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RESUMO

LIMA, Hyanameyka Evangelista de. D.Se., Universidade Federal de Vicgosa, julho de
2011. Epidemiologia da mancha-bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv.
vignicola) do feijdo-caupi. Orientador: José Rogério de Oliveira. Co-orientadores:
Kétia de Lima Nechet, Bernardo de Almeida Halfeld Vieira e Eduardo Seiti Gomide
Mizubuti.

A mancha-bacteriana do feijdo-caupi (Vigna unguiculatda), causada por
Xanthomonas axonopodis pv. vignicola (Xav), tem ocorrido no Brasil, mas nédo se
dispbe de informagbes epidemioldgicas sobre este patossistema. O objetivo deste
trabalho foi conhecer alguns aspectos epidemioldgicos relacionados a esta doenca por
meio de estudos em casa-de-vegetacdo e campo. Para avaliar a severidade da mancha-
bacteriana do feijdo-caupi foram elaboradas duas escalas diagramaticas, uma para
cultivares com foliolos ovais e outra para foliolos lanceolados, utilizando-se as
cultivares BRS Braganca e BRS Mazagdo, respectivamente. As escalas diagramaticas
propostas permitiram quantificar os sintomas da doenca de forma acurada, precisa ¢
reproduzivel. Em casa-de-vegetacdo e campo foram instalados experimentos visando
avaliar a severidade da doenca cm plantas da cv. BRS Braganga em funcdo da
concentracdo de indéculo de Xav. Houve aumento da severidade c desfolha com o
incremento da concentracdo de indculo. Xav foi detectada em sementes provenientes dc
plantas cultivadas em campo no meio semi-seletivo CCM independente da concentracdo
dc in6culo. O periodo de incubacgdo da bactéria diminuiu com o aumento do periodo de
molhamento foliar (PMF). Calculou-se a severidade corrigida com base na desfolha
causada pela doenca e observou-se aumento da severidade com o aumento do PMF. A
mesma tendéncia foi obtida para a area abaixo da curva de progresso da doenga e a taxa
de progresso da doenca. Plantas de soja (Glycine max) cv. BRS Tracaja, feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris) cv. Pérola e leiteira (Euphorhia heterophylla) ndo apresentaram
sintomas da doenca quando inoculadas com Xav (107 UFC.mL']) por aspersdo. Porém,

plantas de feijdo-comum apresentaram reacdo de hipersensibilidade (HR). lodas as



(plantas com folhas priméarias - EFP; com 2 a 3 trifélios - ET; cm florescimento - EF e
em formacgdo de vagens - EV) na época de infeccdo, bem como sua influéncia na
desfolha, nos componentes de producdo e na transmissibilidade da bactéria para as
sementes. A doenca causou desfolha em todas as plantas de feijdo-caupi, independente
do estadio fenoldgico da cultura e houve diferenca significativa na area abaixo da curva
de progresso relativa da doenca (AACPRD) entre os estadios fenoldgicos, contribuindo
para a reducdo de alguns componentes de producgdo, principalmente o de massa de graos
secos (MGS). Foi possivel isolar Xav de sementes de feijdo-caupi provenientes de
plantas infectadas em qualquer estadio fenoldgico, sendo detectada maior quantidade de
UFC.g'1de sementes em lotes provenientes de plantas inoculadas com Xav no EV e ET.
Posteriormente, dois experimentos de campo foram conduzidos em esta¢des seguidas de
cultivo, utilizando-se as cultivares BRS Braganca e BRS Vita-7, que foram inoculadas
com Xav no ET e no EF, a fim de avaliar os componentes dc produgéo do feijdo-caupi e
a transmissibilidade da bactéria para as sementes. A severidade da doenga foi maior em
BRS Braganca do que em BRS Vita-7 e houve reducfes de alguns componentes de
producdo, principalmente na MGS. Houve diferenca (p<0,05) pelo teste t na AACPRD
entre 0 ET e 0 EF em plantas BRS Braganca inoculadas com Xav. Foi possivel isolar
Xav em sementes provenientes das duas cultivares de feijdo-caupi, independente do
estadio fenologico em que foram inoculadas, sendo detectada maior quantidade de
UFC.g’lem sementes provenientes de plantas da cv. BRS Braganga inoculadas com Xav

no ET.
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ABSTRACT

LIMA, Hyanameyka Evangelista de. D.Se., Universidade Federal de Vigosa, July, 201 1
Epidemiology of cowpea bactcrial blight (Xanthomonas axonopodis pv. vignicola).
Advisor: José Rogério de Oliveira. Co-advisors: Katia de Lima Nechet, Bernardo de
Almeida Halfeld Vieira and Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Bacterial blight of cowpea (Vigna unguiculata) caused by Xanthomonas
axonopodis pv. vignicola (Xav) have been occurred in Brazil, however, there is no
available epidemiological information about this pathosystem. The objective of this
study was to know some epidemiological aspects related to bacterial blight of cowpea
through studies on greenhouse and field. To evaluate the severity of cowpea bacterial
blight, two diagrammatic scales were prepared, one for cultivars with oval leaflets and
another one to lanceolate leaflets, using the cultivars BRS Braganca and BRS Mazagao,
respectively. The use of diagrammatic scales resulted in higher accuracy and precision
of the estimatives performed, and the variance of the absolute errors in the assessment
of disease presented values within acceptable limits. Greenhouse and field experiments
were installed to evaluate the disease severity in BRS Braganca plants according to the
inoculums concentrations of Xav. The severity and defoliation increased with
increments of inoculum concentration. Xav was detected in seeds from plants grown in
field using CCM medium independent of inoculum concentration. The bactéria
incubation period decreased with the elevated leaf wetness period. We calculated the
corrected severity of disease based on a combined measurement of severity and
defoliation. The severity, the area under the disease progress curve and disease progress
rate increased as the leaf wetness period elevated. Soybean (Glycine max) cv. BRS
Tracaja, common bean (Phaseolus vulgaris) cv. Pérola and weed species (Euphorhia
heterophylla) showed no disease symptoms when inoculated with Xav (a7 CFU.mL ')
by spraying. However, common bean plants showed hypersensitivity reactions (HR).
Ali plants presented HR when Xav was infiltrated with a syringe in their tissues, and
total tissue necrosis was observed in plants of E. heterophylla at less than 24 hours after
inoculation. Other test was also conducted in greenhouse to assess the disease severity
at different stages of development of cowpea plants (primary leaves - PL, 2 or 3
trifoliate leaves - TL, with open flowers - OF, and with pod development - PD) on the
time of infection, as well as its influence on defoliation, on components of produetion

IX



and on transmission of bactéria to the seeds. The disease caused defoliation in ali
cowpea plants, regardless of phenologic stage of the culture and there were significant
diffcrences in relative area under the disease progress curve (RAUDPC) among
development stages, helping to reduce produetion of some components, especially of
the mass of dry grains (MDG). It was possible to detect Xav in seeds of cowpea olants
infected at any development stage and was detected higher amount of CFU.g lseed in
seeds samples from plants inoculated by Xav on PD stage and TL stage. Subsequently,
two field experiments were conducted in two consecutive seasons, for assessir.g the
disease severity, the components of cowpea produetion and the transmissibility of the
bactéria to the seeds. The cultivars used were BRS Bragan¢a and BRS Vita-7, which
were inoculated by Xav when de plants were in TL stage and OF stage. The disease
severity was higher in BRS Braganca than BRS Vita-7, and there were reduetions in
some components of produetion, mainly in MDG. There were diffcrences (p < (),C5) by
t test in RAUDPC between TL stage and OF stage in plants BRS Braganca inoculated
by Xav. It was possible to detect Xav in seeds of cowpea of two cowpea cultivars,
regardless of development stage in which they were inoculated, being detected higher
amount of CFU g lseed in seeds samples from plants of cultivar BRS Braganca on TL

stage inoculated by Xav.



INTRODUCAO GERAL

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], conhecido popularmente como feijdo-
de-corda, feijdo-macécar ou feijdo-fradinho é uma das leguminosas mais adaptadas e
nutritivas entre as espécies cultivadas. De acordo com a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) a producdo mundial de feijao-caupi em 2008 foi de
3,7 milhdes de toneladas, sendo o principal pais produtor a Nigéria, que responde por
51% da producdo. E uma das principais culturas alimentares no Oeste da Africa, sendo
considerada como a principal fonte de proteinas das popula¢des de baixa renda dc Norte
e Nordeste do Brasil (Onwuliri & Obu, 2002; Freire Filho et ai, 2005). No Brasil, o
feijdo-caupi é explorado principalmente nas regibes Norte e Nordeste, sendo o Estado
da Paraiba o maior produtor do Nordeste (Santos et al., 2009). O Para, por sua vez, € 0
maior produtor da regido Norte, com uma éarea plantada de 50 mil hectares e com
producdo de 35 mil toneladas em 2009, sendo cerca de 90% da producdo consumida
fora do Estado, especialmente no Nordeste brasileiro. Atualmente, a cultura encontra-se
em expansdo na regido Centro-Oeste, sendo os estados do Mato Grosso c¢ Pard
exportadores de feijdo-caupi para paises africanos e asiaticos (Freire Filho et al., 2008,
Filgueiras et al., 2009; SAGRI, 2010; Nechet & Halfeld-Vieira, 201 1). A area colhida e
a producdo do feijdo-caupi no estado do Mato Grosso, em 2010, foi da ordem de 42.662
ha e 40.049 t, respectivamente, sendo a produtividade média do estado dc 939 kg.ha"l,
acima da média das melhores produtividades obtidas no Estado do Para (Filgueiras et
a | 2009; Barbosa et a | 2010). Os pequenos agricultores encontram facilidades no
cultivo da cultura, em virtude da sua pouca exigéncia em fertilidade de solo (Oliveira et
al., 1984). Em Roraima, a produtividade do feijdo-caupi estd em torno de 600 kg.ha 1
(Menezes et al., 2007), mas em condic¢des experimentais, produtividades de grdos acima
de 3.000 Kg.ha"lforam obtidas (Vilarinho et al., 2009), mostrando a potencialidade da
cultura na regido.

Embora apresente boa qualidade nutricional, que supera as dos feijées comuns
(Phaseolus spp.), a produtividade média do feijdo-caupi tem apresentado declinios
consideraveis, associados principalmente ao plantio em novas areas que proporcionam
mesoclimas menos propicios para a cultura, plantios predominantemente de

subsisténcia, utilizacdo de cultivares com potencial genético reduzido e a ocorréncia de



pragas e doencas, que limitam o desenvolvimento da cultura (Castro, 2000). Entre as
doencas do feijdo-caupi, a mancha-bacteriana, causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. vignicola (Burkholder) Dye, é considerada uma doenga limitante para a
sua producdo cm todas as regides produtoras do mundo, as quais incluem a Africa, a
Asia e as Américas (Kishun, 1989; Ehlers & Hall, 1997). A doenca torna-se
economicamente importante em condic¢des de clima quente e imido, incluindo o tropico
semi-4arido e o tropico umido (Verdier et al., 1998). No Brasil, a mancha-bacteriana do
feijdo-caupi ja foi relatada nos estados de Goias, Bahia, Maranhdo, Para, Piaui, Ceara e
Roraima (Santos et al., 2000; Freire Filho et al., 2005; Nechct et al., 2009). Os
sintomas sdo observados primeiramente pela formacdo de manchas foliares,
pustiliformes, necréticas, angulares com centro amarronzado, envolvido freqlientemente
por um halo amarelado, de tecido encharcado de aspecto Umido (Freire Filho et al,
2005; Moretti et al., 2007). Em certas condicdes o patégeno pode invadir o caule, de
onde surgem cancros bem caracteristicos (fissuras longitudinais). Nas vagens, sdo
observadas manchas irregulares de aspecto Umido, por onde o patdgeno infecta as
sementes (Freire Filho et al., 2005). Rios & Watt (1980) verificando o perfil das
doencgas flngicas e bacterianas do feijdo-caupi no Brasil, observaram que a importancia
da mancha-bacteriana esta fundamentalmente relacionada a regido, a forma de cultivo e
a epoca de plantio. Dados oriundos de outros paises indicam que a mancha-bacteriana
pode ocasionar epidemias severas (Moretti et al.,, 2007) e causar significativa reducéo
na producdo (Ekpo, 1978; Okechukwu et al., 2000) podendo atingir perdas de até 92%
(Kishun, 1989). No entanto, ndo ha dados precisos sobre o potencial de perdas

ocasionado pela doenca no Brasil (Freire Filho et al., 2005).

A importancia de X. axonopodis pv. vignicola como patégeno do feijdo-caupi
estd relacionada, principalmente, a sua elevada agressividade, transmissibilidade pelas
sementes (Wydra et ai, 2004), disseminacdo por insetos (Zandjanakou-Tachin et al.,
2007), bem como a sua capacidade de sobrevivéncia em restos culturais (Okechukwu &
Ekpo, 2008). Além disso, hospedeiros alternativos podem constituir uma fonte de

indculo primério entre as estacdes de cultivo (Sikirou & Wydra, 2004).

Ndo existe um método eficiente para o controle da mancha-bacteriana do feijdo-
caupi, sendo recomendado o uso de cultivares resistentes, plantio em areas livres do
patégeno e uso de sementes sadias (Gitaitis, 1983 Freire; Wydra et al., 2004; Sikirou &
Wydra, 2004; Filho et al., 2005). Estudos feitos no Brasil demonstram a existéncia de
genoétipos de feijdo-caupi com resisténcia a mancha-bacteriana, com possibilidades de
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uso em programas de melhoramento genético e sendo uma opcdo para os produtores cm
locais onde a doenga ocasione danos severos a cultura (Santos et al., 2000; Souza et al.,
2007). Entretanto, apesar da importédncia dessa doenga para a cultura, estudos
epidemioldgicos sobre o patossistema Xanthomonas axonopodis pv. vignicola x feijao-
caupi sdo escassos no Brasil. Nesse contexto, é importante determinar os aspectos
basicos relacionados a este patossistema, o potencial de dano da doenca na cultura e sua
transmissibilidade para sementes, através de estudos epidemioldgicos em condicdes de

casa-de-vegetacdo e de campo.
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CAPITULO 1

ELABORACAO E VALIDACAO DE ESCALAS DIAGRAMATICAS PARA
AVALIACAO DA SEVERIDADE DA MANCHA-BACTERIANA DO FEIJAO-
CAUPI EM CULTIVARES COM TRIFOLIOS MORFOLOGICAMENTE
DISTINTOS.



Elaboracdo e validacdo dc escalas diagraméaticas para avaliacdo da severidade da
mancha-bacteriana do feijdo-caupi em cultivares com trifélios morfologicamente

distintos

Resumo

O objetivo desse trabalho foi desenvolver duas escalas diagraméticas para
quantificar a severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi, causada pela bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. vignicola, em cultivares de feijdo-caupi de trifélios com
foliolos ovais e lanceolados. Para a elaboracdo das escalas diagramaticas, trifélios
sintomaticos foram coletados no campo e o padrdo de distribuicdo das lesbes e a
severidade real da doenca foram determinados utilizando o software ASSESS 2.0. A
escala foi construida considerando a severidade minima e méxima encontrada e o0s
niveis intermediarios de severidade foram estabelecidos de acordo com a lei do estimulo
de Weber-Fechner. Os niveis propostos foram: 0,05; 0,25; 1,00; 3,40; 9,70; e 17,70%
para trifélios com foliolos ovais e 0,10; 0,35; 1,10; 3,50; 9,30; e 19,10% para trifdlios
com foliolos lanceolados. As escalas foram validadas por meio de anélises dc regressdo
linear da severidade estimada e severidade real com e sem o uso das escalas propostas,
para os 12 avaliadores sem experiéncia em quantificar essa doenca, que estimaram a
severidade de 50 trifélios com diferentes niveis de severidade da mancha-bacteriana.
Para isso, avaliou-se a acuracia, a precisao e a reprodutibilidade dos avaliadores. Com a
utilizacdo das escalas diagramaticas, obtiveram-se niveis satisfatdrios de acurécia,
precisdo e reprodutibilidade. Assim, as escalas propostas tornam-se uma ferramenta
facil e dc répida utilizacdo, que podem ser adotadas para auxiliar na avaliacdo da

severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi.

Palavras-chaves: Vigna unguiculata, Xanthomonas axonopodis pv. vignicola,

epidemiologia, quantificacdo, fitopatometria.

1. Introducédo

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.J, conhecido popularmente como
feijdo-de-corda, feijdo-macacar ou feijdo-fradinho é uma das leguminosas mais
adaptadas e nutritivas entre as espécies cultivadas. E uma das principais fontes dc
proteina para a nutricdo humana, principalmente para as populacdes dc baixa renda

(Freire Filho et al., 2005; Verdier et al., 1998). No Brasil, o feijdo-caupi é explorado
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principalmente nas regifes Nordeste e Norte do pais. No entanto, a cultura esta
conquistando espago na regido Ccntro-Oeste, cm razdo do desenvolvimento de
cultivares com caracteristicas que favorecem o cultivo mecanizado (Nechet & Halfeld-
Vieira, 2011; Filgueiras et al., 2009). Os agricultores encontram facilidades no cultivo
desta leguminosa, em virtude da sua produtividade ¢ pouca exigéncia em fertilidade de

solo (Oliveira et al., 1984).

A mancha-bacteriana do feijdo-caupi, que tem como agente causai Xanthomonas
axonopodis pv. vignicola (Burkholder) Dye, é uma importante doenca do feijdo-caupi
em muitas areas onde é cultivado (Gitaitis, 1983; Khatri-Chhetri et ai, 2003). Os
sintomas sdo observados primeiramente pela formacdo de manchas foliares,
pustiliformes, necréticas, angulares com centro amarronzado, envolvido frequentemente
por halo amarelado, de tecido encharcado de aspecto Umido (Vakili, 1975; Moretti et
al., 2007; Freire Filho et al., 2005). Em certas condicdes, cancros bem caracteristicos
nas hastes das plantas e manchas irregulares de aspecto Umido nas vagens podem ser
observados (Freire Filho et al., 2005). A bactéria infecta sementes reduzindo de 15
67% a emergéncia e aumentando a mortalidade de plantas em até 81 %, podendo ocorrer
reducdo significativa na producdo (Ekpo, 1978; Okechukwu et al., 2000), chegando a
atingir indices proximos a 92%, dependendo da cultivar e do estadio fenoldégico em que
a planta for infectada (Kishun, 1989).

N&o existe método eficiente para o controle da mancha-bacteriana do feijdo-
caupi, sendo recomendado o uso de variedades resistentes (Okechukwu & Ekpo, 2004),
plantio em &reas livres do patégeno e uso de sementes sadias (Freire Filho et al., 2005;
Wydra et al., 2004; Sikirou & Woydra, 2004). Entretanto, até o momento, foram
realizados poucos estudos epidemiolégicos da mancha-bacteriana. A forma mais
adequada de avaliar a severidade de doencas como manchas foliares é pela
quantificacdo da porcentagem de tecido foliar doente em relacdo a area foliar total
(Amorim, 1995). A elaboracdo e a validacdo de escala diagramatica para avaliar a
severidade da mancha-bacteriana, constitui ferramenta necesséaria para compreender a
doenca sob a influéncia de fatores ambientais, bem como o0s niveis de resisténcia do
hospedeiro. Além disso, a utilizacdo de escalas pode reduzir a subjetividade das
estimativas de severidade entre os avaliadores, melhorando a acuracia e a precisdo das
avaliacdes (Martins et al., 2004).

As caracteristicas de uma boa escala envolvem a facilidade de uso, ter resultados

reproduziveis, aplicabilidade sob ampla extensdo de condicdes, possuir intervalos que



representem todos os estadios de desenvolvimento da doenca e que permita uma
avaliacdo imediata (Berger, 1980). Assim, na construcdo dc uma escala diagramatica,
alguns aspectos importantes devem ser considerados, tais como: os limites superior e
inferior da escala devem corresponder, respectivamente, a maxima e minima
intensidade da doenca observada no campo; os sintomas representados devem ser 0s
mais proximos possiveis dos observados em plantas; e na determinacdo dos niveis
intermediarios da escala devem ser consideradas as limitacbes de acuidade do olho
humano. Estas sdo definidas pela lei de estimulos-resposta de Weber-Fechner, na qual a
acuidade visual é proporcional ao logaritmo da intensidade do estimulo (Horsfall &
Barrat, 1945). As escalas diagramaticas devem ser validadas antes de serem propostas
como um método padrdo de quantificacdo de doencas (Martins et al., 2004).
Atualmente, ndo existe escala diagramatica para auxiliar na avaliacdo da
severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi. Tendo em vista, as diferencas
morfoldgicas de trifolios de diferentes cultivares de feijdo-caupi, surge a necessidade de
elaboracdo de escalas diagramaticas, para cultivares com trifélios de foliolos ovais e
para cultivares com trifolios de foliolos lanceolados. Assim, a proposta desse trabalho
foi elaborar e validar duas escalas diagramaticas para a quantificacdo da severidade da
mancha-bacteriana do feijdo-caupi cm plantas com trifélios de foliolos ovais e de

foliolos lanceolados.

2. Material e Métodos

Para a elaboracdo das escalas diagramaticas, duas parcelas de feijdo-caupi foram
instaladas, em dois anos consecutivos (2009 e 2010) em 4area de Latossolo Amarelo,
textura arenosa e topografia plana, no campo experimental da Embrapa Roraima, no
municipio de Boa Vista, no Estado de Roraima, Brasil (02°45’27"N, 60°43’52”W, 090
m de altitude). Cada parcela foi constituida de uma cultivar distinta, tendo-se utilizado
0s genotipos BRS Braganca e BRS Mazagdo, que apresentavam trifélios de foliolo oval
e trifélios de foliolo lanceolado, respectivamente. Cada parcela foi constituida por oito
linhas de 5 m de comprimento, espacadas de 0,75 m entre linhas. As plantas foram
inoculadas no estadio de 2-3 trifélios e no inicio da floracdo com um isolado de Xav, na
concentragdo de IXIO7UFC.mL ', até o ponto de escorrimento, com pulverizador costal
manual.

Coletas aleatorias de 150 trifélios de cada cultivar foram realizadas a partir do

aparecimento dos primeiros sintomas da doenca e continuaram a medida que o0s
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sintomas da doenca progrediam. Dos trifélios coletados foram obtidas imagens, por
meio de fotografia digital, as quais foram transferidas para um microcomputador para
determinar o percentual de &rea necrosada (severidade real) com o auxilio do programa
ASSESS 2.0 (Lamari, 2008). A partir das severidades minima e maxima encontrada nos
trifélios analisados, obedecendo a lei de acuidade visual de Weber-Fechner (Horsfall &
Barrat, 1945) e seguindo uma escala logaritmica, estabeleceram-se quatro niveis
intermediarios da doenga para compor a escala diagramatica. Apés o estabelecimento
dos niveis de severidade da escala, um trifélio padrdo de area conhecida, de cada
cultivar, foi utilizado para representar os seis niveis de severidade da escala, de maneira
a reproduzir os sintomas observados nas folhas em campo, estabelecendo assim, a
escala diagramatica. Essas imagens foram inseridas em slicles individuais no
Microsoft® Power Point® 2000 (Microsoft Corporation, 1999) para a visualizagdo e
guantificacdo pelos avaliadores.

Para a validacdo da escala diagramatica foram utilizados 12 avaliadores, a
maioria com experiéncia na quantificacdo de doencas com uso de escalas, mas todos
inexperientes na quantificacdo da mancha-bacteriana do feijdo-caupi. Os avaliadores
analisaram 50 imagens de trif6lios de foliolos ovais e 50 imagens de trifélios dc foliolos
lanceolados, contendo diferentes graus de severidade sem o uso das escalas propostas
(primeira etapa). Na segunda etapa, os avaliadores analisaram as mesmas 50 imagens de
trifélios de foliolos ovais e as 50 imagens de trifélios de foliolos lanceolados para
estimar a severidade com o uso das escalas diagramaticas propostas, recebendo uma
copia colorida impressa das duas escalas diagramaticas.

A partir dos dados de cada avaliador, tanto para a validacdo da cscala
diagramatica para feijdo-caupi com trifélios de foliolos ovais quanto para a escala com
trifélios de foliolos lanceolados, determinaram-se a acuracia ¢ a precisdo por meio de
regressdao linear simples entre a severidade real (variavel independente quantificada no
programa ASSESS) e a severidade estimada (variavel dependente), sem e com o uso da
escala. A precisdo foi avaliada por meio do coeficiente de determinacdo (R2 da
regressdo e pela variancia dos erros (severidade estimada menos a real). A acuracia das
estimativas foi determinada pelo teste t aplicada ao intercepto da regressao linear (a),
para verificar se foi significativamente diferente de 0, e ao coeficiente angular da reta
(/;), para testar se foi significativamente diferente de 1, ao nivel de 5% de probabilidade.
A reprodutibilidade das avaliagdes foi determinada pelos valores de R2 da regressdo

linear entre as severidades estimadas pelos diferentes avaliadores combinados aos pares
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como proposto por Nutter & Schultz (1995). As regressfes entre a severidade real e a
estimada para cada avaliador, bem como entre os avaliadores foram realizadas com o

programa MINITAB versédo 14.

3. Resultados c Discusséao

Foi observado que o valor maximo de severidade da mancha-bacteriana do
feijdo-caupi de 17,70% para a cultivar com trifélios de foliolos ovais (BRS Braganca) e
de 19,10%, para a cultivar com trifélios de foliolos lanceolados (BRS Mazagdo). As
escalas diagramaticas foram propostas com seis niveis de severidade, 0,05; 0,25; 1,00;
3,40; 9,70; 17,70% e 0,10; 0,35; 1,10; 3,50; 9,30; 19,10%, para cultivares com trifélios
de foliolos ovais e para trifélios com foliolos lanceolados, respectivamente, seguindo a
lei do estimulo de Weber-Fechner (Diaz et al., 2001; Halfeld-Vieira & Nechet, 2006;
Soares et al., 2009; Capucho et al, 2010; Celoto & Papa, 2010), e podem ser
observadas nas Figuras le 2.

Quando se utilizou a escala diagramatica para trifolios de foliolos ovais e para
trifélios de foliolos lanceolados, os valores estimados de severidade pelos 12
avaliadores ficaram proximos dos valores de severidade real (Figuras 3 e 4).

Valores dc intercepto (a) significativamente diferentes dc O indicam a presenca de
desvios constantes, enquanto valores de coeficiente angular da reta (b) que desviam
significativamente dc 1indicam a presenca dc desvios sistematicos (Nutter et al., 1993).
Na validacdo da escala diagramatica para trifélios de foliolos ovais, os valores do
intercepto (a) relacionados a 25% dos avaliadores (avaliadores 4, 9 e 10), quando néo
utilizaram a escala, ndo diferiram de zero (P > 0,05). Na validacdo da escala
diagramdtica para cultivar com trifélios dc foliolos lanceolados, para 75% dos
avaliadores (2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10 ¢ 12) as estimativas do intercepto (a) ndo diferiu de
zero quando ndo utilizaram a escala. Com o uso das escalas diagramaticas, os valores do
intercepto (a) nédo diferiram de zero (P > 0,05) para 50% dos avaliadores (avaliadores 1,
2,5 7, 8, e 10), e para 100% dos avaliadores, com a escala de trifolios de foliolos ovais
e lanceolados, respectivamente, indicando que metade dos avaliadores ndo apresentou
desvios constantes com o0 uso da primeira escala (Tabela 1) e que nenhum dos
avaliadores apresentou desvios constantes com o uso da segunda escala (Tabela 2). O
coeficiente angular da reta (b) ndo diferiu de 1 (P > 0,05) para 41,66% dos avaliadores
(avaliadores 2, 3, 7, 8 e 12), quando ndo utilizaram a escala de trifélios de foliolos

ovais, e para 25% dos avaliadores (avaliadores 1, 4 e 8), quando ndo utilizaram a escala
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de trifélios de foliolos lanceolados. Porém, com o uso das escalas, ndo houve diferenca
do coeficiente angular da reta (b) para 58,33% dos avaliadores, indicando que a maioria
dos avaliadores ndo apresentou desvios sistematicos, pois houve uma melhora para os
avaliadores 1, 2, 4, 5, 8 11 e 12 com o0 uso da escala de trifélios de foliolos ovais
(Tabela 1) e para os avaliadores 1, 3, 5, 7, 10, 11 e 12 com 0 uso da escala de trifolios
de foliolos lanceolados (Tabela 2).

A precisdo também é um fator a ser considerado na validacdo de uma escala
diagramatica e é definida como a exatiddo de uma operacdo onde ha rigor ou
refinamento na medida (Bergamin Filho & Amorim, 1996). Ela pode ser avaliada por
meio do coeficiente de determinagdo da regressdo (R2), que deve ser préximo de 100%,
bem como pela variacdo dos erros. Com o0 uso das escalas, houve aumento da precisdo
para todos os avaliadores (Tabelas 1 e 2), pois 0s niveis de precisdo das estimativas
visuais da mancha-bacteriana do feijdo-caupi apresentaram valores dc R2 superior a
88%, considerado alto para este tipo de avaliagdo (Bergamin Filho & Amorim, 1996).

Os valores de R* ficaram entre 88 e 99,1 com média de 95,3 com o uso da escala
de trifélios dc foliolos ovais e entre 88,7 e 99,7 com média de 95,8 com a escala de
trifélios de foliolos lanceolados, assemelhando-se aos verificados em outros estudos de
validacdo de escalas (Halfeld-Vieira & Nechet, 2006; Sussel et al., 2009; Celoto &
Papa, 2010; Capucho et ai, 2010). A precisdo das estimativas sem o uso das escalas foi
baixa, pois os valores de R2variaram dc 16,7 a 63,7 com média de 41,8 (Tabela 1) sem
a escala dc trifolios de foliolos ovais e de 10,5 a 29,9 com média de 20,72 (Tabela 2)
sem a escala de trifélios de foliolos lanceolados, indicando que, com o uso das escalas
diagramaticas houve maior precisdo das estimativas.

Obscrvou-sc que sem a utilizacdo das escalas diagramaticas, cerca de 75% dos
avaliadores, apresentaram maiores desvios nos erros. Sem a escala de trifélios de
foliolos ovais, 16,7% dos avaliadores (avaliadores 1e 2) chegaram a apresentar erros
ultrapassando 23%, enquanto 58,3% dos avaliadores (avaliadores 3, 4, 6, 7, 8, 9, e 11)
apresentaram erros superiores a 10% e inferiores a 23% (Figura 5). Sem a escala dc
trifélios de foliolos lanceolados, 16,7% dos avaliadores (avaliadores 1e 8) chegaram a
apresentar erros ultrapassando 18%, e 58,3% dos avaliadores (2, 4, 5, 6, 7, 11 e 12)
apresentaram erros superiores a 10% e inferiores a 18% (Figura 6). Os demais
avaliadores, mesmo sem o0 uso das escalas, apresentaram erros inferiores a 10%
(avaliadores 5, 10 e 12 sem a escala de trifdlios de foliolos ovais e avaliadores 3, 9 e 10

sem a escala de trifolios de foliolos lanceolados), sendo assim, considerados como bons
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avaliadores (Nutter & Sehultz, 1995). No entanto, com a utilizacdo das escalas
diagramaticas, houve redugdo dos erros absolutos para as estimativas, em relacdo a
distribuicdo dos erros das estimativas obtidas sem o uso das escalas. A maioria dos erros
absolutos foi inferior a 5% quando os avaliadores utilizaram as escalas para estimar a
severidade da doenca (Figuras 5 e 6), exceto o avaliador 1referente a escala de trifolios
de foliolo lanceolado, que teve no maximo 8% de erro absoluto (Figura 6). De acordo
com Nutter & Worawitlikit (1989), para que um avaliador possa ser considerado
excelente, o erro de suas estimativas deve estar dentro de um intervalo de + 5% do valor
real, e bom quando ndo ultrapassa a + 10%. Nesse sentido, todos os avaliadores que
utilizaram a escala de trifolios de foliolos ovais e a maioria dos avaliadores (2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 9, 10, 11 e 12) que utilizaram a escala de trifélios de foliolos lanceolados foram
considerados excelentes na avaliacdo da severidade da mancha-bacteriana do feijéo-
caupi, pois a média dos erros absolutos permaneceu no intervalo de +5 a -5%. O
avaliador 1 referente a escala de foliolo lanceolado, foi considerado bom, pois a média
dos erros absolutos permaneceu no intervalo de +10 a -10%.

Com o uso da escala diagramatica de trifélios de foliolos ovais, metade dos
avaliadores (1, 2, 5, 7, 8 e 10) apresentou tendéncia em subestimar a severidade da
doenca, e os demais avaliadores (3, 4, 6, 9, 11 e 12) apresentaram tendéncia cm
superestimar esta severidade (Tabela 1). Esse fato pode ser confirmado ao se observar
gue para seis dos avaliadores predominaram erros com sinais positivos e para 0s outros
seis, erros com sinais negativos (Figura 5). Com o uso da escala de trifolios de foliolos
lanceolados houve tendéncia em subestimar a severidade da doenca (Tabela 2), pois
para todos os avaliadores predominaram erros com sinais negativos (Figura 6). Outros
estudos de validacdo de escalas diagramaticas indicam que a tendéncia em superestimar
valores é mais freqliente (Sherwood et ai, 1983; Newton & Hackett, 1994; Parker et ai,
1995; Diaz et ai, 2001; Leite & Amorim, 2002, Capucho et ai, 2010). Em alguns
casos, como o da mancha parda da mandioca, da cercosporiose da alfacc e da mancha-
de-cercospora em melancia, ocorreram a subestimativa dos niveis de severidade das
doencas (Michereff et al.,, 1998; Gomes et ai, 2004; Halfeld-Vieira & Nechet, 2006).

As solugdes para corrigir tanto a superestimativa quanto a subestimativa dos
niveis de severidade das doencas variam de acordo com a magnitude do erro, podendo
ser corrigida com o treinamento dos avaliadores (Nutter & Sehultz, 1995). Entretanto, a
superestimativa, bem como a subestimativa dos niveis de severidade da mancha-

bacteriana do feijdo-caupi com o uso das escalas foi baixa, e tais escalas podem ser
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recomendadas para a avaliacdo da severidade da doenca, ndo sendo necessario o
treinamento dos avaliadores. Isto provavelmente se deve ao fato do nivel maximo dc
severidade da doenca em cultivares de foliolos ovais e dc foliolos lanceolados ser
inferior a 17,63 e 19,09%, respectivamente, o que torna mais facil a avaliagdo com o
uso dessas escalas. BRS Braganca apresentou-se mais suscetivel & doenca do que BRS
Mazagdo. Entretanto, o nivel méximo de severidade obtido em BRS Braganca foi
inferior ao obtido em BRS Mazagdo devido a desfolha causada pela doenca.

Com o uso da escala diagramatica de trifélios de foliolos ovais, metade dos
avaliadores néo apresentou desvios constantes, e com o uso da escala dc trifélios de
foliolos lanceolados, nenhum dos avaliadores apresentou desvios constantes. Entretanto,
a maioria dos avaliadores ndo apresentou erros sistematicos com o uso das duas escalas,
0 que ndo representa problema, pois avaliagdes realizadas com menor acuracia do que
precisdo ndo apresenta sérios problemas, dado que os desvios normalmente seguem o
mesmo padrdo (Gomes et al.,, 2004). Segundo Stonehouse (1994), a presenca de certo
nivel de erro absoluto nas mensuracdes pode ser compensada pela rapidez e
padronizacdo quando se utiliza a escala diagramatica.

Os avaliadores relataram sentir maior dificuldade dc estimar a severidade da
mancha-bacteriana do feijdo-caupi, sem o uso da escala, em trifélio com foliolos
lanceolados, do que em trifdlios com foliolos ovais (Figuras 3 e 4). Isto se deve ao fato
da qualidade da estimativa da doenca poder ser influenciada pela complexidade
amostrai como o tamanho, a forma, a cor e o nimero de leses da unidade amostrai,
conforme relatado por Kranz (1988).

Além da acuracia e da precisdo, outro indicador da eficiéncia da escala
diagramatica desenvolvida é a reprodutibilidade das estimativas entre os avaliadores
(Bergcr, 1980). Diferentes avaliadores, quando utilizam a mesma escala para a
avaliagdo do mesmo material vegetal devem estimar os mesmos valores de severidade
(Nutter & Sehultz, 1995). A reprodutibilidade, que é a repetibilidade das estimativas,
pode ser estimada pela correlacdo das severidades estimadas pelos avaliadores aos
pares. Quando o coeficiente de correlagdo na comparacdo de dois avaliadores aproxima-
se de 100%, as estimativas dos avaliadores se repetem (Belasque et al., 2005; Leite &
Amorim, 2002). Sem o uso da escala diagramatica de trifélios de foliolos ovais, 0s
coeficientes de determinacdo foram superiores a 70% em apenas 9% dos casos e
inferiores a 70% em 91% dos casos das compara¢des entre avaliadores. Com o uso da

escala proposta, foi observado que em nenhum caso o coeficiente de determinacédo foi
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inferior a 80%, sendo superiores a 90% em 83,3% dos casos (Tabela 3). Na analise da
reprodutibilidade dos avaliadores sem o uso da escala de trifélios de foliolos
lanceolados, observou-se que os coeficientes de determinacdo foram superiores a 70%
em apenas 7,57% dos casos e inferiores a 70% em 92,43% dos casos das comparacdes
entre avaliadores. Com o uso da escala de trifélios de foliolos lanceolados foi observado
gue em nenhum caso o coeficiente de determinacdo foi inferior a 80% das comparacdes
entre avaliadores, sendo que 85,85% dos casos os coeficientes de determinacdo foram
superiores a 90% (Tabela 4). Tais resultados indicam que as estimativas realizadas com
as escalas diagramaticas sdo reproduziveis. Resultados similares foram obtidos por
Capucho et al. (2010) com o uso da escala diagramatica da mancha-branca do milho.
Portanto, os resultados mostram que as escalas propostas para a avaliacdo da
severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi, tanto para cultivares de trifélios com
foliolos ovais, quanto para cultivares de trifélios com foliolos lanceolados, foram de
facil utilizacdo. Desta forma, essas escalas podem ser consideradas como valiosas
ferramentas para a pesquisa, como em estudos epidemioldgicos, proporcionando

informacgdes mais adequadas para esse patossistema.
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3,40% 9,70% 17,70%

Figura 1 - Escala diagramatica para a avaliagdo da severidade da mancha-bacteriana
(Xanthomonas axonopodis pv. vignicola) do feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cultivar
BRS Braganca com trifolio de foliolos ovais. Valores estdo em porcentagem (%) de area

foliar com sintomas da doenga.
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3,50% 9'30% 19'1070
Figura 2 - Escala diagramatica para a avaliacdo da severidade da mancha-bacteriana
{Xanthomonas axonopodis pv. vignicola) do feijdo-caupi {Vigna unguiculata) cultivar

BRS Mazagéao com trifélio de foliolos lanceolados. Valores estdo em porcentagem (%)

de &rea foliar com sintomas da doenga.
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Sem escala Com escala

Avaliador 1 Avaliador7

AvaliadorS
*Avaliador3 Avaliador9
Avaliador 4

*Avaliador 11
'‘Avaliadoré Avaliador 12

Severidade real (%)
Figura 3- Severidade estimada sem e com a utilizacdo da escala diagramatica elaborada
(pontos cheios), e linha de regressdo obtida entre a severidade real e estimada (linha
cheia) da mancha-bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. vignicola) do feijdo-caupi
(Vigna unguiculata) para cultivar com trifélio de foliolos ovais, para os 12 avaliadores.

A linha pontilhada representa a situacao ideal com as estimativas idénticas a real.
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Sem escala Com escala

Severidade real (%)
Figura 4- Severidade estimada sem e com a utilizacdo da escala diagramatica elaborada
(pontos cheios), e linha de regressdo obtida entre a severidade real e estimada (linha
cheia) da mancha-bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. vignicola) do feijdo-caupi
(Vigna unguiculata) para cultivar com trifélio de foliolos lanceolados, para os 12

avaliadores. A linha pontilhada representa a situacdo ideal com as estimativas idénticas

a real.
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Figura 5- Erros (severidade estimada menos a real) para os 12 avaliadores sem e com a
utilizacdo da escala diagraméatica elaborada para quantificagdo da severidade da
mancha-bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. vignicola) do feijdo-caupi (Vigna

unguiculata) para cultivar com trifélio de foliolos ovais.
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Figura 6- Erros (severidade estimada menos a real) para os 12 avaliadores sem e com a
utilizacdo da escala diagramatica elaborada para quantificacdo da severidade da mancha-
bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. vignicola) do feijdo-caupi (Vigna unguiculata)

para cultivar com trifélio de foliolos lanceolados.

25



Tabela 1 - Estimativas dos pardmetros de intersecdo (a), dos coeficientes angulares (b)
e coeficientes de determinacdo (R2) das equacfes de regressdo linear calculadas entre a
severidade real e estimadas da mancha-bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv.
vignicola) do feijdo-caupi (Vigna unguiculata) para cultivar com trifolio de foliolos

ovais, realizada por 12 avaliadores, com e sem a utilizacdo da escala diagramatica.

Sem escala Com escala
Avaliadores

a b R2 a b R2

1 7,56 * 2,06 * 58,6 0,04 0,99 93,5
2 2,69 * 0,70 16,8 0,23 0,95 92,9
3 2,68 * 0,83 28,3 032 ~ 0,95 * 97,7
4 0,66 091 * 455 0,36 © 0,99 92,7
5 0,99 * 0,78 * 62,7 0,02 0,99 98,4
6 0,74 * 0,38 * 39,6 045 * 0,89 * 88,0
7 151 * 0,83 38,7 -0,12 1,15 * 94,0
8 4,85 * 0,91 34,5 0,11 1,00 96,8
9 1,04 0,44 * 16,7 0,23 * 0,94 * 97,3
10 0,07 0,50 * 54,8 0,19 0,79 * 945
n 1,15 * 0,34 * 41,4 019 * 0,98 99,1
12 1,03 * 0,93 63,7 014 ~* 1,03 99,0
Média 2,08 0,80 41,8 0,12 0,97 95,3

* situacbes onde o valor da intersecdo da reta (a) ou o coeficiente angular (b) foi

diferente de “0" e “1”, respectivamente, pelo teste t ao nivel de 5% dc probabilidade.
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Tabela 2 - Estimativas dos parametros de intersecdo (a), dos coeficientes angulares (b)
e coeficientes de determinacdo (R2) das equacOes de regressdo linear calculadas entre a
severidade real e estimadas da mancha-bacteriana {Xanthomonas axonopodis pv.
vignicola) do feijdo-caupi (Vigna unguiculata) para cultivar com trifélio de foliolos
lanceolados, realizada por 12 avaliadores, com e sem a utilizacdo da escala

diagramatica.

Sem escala Com escala
Avaliadores

a b R2 a b R2

1 7,98 * 0,68 13,4 -0,06 0,96 88,7
2 0,42 055 * 274 0,37 094 * 958
3 1,99 058 * 236 0,17 0,96 95,7
4 1,23 0,42 18,5 0,36 093 * 953
5 1,51 0,46 * 24,0 -0,07 0,97 96,1
6 0,75 0,19 * 105 0,20 0,93 * 96,2
7 1,52 0,37 * 135 -0,12 0,98 96,5
8 6,90 ~ 0,82 22,9 0,08 0,94 * 97,1
9 0,92 059 * 348 0,13 094 * 97,2
10 0,95 057 * 299 -0,07 0,96 97,1
11 1,20 * 022 * 16,2 0,24 0.96 96,7
12 2,36 0,49 * 13,9 0,20 1,07 97,7
Média 2,31 0,50 20,72 0,12 0,96 95,8

* situacdes onde o valor da intersecdo da reta (a) ou o coeficiente angular (b) foi

diferente de “0” e “1”, respectivamente, pelo teste / ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3 - Reprodutibilidade das estimativas da severidade da mancha-bacteriana
{Xanthomonas axonopodis pv. vignicola) do feijdo-caupi (Vigna unguiculata) para
cultivar com trifélio de foliolos ovais, representada pela frequéncia dos coeficientes de
determinacédo (RZ) oie equacgOes de regressdo linear simples relacionando as estimativas

entre avaliadores, com e sem o uso da escala proposta.

Frequéncia (%)*

Valor de R2
Sem escala Com escala
<0,70 91,0 0
0,70 - 0,79 9,0 0
0,80 - 0,89 0 16,7
0,90 - 1,00 0 83,3

* calculada considerando o nimero de ocorréncias do intervalo em relacdo ao total de
66 combinacdes possiveis entre os 12 avaliadores em cada avaliacdo da severidade da

doenca.

Tabela 4 - Reprodutibilidade das estimativas da mancha-bacteriana {Xanthomonas
axonopodis pv. vignicola) do feijdo-caupi (Vigna unguiculata) para cultivar com trifolio
de foliolos lanceolados, representada pela frequéncia dos coeficientes de determinacéo
(R*) de equagbes de regressdo linear simples relacionando as estimativas entre

avaliadores, com e sem o uso da escala proposta.

Frequéncia (%)*

Valor de R2
Sem escala Com escala
<0,70 92,43 0
0,70 - 0,79 7,57 0
0,80 - 0.89 0 15,15
0.90 - 1,00 0 85,85

* calculada considerando o nimero de ocorréncias do intervalo em relacdo ao total de
66 combinacdes possiveis entre os 12 avaliadores em cada avaliacdo da severidade da

doenca.
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CAPITULO 2

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO PATOSSISTEMA: Xanthomonas
axonopodis pv. vignicola - FEIJAO-CAUPI
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Aspectos epidemioldgicos do patossistema Xanthomonas axonopodis pv. vignicola -

feijdo-caupi.

Resumo

Os objetivos deste trabalho foram verificar o efeito da concentracdo de indculo e
do periodo de molhamento foliar no patossistema Xanthomonas axonopodis pv.
vignicola {Xav) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata) e selecionar plantas indicadoras para
testes de diagnose de Xav. Em casa-de-vegetacdo e campo, plantas da cv. BRS Braganca
no estddio fenoldgico de trés trifélios foram inoculadas com diferentes concentracdes de
inoculo (105, 106e 1)7UFC.mL ") de Xav, e apresentaram diferenca na severidade final,
sendo esta maior com o incremento da concentragdo de in6culo. Com os dados de
severidade e desfolha avaliados semanalmente em campo, calculou-se a severidade
corrigida, a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e determinou-se a
taxa de progresso da doenca (TPD). Apds a colheita e debulha das vagens, as sementes
foram submetidas a métodos de deteccdo de bactérias, utilizando o meio semi-scletivo
CCM, para determinar a transmissibilidade. Houve desfolha precoce em todas as plantas
infectadas por Xav e aumento da severidade corrigida, AACPD e TPD com a elevacéo
da concentracdo de indculo. Xav foi detectada independente da concentrac¢do de in6culo
utilizada. Plantas de feijdo-caupi também foram inoculadas com Xav (I0O7UFC.mL ") e
submetidas aos periodos de molhamento foliar (PMF) de 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas
apo6s a inoculacdo, em casa-de-vegetacdo. O periodo de incubacdo variou dc 4,0 a 5,4
dias e foi maior em plantas com Oh de PMF. Houve desfolha em todas as plantas
infectadas por Xav, e aumento da severidade corrigida, da AACPD e da TPD com a
elevacdo da duracdo do PMF. Plantas de soja (Glycine max), feijdo-comum (Phaseolus
vulgaris) e da planta daninha leiteira (Euphorbia heterophylla) foram inoculadas com
Xav (107 UFC.mL']), por aspersdo e por infiltracdo com auxilio de seringa, 12 dias apds
a semeadura. Ndo houve sintomas da doenca em soja e leiteira inoculadas por asperséo,
mas em feijdo-comum, observaram-se reacdes de hipersensibilidade (HR). Quando Xav
foi infiltrada com seringa, observou-se presenca de HR em menos de 24 h apds a

inoculagdo em E. heterophylla e trés dias apés a inoculagdo em soja e feijdo-comum.

Palavras-chaves: Vigna unguiculata, mancha-bacteriana, concentragdo de indéculo,

periodo de molhamento foliar, gama de hospedeiros, transmissibilidade.
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1. Introducéo

A cultura do feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) tem grande importancia econ6mica
para o Norte e o Nordeste do Brasil, sendo considerada a principal fonte de proteinas
das populacdes de baixa renda (Freire Filho et al., 2005). Uma das principais doencgas
que incide no feijdo-caupi é a mancha-bacteriana, causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. vignicola (Xav) (Gitaitis, 1983; Kishun, 1989; Khatri-Chhetri et al.,
2003; Okechukwu & Ekpo, 2004). No Brasil, o patégeno foi relatado causando doenca
em feijdo-caupi nos estados de Goias, Bahia, Maranhdo, Para, Piaui, Ceara e Roraima
(Santos et ai, 2000; Freire Filho et ai, 2005; Nechet et ai, 2009). No Ceara, a mancha-
bacteriana ocorreu de forma epidémica e com grande severidade, afetando 100% das
plantas de cultivares suscetiveis, e reduzindo drasticamente a producdo de grdos (Santos
et ai, 2000). Ha relatos de que Xav sobrevive no solo, restos de cultura, sementes e
hospedeiros alternativos (Schuster & Coyne, 1975; Sikirou & Wydra, 2004;
Okechukwu & Ekpo, 2008;). Entretanto, Okechukwu & Ekpo (2008) relataram que Xav
foi detectada em sementes e restos culturais oito meses apds o término da estacdo de
cultivo de feijdo-caupi, mas, ndo foi encontrada no solo, evidenciando que as sementes e
0s restos de cultura sdo os principais meios pelo qual Xav sobrevive entre cultivos.
Segungo Kishun (1989), sementes infectadas por Xav podem reduzir a emergéncia em
até 67% e aumentar a mortalidade em até 81%, causando perdas na producdo de até
92%, dependendo da cultivar e do estadio de crescimento em que a planta foi infectada.
O inbculo presente em sementes e restos de cultura é importante para a iniciacdo de
infeccBes primarias, enquanto a dispersdo da bactéria por meio de respingos da chuva
implica em infeccdes secundarias (Walker & Patel, 1964; Okechukwu & Ekpo, 2008).

Segundo Viana et ai (2000), é possivel que o patdgeno sobreviva em espécies
silvestres ou em outras plantas que sdo comumente plantadas onde se cultiva a cultura
principal. Assim, tanto as plantas daninhas quanto as culturas utilizadas em rotagéo,
podem hospedar patégenos que atacam a cultura e com auxilio de insetos vetores,
podem ser transmitidas para as plantas hospedeiras, podendo interferir no
desenvolvimento e na produtividade dos grdos (Nascimento et ai, 2004; Zandjanakou-
Tachin et ai, 2007; Silva & Albertino, 2009). Ha relatos de que Xav sobrevive de forma
epifitica em espécies de plantas daninhas como Euphorbia heterophylla, Chamaesyce
hirta, Digitaria horizontalis, Synedrella nodiflora, Panicum suhalbidum e Talinum
triangulare, que servem como reservatorio do patégeno, constituindo uma fonte de

inéculo para as culturas suscetiveis (Sikirou & Wydra, 2004). Conforme Beattie &
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Lindow (1999), muitas espécies bacterianas podem estabelecer grandes populacdes
epifiticas, sem causar nenhum efeito aparente na planta. A maioria das espécies de
Xanthomonas possui a capacidade dc sobreviver epifiticamente (Swing & Civerolo,
1993). Em estudo feito por Sikirou & Wydra (2004) testando 12 espécies leguminosas
como hospedeiros alternativos de Xav, a espécie Sphenostylis stenocarpa, que é
comumente cultivada em &reas onde se cultiva feijdo-caupi na Africa, apresentou
sintomas tipicos da mancha-bacteriana do feijdo-caupi, sendo considerada como novo
hospedeiro alternativo da bactéria. Entretanto, hospedeiros alternativos de Xav no Brasil
ainda é desconhecida. Dentro do manejo integrado de doencas a eliminacdo de
hospedeiros alternativos do patégeno em dareas produtivas € um dos métodos de controle
utilizado (Nechet et al., 2009).

A umidade constitui-se num dos fatores mais importantes que influenciam no
desenvolvimento das doencas das plantas, pois a ocorréncia de infeccdo pela maioria
dos fungos e bactérias pode ser influenciada pela quantidade e duracdo da umidade
(Silva et al., 2001). Segundo Jones (1986), entre os fatores de ambiente que influenciam
as doencas de plantas, a umidade ¢, geralmente, o mais importante, seguido pela
temperatura. A ocorréncia de agua livre na superficie foliar é indispensavel a
movimentacdo e penetragcdo de bactérias fitopatogénicas em seus respectivos
hospedeiros, uma vez que estas penetram principalmente por aberturas naturais, como
os estdbmatos (Romeiro, 1995; Bcattie & Lindow, 1999). Véarios trabalhos demonstraram
que a severidade da doenca aumenta com a elevacdo da duracdo do periodo de
molhamento foliar, confirmando que a agua livre, apesar de ndo ser essencial, favorece
0 aumento da severidade da doenca (Silveira et al., 2003; Silva et al., 2001).

Apesar da importdncia da mancha-bacteriana do feijdo-caupi, pesquisas sobre a
epidemiologia desta doenca sdo escassas no Brasil. Assim, o objetivo deste trabalho foi
conhecer alguns aspectos epidemiolégicos relacionados a mancha-bacteriana do feijao-
caupi, de forma a se determinar o periodo de incubacdo (Pl), a severidade da doenca, a
desfolha e a transmissibilidade da bactéria para as sementes, em funcdo da concentracdo
de indéculo de Xav e do periodo de molhamento foliar, bem como identificar outras
espécies de plantas que podem ser utilizadas em testes de reagdo de hipersensibilidade

(HR) para diferenciar Xav de outras espécies.
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2. Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Roraima, utilizando-se as
estruturas do laboratorio de Fitopatologia, casa-de-vegetacdo e area experimental,
localizado em ecossistema de cerrado, de Latossolo Amarelo, textura arenosa e
topografia plana, no municipio de Boa Vista/RR, no periodo de margo de 2009 ajunho
de 2011.
Obtencdo e manutencdo do patdégeno
O isolado de Xav utilizado nos ensaios pertence a colecdo de microrganismos do
laboratério de Fitopatologia da Embrapa Roraima, previamente identificado e
caracterizado como Xav. Apo6s a confirmacdo da pureza e da patogenicidade do isolado,
este foi preservado adotando-se os métodos de repicagem tubo a tubo e liofilizacdo
(Dewald, 1966; Tuite., 1969; Kiraly et al., 1970), a fim de garantir a manuten¢do de sua

viabilidade no decorrer dos trabalhos.

Efeito da concentracdo de inéculo na severidade da mancha-bacteriana do feijdo-
caupi em plantas cultivadas em casa-de-vegetacao

Plantas de feijdo-caupi cv. BRS Braganca, suscetivel & mancha-bacteriana
(Souza et al., 2007), foram cultivadas em vasos plasticos de 5L contendo uma mistura
de solo e areia (proporcdo 2:1) desinfestados previamente com metam-sédico. O isolado
de Xav foi semeado em placas de Petri contendo meio 523 (Kado & Heskett, 1970) e
mantido em incubadora tipo BOD durante trés dias a 25°C +2°C. Apds este periodo, as
células bacterianas obtidas foram suspensas em agua destilada esterilizada e as
concentracdes de indculo ajustadas para 10\ 106e 107UFC.mL1

A inoculacdo foi realizada por aspersdo, com pulverizador costal, em plantas de
feijdo-caupi no estadio de dois a trés trifélios até o ponto de escorrimento e como
controle, plantas foram pulverizadas com agua esterilizada. Ap6s a inoculagdo, as
plantas foram mantidas por 24 horas em camara Umida em casa-de-vegetacgdo,
utilizando-se sacos plasticos umcdecidos. Ap6s este periodo, as plantas foram mantidas
em condi¢des de casa-de-vegetacdo com temperatura de 28 +2°C. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos e dez repeticdes,
sendo cada repeticdo um vaso contendo uma planta. A irrigagdo foi feita duas vezes por
dia com sistema de asperséo.

A avaliacdo do periodo de incubacdo (PI), calculado pelo niumero de dias entre a

inoculagdo e o surgimento dos sintomas da doenca foi feita diariamente, apds a
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inoculagdo. A avaliacdo da severidade final da doenga, baseando-se na porcentagem de
area foliar lesionada (Horsfall & Barrat, 1945) com auxilio de escala diagramatica, foi
feita aos 33 dias apds a inoculacdo. Os dados de Pl e severidade final da doenca foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e dc homogeneidade de variancia
de Bartlett e submetidos a analise de variancia (ANOVA) c¢ comparagcdo das médias
pelo teste de Tukey (a = 5%), utilizando-se o software Statistical Analysis System

versdo 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Efeito da concentracdo de in6culo na severidade da mancha-bacteriana do feijdo-
caupi em plantas cultivadas em campo

O ensaio foi conduzido no periodo de setembro a dezembro de 2009, sendo feita
a incorporacdo com grade de 500 kg.ha'lde superfosfato simples + 1t.ha 1de calcéario,
30 dias antes do plantio. Na semeadura, foram adicionados 250 kg.ha"ldo formulado
NPK (04 28 20 + micronutrientes). Sementes de feijdo-caupi cv. BRS Bragancga foram
semeadas nas parcelas contendo cinco linhas de 5 m espacgadas de 0,5 m entre linhas e
0,25m entre plantas. O espagcamento entre parcelas foi de 2,0 m, onde foi plantado
milheto, como barreira fisica entre as parcelas. Os tratos culturais foram restritos ao
controle de plantas daninhas, com capina manual, nos primeiros 15 dias ap6s a
semeadura. O delineamento adotado foi o de blocos casualizados com quatro
tratamentos e trés repeticdes. Os tratamentos corresponderam a ndo inoculacdo de
plantas e a inoculacdo com trés concentracbes de inoculo de Xav (103, 106 e 107
UFC.mL1J que foram obtidas seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente
para 0 ensaio de casa-de-vegetacdo. As plantas foram inoculadas no estadio de dois a
trés trifélios, até o ponto de escorrimento, com pulverizador costal manual. A
severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi foi determinada com base num
mensuramento combinado da porcentagem de area necrotica e a porcentagem de
desfolha. A avaliacdo visual da porcentagem de area foliar necrética foi estimada em
intervalos semanais em 20 plantas de cada parcela, com auxilio dc escala diagramaética,
totalizando cinco avaliagbes. No mesmo periodo, foi avaliada a porcentagem dc
desfolha, obtida pela contagem do numero de foliolos caidos em relacdo ao total dc
foliolos da planta. O percentual de desfolha ocorrida em plantas ndo inoculadas também
fo; quantificado. A severidade corrigida foi obtida pela integracdo da doenca visivel
(porcentagem de area necrética) com a desfolha, utilizando-se a equagdo sugerida por

Aquino et al. (1992), com adaptac0es:
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Yt=[(\-d)YV]+(d-d"),
onde Y(representa a severidade corrigida, Yvé a proporcdo de doenca visivel (proporgédo
de area necrotica), d é a proporcdo de desfolha ocorrida em plantas inoculadas com o
patégeno (desfolha causada pela doenca) ¢ d' é a proporcdo de desfolha ocorrida cm
plantas ndo inoculadas (desfolha causada pela senescéncia natural da planta). Com os
dados da severidade corrigida pela desfolha, obtiveram-se curvas de progresso da
doenca e calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), pela
expressdo: AACPD= /I [(y, + yi+H)/2].( ti+- ti)}, onde y e v+ sdo os valores de
severidade observados em duas avaliagcdes consecutivas e /,+/- /, o intervalo entre
avaliacdes (Campbell e Madden, 1990). Andlises descritivas para cada tratamento foram
feitas com base nos dados das variaveis estudadas. As taxas de progresso da severidade
corrigida foram estimadas pelo pardmetro b da equacdo de regressdo linear simples,
tendo a propor¢do da severidade corrigida diaria da doenca (y) (dados originais) como
varidvel dependente e o tempo em dias ap6s a inoculacdo (x) como variavel
independente (Campbell & Madden, 1990). As taxas de progresso da doenca foram
comparadas calculando-se o intervalo de confianca para a diferenca entre as taxas

médias de cada dois tratamentos, conforme Campbell e Madden (1990).

Efeito da concentragdo de inéculo sobre a transmissibilidade da bactéria para as

sementes

Apos a finalizacdo do ensaio de campo, descrito anteriormente, as vagens das
plantas foram colhidas para retirada das sementes a fim de se verificar a
transmissibilidade da bactéria para as sementes. Amostras de 50 g de sementes de cada
tratamento foram colocadas em Erlenmeyers contendo 250 mL de solucdo estéril de
MgSCXi (0.01 M) e mantidas a 18 °C por 12 horas sob agitagdo. Apds esse periodo, foi
feita uma filtracdo em gaze para retencdo das sementes e impurezas maiores. A
suspensdo obtida foi centrifugada a 12000 g por 20 minutos e o pcllet resultante
ressuspendido em 5 mL de solucdo estéril de MgSOa (0,01M). Apos isso, foram feitas
diluicbes seriadas até o fator 10° e aliquotas de 100 jil foram depositadas em placas de
Petri contendo o meio semi-seletivo CCM (Wydra et al.,, 2004). As placas foram
mantidas em incubadora tipo BOD a 26 °C por 48 h. Apds esse periodo, foi feita a
contagem do namero de colbnias de Xav de cada amostra e calculou-se a quantidade de
UFC.g 1de sementes. Para cada amostra de sementes/tratamento foram realizadas trés

repeticdes, sendo cada uma, constituida por uma placa de Petri. Andalises descritivas
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para cada tratamento foram feitas com base nos dados de UFC.g 1 de sementes
detectadas em cada tratamento. Para confirmar a deteccdo de Xav no meio CCM,
coldnias de bactérias que apresentaram caracteristicas morfolégicas diferentes no meio
CCM foram semeadas em placas de Petri contendo meio 523 (Kado & Heskett, 1970) e
mantidas em incubadora tipo BOD durante trés dias a 25°C +2°C. Ap0s este periodo, as
células bacterianas foram suspensas em &agua esterilizada e as concentragdes de inéculo
ajustadas para 107 UFC.mL’L A inoculacgdo foi realizada por aspersdo, com pulverizador
manual, em plantas de feijdo-caupi no estadio de dois trifélios até o ponto de

escorri mento.

Efeito da duracdo do periodo de molhamento foliar na severidade da mancha-

bacteriana do feijdo-caupi

A conducdo das plantas de feijdo-caupi e o preparo da suspensdo de indculo
seguiram 0s mesmos procedimentos descritos anteriormente no ensaio de casa-de-
vegetacdo. Plantas de feijdo-caupi cv. BRS Braganca no estaddio de dois a trés trifolios
foram inoculadas com uma suspensdo de Xav na concentracdo 107 UFC.mL laté o
ponto de escorrimento. As plantas foram cobertas por saco plastico transparente
previamente umedecido, ap6s a inoculag¢do, simulando cadmara Umida, de forma a se
obter os periodos de molhamento foliar de 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas. Durante e apds
cada periodo as plantas foram mantidas em casa-de-vegctacdo com temperatura em
tomo de 28 +2°C. Como controle, plantas foram pulverizadas com &gua destilada
esterilizada e submetidas aos mesmos periodos de molhamento foliar. No periodo em
que as plantas foram mantidas em cadmara Umida, a irrigacdo foi efetuada pela deposigéo
de 4gua nos vasos com auxilio de uma mangueira de irrigacdo, e ap6s a retirada dos
plasticos, a irrigacdo foi feita duas vezes por dia com sistema de aspersdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e dez
repeticdes, sendo cada repeticdo um vaso com uma planta. A avaliagdo do periodo de
incubacdo (Pl), calculado pelo nimero de dias entre a inoculagdo e o surgimento dos
sintomas da doenca foi feita, diariamente, ap6s a inoculacdo. Avaliacdes semanais
foram feitas para quantificar a severidade e a desfolha causada pela doenca, de forma a
calcular a severidade corrigida da mancha-bacteriana do feijdo-caupi, baseada numa
avaliacdo combinada da porcentagem de area necroética e a porcentagem de desfolha,
seguindo o0 mesmo procedimento descrito no ensaio de campo. O ensaio foi finalizado

aos 30 dias apds a inoculacdo, realizando seis avaliacdes da severidade da doenca e da
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desfolha. Com os dados de severidade ao longo do tempo corrigido pela desfolha, foram
obtidas a AACPD e a taxa de progresso da doenca (TPD), que foi estimada pelo
pardmetro b da equacdo de regressdo linear simples e comparada entre os diferentes
PMF com base no intervalo de confianca, conforme citado anteriormente. Os dados de
desfolha e severidade corrigida foram submetidos ao teste de normalidade dc Shapiro-
Wilk e de homogeneidade de varidncia de Bartlett, sendo entdo transformados em log
devido a normalizacdo (Gomez & Gomez, 1984) e submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia,
utilizando-se o software Statistical Analysis System versdo 9.0 (SAS Institute, Inc.,
Cary, NC). Posteriormente, para os dados de Pl e AACPD realizou-se a anéalise de
regressdo linear e ndo-linear, a fim de selecionar os modelos com melhores ajustes para
duracdo do periodo de molhamento foliar, com base no coeficiente de determinacéo
(R™), no quadrado médio do residuo e na auséncia de tendéncias indesejaveis no grafico

de residuo.

Inoculagédo de Xanthomonas axonopodis pv. vignicola em plantas indicadoras

Plantas de soja (Glycine max L.) cv. BRS Tracaja, feijdo-comum (Phaseolus
vulgaris L.) cv. Pérola e uma espécie de planta daninha conhecida vulgarmente como
leiteira (Euphorbia heterophylla L.) foram inoculadas 12 dias apds a semeadura, pela
atomizacdo com uma suspensdo de Xav, na concentracdo de 107 UFC.mL1 O
procedimento de inoculacdo foi 0 mesmo descrito no ensaio de concentracdo de indculo,
adotando-se o periodo de molhamento foliar de 24h. O ensaio foi conduzido com 10
repeticbes, sendo cada repeticdo um vaso com duas plantas. Como controle negativo as
plantas foram pulverizadas com agua esterilizada e como controle positivo, plantas de
feijdo-caupi cv. BRS Braganca foram inoculadas com Xav. As avalia¢des do periodo de
incubacdo (PI) e da incidéncia foram realizadas, diariamente, apés a inoculagdo, por um
periodo de até 30 dias.

Teste de reagdo de hipersensibilidade (HR) também foi realizado para verificar se
a bactéria poderia provocar HR nessas espécies. O ensaio foi conduzido com 10
repeticbes, sendo cada repeticdo um vaso com duas plantas. O inéculo utilizado foi
preparado conforme descrito anteriormente e a inoculacdo realizada aos 12 dias ap6s a
semeadura. A metodologia adotada para a inoculagdo das plantas foi a de injecéo,
introduzindo-se as células bacterianas diretamente no interior do tecido foliar da planta

com auxilio de seringa hipodérmica estéril (Romeiro, 2001) e como testemunha, plantas
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foram infiltradas com agua esterilizada. Em plantas de feijdo-comum e soja, a
infiltracdo da suspensdo de indculo foi feita tanto nas folhas primérias quanto nas
secundarias. Posteriormente, todas as plantas foram mantidas em casa-de-vegetacao,

realizando-se a avaliacdo dos sintomas de tecido necrosado 24 horas apds a inoculagao.

3. Resultados
Efeito da concentragdo de ind6culo na severidade da mancha-bacteriana do feijdo-
caupi em plantas cultivadas em casa-de-vegetagdo
O PI oscilou de sete a oito dias e ndo diferiu (p>0,05) entre as diferentes
concentragcdes de indculo. Entretanto, houve diferenga (p<0,05) entre as concentragfes
de in6culo de Xav na severidade final da doenca, sendo esta maior com o incremento da
concentragdo de in6culo, atingindo o valor maximo de 10%, quando as plantas foram

inoculadas com suspensdo de Xav na concentracdo de 107 UFC.mL-1(Figura 1- A).

Efeito da concentracdo de in6culo na severidade da mancha-bacteriana do feijao-
caupi em plantas cultivadas em campo

A severidade final da doenca aos 35 d.ai, referentes as concentracdes de indculo
de 10\ 106e 107 UFC.mL 1foi de 4,02, 4,16 e 5,20%, respectivamente, verificando-se
uma tendéncia de incremento da severidade com aumento da concentragdo de in6culo
(Figura | - B).

As curvas de progresso da severidade da mancha-bacteriana, da desfolha e da
severidade corrigida pela desfolha, em plantas de feijdo-caupi cv. BRS Braganca
encontram-se representadas na Figura 2. Em plantas inoculadas com Xav, a desfolha se
tomou evidente a partir de 14 dias ap6s a inoculacdo (d.a.i), havendo um indice méaximo
de desfolha de 2,44 e 2,88% referentes as concentracdes de in6culo 106e 107 UFC.mL’]
respectivamente, aos 28 d.a.i, enquanto que para a concentracdo de 105 UFC.mL'] o
maximo de desfolha (1,63%) s6 foi obtido aos 35 d.a.i. Nas plantas ndo inoculadas a
desfolha s6 comegou a ocorrer a partir dos 28 d.a.i, chegando a um indice méaximo de
0,65%. Entretanto, houve um declinio da desfolha em plantas inoculadas com
concentragdo de inéculo de 106 e 10 UFC.mL'la partir de 28 d.a.i, enquanto que em
plantas inoculadas com Xav na concentracdo de 105 UFC.mL 1lverificou-se que houve
continuidade da desfolha, seguindo o mesmo padrdo das plantas ndo inoculadas no

periodo de 28 a 35 d.a.i (Figura 2B). Comparando-se os dados de desfolha ocorrida aos
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28 d.a.i, antes da senescéncia natural (Figura 2B), verificou-se uma tendéncia de
aumento da desfolha conforme o incremento da concentragdo de inéculo.

Os valores iniciais (yo) da severidade corrigida pela desfolha praticamente néo
apresentaram variacdo entre as diferentes concentracGes de inoculo, porém, a partir de
21 d.a.i, houve uma variacdo dos valores de severidade, sendo estes maiores conforme o
aumento da concentragdo de in6culo (Figura 2C). As taxas de progresso da doenca
(TPD) referentes as concentragdes de indculo 105, 106 e 107 UFC.mL’1foram de 0,199,
0.205 e 0,245 unidades de infeccdo/dia, respectivamente. Pela analise do intervalo de
confianca, os valores de TPD para severidade corrigida da mancha-bacteriana do feijao-
caupi referentes as diferentes concentracGes de inoculo, foram diferentes (p<0,05),
havendo um incremento da TPD da doenga com o aumento da concentracdo de inoculo.
A média de cinco avalia¢gdes da severidade da mancha-bacteriana para as concentracdes
de inéculo de 105 106 e 107 UFC.mL 1foram de 0,67, 0,67 e 0,83%, respectivamente,
quando se considerou a severidade como a porcentagem de area necrotica na planta
toda. Porém, quando utilizou-se a severidade corrigida, os valores foram de 2,12, 2,12 e
2,45% para 103, 106e 10 UFC.mL ', respectivamente (Figura 3A). O valor da AACPD
para as concentracfes de Kf e 106 UFC.mL 1foi de 27,98, atingindo valor maximo de

31,53 na concentragdo 107 UFC.mL’1(Figura 3B).

Efeito da concentragdo de indculo sobre a transmissibilidade da bactéria para as
sementes

A extracdo seguida do semeio no meio semi-seletivo CCM permitiu detectar e
quantificar, com seguranca, Xav em sementes de feijdo-caupi inoculadas com a bactéria
independente da concentracdo de indculo utilizada. Entretanto, Xav ndo foi detectada
nas amostras de sementes provenientes de plantas ndo inoculadas. A quantidade de
UFC.g 1de sementes detectada em sementes provenientes de plantas inoculadas com
Xav foi de 133, 127 e 153, referentes as concentracdo de 103, 106 e 107 UFC.mL]

respectivamente (Figura 4).

Efeito da duracdo do periodo de molhamento foliar na severidade da mancha-
bacteriana do feijao-caupi

Ndo houve desfolha e nem sintomas da mancha-bacteriana em plantas ndo
inoculadas com Xav durante o periodo de avaliacdo. Entretanto, houve diferenca

(p<0,05) na desfolha (Figura 5A) e na severidade corrigida da doenca (Figura 5B) entre
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as plantas submetidas a diferentes periodos de molhamento foliar (PMF) apo6s a
inoculagdo com Xav. Os valores de desfolha (%) e severidade corrigida (%) referentes a
4 e 8 h de PMF ndo diferiram (p>0,05) do tratamento sem PMF (Oh). Entretanto, os
PMF acima de 12h diferiram (p<0,05) do tratamento sem PMF (Oh). Ndo houve
diferenca significativa da severidade corrigida entre periodos de 12, 16, 20 e 24 h de
molhamento foliar. Dos modelos matematicos testados, o que proporcionou melhor
ajuste para duracdo do periodo de molhamento foliar (PMF) foi o exponencial negativo
para Pl (Figura 6A) e o linear para AACPD (Figura 6B). O PI da doenca variou de 4,0 a
5,4 dias, sendo maior nas plantas sem molhamento foliar 24h apds a inoculacdo (Oh de
PMF). Nos periodos de 4 a 20 h, o Pl manteve-se praticamente constante (4,2 dias)
sendo o menor valor (4.0 dias) verificado nas plantas submetidas a molhamento foliar
24 h apo6s inoculacdo. Na auséncia de molhamento foliar (Oh de PMF), verificaram-se
sintomas da mancha-bacteriana com valores de AACPD de 216,45, que foi o menor
valor, sendo o maior valor (573,86), obtido com 24h de PMF, havendo incremento da
AACPD com o aumento da duracdo do PMF. Entre os PMF aos quais as plantas foram
submetidas ap6s a inoculacdo, o de 20 e 24h, foram os que apresentaram 0s maiores
valores dc TPD, e o tratamento de Oh de PMF, apresentou o menor valor. Houve
aumento da TPD com o incremento do periodo de molhamento foliar até 20h. Os PMF
de 20 e 24h ndo apresentaram diferenca significativa quando se comparou o valor da
TPD (Tabelas 1le 2).

Algumas plantas com PMF acima dc 12h apresentaram sintomas de cancro na

haste, sendo estes mais severos cm plantas com PMF acima de 20h (Figura 7).

Inoculagdo de Xanthomonas axonopodis pv. vignicola em plantas indicadoras

N&o se observou sintomas tipicos da mancha-bacteriana em plantas de soja,
feijdo-comum e leiteira, inoculados com Xav por aspersdo, no periodo de 30 dias ap0s a
inoculagdo (Figuras 8A e 8C). Entretanto, todas as plantas de feijdo-comum inoculadas
por aspersdo apresentaram pequenas manchas acinzentadas distribuidas sob o limbo
foliar, dois dias ap6s a inoculacdo (d.a.i), que aos quatro dias apresentaram o centro
necrosado. Contudo, ndo houve expansdo do tamanho da lesdo aos 30 d.a.i,
demonstrando que plantas de feijdo-comum apresentaram reacdo de HR, sendo assim,
resistentes a Xav (Figura 8B). Plantas de feijdo-caupi do controle positivo apresentaram

sintomas da doenca a partir do 4odia ap6s a inoculagéo (Figura 8D).
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No teste de HR, o isolado de Xav induziu, em menos de 24 horas, lesbes
necréticas, escuras, tipicas da reacdo de hipersensibilidade, em folhas de leiteira
(Figuras 9C). J& em plantas de soja e feijdo-comum, houve um amarelecimento do
tecido no local onde a bactéria foi infiltrada 24 horas apds a inoculagdo, sendo
observado, trés d.a.i, escurecimento do tecido, similar a necrose, em plantas de soja, e

ressecamento do tecido, que se tornou translicido em plantas de feijao-comum.

4. Discussao

Todas as concentragdes de inéculo foram suficientes para promover infeccdo
tanto em campo quanto em casa-de-vegetacdo. Isto indica, provavelmente, a elevada
viabilidade das células de Xav e que as condicbes ambientais foram favoraveis a
;nfeccdo. Pelos dados obtidos, considera-se que a concentracdo de in6culo de 107
UFCmI'1é a mais indicada para inoculacdo de plantas de feijdo-caupi visando estudos
epidemiolégicos. Esta concentracdo também foi indicada por Gitaitis (1983) como a
mais propicia para selecionar cultivares resistentes a Xav. O aumento da severidade da
nancha-bacteriana do feijdo-caupi em funcdo da concentracdo de inéculo, observada no
presente trabalho, também foi verificado por Silveira et al. (2003) no patossistema
Acidovorax avenae subsp. citrulli x Cucumis melo. A severidade da mancha-bacteriana
'oi maior em casa-de-vegetacdo do que em campo. Esses resultados sdo corroborados
por relatos anteriores de que algumas cultivares de feijdo-caupi com moderada
suscetibilidade em campo, apresentaram-se altamente suscetiveis cm casa-de-vegetagao
devido ao alto nivel de inéculo, a distribuicdo do in6culo e ao limitado cscapc da doenca
neste ambiente (Okechukwu & Ekpo, 2004). Observou-se que em campo, houve uma
pequena diferenca nos valores de severidade aos 35 d.a.i entre as diferentes
concentracBes de indculo. Isto, provavelmente, foi conseqiiéncia da desfolha causada
pela senescéncia natural da planta, ocorrida entre o periodo de 28 a 35 d.a.i. Assim,
deve-se considerar como desfolha causada pela doenga, aquela que ocorreu até 28 d.a.i.
\ cultivar BRS Braganca inoculada com Xav apresentou maior desfolha quando
comparada a plantas que néo foram inoculadas. Com isso, é possivel detectar diferencas
ia severidade corrigida pela desfolha causada pela doenca em plantas inoculadas sob
ciferentes concentracfes de indéculo de Xav, indicando que a severidade da doenga
iumenta com o incremento da concentracdo de indculo, o que confirma o resultado
observado em casa-de-vegetacdo. Segundo Kushalappa & Ludwig (1982), a proporgao

(a doenga pode diminuir devido a remocédo de folhas com sintomas da doenga e também
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pode aumentar devido a queda de folhas ndo infectadas. Apesar de a desfolha ser dificil
de ser mensurada, especialmente devido ao habito de crescimento indeterminado de
alguns hospedeiros, acredita-se que se ela for quantificada, a relagdo entre doenca e
producdo pode ser encontrada (Bergamin Filho et al.,, 1997; Jesus Junior et al. 2001;
Bassanezi et al. 2001). Diante disto, a avaliagdo da desfolha combinada com a avaliagdo
da severidade se torna uma ferramenta a mais na determinacgdo exata da severidade total
da doenga conforme sugerido por Aquino et al. (1992).

Todas as trés concentracdes de inoculo de Xav testadas permitiram detectar a
bactéria em sementes utilizando o meio semi-seletivo CCM, o que demonstra que
independente da concentracdo de indculo de Xav com a qual a planta foi inoculada, a
bactéria foi transmitida para as sementes. Resultado similar foi relatado por Schuster &
Coyne (1975) que também isolaram a bactéria de sementes de feijdo-caupi na
Coldombia. A deteccdo de Xav utilizando o meio semi-seletivo CCM no presente
trabalho comprova a viabilidade deste meio em testes de diagnose, conforme sugerido
por Wydra et al. (2004). Segundo Okechukwu & Ekpo (2008), Xav pdde ser detectada
em sementes oito meses ap6s a colheita. Estes autores também relataram que quando
sementes infectadas por Xav foram plantadas, a germinacdo epigea favoreceu a
transmissdo do patdgeno para a parte aérea da planta, fazendo com que 30% das
plantulas fossem infectadas. Em outro estudo realizado por Okechukwu et al. (2010), a
transmissibilidade de Xav para as sementes colhidas de plantas infectadas chcgou a
causar 24% de mortalidade das plantulas ap6s a emergéncia e até 49% dc incidéncia da
doenca nas plantas. Assim, as sementes infectadas por Xav sdo importantes para a
iniciacdo de infecg¢Bes primarias, devendo-se evitar seu plantio cm é&reas livres do
patégeno, ou adotar medidas que vise eliminar ou reduzir o patdgeno das sementes.

O fato dc ndo haver diferenca significativa da severidade corrigida em plantas
submetidas aos periodos de molhamento foliar dc 12 a 24 h ap6s a inoculacdo, indica
que um periodo de molhamento foliar de 12h pode ser suficiente para avaliar resisténcia
a mancha-bacteriana do feijdo-caupi. O desenvolvimento de cancro na haste de plantas
de feijdo-caupi em plantas inoculadas com Xav no presente trabalho confirma a natureza
sistémica da bactéria, conforme relatado por Okechukwu & Ekpo (2004). A ocorréncia
de sintomas da doenca mesmo na auséncia de molhamento foliar 24h apds a inoculagéo
indica que a infeccdo pode ocorrer em plantas de feijdo-caupi. Esses resultados sdo
corroboradas pelo relato de Silveira et al. (2003), que verificaram que ap6s a chegada de

Acidovorax avenae subsp. citrulli na superficie foliar de plantas de meloeiro, na
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auséncia de molhamento foliar, a populacdo bacteriana iniciou a infeccdo, com lesbes
incipientes e pouco visiveis, distribuidas no limbo foliar, mas que com a elevagdo da
umidade, a infeccdo tornou-se generalizada e as lesdes progrediram, coalescendo e
formando grandes 4areas necrosadas. Hirano & Upper (1983) relataram que o
molhamento foliar é fundamental para a ocorréncia de doencas bacterianas em plantas.
Portanto, a ocorréncia de uma baixa severidade da doenca em plantas que ndo foram
mantidas sob molhamento foliar apds a inoculacdo, indica que a presenca da lamina de
agua favorece a infeccdo de Xav em plantas de feijdo-caupi. Diversos trabalhos
demonstram que periodos mais longos de molhamento foliar favorecem o aumento da
severidade da doenca (Vale et al., 1990; Zerh et al., 1996; Godoy et al., 1999; Silva et
al., 2001; Silveira et ai, 2003; Pria et ai, 2006). O aumento da desfolha, da TPD e da
AACPD, com a elevacdo da duracdo do periodo de molhamento foliar, demonstra que a
agua livre é um fator que favorece o aumento da severidade da doenca. A dispersao
secundaria de patogenos pode ocorrer, a partir de folhas infectadas, pela chuva ou
irrigagdo por aspersdo. Porém, sem molhamento foliar apés a chegada do patégeno na
planta, a infec¢do é retardada, aumentando o tempo para o patdgeno causar lesdes (sitios
de infeccdo), o que consequentemente, aumenta o tempo para que este seja dispersado
(0’Brien & Martin, 1999).

Muitas espécies de Xanthomonas apresentam caracteristicas morfol6gicas e
fisiolégicas muito similares, que podem ser diferenciadas somente pela gama de
hospedeiros (Rudolph, 1993). Plantas de soja, feijdo-comum e leiteira ndo séo
hospedeiras alternativas de Xav, pois ndo manifestaram sintomas da doenca.
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) e X. axonopodis pv. glycines (Xag) tem
como hospedeiro o feijdo-comum e a soja, respectivamente (OEPP/EPPO, 1990).
Assim, a inoculagdo dc Xav em plantas de feijdo-comum e soja auxilia em testes de
diagnose, devendo tais plantas ser utilizadas como plantas indicadoras para diferenciar
Xav de Xap e Xag.

Os sintomas atipicos de pequenas manchas observados em plantas de feijdo-
comum foram similares aos observados por Sikirou & Wydra (2004) em Vigna
angularis e Lablab purpureus quando inoculadas com Xav. Patel (1981) relatou que
plantas de feijdo-caupi ndo apresentaram qualquer sintoma de doenca quando
inoculadas com outras bactérias fitopatogénicas, o que confirma a infeccdo por Xav
apenas em plantas de feijdo-caupi, observada no presente trabalho. A planta daninha

leiteira (E. heterophylla) ndo foi suscetivel a Xav. Entretanto, Sikirou & Wydra (2004)
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relataram que a bactéria sobrevive como epifita por até 30 dias em E. heterophylla em
campo e em casa-de-vegetacdo, ap6s a inoculacdo por aspersdo e/ou infiltracdo nas
folhas, sem provocar sintomas da doenca.

E evidente a importancia do estudo dos hospedeiros alternativos de Xav, ou de
plantas que permitam a sobrevivéncia da bactéria de forma epifitica, pois a
sobrevivéncia do patdégeno na entressafra pode estar relacionada a estes fatores. Este
conhecimento evitard rotacdes de culturas ineficientes e enfatizard o cuidado com a
eliminacdo de plantas invasoras e/ou voluntarias, impedindo que tais plantas sejam uma
fonte de indculo primario para a préxima estacdo de cultivo da cultura hospedeira
(Nascimento et al., 2004; Sikirou & Wydra, 2004). Diante dos resultados obtidos no
presente trabalho, plantas de soja e feijdo-comum podem ser utilizadas em rotagdo de
culturas ou em cultivo consorciado com o feijdo-caupi.

A resposta da planta a bactérias fitopatogénicas incompativeis tem sido relatada
como uma reacdo de hipersensibilidade (HR), caracterizada pelo subito e rapido colapso
do tecido, dentro de 6-24h ap6s a inoculagdo (Klemcnt, 1963; Klement et al., 1964). No
teste de HR, entre as espécies testadas, E. heterophylla foi a que apresentou o resultado
mais répido, pois respondeu de maneira hipersensivel em menos de 24 horas apds a
inoculacdo. A reacdo de HR observada em plantas de soja, quando a bactéria foi
infiltrada diretamente no interior do tecido foliar com auxilio de seringa hipodérmica,
também foi observada por Sikirou & Wydra (2004). Porém, a HR observada em plantas
de soja e feijdo-comum trés dias ap06s a inoculacdo é considerada uma reacdo atipica de
defesa da planta, pois conforme Gitaitis (1983), apesar da HR ser descrita como uma
morte prematura do tecido infectado, esta pode ocorrer como uma resposta de
resisténcia da planta ao patdgeno ndo envolvendo um subito colapso seguido de morte
prematura do tecido, sendo tais reacfes atipicas de HR consideradas como tipos de
resisténcia especifica, caracterizada pelo efeito bacteriostatico e localizacdo do patégeno
sem a rapida morte prematura dos tecidos. Assim, plantas de soja e feijdo-comum
podem fazer parte da gama de plantas indicadoras em testes de HR, porém o resultado
esperado ao infiltrar Xav em tais plantas demorard mais tempo do que o obtido em E.
heterophylla. A habilidade de bactérias fitopatogénicas em induzir HR em plantas néo-
hospedeiras é uma ferramenta Util para se testar de maneira rapida a patogenicidade de
isolados bacterianos (Gitaitis, 1990; Umesha, 2006). Desta forma, a utilizacdo dc
plantas de soja, feijdo-comum e leiteira em testes de HR é uma ferramenta a mais na

detecgdo de Xav, sendo isto particularmente Gtil na diferenciagdo de Xav de outras
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bactérias sapréfitas que apresentam morfologia semelhante nos meios semi-seletivos,
quando da deteccdo deste patdgeno em sementes ou em outros materiais para plantio,

com a vantagem de ser um teste cuja resposta é rapida (Wydra et al., 2004).
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Figura 1. Média da severidade final da mancha-bacteriana em plantas de feijdo-
caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganca, inoculadas com Xanthomonas
axonopodis pv. vignicola no estddio de 2 a 3 trifélios com diferentes
concentragbes de indculo (10% 106e 107UFC.mL1Y), em casa-de-vegetacdo, aos
33 dias apés a inoculacdo (A) e em campo, aos 35 dias ap6s a inoculacdo (B).
Colunas representam a média de 10 repeticfes (A) e a média de trés repeticdes
(B). Barras em cada coluna representam o erro padrdo da média.
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Figura 2. Progresso da severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi (A),
progresso de desfolha (B) e progresso da severidade corrigida (C) cm plantas
de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) cv. BRS Braganga inoculadas com
Xanthomonas axonopodis pv.vignicola no estadio de 2 a 3 trifélios com
concentragdes de indculo de 105 UFC.mL 1(TIl), 106 UFC.mL 1(T2) e 107
UFC.mL (T3), em campo. TO - representa as plantas ndo inoculadas. Cada
ponto representa a média de trés blocos e barras em cada ponto representam o
erro padrdo da média.
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Figura 3. Média de cinco avaliagcfes da severidade da mancha-bacteriana do
feijdo-caupi - MBFC (Severidade), da severidade corrigida pela percentagem
de desfolha (Severidade corrigida) (A) e da Area Abaixo da Curva de
Progresso da Doenca - AACPD (B) em plantas de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) cv. BRS Braganc¢a inoculadas com Xanthomonas axonopodis
pv.vignicola no estadio de 2 a 3 trifélios com diferentes concentracdes de
inoculo (105, 106 e 107 UFC.mL'), em campo. Colunas representam a média
de trés blocos e barras em cada coluna representam o erro padrdo da média.

o 10 10 10
Concentracao de in6culo (UFC.mL'])

Figura 4. Quantidade de unidades formadoras de coldnias
(UFC.g'1de sementes) detectadas em sementes de plantas de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) cv. BRS Braganga
inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv.vignicola no
estadio de 2 a 3 trifélios, com diferentes concentra¢cdes de
inéculo  (10\ 106 e 107 UFC.mLJ1, em campo. 0 -
representa as plantas ndo inoculadas. Colunas representam a
meédia de trés repeticbes e barras em cada coluna
representam o erro padrdo da média.
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Figura 5. Média de seis avaliagfes da desfolha (A), da severidade
da doenca e da severidade corrigida (B) da mancha-bacteriana em
plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganga,
inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. vignicola, com
concentragdo de indculo de 10 UFC.mL'L no estadio de 2 a 3
trifélios, em condi¢cbes de casa-de-vegetacdo, submetidas a
diferentes periodos de molhamento foliar apds a inoculagdo. Cada
coluna representa a média de 10 plantas e barras representam o erro
padrdo da média. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas
pretas (desfolha) e nas colunas cinza (severidade corrigida), ndo sdo
significativamente diferentes (P >0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 6. Periodo de incubacdo - P1L (A) e Area abaixo da curva de

progresso da mancha-bacteriana - AACPD (B) em feijdo-caupi

(Vigna

unguiculata) cv. BRS Braganga, inoculadas com Xanthomonas axonopodis
pv.vignicola no estddio de 2 a 3 trifélios, em condicbes de casa-de-

vegetacdo e submetidas a diferentes periodos de molhamento

foliar.

Pontos pretos representam a média de 10 repeti¢cBes e pontos brancos

representam as repeticoes.



Tabela 1. Taxas médias de progresso (TPD) da mancha-
bacteriana do feijdo-caupi ¢ erros padrdes em diferentes

PMF'1

0
4
8
12
16
20
24

/['I'I'x >i

inoculadas com X. axonopodis pv. vignicola, com concentragdo dc
in6culo de 107UFC.mL']L no estadio de 2 a 3 trifolios, em condigdes
de casa-de-vegetacdo, submetidas a Oh de PMF apds a inoculacédo; 4)
plantas submetidas a 4h de PMF apés a inoculagdo; 8) plantas
submetidas a 8h de PMF apds a inoculacdo; 12) plantas submetidas a
12h de PMF apo6s a inoculagdo; 16) plantas submetidas a 16h de PMF
apd6s a inoculacdo; 20) plantas submetidas a 20 de PMF ap6s a
inoculacdo e 24) plantas submetidas a 24h de PMF apds a inoculagédo.

Taxa (unidades/dia)
0,0039
0,0059
0,0063
0,0078
0,0084
0,0112
0,0112

Erro padrao
0,0005
0,0011
0,0013
0,0008
0,0019
0,0008
0,0019

Tabela 2. Comparacdo dos periodos de molhamento foliar (PMF) através do
calculo dos intervalos de confianca para a diferenca das taxas médias de
da mancha-bacteriana do feijdo-caupi (Xanthomonas

progresso (TPD)
axonopodis pv. vignicola).
PMF7 0 4
0 ,
4 0,0020* .
8 0,0024*  0,0004*
12 0.0039* 0,0019*
16 0,0045*  0,0025*
20 0,0073* 0,0053*
24 0,0073* 0,0053*

10) Plantas de feijdo-caupi

(Vigna unguiculata) cv.

8 12

0,0015* :

0,0021 *  0,0006*
0,0049*  0,0034*
0,0049*  0,0034*

16 20 24

0,0028*
0,0028* 0,0000m -

BRS Braganca, inoculadas com X

axonopodis pv. vignicola, com concentragdo dc indculo de 107 UFC.mL'L no estadio de 2 a 3
trifélios, em condigdes de casa-de-vegetagdo, submetidas a Oh de PMF apds a inoculagdo; 4)
plantas submetidas a 4h de PMF apds a inoculacdo; 8) plantas submetidas a 8h de PMF apoés a
inoculagdo; 12) plantas submetidas a 12h dc PMF apds a inoculagdo; 16) plantas submetidas a
16h de PMF ap6s a inoculagdo; 20) plantas submetidas a 20 de PMF apds a inoculagdo e 24)
plantas submetidas a 24h de PMF ap0s a inoculagdo; ns - Diferenga ndo significativa de acordo
com intervalo de confianca a 95% de probabilidade.* - Diferenca significativa de acordo com

intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
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Figura 7. Plantas de feijdo-caupi cv. BRS Braganca inoculadas
pelo método de aspersdo com Xanthomonas axonopodis pv.
vignicola, com concentracdo de ino6culo de 107 UFC.mL no
estadio de 2 a 3 trifolios, em condi¢bes de casa-de-vegetagdo,
submetidas a diferentes periodos de molhamento foliar (PMF)
apos a inoculacdo. Sintomas de cancro na haste em plantas
submetidas a 12h (A) e a 24 h (B) de PMF.

Figura 8. Plantas inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. vignicola pelo
meétodo de aspersdo. A. Folhas de soja - auséncia de sintomas da mancha-
bacteriana; B. Folha de feijdo-comum - reac6es de hipersensibilidade; C. Folha de
leiteira - auséncia de sintomas da mancha-bacteriana; D. Folha de feijdo-caupi -
presenca de sintomas da mancha-bacteriana.

Figura 9. Plantas onde células bacterianas de Xanthomonas axonopodis pv.
vignicola foram introduzidas diretamente no interior do tecido foliar com auxilio
de seringa hipodérmica estéril, para inducdo da reacdo de hipersensibilidade
(HR). A. Folha de soja - HR positiva; B. Folha de feijdo-comum - HR positiva;
C. Folha de leiteira - HR positiva; D. Folha de feijdo-caupi - Controle positivo -
presenca de sintomas da mancha-bacteriana.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DE DIFERENTES ESTADIOS FENOLOGICOS DO FEIJAO-
CAUPI NA INFECCAO DE Xanthomonas axonopodis pv. vignicola
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Influencia de diferentes estadios fenoldgicos do feijdo-caupi na infeccdo de

Xanthomonas axonopodis pv. vignicola

Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da infeccdo dc
Xanthomonas axonopodis pv. vignicola (Xav) em plantas de feijdo-caupi inoculadas em
diferentes estadios fenologicos em casa-de-vegetacdo e campo sobre 0os componentes de
producdo e transmissibilidade da bactéria para sementes, bem como determinar o
progresso da doenca. Plantas de feijdo-caupi cv. BRS Braganga em quatro estadios
fenoldgicos (com folhas primarias - EFP; com 2 a 3 trifélios - ET; em florescimento -
EF e em formagéo de vagens - EV) foram inoculadas com Xav na concentracdo de 107
UFC.mL'L A doencga causou desfolha independente do estadio fenoldgico. Houve
diferenca na area abaixo da curva de progresso relativa da doenca (AACPRD) entre os
estadios fenoldgicos e reducdo de alguns componentes de producdo, principalmente o de
massa de grdos secos (MGS). Foi possivel isolar Xav em sementes de plantas infectadas,
independente do estadio fenoldgico, utilizando o meio semi-seletivo CCM, sendo o0s
maiores valores de UFC.g 1 de sementes detectados em amostras provenientes dc
plantas inoculadas no EV e no ET. Em campo, realizou-se dois experimentos em
estacOes seguidas de cultivo, com as cultivares BRS Vita-7 e BRS Braganga, ndo
inoculadas (NI), inoculadas com Xav no estadio fenoldgico dc 2 a 3 trifélios (IET) e
inoculadas no estadio de florescimento (IEF). A severidade foi maior no segundo
experimento nas duas cultivares testadas. A doenca foi mais severa na cultivar BRS
Braganca, sendo AACPRD maior em plantas IET. Houve reducdo da MGS em BRS
Braganca IET e IEF, quando comparadas com plantas NI, nas duas estacdes de cultivo.
Xav foi detectada em sementes provenientes de plantas das cultivares BRS Braganca e
BRS Vita-7, independente do estadio fenoldgico em que a planta foi inoculada com
Xav, sendo a maior quantidade de UFC.g’l de sementes detectada cm amostras

provenientes de plantas BRS Braganca IET.

Palavras-chaves: Vigna unguiculata, mancha-bacteriana, dano, transmissibilidade.

1. Introducéo
O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma cultura de grande

importancia econdmica em alguns paises da Africa, por ser a principal fonte de proteina
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para a populagdo de baixa renda (Verdier et al., 1998). No Brasil, é a leguminosa
alimentar mais importante das regides Norte e Nordeste (Freire Filho et al., 2005). A
cultura é adaptada as mais diversas condi¢cdes de clima e solo, sendo cultivada em
aproximadamente sete milhdes de hectares distribuidos na Africa, Asia e Américas
(Ehlers & Hall, 1997). A mancha-bacteriana do feijdo-caupi, causada pela bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. vignicola (Burkholder) Dye, é uma das principais doencas
do feijdo-caupi onde se cultiva a cultura (Khatri-Chhetri, 2003; Kishun, 1989). Os
sintomas sdo observados primeiramente pela formacdo de manchas foliares,
pustiliformes, necréticas, angulares com centro amarronzado, envolvido frequentemente
por um halo amarelado, de tecido encharcado de aspecto Uumido (Moretti et al., 2007;
Freire Filho et ai, 2005). Em certas condi¢des, o patdgeno pode invadir o caule, onde
surgem cancros bem caracteristicos (fissuras longitudinais). Nas vagens, sdo observadas
manchas irregulares de aspecto Umido, por onde o patégeno infecta as sementes (Freire
Filho et al., 2005). A queda prematura de folhas tem sido observada em plantas
infectadas naturalmente cm campos de cultivo no estado de Roraima (dados néo
publicados). No Ceard, a mancha-bacteriana ocorreu de forma epidémica e com grande
severidade, afetando 100% das plantas de cultivares suscetiveis, e reduzindo
drasticamente a producdo de grdos (Santos et al., 2000). No entanto, ndo ha dados
precisos sobre o potencial de dano ocasionado pela doenca (Freire Filho et al., 2005).
Rios & Watt (1980), fizeram o levantamento de doencas fungicas e bacterianas do
feijdo-caupi no Brasil e observaram que sua importancia esta fundamentalmente
relacionada a regido, a forma de cultivo e a época de plantio. Dados oriundos de outros
paises indicam que a mancha-bacteriana do feijdo-caupi, pode ocasionar epidemias
severas (Moretti et al., 2007) e reduzir a producdo (Ekpo, 1978; Okechukwu et al.,
2000) podendo atingir indices proximos a 92% (Kishun, 1989).

A importancia de X. axonopodis pv. vignicola como patdégeno do feijdo-caupi
estd relacionada, principalmente, a sua elevada agressividade, transmissibilidade pelas
sementes (Wydra et al., 2004), bem como por insetos (Zandjanakou-Tachin et al., 2007)
e sua capacidade de sobrevivéncia em restos culturais. Além disso, 0s hospedeiros
alternativos podem constituir uma fonte de ino6culo primario entre as estacdes de cultivo

(Sikirou & Wydra, 2004).

Ndao existe um método eficiente para o controle da mancha-bacteriana do feijdo-
caupi, sendo recomendado o uso de cultivares resistentes, plantio em &reas livres do

patdgeno e uso de sementes sadias (Freire Filho et al., 2005; Wydra et al., 2004; Sikirou
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& Woydra, 2004; Gitaitis, 1983). Apesar da importancia dessa doenca para a cultura do
feijdo-caupi, estudos epidemiol6gicos sdo escassos no Brasil e no mundo, havendo
pouca disponibilidade de informacdes sobre o patossistema Xanthomonas axonopodis
pv. vignicola-feijdo-caupi. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram identificar os
estadios fenoldgicos do feijdo-caupi que apresentam maior suscetibilidade a mancha-
bacteriana e verificar a influéncia da época de infeccdo da doenga nos componentes de

producdo e na transmissibilidade da bactéria para as sementes.

2. Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Roraima no ano de 2010,
utilizando-se as estruturas do laboratério de Fitopatologia, casa-de-vegetagdo e area
experimental, localizado em ecossistema de cerrado, de Latossolo Amarelo, textura
arenosa e topografia plana, no municipio de Boa Vista/RR, Brasil (02045°27"N,

60°43°’52”W, 090 m de altitude).

Obtencdo e manutencao do patogeno

O isolado de Xanthomonas axonopodis pv. vignicola {Xav) utilizado nos ensaios
pertence a colecdo de microrganismos do laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Roraima, previamente identificado e caracterizado como Xav. Apo6s a confirmacdo da
pureza e da patogenicidade do isolado, este foi preservado adotando-se os métodos de
repicagem tubo a tubo e liofilizacdo (Kiraly et al., 1970; Tuite., 1969; Dcwald, 1966), a

fim de garantir a manutencdo dc sua viabilidade no decorrer dos trabalhos.

Experimento em casa-de-vegetacdo

Plantas de feijdo-caupi cv. BRS Braganca foram cultivadas em vasos plasticos
de 5L contendo uma mistura de solo e areia (proporcdo 2:1) desinfestados previamente
com fumigante de solo do principio ativo metam-sddico. A semeadura foi feita em
intervalos semanais, para se obter na época da inoculagdo, plantas em quatro estadios
fenoldgicos: plantas com folhas primarias (EFP), plantas com 2 a 3 trifélios (ET),
plantas em florescimento (EF) e plantas com formagdo de vagens (EV). O isolado de
Xav foi semeado em placas de Petri contendo meio 523 (Kado & Heskett, 1970) e
mantido em incubadora tipo BOD durante trés dias, a 25°C. Apos este periodo, as
células bacterianas foram suspensas em agua esterilizada, ajustando-se a concentracédo

dc indculo para 107UFC.mL '. A inoculacdo das plantas foi feita por pulverizacdo até o
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ponto de escorrimento. Plantas de feijdo-caupi nos mesmos estadios fenoldgicos foram
pulverizadas com &gua esterilizada e constaram como controle. Apds a inoculacdo, as
plantas foram mantidas por 24 horas em camara Umida, utilizando-se sacos plasticos

umedecidos, em casa-de-vegetacdo com temperatura em torno de 28 £2°C.

Avaliacdes da severidade da doenca e da desfolha

A avaliacdo visual da porcentagem de &rea foliar necrética foi estimada em
intervalos variados, com auxilio de escala diagramaética, totalizando 9, 11, 14 e 16
avaliagcOes para plantas no EV, EF, ET e EFP, respectivamente. Para a anélise dos dados
de severidade, adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e 10 repeticfes, sendo cada repeticdo um vaso com uma planta.

Para a determinacdo da porcentagem de desfolha causada pela doenga, cada
trifélio da planta foi identificado com uma etiqueta de papel vegetal, sendo a
porcentagem de desfolha obtida pela contagem do nimero de foliolos caidos em relagédo
ao total de foliolos da planta, no mesmo periodo em que se avaliou a severidade. O
percentual de desfolha ocorrida em plantas ndo inoculadas também foi quantificado.
Para as plantas referentes ao EFP, a desfolha foi avaliada considerando o tempo
requerido para a ocorréncia da queda das folhas primarias em plantas inoculadas com
Xav comparadas com as plantas ndo inoculadas no mesmo estadio fenoldgico.

A severidade corrigida (severidade total) da mancha-bacteriana do feijdo-caupi
foi determinada com base num mensuramento combinado da porcentagem de éarea
necrotica e a porcentagem de desfolha para plantas referentes ao EV, EF e ET, sendo a
severidade corrigida da doenca obtida pela integragdo da doenca visivel (porcentagem
de area necroética) com a desfolha, utilizando-se a equa¢do sugerida por Aquino et al.
(1992), com adaptacGes:

Y,=[{\-d)YVv]+{d-d"),

onde Y, representa a severidade corrigida, Yv é a proporcdo dc doencga visivel
(proporcdo de area necrotica), d é a proporcdo de desfolha ocorrida em plantas
inoculadas com o patdégeno (desfolha causada pela doenca) e d' é a proporgdo de
desfolha ocorrida em plantas ndo inoculadas (desfolha causada pela senescéncia natural
da planta). Para a analise dos dados de desfolha, adotou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 2, com 10 repeticdes, considerando
como fatores os trés estddios fenoldgicos de plantas de feijdo-caupi (ET, EF e EV) X

inoculagdo (Xav+ ou Xav-). Os dados das varidveis estudadas foram submetidos ao teste
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Je normalidade de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de varidncia de Bartlett. Os dados
le severidade e severidade corrigida foram transformados em log e os dados de desfolha
ransformados em raiz quadrada e submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e
comparacdo das médias pelo teste de Tukey (a = 5%), utilizando-se o software
Statistical Analysis System versdo 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC). Foi efetuada a
analise de correlagdo de Pearson (P=0,05) entre a severidade da doenca e desfolha
ocorrida desde a primeira avaliacdo da severidade e desfolha ap6s a inoculacdo até a

altima avaliacgdo.

Curvas de progresso da doenca

Curvas de progresso da mancha-bacteriana do feijdo-caupi para os EV, EF e ET
foram obtidas, utilizando-se os valores de severidade corrigida no tempo. Com os dados
da severidade corrigida da doenca foi calculada a area abaixo da curva de progresso
relativa da doenca (AACPRD), pela expressdo: AACPRD= fH [(y- + yi+H)/2].( /,+/-
NII?, onde y, e y+ sdo os valores de severidade observados em duas avaliacdes
consecutivas, tj+r ti o intervalo entre avaliagGes e /? a duracdo do periodo de avaliacdo
(Fry, 1978). Os dados de AACPRD foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variancia de Bartlett, sendo entdo transformados
em log e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparacdo das médias pelo
teste dc Tukey (a = 5%). utilizando-se o software Statistical Analysis System verséo 9.0
(SAS Institute, Inc., Cary, NC). As taxas absolutas de progresso da doenca para cada
estadio fenoldgico foram calculadas conforme Campbell & Madden (1990). Os dados
de intensidade das doencas em proporcdo (y), dados ndo transformados ou
transformados com as foérmulas de Exponit (y)=In(y), Monit (y)=In[l/(1-y)J, Logit
(Y)=In[y/(l -y)J e Gompit (y)= -In[-In(y)J (Campbell & Madden, 1990), foram ajustados
a modelos de regressdo linear simples, tendo o tempo, em dias apds a inoculacdo (d.a.i),
como varidvel independente. Os melhores ajustes foram selecionados com base no
maior coeficiente de determinacdo (R ) para reciprocidade entre valores observados e
previstos de severidade da doenc¢a, menor quadrado médio do residuo (QMR) e auséncia
de tendéncias indesejaveis no grafico de dispersdo de residuos. Utilizando os melhores
ajustes, foi estimada a taxa de progresso da doencga (/;), determinada pelo parametro b da
equagdo de regressdo. As taxas de progresso para cada estddio fenoldgico foram

comparadas com base no intervalo de confianca.

61



Avaliacdo dos componentes de producdo e da transmissibilidade da bactéria para

as sementes

A colheita das vagens foi feita em intervalos de dois dias, ap6s a maturacdo das
primeiras vagens, e se estendeu até 93 dias apds a semeadura. O material colhido cm
cada planta foi acondicionado em saco de papel, previamente identificado conforme seu
tratamento, para medicGes dos seguintes componentes de producdo: namero de vagens
por planta (NVP), nimero de grdos por vagem (NGV) e massa de grdos secos de trés
amostras de 100 grdos (MGS). Apds a debulha e a contagem dos grédos, trés amostras de
100 grdos de cada tratamento foram retiradas para determinacdo da matéria seca, sendo
as amostras mantidas em estufa de ventilacdo forcada a 105°C durante 24 horas, para
posterior pesagem e correcdo da umidade dos grdos para 13%. Do restante das
sementes, foram retiradas amostras de cada tratamento para verificar a
transmissibilidade da bactéria para as sementes, sendo 50 g de sementes colocadas em
Erlenmcyers contendo 250 mL de solugdo de MgSU4 (0,01 M) esterilizada e mantidas a
18 °C por 12 horas sob agitacdo. Apds esse periodo, foi feita filtracdo em gaze para
retencdo das sementes e impurezas maiores. A suspensdo obtida foi centrifugada a
12000 g por 20 minutos e o pellct resultante ressuspendido em 5 mL de solucdo de
MgSCU (0,01M) esterilizada. Apds isso, foram feitas diluigdes seriadas até o fator 10"5e
aliquotas de 100 |il foram depositadas em placas de Petri contendo o meio semi-seletivo
CCM (Wydra et al., 2004). As placas foram mantidas em incubadora tipo BOD a 26 °C
por 48 h. Apos esse periodo, foi feita a contagem do nimero de colbnias de Xav de cada
amostra e calculou-se a quantidade de UFC.g 1 de sementes. Para cada amostra de
sementes, por tratamento, foram realizadas cinco repetigcBes, sendo cada uma,
constituida por uma placa de Petri. Para analise dos dados, considerou-se o
delineamento experimental como inteiramente casualizado, com 10 repeti¢bes, sendo
cada repeticdo um vaso com uma planta, dispostos em esquema fatorial, 4 x 2,
considerando como fatores os quatro estddios fenolégicos de plantas de feijdo-caupi
(EFP, ET, EF e EV) x inoculagcdo (Xav-%ou Xav-). Os valores das varidveis avaliadas
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de
Bartlett e submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) e comparacdo das médias pelo
teste de Tukey (a = 5%) utilizando-se o software Statistical Analysis System versdo 9.0

(SAS Institute, Inc., Cary, NC).
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Experimento em campo

Foram realizados dois experimentos em campo, em esta¢des seguidas de cultivo,
no periodo de junho a setembro e de setembro a dezembro de 2010. Na area do plantio
foi feita a incorporagdo com grade de 500 kg.ha 1de superfosfato simples + 1t.ha’lde
calcério, trinta dias antes do plantio. Na semeadura, foi adicionado 250 kg.ha'lde 04 28
20 + micronutrientes. Sementes de feijdo-caupi das cultivares BRS Braganca e BRS
Vita-7, consideradas suscetivel e resistente a mancha-bacteriana do feijdo-caupi,
respectivamente (Souza et al, 2007), foram semeadas nas parcelas contendo 4 linhas de
5 m espacadas de 0,5 m entre linhas e 0,25m entre plantas e com, aproximadamente,
quatro plantas por metro linear ap6s o desbaste. O espagamento entre parcelas foi de 2,0
m, onde foi plantado sorgo, como barreira fisica entre as parcelas. Os tratos culturais
foram restritos ao controle de plantas daninhas, com capina manual, nos primeiros 15
dias apds a semeadura.

O delineamento experimental foi o de blocos -casualizados, com cinco
repeticBes, dispostos em esquema fatorial, 2x 3, considerando duas cultivares (BRS
Braganca e BRS Vita-7) e trés tratamentos, correspondentes a ndo inoculacdo de plantas
de feijdo-caupi (NI), a inoculacdo de plantas de feijdo-caupi com Xav no estadio
fenolégico de 2 a 3 trifolios (IET) e a inoculacdo de plantas de feijdo-caupi com Xav no
estadio fenoldégico de florescimento (IEF) nas duas cultivares de feijdo-caupi. A
inoculacdo das plantas foi feita na concentracdo de inoculo de 10' UFC.mL ' até o ponto
de escorrimento, com pulverizador costal manual. A quantificacdo da severidade da
doenca, definida como a porcentagem da area foliar com sintomas da doenca, foi
realizada com auxilio das escalas diagramaticas para foliolos ovais e lanceolados. As
avaliagbes foram realizadas a partir de sete dias ap6s a inoculacdo até o inicio da
colheita das vagens, em intervalos semanais, avaliando-se 20 plantas de cada parcela,
sendo a média da severidade uma estimativa da média da doenga na parcela. Foram
realizadas sete avaliagdes para o tratamento IET e trés avaliagBes para o tratamento de

IEF.

Curvas de progresso da doenca

Curvas de progresso da mancha-bacteriana do feijdo-caupi para o tratamento
IET foram obtidas, utilizando-se os valores de severidade no tempo para cada cultivar,
nas duas estacbes de cultivo. Para o tratamento IEF, os dados de severidade de plantas

de BRS Braganca e BRS Vita-7 foram representados num grafico de barras, pelo fato de
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terem sido feitas apenas trés avaliagbes. Com os dados da severidade da doenca foi
calculada a &rea abaixo da curva de progresso relativa da doenca (AACPRD), conforme
citado anteriormente. Os dados de AACPRD foram submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variancia de Levene e submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e comparacdo das médias pelo teste de Tukey (a = 5%) utilizando-
se 0 software Statistical Analysis System versdo 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).
Durante o periodo de execucdo dos experimentos em campo, foi feito o
monitoramento das condicGes ambientais através de estacdo meteoroldgica automatica,
registrando-se os dados de temperaturas méaximas e minimas, os de umidade relativa do
ar e da precipitagdo pluviométrica para verificar a relagdo destes componentes com o
progresso da doenca. Foi efetuada a analise de correlacdo de Pearson (P-0,05) entre as
taxas absolutas da severidade da doenca de BRS Braganca e BRS Vita-7 com as
variaveis ambientais ocorridas desde a semeadura até a Ultima avaliacdo da severidade,

nos dois experimentos.

Avaliacdo dos componentes de producdo e da transmissibilidade da bactéria para

as sementes

Apos a finalizagdo de cada ensaio de campo, as vagens das 20 plantas de cada
parcela foram coletadas para avaliar o nimero de vagens/planta/tratamento (NVP), o
namero de grdos/vagem/planta/tratamento (NGV) e a média da massa de grdos secos de
trés amostras de 100 grdos/tratamento (MGS). A determinacdo da matéria seca foi feita
seguindo o mesmo procedimento descrito para o experimento de casa-de-vegetacdo. A
partir dos dados dos componentes de producdo das duas cultivares de feijdo-caupi,
calculou-se a estimativa de produtividade em Kg.hal A metodologia do teste de
transmissibilidade de Xav para as sementes foi feita de forma similar ao experimento de
casa-de-vegetacdo, alterando-se a quantidade das amostras de sementes de 50 para 150
g de sementes e da solugdo esterilizada de MgS04 (0.01 M) de 150 para 750 mL. Para
cada amostra de sementes/tratamento foram realizadas trés repeticdes, sendo cada uma,
constituida por uma placa de Petri, e ap6és a contagem do nimero de coldnias de Xav de
cada amostra calculou-se a quantidade de UFC.g"1de sementes. Os valores das variaveis
avaliadas foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e de
homogeneidade de Levene e submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) e comparagéo
das médias pelo teste de Tukey (a = 5%), utilizando-se o software Statistical Analysis

System versdo 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).
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3. Resultados
Severidade da mancha-bacteriana e desfolha no ensaio de casa-de-vegetacdo

Os valores da severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi para plantas
inoculadas com Xav no EFP, ET, EF e EV foram de 1,42; 1,20; 4,39 e 6,71%,
respectivamente, quando se considerou a severidade como a porcentagem de area
necrdtica na planta toda. Ndo houve diferenca (P > 0,05) pelo teste de Tukey na
severidade entre EV e EF, mas houve diferenca destes em relacdo a ET e EFP, que ndo
diferiram entre si (Figura 1 - A). Nao foram constatadas correlagbes significativas
(P<0,05) entre a severidade e a desfolha em plantas inoculadas com Xav no EF e no EV.
Em plantas inoculadas no ET, a severidade correlacionou-se significativamente
(P<0,05) com a desfolha.

Quando a severidade foi corrigida baseando-se na desfolha provocada pela
doenca, os valores de severidade corrigida foram de 7,44; 26,65 e 33,42% para ET, EF e
EV, respectivamente. Ndo houve diferenca (P > 0,05) pelo teste de Tukey na severidade
corrigida entre EV e EF, mas houve diferenca destes em relacdo ao ET (Figura 1- B).
No tratamento de EFP nédo foi possivel determinar a severidade corrigida com base na
desfolha dos trifélios uma vez que a planta foi inoculada no estadio de folhas primarias.

As folhas primarias de plantas de feijdo-caupi que ndo foram inoculadas com
Xav (Xav-) no EFP, s6 cairam aos 35 dias (Figura 2 - A), enquanto que em plantas
inoculadas com Xav (Xav+) no mesmo estadio, a queda das folhas primérias ocorreu cm
menos de 12 dias apés a inoculacdo (Figura 2- B e C). Para o ET, EF e EV, houve
desfolha em todas as plantas inoculadas com Xav (Xav+) quando comparadas com as
plantas ndo inoculadas (Xav-) e esta variou conforme o estadio fenoldgico (Figuras 3, 4
e 5), havendo diferenca (P < 0,05) para os fatores inoculagdo (Xav+ ou Xav-), estadio
fenol6gico e para a interacdo inoculacdo x estaddio fenoldgico (Tabela 1). Quando os
estaddios fenoldgicos foram comparados dentro do fator Xav+, ndo houve diferenga (P >
0,05) pelo teste de Tukey na desfolha entre EV (77, 37%) e EF (59,93%), mas houve
diferenca destes cm relacdo a ET (13,93%) e quando se analisou os estadios fenoldgicos
dentro do fator Xav-, ndo houve diferenca estatistica na desfolha ocorrida entre eles

(Tabela 1).

Curvas dc progresso da doenca e desfolha
As curvas de progresso da severidade da mancha-bacteriana e da desfolha

causada pela doenca em plantas de feijdo-caupi inoculadas no EV, EF e ET, cultivadas
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em casa-de-vegetacdo, encontram-se representadas na Figura 6, e as curvas de progresso
da severidade corrigida da mancha-bacteriana e de taxas absolutas de progresso
encontram-se representadas na Figura 7. Em relagdo a severidade, os valores iniciais
(yo) de severidade corrigida da doenca apresentaram pequena variacdo entre ET, EF e
EV, porém, os valores maximos (>WV) de severidade, apresentaram diferengas mais
evidentes, sendo que para o EV, os valores de ymex atingiram 76,44%, seguido pelo EF
(57,84%) e ET (14,03%), conforme mostrado na figura 7A. O ajuste dos modelos de
regressdo com dados de severidade corrigida da mancha-bacteriana do ET, EF e EV sem
transformacdo (dados originais) ou linearizados para o0s modelos exponencial,
monomolecular, logistico e de Gompertz, foram comparados em termos de coeficiente
de determinagdo e quadrado médio do residuo (Tabela 2). O progresso da severidade
corrigida da mancha-bacteriana para ET, EF e EV foi melhor descrito quando os valores
sem transformacdo foram utilizados, sendo que a taxa estimada de progresso (b) da
mancha-bacteriana no EV foi de 0,023 unidades de infeccdo por dia, diferindo
significativamente (P<0,05) do verificado para o EF (0,014 unidades de infeccdo por
dia) quando analisado pelo intervalo de confianca. Quando comparou-se a taxa de
progresso do EV com a do ET, que teve 0,003 unidades de infeccdo por dia, tambhém
houve diferenca significativa entre essas duas taxas conforme o intervalo de confianca.
O mesmo foi verificado quando as taxas estimadas de progresso do EF e ET foram
comparadas (Tabela 2). Assim, as taxas de progresso referentes ao ET, EF e EV
apresentaram diferencas significativas (P<0,05) nos valores de b quando comparadas
pelo intervalo de confianca. Em relacdo a AACPRD, houve diferenca significativa
(P<0,05) entre as plantas inoculadas em diferentes estadios fenoldgicos. Os valores de
AACPRD referentes ao EV (33,06) e EF (28,71) ndo diferiram significativamente
(P>0,05) pelo teste de Tukey. Entretanto, os valores de AACPRD do EV e do EF
diferiram significativamente quando comparados com os valores do ET (8,20), sendo a

severidade do EV e EF cerca de trés vezes superior ao constatado no ET (Tabela 1).

Avaliacdo dos componentes de producdo e da transmissibilidade da bactéria para
as sementes

Houve diferenca significativa (P<0,05) para os fatores inoculacdo (Xav+ ou
Xav-), estadio fenolégico e para a interacdo inoculacdo x estddio fenoldgico para a
varidvel nimero de vagens por planta (NVP) e nimero de grdos por vagem (NGV),

enquanto que para a variavel massa de grdos secos (MGS) sé ndo houve diferenca
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significativa (P>0,05) para a interacdo inoculacdo x estadio fenolégico (Tabela 3).
Quando os estadios fenoldgicos foram analisados dentro do fator Xav+ em relacdo a
variavel NVP, plantas inoculadas no estadio fenoldgico de florescimento (EF)
produziram maior NVP, diferindo significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey do
estadio de folhas primarias (EFP), do estadio de 2 a 3 trifélios (ET) e do estadio de
formacdo de vagem (EV). As plantas inoculadas no EFP produziram menor NVP,
diferindo significativamente das plantas inoculadas nos EV, EF e ET. Entretanto,
quando os estadios fenoldgicos foram comparados dentro do fator ndo inoculacdo (Xav-
), o EV diferiu significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey dos EF, ET ¢ EFP em
relacdo ao NVP. Porém, quando os estadios fenoldgicos foram analisados dentro do
fator Xav+ em relacdo a varidvel NGV, ndo houve diferenca significativa (P<0,05) pelo
teste de Tukey entre EFP, ET e EV, mas estas diferiram significativamente do EF.
Entretanto, quando os estadios fenoldgicos foram comparados dentro do fator néo
inoculacdo (Xav-), plantas do ET produziram em média dois grdos a mais que plantas
dos demais estadios fenologicos, diferindo significativamente (P<0,05) pelo teste de
Tukey do EV, EF e EFP em relagcdo ao NGV. Para a varidvel MGS, ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) pelo teste de Tukey entre os estddios fenoldgicos dentro dos
fatores Xav+ e Xav- (Tabela 3).

No teste de transmissibilidade da bactéria para as sementes, ndo foi observado
nenhum crescimento bacteriano no meio semi-seletivo CCM nas amostras de sementes
provenientes de plantas ndo inoculadas. Houve diferenca significativa (P<0,05) na
quantidade dc UFC.g 1de sementes para os fatores inoculagdo (Xav+ ou Xav-), estadio
fenoldgico e para a interagcdo inoculagdo x estadio fenolégico (Tabela 4), sendo que
quando os valores de UFC.g'l de sementes de cada estadio fenol6gico foram
comparados dentro do fator inoculacdo (Xav+), o EV (3,6 x 103UFC.mL e o ET (3,1
X 10‘/\ UFC.mL' l) foram os que apresentaram os maiores valores, ndo havendo diferenca
significativa (P>0,05) pelo teste de Tukey entre eles. Porém, EV e ET diferiram do EF
(2,5 x 103UFC.mL"), e este diferiu do EFP (0,5 x 103 UFC.mL"'])), que apresentou a
menor quantidade de UFC.g'lde sementes (Tabela 4). Dentro do fator ndo inoculacédo
(Xav-), ndo houve diferenca significativa (P>0,05) pelo teste de Tukey entre os estadios
fenolégicos em relacdo a quantidade de UFC.g'l de sementes, pois Xav ndo foi

detectada em tais sementes.
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Experimento em campo
Curvas de progresso da doenca

As curvas de progresso da severidade da mancha-bacteriana de plantas das
cultivares de feijdo-caupi BRS Braganca e BRS Vita-7 inoculadas com a bactéria no
estadio de 2 a 3 trifélios, em duas estagdes seguidas de cultivo cm campo encontram-se
representadas na Figura 8. Para a estacdo de cultivo de junho a setembro (primeiro
experimento) e para estacdo de cultivo de setembro a dezembro (segundo experimento),
os valores iniciais da severidade (yo) da doenca em plantas da cultivar BRS Braganca
foram significativamente diferentes (P<0,05) pelo teste /, sendo que no primeiro
experimento, o valor de yofoi de 1,8%, enquanto que no segundo experimento as plantas
ndo apresentaram sintomas da doenca sete dias ap6s a inoculacdo (d.a.i). Os valores
maximos de severidade (yimx) foram similares nos dois experimentos para BRS
Braganca, porém, no primeiro experimento o ymex foi obtido aos 21 d.a.i, enquanto que
para o segundo experimento foi aos 28 d.a.i. Apds a obtencdo do ymex nos dois
experimentos, houve um declinio na curva de progresso da doenca, reduzindo em torno
de 4,2% da severidade, devido a desfolha causada pela doenca nas plantas, sendo que
apo6s o declinio da severidade, ocorreu um aumento desta nos dois experimentos (Figura
8). Entretanto, para a cultivar BRS Vita-7, os valores iniciais da severidade (yo) da
mancha-bacteriana foram muito baixos, ndo havendo diferenca significativa (P>0,05)
pelo teste t na severidade da doenca até 21 d.a.i nos dois experimentos. Apds esse
periodo, houve um declinio na severidade em plantas do primeiro experimento, o que so
foi observado a partir de 28 d.a.i em plantas do segundo experimento, sendo que aos 42
d.a.i, a severidade nos dois experimentos foi similar novamente, apresentando um
aumento apdés esse periodo. Houve diferenca significativa (P<0,05) pelo teste / nos
valores maximos de severidade (y,,M{Y nos dois experimentos para BRS Vita-7, sendo
que no primeiro experimento o ymex foi de 0,18% aos 21 d.a.i, enquanto que para o
segundo experimento foram necessarios 28 d.a.i, para obtencdo de 0,45% de ymax. Os
valores de ymex de severidade e a duracdo da epidemia foram maiores no segundo
experimento que no primeiro experimento (Figura 8). Muitas plantas da cultivar BRS
Vita-7 apresentaram necroses foliares de coloracdo marrom, similares as de reacdo de
hipersensibilidade 24 a 48 horas ap6s a inoculagdo, porém, em algumas plantas foram
observados baixos valores de severidade da doenga. Houve diferenca significativa
(P<0,05) pelo teste / nos valores de y,av entre BRS Braganca e BRS Vita-7 nos dois

experimentos. Para plantas inoculadas com a bactéria no estadio de florescimento, a
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severidade média visual da doenca nas cultivares BRS Braganca e BRS Vita-7,
encontram-se representadas na figura 9. Tanto para o primeiro experimento (Figura 9A)
quanto para o segundo experimento (Figura 9B), houve diferenca significativa (P<0,05)
pelo teste t, entre a média da severidade em BRS Braganca e em BRS Vita-7 nas trés
avaliagbes, sendo observado maiores niveis de severidade em plantas de BRS Braganca.
Entretanto, no segundo experimento a média da severidade da doenca 21 d.a.i em BRS
Braganca (2,46%) foi cerca de trés vezes superior ao constatado no primeiro
experimento (0,75%). Para BRS Vita-7, a severidade aos 21 d.a.i (0,43%) no segundo
experimento também foi maior que a constatada no primeiro experimento (0,18%),
chegando a ser o dobro do valor da primeira (Figura 9). Houve diferenca significativa
(P<0,05) pelo teste / no valor da area abaixo da curva de progresso relativa da doenca
(AACPRD) entre as plantas da cultivar BRS Braganca inoculadas no estadio de 2 a 3
trifélios (1,39 no loexperimento e 2,05 no 20 experimento) e as inoculadas no estadio
de florescimento (0,30 no lo experimento e 1,21 no 20 experimento) (Figura 10).
Entretanto, ndo houve diferenca entre os valores de AACPRD de IET (0,08 no lo
experimento e 0,21 no 20 experimento) e IEF (0,06 no lo experimento e 0,16 no 20
experimento) para BRS Vita-7. Os resultados de campo apresentamram-se diferentes
dos obtidos em casa-de-vegetacdo, pois em campo, BRS Braganca apresentou maior
severidade no estadio de trifdlios, enquanto que em casa-de-vegetacdo, o estadio que
apresentou maior severidade foi o de formacdo de vagem.

Os valores da AACPRD tanto para IET quanto para IEF foram maiores no
segundo experimento do que no primeiro experimento, nas duas cultivares. Os valores
da AACPRD de BRS Braganca foram bem maiores que os constatados em BRS Vita-7
nos dois experimentos, chegando a uma diferenca de 87,5%. A temperatura e a umidade
relativa do ar foram diferentes nesses periodos, sendo respectivamente de 29,52+2,19°C
e 68,39+6,98% no primeiro experimento, e 31,42+2,53°C e 63,96+6,29% no segundo
experimento. Houve uma grande diferenca na precipitacdo pluviométrica entre o0s
periodos de avaliacdo da severidade da doenga, incluindo os 14 dias que antecederam as
avaliacBes da doenca, (desde a semeadura até a Ultima avaliacdo da severidade), nos
dois experimentos, sendo verificada uma pluviosidade mais elevada no primeiro
experimento (586,7mm) que no segundo experimento (249 mm). Ndo foram constatadas
correlagOes significativas (P<0,05) entre as taxas absolutas da severidade da mancha-
bacteriana do feijdo-caupi das cultivares BRS Braganca e BRS Vita-7 com as

temperaturas, umidades relativas do ar e precipitacdo pluviométrica.
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Avaliacdo dos componentes de producdo e da transmissibilidade da bactéria para
as sementes

Para o primeiro experimento, houve efeito significativo (P<0,05) para os fatores
cultivares, tipo de inoculacdo (NI, IET e IEF) e para a interagdo cultivar x tipo de
inoculagdo para a variavel MGS, enquanto que para a variavel PROD, sé houve
diferenca significativa (P<0,05) para o fator tipo de inoculagdo (Tabela 5).

Quando a variavel MGS foi analisada comparando as cultivares dentro do fator tipo
de inoculagdo, os maiores valores de MGS foram obtidos pela cultivar BRS Vita-7,
diferindo (P<0,05) de BRS Bragan¢a na IET e IEF, sendo que em NI, ndo houve
diferenca significativa entre as cultivares para MGS. Entretanto, quando se analisou a
variavel MGS dentro do fator BRS Braganca, houve diferenca (P<0,05) pelo teste de
Tukey entre NI, IET e IEF, sendo o menor valor de MGS observado em IET, que
apresentou 3,77g a menos do que em NI, seqguido pelo IEF que apresentou 2,279 a
menos. Para a varidvel PROD. analisada dentro do fator BRS Braganca, houve
diferenca (P<0,05) pelo teste de Tukey para NI em relacdo a IET e a IEF que
apresentaram valores similares, sendo que em IET obteve-se 714,9 Kg.ha'la menos do
que o obtido em NI, enquanto que em IEF, a reducdo foi de 615,4 Kg.ha 1(Tabela 5).

No segundo experimento, houve diferenca (P<0,05) para o fator cultivar para as
variaveis NVP e PROD. enquanto que para a variavel MGS, houve diferenga (P<0,05)
para o fator tipo de inoculacdo e para a interacdo cultivar x tipo de inoculacdo (Tabela
6). Quando as cultivares de feijdo-caupi foram comparadas cm relacdo a varidvel NVP
dentro do fator tipo de inoculagéo, a cultivar BRS Vita-7 diferiu (P<0,05) de BRS
Braganca em NI, pois produziu em média nove vagens/planta a mais que BRS
Braganca. Também houve diferenca (P<0,05) para o fator cultivar de feijdo-caupi para
as variaveis MGS referente a NI e a IET, e para PROD referente a IET, sendo que para
MGS referente a NI, a cultivar BRS Braganca apresentou 1,45g a mais do que a cultivar
BRS Vita-7, enquanto que para o MGS referente & IET, BRS Vita-7 apresentou 2,21g a
mais do que em BRS Braganca. J& para a varidvel PROD referente a IET, BRS Vita-7
produziu 728,4 Kg.ha 1a mais do que a cultivar BRS Braganca. Quando a varidvel
MGS foi analisada dentro do fator BRS Braganca, houve diferenga (P<0,05) pelo teste
de Tukey entre NI, IET e IEF, sendo o maior valor de MGS obtido em NI, havendo uma
reducdo de 1.79 e 3,16g em IET e IEF, respectivamente, em relacdo a NI. Ndo houve
diferenca (P>0,05) pelo teste de Tukey para PROD entre NI, IET e IEF dentro do fator

cultivarar para BRS Braganca. Tanto para o primeiro experimento como para 0 segundo
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experimento, os grdos provenientes de plantas NI da cultivar BRS Braganca,
apresentaram massa de grdos secos maior do que os de grdos provenientes de plantas
IET c IEF.

No teste de transmissibilidade da bactéria para as sementes, ndo foi observado
nenhum crescimento bacteriano no meio semi-seletivo CCM nas amostras de sementes
provenientes de plantas BRS Braganca e BRS Vita-7 ndo inoculadas nos dois
experimentos. Por outro lado, a extracdo seguida do semeio no meio semi-seletivo CCM
permitiu detectar e quantificar Xav em sementes de feijdo-caupi inoculadas com a
bactéria em qualquer estddio fenoldgico da cultura. Houve diferenca [P<0,05) na
quantidade de UFC.g"1 de sementes para os fatores cultivar de feijdo-caupi (BRS
Braganca e BRS Vita-7), tratamentos (NI, IET e IEF) e para a interacdo cultivar x
tratamentos (Tabela 7). A transmissibilidade de Xav (UFC.g"'de sementes) para as
sementes provenientes de plantas IET e IEF foi diferente para a cultivar BRS Braganca
nos dois experimentos (experimentos 1le 2), mas foi similar para a cultivar BRS Vita-7.
Quando a quantidade de UFC.g 1de sementes detectadas em sementes provenientes de
plantas IET e IEF foram analisadas dentro do fator cultivar de feijdo-caupi, houve
diferenca (P<0,05) na quantidade de UFC.g'l de sementes detectadas entre BRS
Braganca e BRS Vita-7 nos dois experimentos, sendo que a maior quantidade de UFC.g'
1 de sementes detectada, foi na cultivar BRS Braganga, pois em plantas IET, BRS
Braganca apresentou 4,9 x 102UFC.g"1de sementes a mais que a obtida em sementes
da cultivar BRS Vita-7, enquanto que em plantas IEF, BRS Braganca apresentou 3,1 x
10: UFC.g"1de sementes a mais que BRS Vita-7, para o primeiro experimento. Ja no
segundo experimento, para plantas IET, BRS Braganca apresentou 1,83 x 103 UFC.g"1
de sementes a mais que a obtida em sementes da cultivar BRS Vita-7 e para plantas IEF,
apresentou 1,02 x 103 UFC.g"l de sementes a mais que BRS Vita-7. Quando a
quantidade detectada de UFC.g'1de sementes foi analisada dentro de cada cultivar, tanto
para 0 primeiro experimento quanto para o segundo experimento, houve diferenca
significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey entre NI, IET e IEF para BRS Braganca,
engquanto que para a cultivar BRS Vita-7, IET e IEF ndo diferiram significativamente
(P>0,05) pelo teste de Tukey, mas diferiram em relacdo ao NI. Em BRS Braganca, as
maiores quantidade de UFC.g'1lde sementes foram detectadas em sementes provenientes
de plantas IET, nos dois experimentos, sendo que no primeiro experimento, a
quantidade de UFC.g"1de sementes referentes a plantas IET foi 0,21 x 103 a mais que a

obtida em sementes de plantas IEF, e no segundo experimento, as sementes
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N
provenientes de plantas IET apresentaram 0,83 x 10 UFC.g'I de sementes a mais que a

obtida em sementes de plantas IEF (Tabela 7).

4. Discussdo

Os resultados desse estudo demonstraram que Xav causa maior percentual dc
desfolha em plantas de feijdo-caupi, em condigBes de casa-de-vegetacdo, independente
do estadio fenoldgico em que a planta foi infectada. Entretanto, se a planta for infectada
em estadio fenoldgico mais novo, como no estadio de 2 a 3 trifélios, esta apresentara
menor desfolha em detrimento a um menor ndmero de folhas terem sido infectadas na
época da inoculacdo, além do que, a desfolha precoce das folhas infectadas reduz a
disseminacdo da bactéria para as folhas novas que a planta repde, e as folhas infectadas
que permanecem na planta crescem mais rapido do que o tamanho da lesdo da mancha-
bacteriana presente nelas, fazendo com que esta apresente uma severidade menor do que
plantas infectadas por Xav em estddios fenoldgicos mais tardios, onde ha um menor
aumento do tamanho da area foliar. Assim, plantas infectadas em estadios mais tardios
dc crescimento, cm condi¢gBes de casa-de-vegctacdo, apresentam maior severidade da
doenca, resultando também em maior AACPRD, devido a fatores tais como, a desfolha
causada na maioria da folhas, o lento aumento do tamanho da folha e a baixa reposicdo
de folhas novas. Estes resultados corroboram aqueles relatados por Nechet & Halfeld-
Vieira (2011) em estudo feito com o patossistema Rhizoctonia solani x feijdo-caupi,
onde os maiores valores de severidade foram observados em plantas inoculadas nos
estadios dc flores abertas e enchimento dc vagens, seguido do estadio de trifélios e
plantulas, em duas cultivares. O estddio fenoldgico das plantas é um importante fator
que afeta diretamente o desenvolvimento das doengas. Dependendo da doencga, a
suscetibilidade do tecido do hospedeiro pode aumentar ou decrescer ao longo do tempo
(Furtado et al., 2009). Kishun (1989) relatou que ha diferenca na severidade da doenca
entre os estadios fenol6gicos em que a planta for infectada e que esta varia conforme a
cultivar. Em seu trabalho, plantas de feijdo-caupi com 30 dias ap6s a emergéncia,
cultivadas na primeira estacdo de cultivo, apresentaram maior severidade, enquanto que
na segunda estacdo de cultivo, a maior severidade foi observada em plantas com idade
de 60 e 75 dias ap6s a emergéncia. Entretanto, ndo foi avaliada a desfolha em seus
estudos, sendo que o progresso da doenca pode ter sido subestimado quando houve
desfolha causada pela doenca, o que impede o ajuste adequado da severidade da doenca,

conforme relatado por Hamelin et al. (1993) para a ferrugem do alamo (Melampsora
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medusae). Kushalappa & Ludwig (1982), relataram que a proporcdo da doenca pode
diminuir devido a remocdo de folhas com sintomas da doenc¢a e também pode aumentar
devido a queda de folhas ndo infectadas. Diante disto, a avaliacdo da desfolha
combinada com a avaliacdo da severidade se torna uma ferramenta a mais na
determinacdo exata da reducdo de area fotossintética de plantas de feijdo-caupi causada
pela mancha-bacteriana. Neste trabalho esse parametro foi determinado conforme
sugerido por Aquino et al., (1992).

A radiacdo solar é um dos fatores mais limitantes para o desenvolvimento e
crescimento das plantas, devido toda a energia necessaria para a fotossintese vir dela
(Taiz & Zieger, 2004). Além disso, sabe-se que a produtividade muitas vezes depende
da fotossintese gerada pelas folhas, e qualquer fator que interfira em sua area foliar
poderd afetar a producdo. Portanto, o ataque de insetos desfolhadores ou de patégenos
que provocam a desfolha precoce nas plantas, provocam decréscimo acentuado no
rendimento, por sua atuacdo direta na reducdo da area foliar, com conseqliente
diminuicdo na taxa fotossintética (Yorinori, 2002; Diogo et al., 1997). Em soja, a perda
na producdo ocorre em detrimento da redugdo foliar devido a desfolha precoce
provocada pela ferrugem asiatica (Kumudini et al., 2008). No presente trabalho, para o
experimento de casa-de-vegetacdo, a severidade combinada com a desfolha contribuiu
para a reducdo do rendimento de grdos em todos os estddios fenoldgicos, quando
comparados com plantas ndo inoculadas. Essa reducdo foi mais evidente quando as
plantas foram inoculadas no estadio de 2-3 trifélios. Isso demonstra que apesar do baixo
percentual de desfolha e da AACPRD menor, a severidade e a desfolha causada pela
doenca no estaddio de 2 a 3 trifélios acarreta uma redugdo no rendimento da cultura, seja
em numero de vagens, em quantidade de grdos por vagem ou no peso das sementes.
Esses resultados corroboram os relatados por Kishun (1989), onde plantas de feijdo-
caupi com 15 dias ap6s a emergéncia, inoculadas com Xav, apresentaram perdas na
producdo que variaram de 25,42 a 92,24%. Ha relatos em outros patossistemas,
mostrando a interferéncia da desfolha com a producdo. Na soja, a desfolha diminuiu o
tamanho do gréos e, em conseqiiéncia, reduziu o seu rendimento (Yang et al., 1991). No
pessegueiro a desfolha interferiu no acimulo de carboidratos nos ramos e gemas (Alves
et al., 2008), enquanto que no alamo, o volume da madeira foi reduzido (May-Dc Mio
et al.,, 2006). Diogo et al. (1997) relataram que os niveis de desfolha em relacdo ao
estadio fenoldgico da planta para a sua ocorréncia, influenciaram significativamente, e

de maneira diferenciada, nos componentes de producéo.
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Comparando os resultados obtidos com os ambientes em que foram conduzidos
0s experimentos, a severidade da doenca nas plantas foi menor em condigBes dc campo
do que em casa-de-vegetacdo. Esses resultados corroboram o relato feito por
Okechukwu & Ekpo (2004), que observaram que muitas variedades de feijdo-caupi
resistentes a mancha-bacteriana em condi¢des de campo, foram suscetiveis em casa-de-
vegetacdo. Apesar da desfolha néo ter sido avaliada em campo, a queda na curva dc
progresso da doenca para as cultivares BRS Bragan¢a e BRS Vita-7, possivelmente se
deva a ocorréncia de desfolha causada pela doenca, o que também contribuiu,
juntamente com a severidade da doenca, para a reducdo do MGS em BRS Braganca,
sendo a produtividade em Kg.ha'l afetada no primeiro experimento. A cultivar BRS
Braganca apresentou uma redugdo na MGS tanto no experimento de casa-de-vegetacdo
como nos de campo, quando as plantas foram inoculadas no estadio de 2 a 3 trifélios.
Isto mostra que, a bactéria por ser sistémica acompanhou praticamente todo o ciclo da
cultura, o que ocasionou maior periodo de infeccdo, resultando na redugdo do tamanho
dos grdos, com conseqliente reducdo do pesso dos grdos, afetando assim o rendimento.
Esses resultados corroboram o relato de Kishun (1989), em que plantas infectadas por
Xav aos 15 dias ap6s a emergéncia, apresentaram menor peso dos grdos em Kg/6 m2do
que plantas infectadas em estadios fenolégicos mais velhos.

A cultivar BRS Vita-7, foi moderadamente resistente a doenca devido a
expressdo de hipersensibilidade que algumas plantas apresentaram. Hoffmaster (1944) e
Sherwin & Lefebvre (1951) relataram que algumas cultivares de feijdo-caupi
apresentam resisténcia moderada, altos niveis de resisténcia e resisténcia total a
mancha-bacteriana do feijdo-caupi. Assim, apesar da reacdo atipica observada em
plantas BRS Vita-7 ter-se desenvolvido de forma mais lenta do que a HR normal, esta
ocorreu dentro de 48 horas, sendo mais rapida do que a reacdo de suscetibilidadc que
varia de 3 a 5 dias, conforme relatado por Gitaitis (1983). Este autor demonstrou que
algumas cultivares de feijdo-caupi foram heterogéneas na expressdo de
hipersensibilidade, refletindo ndo sé a existéncia de diferencas entre cultivares, mas
também diferenca dentro da populacdo de uma mesma cultivar. BRS Vita-7 também foi
considerada moderadamente resistente a nivel de campo, devido aos baixos valores de
severidade da doenca em algumas plantas e aos componentes de producdo, que nao
apresentaram diferencas significativas com os de plantas ndo inoculadas com Xav.
Entretanto, estudos revelam que muitas variedades de feijdo-caupi consideradas

resistentes em campo, se mostram suscetiveis em casa-de-vegetacdo e isto
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provavelmente ocorre devido ao alto nivel de in6culo na casa-de-vegetagdo, a
distribuicdo do inéculo e ao escape limitado da doenca, sugerindo que a avaliagdo em
campo de uma variedade, nem sempre da uma confiabilidade para poder considerar a
cultivar como resistente, mesmo que haja alta pressdo da doenca em campo
(Okechukwu & Ekpo, 2004).

Embora as condigbes ambientais no periodo de junho a setembro (lo
experimento), tenham sido favoraveis & ocorréncia de epidemias da mancha-bacteriana,
conforme relatado por Kishun (1989) em regides da india, devido principalmente a
elevada pluviosidade, que na maioria das vezes é correlacionada positivamente com a
elevada severidade das doencas (Kocks & Zadoks, 1996; Kocks et al., 1999), essa
expectativa ndo se concretizou, pois quando comparada aos niveis de severidade da
doenca verificados no periodo de setembro a dezembro (2a experimento), em que a
pluviosidade foi menor, a severidade da doencga foi maior no segundo experimento do
que no primeiro, tanto para BRS Braganc¢a quanto para BRS Vita-7. Resultados assim
indicam a possibilidade de outros fatores serem determinantes para a ocorréncia de
elevados niveis das doencas em estacfes consideradas ndo favoraveis (Azevédo et al.,
2002).

Na primeira estacdo de cultivo, a precipitacdo pluviométrica ocorrida foi maior
do que na segunda estacdo de cultivo, sendo que logo ap6s a inoculacdo, houve uma
intensa chuva, com duracdo de quatro horas, o que provavelmente contribuiu para a
lavagem do indculo, resultando, cm menor infeccdo do patégeno. Além disso, a maioria
das chuvas ocorreu durante o dia, o que reduziu a intensidade luminosa e a temperatura,
além de acarretar o encharcamento do solo, condi¢Bes estas desfavoraveis para o
desenvolvimento das plantas.

Na segunda estacdo de cultivo, choveu menos e as chuvas ocorreram mais no
fim da tarde e/ou durante a noite, permitindo uma maior intensidade luminosa durante o
dia e com temperaturas mais elevadas. Além disso, a irrigacdo foi feita adotando-se
sistema de aspersdo, ndo permitindo o encharcamento da &rea, o que resultou em plantas
mais vigorosas e mais produtivas. Tais fatores provavelmente contribuiram para uma
maior produtividade em Kg.ha'lnas cultivares de feijdo-caupi no segundo experimento
em relacdo ao primeiro. Entretanto, apesar de ndo haver correlacdo entre as condicdes
climéticas e taxas de severidade da doenca, a severidade da doenca e a epidemia foram

maiores no segundo experimento. Isso pode ter ocorrido pelo fato da irrigacdo por
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aspersdo favorecer a disseminagdo dc doencas foliares, conforme relatado por Lopes &
Duval (2007).

A dificuldade na obtencdo de estimativa precisa da taxa de progresso da
severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi referente ao ET no experimento da
casa-de-vegetacdo, utilizando os dados originais ou transformados para 0s modelos
exponcncial, monomolecular, logistico e de Gompertz, pode estar associada aos baixos
valores das proporcdes de severidade, muitos deles inferiores a 0,22, como verificado
em outros patossistemas (Azevédo et al., 2002; Plaut & Berger, 1981). Apesar do
modelo de Gompertz ter sido apropriado para estimar taxas epidémicas com valores
muito baixos de severidade da podriddo negra (Kocks & Ruissen, 1996), no presente
estudo essas caracteristicas ndo ficaram evidentes para a severidade da mancha-
bacteriana e ndo ha relatos na literatura de trabalhos comparando taxas de progresso da
mancha-bacteriana do feijdo-caupi. A severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi
nos experimentos de campo no presente trabalho foram menores que as verificadas por
Kishun (1989) ao analisar a severidade da doenca cm diferentes estadios fenoldgicos do
feijdo-caupi. Em ambas as situacdes, a diferenca nos valores observados pode ser
devido a metodologia utilizada, uma vez que as epidemias foram analisadas cm regides
diferentes, com condi¢cfes ambientais diferentes e cultivares diferentes, sendo que as
caracteristicas das cultivares de feijdo-caupi e dos isolados do patégeno podem ter
influenciado nas diferengas dos resultados.

Os resultados deste trabalho demonstram que Xav pode ser isolado de sementes
provenientes de plantas de feijdo-caupi, independente do estadio fenolégico em que a
planta for inoculada, utilizando o meio semi-seletivo CCM. Isto indica que sementes
infectadas pela bactéria podem ser uma fonte de in6culo primaria importante ¢ esforgos
devem ser feitos para tornar o uso de sementes sadias uma estratégia para o controle da
doenca (Hadas et al., 2001).

A maior quantidade de UFC.g'1de sementes detectadas em sementes provenientes
de plantas BRS Braganca inoculadas com Xav no EV, cm condicdes de casa-de-
vegetacdo, foi devido ao contato direto da bactéria com as vagens quando estas estavam
no inicio de sua formacdo. Enquanto que plantas inoculadas no ET, a grande quantidade
de bactéria detectada se deve provavelmente ao fato da bactéria ser sistémica (Wydra et
al., 2004; Kishun, 1989), e de ter passado mais tempo infectando a planta, o que

favoreceu a transmissdo de maior quantidade de bactéria para as sementes.
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Segundo Wallen & Sutton (1965), taxas de transmissdo de bactéria para as
sementes como estas obsevadas no presente trabalho, sdo consideradas extremamente
altas, visto que a presenca de algumas sementes infectadas em um lote pode resultar em
perdas considerdveis, sob condigfes climéticas favoraveis. As sementes provenientes de
plantas inoculadas no EFP apresentaram uma menor quantidade de bactérias devido a
queda prematura das folhas primarias, o que reduziu drasticamente a infeccdo da planta
e impediu uma maior transmissdo da bactéria para as sementes. No EF, a menor
quantidade de UFC.g’l de sementes provavelmente foi devido ao abortamento de
algumas sementes que resultou num menor NGV, fazendo com que um menor ndmero
de sementes fosse infectado pela bactéria.

Para os experimentos de campo, a quantidade de UFC.g-1 de sementes detectadas
em sementes provenientes de plantas da cultivar BRS Braganca IET também foi maior
do que as IEF, provavelmente devido aos mesmos motivos do ocorrido em casa-de-
vegetacdo. Entretanto, ndo se sabe ao certo o motivo de sementes da cultivar BRS Vita-
7 IET ndo ter apresentado diferenca significativa na quantidade de UFC.g"1de sementes
cm relacdo as de sementes provenientes de plantas IEF. Wydra et al. (2004), mostraram
gue a quantidade de UFC.g"1lde sementes pode variar conforme a cultivar de feijdo-
caupi, sendo que a menor transmissdo de Xav para as sementes de BRS Vita-7 pode ter
ocorrido devido a infeccdo de um menor nimero de trifélios da planta pela bactéria,
resultando cm menor severidade, menor desfolha e consequentemente menor quantidade
de UFC.g"1de sementes.

Atualmente, a mancha-bacteriana ainda ndo é considerada problema para a cultura
do feijdo-caupi no Brasil, mas futuramente, pode ser que seja, pois, com a obtencdo de
gendtipos e de sementes contaminadas provenientes da Africa, onde a doenca é um
grande problema para a cultura, podera haver a introducdo de gendtipos mais suscetiveis
ou de isolados mais agressivos, que dependendo das condi¢bes ambientais podera

acarretar a ocorréncia de epidemias.
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Figura 1. Média da severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi- (A) e
média da severidade corrigida pela percentagem de desfolha (B) em plantas
de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Bragang¢a inoculadas com
Xanthomonas axonopodis pv. vignicola no estadio fenoldgico de formacéo
de vagem (Vagem), de florescimento (Florescimento), de 2 a 3 trifdlios
(Trifolios) e com folhas primérias (Folhas primérias). Cada coluna
representa a média de 10 plantas e barras representam o erro padrdo da
média. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo séo
significativamente diferentes (P > 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 2. Plantas de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) cv. BRS Bragan¢a ndo inoculadas
(Xav-) e inoculadas com  Xanthomonas
axonopodis p\.vignicola (Xav+) no estadio
fenologico de folhas primarias - EFP, 11 dias
apos a inoculacéo.

Figura 3. Plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS
Braganca inoculadas com Xanthomonas axonopodis pw.vignicola
(Xav+) e ndo inoculadas (Xav-) no estaddio fenoldgico de 2 a 3
trifélios - ET. (A) Plantas com 21 dias ap6s a inoculacdo (B) Plantas
com 58 dias ap6s inoculagéo.
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Figura 4. Plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganca inoculadas
com Xanthomonas axonopodis pw.vignicola (Xav+) e ndo inoculadas (Xav-) no
estadio fenoldgico de florescimento - EF. (A) Plantas com 21 dias apds a inoculacéo

(B) Plantas com 58 dias ap6s inoculagéo.

Figura 5. Plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganca inoculadas
com Xanthomonas axonopodis pv.vignicola (Xav+) e ndo inoculadas (Xav-) no
estadio fenoldgico de formacdo de vagem - EV. (A) Plantas com 21 dias apds a
inoculagdo (B) Plantas com 44 dias apds inoculacéo.
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Figura 6. Progresso de desfolha e progresso da severidade da mancha-bacteriana
em plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganga inoculadas com
Xanthomonas axonopodis pv.vignicola no estadio fenoldgico de formacdo de
vagem - EV (A), estaddio de florescimento - EF (B) e estadio de 2 a 3 trifélios -
ET (C), em condigbes de casa-de-vegetacdo. Cada ponto representa a média de 10
repeticBes e barras em cada ponto representam o erro padrdo da média.
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Figura 7. Curvas de progresso cumulativa (A) e taxas absolutas de
progresso (B) da severidade da mancha-bacteriana do feijdo-caupi
corrigida pela desfolha causada em plantas de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) cv. BRS Braganca inoculadas com Xanthomonas
axonopodis pv.vignicola no estddio de formacdo de vagem (EV), estadio
de florescimento (EF) e estadio de 2 a 3 trifélios (ET) cm condicdes de
casa-de-vegetacdo. Cada ponto representa a média de 10 repeticBes e
barras em cada ponto representam o erro padrdo da media.
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Tabela 1. Area Abaixo da Curva de Progresso Relativa da mancha-
bacteriana do feijdo-caupi (AACPRD) e porcentagem de desfolha
ocorrida em plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) cv. BRS
Braganga inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv.vignicola
(Xav+) e ndo inoculadas (Xav-) nos estadios fenoldgicos de
formacdo de vagem (EV), florescimento (EF), e de 2 a 3 trifélios

(ET).

Estadio yAACPRD Desfolha
fenoldgico Xav+ Xav+ Xav-

EV 1,52 a (33,06)x 8,79 aA (77,37 %) 1,29 aB (1,99 %)'
EF 1,44 a (28,71) 7,72 bA (59,93 %) 1,67 aB (3,19 %)
ET 0,94 b (08,20) 3,76 cA(1393 %) 1,29aB (1,52 %)
Média 1,30 (23,32) 6,75 (50,41 %) 141 (2,23 %)
CV (%) 12,14 20,7:1

Para cada varidvel estudada, médias na coluna seguidas pela mesma letra
mindscula ou médias na linha seguidas pela mesma letra mailscula ndo séo
significativamente diferentes (P > 0,05) pelo teste de Tukey. yDados de
AACPRD foram transformados em log; "'Dados de desfolha foram transformados
em raiz quadrada; XINUmeros dentro dos parénteses representam médias dos
dados reais de AACPRD e desfolha. CV=coeficiente de variagéo.

Tabela 2. Compara¢do dc modelos lineares baseada nas estimativas do pardmetro b da
equagdo de regressdo, no coeficiente de determinacdo (R") e no quadrado médio do
residuo (QMR) para descrever as taxas estimadas de progresso (b) da Mancha-
bacteriana do feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) cv. BRS Braganca inoculadas com
Xanthomonas axonopodis pv. vignicola no estadio de formac¢do de vagem (EV), estadio
de florescimento (EF) e estadio de 2 a 3 trifélios (ET) em condi¢cbes de casa-de-
vegetagao.

Transformacéo EV EF ET
b R~ QMR b R2 QMR b R2 QMR

Dados sem

tran formagao 0,023 0,98 0,0015 0,014 0,97 0,0017 0,003 0,95 0,0002
Monit 0,044 0,96 00111 0,021 0.97 0,0036 0,003 0,96 0,0002
Exponit 0,124 0,73  0,9822 0,090 071 1,0060 0.067 0,65 11,4150
Logit 0,168 0,86  0,7927 0111 0,80 0,9393 0.070 0,67 14216
Gompit 0,084 0,98 0,0177 0,050 0,94 0,0434 0.019 0,82 0,0470

xExponit (y)=In(y); Monit (y)=In[ Y/(1-y)J; Logit (y)=In[y/(l-y)J; Gompit (y)= -In[-In(y)] (Campbell &
Madden, 1990);
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Tabela 3. Média do nimero de vagens por planta (NVP), nimero de grdos por
vagem (NGV) e peso seco de 100 grdos (MGS) em plantas de feijao-caupi (Vigna
unguiculata) cv. BRS Braganca inoculadas com Xanthomonas axonopodis
pv.vignicola (Xav+) e ndo inoculadas (Xav-) nos estaddios fenoldgicos dc
formacdo de vagem (EV), florescimento (EF), de 2 a 3 trifélios (ET) e folhas
primarias (EFP).

Componentes de producdo

Estadio NVP NGV MGS(g)

fenoldgico Xav+ Xav- Xav+ Xav- Xav+ Xav-
EV 6,80 bcB 8,50 bA 7,10 aA 7,60 bA 13,90 aB 15,19 aA
EF 9,70 aA  10.40 aA 6,00 bB 7,50 bA 14,28 aB 1531 aA
ET 7,30 bB 10,80 aA 6,90 aB 9,20 aA 13,52 aB 15,00 aA
EFP 590 cB  10.00 aA 7,00 aA  7.20 bA 14,54 aB 15,37 aA

Média 7,42 9,95 6,75 7,87 14,06 15,22

CV (%) 9,72 16,67 2,74

Para cada componente de producdo, médias na coluna seguidas pela mesma letra minlscula ou
médias na linha seguidas pela mesma letra mailscula ndo sdo significativamente diferentes
(P<0,05) pelo teste de Tukey. CV= coeficiente de variagéo.

Tabela 4. Isolamento dc Xanthomonas axonopodis pv.
vignicola (Xav) em sementes de plantas de feijdo-caupi
(Vigna unguiculata L.) cv. BRS Braganca inoculadas
com Xav nos estadios fenoldgicos de vagem (EV),
florescimento (EF), dc 2 a 3 trifolios (ET) e folhas
primérias (EFP), no meio CCM.

Estadios "UFC.glde sementes

fenoldgicos Xav+ Xav-

EV 3,55 aA (3,6 x io-y 0,00 aB

EF 3,40 bA (2,5 x 10" 0,00 aB

ET 3,49 aA (3,1 x 10 0,00 aB

EFP 2,70 cA (0,5 x 103) 0,00 aB
Média 3,28A 0,00B
CV (%) 1,94

Médias na coluna seguidas pela mesma letra minGscula ou médias
na linha seguidas pela mesma letra maiGscula ndo sdao
significativamente diferentes (P<0,05) pelo teste de Tukey.
CV=coeficiente de variacdo.*médias de unidades formadoras de
colénias (UFC) de cinco repeti¢cdes foram transformados em log;
'NUmeros dentro dos parénteses representam médias dos dados
reais de UFC.
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Figura 8. Progresso da severidade (%) da mancha-bacteriana em plantas de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganca e cv. BRS Vita-7,
inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv.vignicola no estadio
fenoldgico de 2 a 3 trifélios - IET em duas estacdes de cultivo consecutivas
em campo, no periodo de junho a setembro (1) e de setembro a dezembro
(2) no ano de 2010, Boa vista, RR, Brasil. Cada ponto representa a média de
cinco blocos e barras representam o erro padrdo da média.
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Figura 9. Média da severidade visual da mancha-bacteriana do feijdo-caupi
(MBFC) em plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganca
(colunas pretas) e cv. BRS Vita-7 (colunas cinzas), inoculadas com
Xanthomonas axonopodis pv.vignicola no estaddio fenoldgico de
florescimento - IEF, em duas estacdes de cultivo consecutivas, no periodo de
junho a setembro (A) e de setembro a dezembro (B) no ano de 2010, Boa
Vista, RR, Brasil. Cada coluna representa a média de cinco blocos e barras
representam o erro padrdo da média. * indicam médias significativamente
diferentes (P <0,05) pelo teste t entre BRS Braganc¢a e BRS Vita-7.
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Figura 10. Area Abaixo da Curva de Progresso Relativa da mancha-
bacteriana (AACPRMB) em plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv.
BRS Braganga e cv. BRS Vita-7, inoculadas com Xanthomonas axonopodis
pv.vignicola no estadio fenoldgico de 2 a 3 trifélios (IET, Colunas pretas) e
de florescimento (IEF, colunas cinzas) em duas esta¢cdes de cultivo
consecutivas, no periodo de junho a setembro (1) e de setembro a dezembro
(2) no ano dc 2010, Boa Vista, RR, Brasil. Cada coluna representa a média
de cinco blocos e barras representam o erro padrdo da média. * indicam
médias significativamente diferentes {P < 0,05) pelo teste t entre IET e IEF,
dentro da mesma estacdo de cultivo para as mesmas cultivares.

Tabela 5. Média do nimero de vagens por planta (NVP), nimero dc grdos por vagem
(NGV), peso seco dc 100 grdos (MGS) e estimativa de produtividade em Kg.ha"1l
(PROD) em plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganga (Brag) c cv.
BRS Vita-7 (Vita), ndo inoculadas (NI) e inoculadas com Xanthomonas axonopodis
pv.vignicola no estadio fenoldgico de 2 a 3 trifdlios (IET) e no estaddio de florescimento
(IEF). Estagdo de cultivo cm campo no periodo de junho a setembro de 2010, Boa vista,
RR, Brasil.

Componentes de producdo

Trat. NVP NGV MGS (g) PROD (Kg.hal
Brag Vita Brag Vita Brag Vita Brag Vita
NI 1304aA 1491 aA 1150aA 1176 8A 1455 aA 1367 aA 176750 aA 1911,00 aA
IET 1112aA 12128A 10%aA [11L238A 1078 cB 1398 aA 105260 bA 151540 aA
IEF 1081 aA  1070aA 10%aA 1176a8A 122808 1446 aA 115210 bA 1451,30 aA
Média 1166 1258 1116 1153 2% 140 132404 162589
CV % 30.20 583 372 30,57

Para cada componente de produgdo, médias na coluna seguidas pela mesma letra mindscula ou médias na
linha seguidas pela mesma letra mailscula ndo sdo significativamente diferentes (P<0,05) pelo teste de
Tukey. CV=coeficiente de variacéo.



Tabela 6. Média do niumero de vagens por planta (NVP), nimero de grdos por vagem
(NGV), peso seco de 100 grdos (MGS) e estimativa de produtividade em Kg.hal
(PROD) em plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) cv. BRS Braganca (Brag) e
cv. BRS Vita-7 (Vita), ndo inoculadas (NI) e inoculadas com Xanthomonas axonopodis
pv.vignicola no estddio fenoldgico de 2 a 3 trifélios (IET) e no estddio de florescimento
(IEF). Estacdo de cultivo em campo no periodo de setembro a dezembro de 2010, Boa
vista, RR, Brasil.

Componentes de produgdo

Trat. NVP NGV MGs (Q) PROD (Kg.ha')
Brag Vita Brag Vita Brag Vita Brag Vita
NI 1522 aB 24,23 aA 10.37 aA 10,49 aA 14,87 aA 1342 aB  1893,0 aA 2718,7 aA
IET 15.95 aA  19.25 aA 9,84 aA  10.37 aA 11,71 ¢cB 13,92 aA  1484.3 aB 2212,7 aA
IEF 15.66 aA  21.50 aA 10,41 aA 10,42 aA 13,08 bA 13,66 aA  1723,1 aA 2417,2 aA
Média 15,61 21.66 10,21 10.43 13,22 13,67 1700,12  2449,53
CV % 22,97 6.72 4,76 24,16

Para cada componente de producdo, médias na coluna seguidas pela mesma letra mindscula ou médias na

linha seguidas pela mesma letra mailscula ndo sdo significativamente diferentes (P<0,05) pelo teste de
Tukey. CV=coeficiente de variaco.

Tabela 7. Isolamento de Xanthomonas axonopodis pv. vignicola (Xav) em
sementes de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cv. BRS Braganca e BRS
Vita-7, ndo inoculadas (NI) c¢ inoculadas com Xav no estadio fenoldgico de 2 a 3
trifolios (IET) e no estadio de florescimento (IEF), no meio CCM.

*UFC.g 1dc sementes

Tratamento yEstacdo dc cultivo 1 xEstacgdo de cultivo 2

BRS Braganca BRS Vita-7 BRS Braganga BRS Vita-7
NI OcA 0 bA 0 cA 0 bA
IET 7,9 x 102aA 3,0 x 102aB 2,10 x 103aA 2,7 x 102 aB
IEF 58 x 102bA 2,7 x 102aB 1,27 x 103 bA 2,5 x 102 aB
Média 4,5 x 102 19 x 102 1,12 x 103 1,7 x 102
CV (%) 25,92 19,58

Médias na coluna seguidas pela mesma letra minascula ou médias na linha seguidas pela mesma
letra maidscula ndo sdo significativamente diferentes (/J<0,05) pelo teste de Tukey.
CV=coeficiente de variacdo.*médias de unidades formadoras de coldnias (UFC) de trés repeticdes.

Estacdes de cultivo em campo, de 'junho a setembro e de \setembro a dezembro de 2010, Boa
Vista, RR, Brasil.

89



CONCLUSOES GERAIS

1 Com as escalas diagramaticas propostas para avaliar a severidade da
mancha-bacteriana em cultivares de feijdo-caupi de trifélios com foliolos ovais e de
trifdlios com foliolos lanceolados foi possivel quantificar os sintomas da doenca de
forma acurada, precisa e reproduzivel;

2) A severidade da mancha-bacteriana em plantas de feijdo-caupi foi maior
conforme a elevacdo da concentracdo de indculo, em condi¢des de casa-de-vegetagao;

3) O patégeno foi transmitido para sementes de feijdo-caupi a partir de
plantas inoculadas, independente da concentragao de inoculo utilizada.

4) O meio semi-seletivo CCM ¢é eficaz na deteccdo de Xav em sementes
provenientes de plantas infectadas pela bactéria, sendo seu uso vidvel em testes de
diagnose;

5) Plantas inoculadas com Xav apresentam maior percentual de desfolha
quando comparadas com plantas ndo inoculadas;

6) Considerando que a desfolha causada pela doenca comeca ainda na
primeira semana apos a inoculagdo, recomenda-se que as avaliagdes de efeitos de
tratamento e cultivares quanto a Xav sejam realizadas a partir desse periodo, avaliando-
se a severidade combinada com a desfolha;

7 A severidade corrigida pela desfolna é um bom pardmetro para
melhoristas e fitopatologistas avaliarem diferencas de cultivares, visando diferenciar
niveis de resisténcia;

8) A severidade corrigida pela desfolha, causada pela mancha-bacteriana em
plantas de feijdo-caupi, foi maior com o incremento do periodo de molhamento foliar;

9) O periodo de incubacdo tende a ser menor com o aumento do periodo de
molhamento foliar apds a inoculacéo;

10) A umidade foi um fator importante no desenvolvimento de cancro na
haste de plantas de feijdo-caupi;

11) O patbégeno pode ser transmitido para as sementes, independente do
estadio fenoldgico em que a planta for infectada pela bactéria;

12) A mancha-bacteriana causou reducdo no rendimento de grédos

independente do estadio fenoldgico em que a planta de feijdo-caupi cv. BRS Braganca
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foi infectada, sendo observadas reducdes na massa de grdos Ssecos e maior
transmissibilidade da bactéria para as sementes quando plantas sdo infectadas no estadio

de dois a trés trifélios ou no estadio de formacdo dc vagem.






