.548800 1.548800 11.597 0.0014

SEMENTE /8 1 2.820312 2.820312 21.117 0.0000

Erro 45 6.009933 0.133554

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

FV GL SQ
TRATAMENTO /1 7 0.327888
TRATAMENTO /2 7 4.896847
Erro 45 6.009933

0.046841
0.699550
0.133554

0.351 0.9254
5.238 0.0002

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: PORCENTAGEM DE SEMENTES ABORTADAS

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 3099.148900 3099.148900 101.204 0.0000
TRATAMENTO 7 346.566775 49.509539 1.617 0.1553
SEMENTE * TRATAMENTO 7 874.982800 124.997543 4.082 0.0015
BLOCO 3 44.704438 14.901479 0.487 0.6933
erro 45 1378.027863 30.622841

Total corrigido 63 5743.430775

CV (%) = 24.53

Média geral: 22.5618750 Numero de observacdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 328.448450 328.448450 10.726 0.0020

SEMENTE /2 1 633.680000 633.680000 20.693 0.0000

SEMENTE /3 1 749.812812 749.812812 24.485 0.0000

SEMENTE /4 1 0.667013 0.667013 0.022 0.8833

SEMENTE /5 1 444 ,.467112 444 .467112 14.514 0.0004

SEMENTE /6 1 26.645000 26.645000 0.870 0.3559

SEMENTE /7 1 781.508113 781.508113 25.520 0.0000

SEMENTE /8 1 1008.903200 1008.903200 32.946 0.0000

Erro 45 1378.027863 30.622841

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

1Y GL SQ
TRATAMENTO /1 7 145.223687
TRATAMENTO /2 7 1076.325887
Erro 45 1378.027863

20.746241
153.760841
30.622841

0.677 0.6898
5.021 0.0003

Codificacdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: PRODUGAO POR PARCELA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 15972.852264 15972.852264 244.401 0.0000
TRATAMENTO 7 540.778398 77.254057 1.182 0.3321
SEMENTE * TRATAMENTO 7 1429.487173 204.212453 3.125 0.0089
BLOCO 3 144.054392 48.018131 0.735 0.5368
erro 45 2940.974983 65.355000

Total corrigido 63 21028.147211

CV (%) = 16.68

Média geral: 48.4732813 Numero de observagdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 1988.912450 1988.912450 30.432 0.0000

SEMENTE /2 1 1516.903200 1516.903200 23.210 0.0000

SEMENTE /3 1 2029.800613 2029.800613 31.058 0.0000

SEMENTE /4 1 906.102450 906.102450 13.864 0.0005

SEMENTE /5 1 1652.262613 1652.262613 25.281 0.0000

SEMENTE /6 1 813.657800 813.657800 12.450 0.0010

SEMENTE /7 1 3343.575313 3343.575313 51.160 0.0000

SEMENTE /8 1 5151.125000 5151.125000 78.818 0.0000

Erro 45 2940.974983 65.355000

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

= CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

Fv GL SQ
TRATAMENTO /1 7 1102.663550
TRATAMENTO /2 7 867.602022
Erro 45 2940.974983

157.523364
123.943146
65.355000

2.410 0.0347
1.896 0.0922

Codificacdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: NUMERO DE GRAOS POR VAGEM

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 8.287202 8.287202 64.508 0.0000
TRATAMENTO 7 0.752486 0.107498 0.837 0.5628
SEMENTE * TRATAMENTO 7 0.898686 0.128384 0.999 0.4443
BLOCO 3 0.735805 0.245268 1.909 0.1416
erro 45 5.781020 0.128467

Total corrigido 63 16.455198

Ccv (%) = 9.55

Média geral: 3.7548437 Numero de observacdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 1.786050 1.786050 13.903 0.0005

SEMENTE /2 1 0.667013 0.667013 5.192 0.0275

SEMENTE /3 1 1.110050 1.110050 8.641 0.0052

SEMENTE /4 1 0.515113 0.515113 4.010 0.0513

SEMENTE /5 1 0.535612 0.535612 4.169 0.0471

SEMENTE /6 1 0.328050 0.328050 2.554 0.1170

SEMENTE /7 1 2.163200 2.163200 16.839 0.0002

SEMENTE /8 1 2.080800 2.080800 16.197 0.0002

Erro 45 5.781020 0.128467

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3
= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

1Y GL SQ
TRATAMENTO /1 7 1.066372
TRATAMENTO /2 7 0.584800
Erro 45 5.781020

0.152339
0.083543
0.128467

1.186 0.3298
0.650 0.7119

Codificacdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6
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Variavel analisada: NUMERO DE GRAOS POR GRAMA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SEMENTE 1 4.136139 4.136139 64.900 0.0000
TRATAMENTO 7 0.558873 0.079839 1.253 0.2951
SEMENTE * TRATAMENTO 7 0.344898 0.049271 0.773 0.6128
BLOCO 3 0.042542 0.014181 0.223 0.8804
erro 45 2.867883 0.063731

Total corrigido 63 7.950336

CV (%) = 7.52

Média geral: 3.3570313 Numero de observacdes: 64

Andlise do desdobramento de SEMENTE dentro de cada nivel de:

TRATAMENTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SEMENTE /1 1 0.292613 0.292613 4.591 0.0376

SEMENTE /2 1 0.281250 0.281250 4.413 0.0413

SEMENTE /3 1 0.726013 0.726013 11.392 0.0015

SEMENTE /4 1 0.456013 0.456013 7.155 0.0104

SEMENTE /5 1 0.292612 0.292612 4.591 0.0376

SEMENTE /6 1 1.029612 1.029612 16.156 0.0002

SEMENTE /7 1 0.300313 0.300313 4.712 0.0353

SEMENTE /8 1 1.102612 1.102612 17.301 0.0001

Erro 45 2.867883 0.063731

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRATAMENTO

1 = COBRE 2 = CASUGAMICINA 3 = ACIDO PERACETICO 4
SEM TRATAMENTO.

= VAPOR METANOL 7 = 0zONIO 8

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

SEMENTE

CLORETOS DE BENZALCONIO 5 =

FV GL SQ
TRATAMENTO /1 7 0.372772
TRATAMENTO /2 7 0.531000
Erro 45 2.867883

0.053253
0.075857
0.063731

0.836 0.5634
1.190 0.3273

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. SEMENTE
1 = SEMENTE BASICA 2 = SEMENTE INOCULADA

VAPOR ETANOL 6

130



Variavel analisada: INCIDENCIA (30 DAS)

FV GL SQ oM
TRATAMENTO 7 3261.822950 465.974707
BLOCO 3 544.690975 181.563658
erro 21 13917.586875 662.742232
Total corrigido 31 17724.100800

Cv (%) = 28.99

Média geral: 88.8025000 Numero de observagdes:

FV GL SQ QM
TRATAMENTO 7 3574.218750 510.602679
BLOCO 3 683.593750 227.864583
erro 21 7910.156250 376.674107
Total corrigido 31 12167.968750

CvV (%) = 20.53

Média geral: 94.5312500 Numero de observacdes:

FV GL SQ QM
TRATAMENTO 7 3574.218750 510.602679
BLOCO 3 683.593750 227.864583
erro 21 7910.156250 376.674107
Total corrigido 31 12167.968750

CvV (%) = 20.53

Média geral: 94.5312500 Nimero de observacdes:

0.703 0.6695
0.274 0.8435

1.356 0.2747
0.605 0.6191

1.356 0.2747
0.605 0.6191
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Variavel analisada: SEVERIDADE (30 DAS)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 7 8.524197 1.217742 0.558 0.7808
BLOCO 3 3.325684 1.108561 0.508 0.6809
erro 21 45.805391 2.181209

Total corrigido 31 57.655272

Ccv (%) = 42.21

Média geral: 3.4990625 Numero de observagdes: 32

Variavel analisada: SEVERIDADE (45 DAS)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 7 11.717222 1.673889 0.597 0.7510
BLOCO 3 6.461109 2.153703 0.769 0.5244
erro 21 58.841316 2.801967

Total corrigido 31 77.019647

cv (%) = 30.36

Média geral: 5.5128125 Numero de observagdes: 32

Variavel analisada: SEVERIDADE (60 DAS)

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 7 33.291250 4.755893 1.815 0.1371
BLOCO 3 7.717900 2.572633 0.982 0.4202
erro 21 55.021850 2.620088

Total corrigido 31 96.031000

CV (%) = 24.16

Média geral: 6.7000000 Numero de observagdes: 32

Variavel analisada: AREA ABAIXO DA CURVA DE PROGRESSO DA MURCHA DE
CURTOBACTERIUM (AACPMC)

Fv GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 7 13101.580200 1871.654314 0.974 0.4753
BLOCO 3 4316.526675 1438.842225 0.749 0.5353
erro 21 40360.910125 1921.948101

Total corrigido 31 57779.017000

cv (%) = 27.54

Média geral: 159.2000000 NUimero de observacdes: 32
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