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Resumo

DETECCAO DE Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli EM SEMENTES, ASPECTOS
FISIOLOGICOS E PROTECAO DO FEIJOEIRO CONTRA O CRESTAMENTO
BACTERIANO COMUM USANDO EXTRATOS HIDROALCOOLICOS DE
ALECRIM CURCUMA E Pycnoporus sanguineus. Orientador: Prof. Dr José Renato
Stangarlin;

Objetivou-se com esse trabalho, o controle do crestamento bacteriano comum incitado por
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) com o uso de extratos hidroalcoolicos de
circuma, alecrim e Pycnoporus sanguineus. In vitro realizou-se o teste de difusdo em éagar
com discos de papel filtro e a deteccdo da Xap em lotes de sementes de feijdo de produtores
da regido oeste do Parana. Em condi¢des de campo, feijoeiro (IAPAR-81) foi pulverizado aos
14, 28 e 42 dias ap6s a emergéncia, com 0s extratos na concentracdo de 150 mL L™
Antibiético (22,5 mg L oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) e 4gua foram as
testemunhas. Os tratamentos foram aplicados trés dias antes da inoculacdo do patdgeno. As
avaliacdes foram realizadas a cada trés dias para célculo da &rea abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD). Também avaliou-se nimero de sementes por vagem e massa dos graos,
em duas safras janeiro-junho (2013), Em casa de vegetagéo, cultivou-se duas plantas de feijéo
por vaso de 8 L, onde foram feitas avaliacdes diarias num periodo de 7 dias utilizando o
aparelho de infravermelho de gas (IRGA), sempre na regido mediana do terceiro e quarto
pares de folhas novas e totalmente expostas a radiacdo solar, para verificacdo dos parametros
(A, umol CO, m?s™?), (gs, mmol H,0 m?s™), (E mmol HO0 m?s™), (EUA, mol m?s™)
(EIUA, mol m?s™). Também realizou-se os tratamentos com extratos hidroalcodlicos de
ctrcuma e alecrim nas concentraces de 100, 150 e 200 mL L™ na terceira folha trifoliolada, e
no quarto dia das avaliagdes, foi realizada a inoculacéo da bactéria, com um corte na terceira e
quarta folha trifoliolada, com o intuito de verificar a inducdo de resisténcia sistémica dos
extratos. Para o teste de difusdo em &gar verificou-se que os extratos hidroalcodlicos nao
tiveram efeito antimicrobiano. A analise de sementes indicou a presenca da Xap nas amostras.
In vivo o tratamento com clUrcuma, apresentou menor AACPD e maior produtividade. Em
casa de vegetacdo o tratamento com alecrim 150 mL ™ incrementou até 47% a eficiéncia de
uso da agua, local e sistematicamente.

Palavras chave: Phaseolus vulgaris, controle alternativo; Xanthomonas axonopodis pv.

phaseoli; inducéo de resisténcia, Curcuma longa, Rosmarinus officinalis



Detection will Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli in seed physiological aspects and
protection of bean against bacterial blight using hydroalcoholic extracts of rosemary
and turmeric Pycnoporus sanguineus. Adviser: Prof. Dr José Renato Stangarlin;

Abstract: The objective of this work, the control of common bacterial blight caused by
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) with the use of hydroalcoholic extracts of
tumeric, rosemary and Pycnoporus sanguineus. In vitro was made the agar diffusion test with
discs of filter paper and the detection of Xap in seed lots of beans of producers from the
western region of Parana. Under field condition bean (IAPAR-81) was sprayed at 14, 28 and
42 days after the emergency, with the extracts at a concentration of 150 mL.L™. Antibiotic
(22,5 mg L™ oxytetracycline + 225 mg L™ of streptomycin) and water were the control
treatments. The treatments were applied three days before inoculation of the pathogen. The
evaluations were performed every three days for calculation of the area under the disease
progress curve (AUDPC). Also it was evaluated number of seeds per pod and mass of grains,
in two seasons January-June (2013). In the greenhouse, in pots of 8 L (two plants per pot),
were daily assessments within a period of 7 days using infrared gas (IRGA), always in medial
region of the third and fourth pair of new leaves and fully exposed to solar radiation, for
verification of (A, umol CO; m?2s™), (gs, mmol H,0 m?s™), (E mmol H,0 m?s™), (EUA,
mol m?s™) and (EIUA, mol m?s™). It was also performed the treatments with hydroalcoholic
extracts of tumeric and rosemary in concentrations of 100, 150 and 200 mL L™ in the third
leaf stage, and on the fourth day of evaluations was performed the inoculation of bacteria. In
the third and fourth leaves, in order to verify the induction of systemic resistance of extracts.
For the agar diffusion test it was found no antimicrobial effect. Seed analysis indicated the
presence of Xap in the samples. In vivo, treatment of tumeric presented lower AUDPC and
greater productivity. In greenhouse it was observed that rosemary 150 mL L™ o improved in
47%, in average the efficiency of water use (USA) local and systemically.

Key words: Phaseolus vulgaris; alternative control; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli;

resistence induction; Curcuma longa; Rosmarinus officinalis.
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1 INTRODUCAO

As doengas que acometem a cultura do feijoeiro sdo uma das principais causas da sua
baixa produtividade no pais. Em alguns casos, as doencas inviabilizam o cultivo do feijao.
Nos ultimos anos, a cultura do feijoeiro vem sofrendo profundas modificacdes, como a
utilizacdo de técnicas antes ndo empregadas, como irrigagdo. Porém, essas alteracdes
contribuiram também para a chegada de novos patogenos e antigas doencas que ndo eram
consideradas problemas para a cultura e que passaram a ser.

O maior dificuldade no controle das doencas transmitidas através de sementes de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) no Brasil é que 92% da area cultivada em 02/03 empregaram,
como material de propagacdo, sementes proprias, ou grdos. Apenas 8% da area foi cultivada
com sementes legais (MENTEN et al., 2006). Dados da ABRASEM (2013), revelam que na
safra 2011/2012 apenas 18% das sementes utilizadas eram certificadas, enquanto que os 82%
restantes eram sementes salvas, piratas e gréos para o cultivo.

Uma doenca de grande importancia é o crestamento bacteriano comum que gera
grandes prejuizos nas lavouras do Parana. O crestamento bacteriano comum € ocasionado pela
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) bactéria classificada como gram-negativa,
aerobia estrita, baciliforme e monotriquia. As coldnias sdo amarelas, de bordos definidos e
convexas (SARTORATO e RAVA, 1994). Na planta os primeiros sintomas surgem na forma
de manchas aquosas, com crescimento irregular, na face inferior dos foliolos, tornando-se de
coloracdo parda e aspecto necrotico, circundadas por halo de tecido amarelo, coalescendo e
originando o crestamento. O clima Gmido, com temperaturas altas (28 °C), favorece o
desenvolvimento da doenca, ocasionando grandes perdas na cultura (BIANCHINI et al.,
2005).

A formacdo de uma consciéncia ecoldgica sobre a necessidade de se preservar o
meio ambiente tem gerado a necessidade de testar produtos naturais visando o controle de
fitopatogenos. A utilizagédo de extrato de plantas medicinais (STANGARLIN et al., 1999) tem
demonstrado um futuro promissor no tratamento de sementes, bem como a utilizacdo de
extratos de fungos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2012) , tem sido eficaz no controle de
doencas fitopatoldgicas de interesse agrondmico.

Através desse embasamento este trabalho tem como objetivo, a deteccdo da
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em sementes de feijoeiro e o controle do crestamento

bacteriano comum causado por esta bactéria com o uso de extratos hidroalcodlicos das
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plantas, curcuma e alecrim e do basidiomiceto Pycnoporus sanguineus, bem como verificar a

influencia desses tratamentos e alguns aspectos fisioldgicos do feijoeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO FEIJOEIRO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) pertence a familia Fabaceae, estd compreendido
entre as 55 espécies pertencentes ao género Phaseolus L. sendo cultivado em diversas partes
do mundo (ZUCARELI et al., 2011). Essa leguminosa é um produto agricola de grande
importancia econdmica e social. E considerado um alimento bésico, constituindo-se na
principal fonte de proteinas e ferro das classes de menor renda da populagéo.

As caracteristicas morfoldgicas desta espécie sdo definidas por: sistema radicular
formado por uma raiz principal, onde nas laterais surgem raizes secundarias e terciarias, e que
se relnem na parte basal do caule, superficialmente no solo. O caule é herbaceo, formado por
uma sequencia de nés e entrends, onde no primeiro no estdo os cotilédones; no segundo, as
folhas primarias; e, apenas no terceiro, estdo inseridas as folhas definitivas sendo elas
trifolioladas. O crescimento pode ser determinado ou indeterminado, sendo um carater
morfoldgico de relevancia agroeconémica. As folhas sdo simples e opostas, constituidas de
trés foliolos e alternadas, caracteristicas das folhas definitivas; peciolo alongado; cor e
pilosidade variam de acordo com vérios fatores. As flores estdo dispostas em inflorescéncias
racemosas, axilares e terminais e botBes florais. Podem apresentar cor branca, résea ou
violeta, distribuida uniformemente por toda a corola, ou ser bicolor, isto €, possuir corola com
estandarte e asas com tonalidades diferentes. O fruto é um legume deiscente, com duas
conchas unidas por duas suturas, uma dorsal e outra ventral, cuja forma pode ser reta,
arqueada ou recurvada, e o apice abrupto ou afilado. A semente é formada pelo tegumento,
hilo, micropila e rafe e, internamente, de um embrido formado pela plumula, duas folhas
primarias, hipocétilo, dois cotilédones e radicula. Pode ter varias formas: arredondada,
eliptica, reniforme ou oblonga e tamanhos que variam de muito pequenas (<20 g) a grandes (>
40g/100 sementes). Apresenta ampla variabilidade de cores, variando do preto, bege, roxo,
réseo, vermelho, marrom, amarelo, até o branco, podendo o tegumento ter uma cor uniforme
(cor primaria), ou duas, uma primaria e uma cor secundaria. Sua casca pode ter brilho intenso,
intermediario ou opaco (SILVA, 2003).

Na cultura do feijdo, utiliza-se a escala fenoldgica, proposta por Gepts e Fernandez
(1982), dividida em dez estagios e duas fases do ciclo biolégico da cultura (Tabela 1).

Tabela 1. Escala fenoldgica da fase vegetativa e reprodutiva da cultura do feijoeiro.
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ESTADIOS FASE VEGETATIVA
Vo Germinacao
Vi Emergéncia (cotiledéneas acima da superficie do solo)
V, Folhas Primarias (Par de folhas cordiformes)
V3 Primeira folha trifoliada
V4 Terceira folha trifoliada
FASE REPRODUTIVA
Rs Primeiros botdes florais
Re Florescimento
Rz Formacao das vagens
Rs Enchimento de vagens
Ro Maturidade Fisiologica

Fonte: Gepts e Fernandez, (1982).

O maior problema de sementes de feijdo no Brasil é sua baixa taxa de utilizagdo. Dos
4,2 milhdes de hectares cultivados em 2003/2004, 3,96 milhGes ou seja cerca de 92%
utilizaram, como material de propagacdo, sementes préprias ou grdos. Apenas 8% da area
(340 mil ha) foi cultivada com sementes legais. Esta, provavelmente, é uma das principais
razfes do baixo rendimento médio do feijoeiro no Brasil (MENTEN et al., 2006).

No levantamento da CONAB o Brasil cultivou aproximadamente 4 milhdes de
hectares de feijdo na safra 13/14. O Parana eleito o maior produtor de feijdo do pais na
primeira safra (12/13) é responsavel por 31,2% da producdo nacional (CONAB, 2014).

Grande parcela das lavouras de feijdo sdo cultivadas no sistema convencional,
somente em grandes areas sdo utilizados maquinario moderno e semeadura direta. Ja na
regido Centro-Oeste € corriqueiro 0 emprego do cultivo sobre irrigacfes realizadas por pivos
(CONAB, 2014).

2.2 Doengas no Feijoeiro

O feijoeiro é comumente atacado por inumeras pragas e doencas, que S&o
responsaveis por grande perda de produtividade da cultura.

A incidéncia, a intensidade dessas doencas e 0s prejuizos causados variam de acordo
com a regido, a época de plantio, o sistema de plantio, a variedade, a qualidade sanitaria da

semente e as condicdes climaticas.
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Em levantamento realizado por Thung e Sartorato (2002) identificou-se a antracnose
(Colletotrichum lindemuthianum), a mancha-angular (Pseudocercospora griseola) e o
crestamento bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) como as doencas de

maior importancia na cultura do feijdo no Sul do Brasil.

2.2.1 Crestamento Bacteriano Comum em Feijoeiro

O crestamento bacteriano comum € ocasionado pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli que séo classificadas como gram-negativas, aerobias estritas, ou seja,
ndo sdo capazes de fixar oxigénio que pode causar inibicdo ao seu crescimento, baciliformes e
monotriquias. As coldnias sdo amarelas, de bordos definidos e convexas (BARRA et al.,
2012).

Na planta o aparecimento dos primeiros sintomas ocorre na forma de manchas
aquosas, com crescimento irregular, na face inferior dos foliolos, tornando-se de coloragédo
parda e aspecto necrotico, circundadas por halo de tecido amarelo, coalescendo e originando o
crestamento. O clima Gmido, com temperaturas altas (28 °C), favorece o desenvolvimento da
doenga, ocasionando grandes perdas na cultura (BIANCHINI et al., 2005)

O meio mais eficaz para a disseminacdo e sobrevivéncia de X. campestris pv.
phaseoli séo as sementes, constituindo-se em fonte de inéculo priméario e em condicdes de
gerar novos focos de infeccdo. Em levantamento realizado por Torres (2001), foi observado
em 50% dos lotes de sementes fiscalizadas estavam infectadas com a bactéria causadora do
crestamento bacteriano comum.

A eficacia do controle quimico de X. axonopodis pv phaseoli, através de
pulverizacdo das plantas com produtos bactericidas, tem sido de pouca magnitude nas
lavouras, devido a baixa eficiéncia destes ((BIANCHINI et al., 2005)

2.3 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS

Com a aplicacdo de politicas agricolas com enfoque na agricultura sustentavel ou
alternativa, para a minimizagdo dos impactos ambientais causados pela a¢do antropica e 0 uso
indiscriminado de agroguimicos, tem-se buscado o controle alternativo de doencas de plantas,
o0 qual se inclui o controle bioldgico e a indugdo de resisténcia em plantas (BETTIOL, 1991) e

0 uso de produtos alternativos ao controle quimico, com o0s extratos e 6leos vegetais, que
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agem por acdo antibiodtica ou fungitdxica direta, ou indiretamente por meio da ativacdo de
mecanismos de defesa nas culturas tratadas.

A inducéo de resisténcia (ou inducao de protecdo imunidade adquirida, ou resisténcia
sistémica adquirida) abrange a ativacdo de mecanismos de defesa. existentes nas plantas, em
resposta ao tratamento com agentes bioticos ou abiéticos (HAMMERSCHMIDT e DANN.
1997). Dentre os mecanismos de resisténcia induzidos, pode-se citar as estruturais, como
papila. lignificacdo e tilose e os bioguimicos. como o acumulo de fitoalexinas e de proteinas
relacionadas a patogénese (como B-1,3 glucanase, quitinase e quitonase degradadoras da
parede celular de fungos e do peptideoglicanos bacteriano) (PASCHOLATI e LEITE, 1994).

Kuc (1995) afirmou que a protecdo atribuida pelo tratamento é capaz de proteger a
planta contra infeccbes subsequentes por diferentes patdgenos e mostra-se como uma
estratégia potencial para o controle fitossanitario. Moléculas ou agentes de origem biotica ou
abidtica capazes de ativar ou induzir qualquer resposta de defesa nas plantas, sdo chamadas de
elicitores (SMITH, 1996). A variada natureza quimica dos elicitores. tais como
oligossacarideos. glicoproteinas. oligopeptideos e acidos graxos demonstra que nao ha uma

caracteristica estrutural nica que determine a atividade elicitora.

2.3.1 Extratos vegetais

Algumas plantas sdo naturalmente resistentes a danos causados por patdgenos, pois
produzem compostos que sdo tdxicos ou que rompem o ciclo de vida desses organismos.
Essas substancias tem a denominacdo de compostos secundarios ou aleloquimicos, derivados
de metabdlitos primarios e ndo tém fungdo aparente, mas tém importante papel ecoldgico
servindo, entre outros, como defesa quimica contra microrganismos, insetos e predadores
(GUIRADO et al., 2004). A maioria desses metabdlitos pode ser obtida de parte de plantas
através de destilacdo, extracdo com solventes ou aquosos, consistindo em técnicas com
emprego de extratos vegetais, aminoacidos, microrganismos e 6leos essenciais, enquadrando-
se em estratégias de controle alternativo de patogenos de plantas (FRANCO e BETTIOL,
2000).

Loguercio et al. (2005), em estudo realizado com o extrato hidroalcodlico a 10%
(m/v) de folhas de jambol&o (Syzygium cumini (L.) Skeels) observou atividade antibacteriana
frente a 17 isolados bacterianos testados, ndo sendo observada diferenca de sensibilidade entre

microrganismos Gram positivos e Gram negativos.
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Varios autores relatam a eficiéncia de extratos aquosos, hidroalcodlicos e alcodlicos
em diversas proporcoes, feitos a partir de folhas verdes ou secas, de casca, de frutos, de
sementes e, até mesmo, de botdes florais. O uso de solventes hidroalcoolicos, obtidos a partir
de diferentes proporcdes de agua e etanol, é eficiente para a extracdo bruta de taninos e
saponinas (FALKENBERG et al., 2002).

2.3.1.1 Alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.), pertence a familia Lamiaceae e apresenta
diversos nomes populares dentre os quais alecrim-de-cheiro, alecrim—das—hortas, alecrim-da-
casa, alecrim-comum, alecrim-verdadeiro e rosmaninho. Dentre as principais caracteristicas
boténicas cita-se folhas lineares coridceas, cores azulado-claras de forma tubular de aroma
forte e agradavel, sendo arbusto perene de porte subarbustivo (1,5 metros). O alecrim é uma
planta oriunda da regido mediterranea da Europa, e seus principais produtores sdo a lItalia,
lugoslavia, Espanha, Grécia, Turquia, Franca, Portugal, Egito e norte da Africa. Apesar de ser
cultivado em quase todo o territdrio brasileiro é importado como condimento para 0 consumo
interno, poucos estudos tem sido realizados sobre esta importante planta medicinal (PORTE e
GODOQY, 2001). No seu 6leo essencial, ha principalmente: pinenos, canfeno, cineol, borneol,
acetato de bornila, canfora e diterpenos. Possui também &cidos organicos, saponinas, tracos de

alcaloides, principios amargos e taninos, os quais podem ter efeito alelopatico.

2.3.1.2 Clrcuma

A Curcuma (Curcuma longa L.) da familia Zingiberacea, também conhecido como
acafrdo-da-terra, tem como caracteristica geral ser uma planta herbacea, anual, aromaética, de
folhas grandes e longamente pecioladas. As flores sdo amareladas, pequenas, dispostas em
espigas compridas. A planta possui sistema radicular composto de um rizoma primario, 0
bulbo central ou pido e os rizomas secundarios, os dedos medindo cerca de 10 cm
comprimento (central) e 4 - 6 cm (secundarios). Estes quando cortados mostram superficie de
cor vermelha alaranjada, sendo ele rico em um corante, a curcumina (CECILIO FILHO e
SOUZA, 1999; CECILIO FILHO et al., 2000). Tem cheiro forte e agradavel e sabor
aromatico e picante. Originaria da India é cultivada em todo o mundo tropical. O uso do
acafrdo-da-terra ¢ milenar na medicina tradicional da india e da China. No Brasil estes

rizomas vém sendo utilizados como tempero de alimentos. Os rizomas desta planta tém
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despertado grande interesse nas industrias de alimentos e farmacéuticas (LORENZI e
MATQOS. 2008).

Estudos na area agronémica tem apontando o potencial de extratos de curcuma para
o controle de fitopatdgenos. Kuhn et al. (2006) observaram um efeito positivo na reducdo do
crescimento das colbnias in vitro de X. axonopodis pv. manihotis, com 0 uso de extrato

aquoso dos rizomas de acafrdo na concentracao de 5%.

2.3.2 Extratos fungicos

Apesar da grande diversidade de basidiomicetos existentes na flora brasileira, a
pesquisa, no entanto, relacionada, ao potencial do controle de doencas fitopatogénicas com a
utilizacdo de partes vegetativas de cogumelos ou orelhas de pau € muito escassa (FIORI -
TUTIDA , 2003).

Di Piero (2003), em estudo realizado para o controle da antracnose no pepino,
observou que as concentracdes de 10 a 20% dos extratos aquosos dos basidiocarpos de
Lentinula edodes e Agaricus blazei reduziram significativamente a incidéncia da doenca

quando tiveram suas folhas pulverizadas com o0s extratos .

2.3.2.1 Pycnoporus sanguineus.

Pycnoporus sanguineus (L. ex Fries) Murril. pertencente a familia Polyporaceae e é
amplamente distribuido na natureza, sendo encontrado em regifes de clima mais ameno e em
florestas tropicais como a floresta amazonica (ESPOSITO et al., 1993). E conhecido
popularmente como orelha-de-pau, sendo encontrado em madeiras de decomposicao. E capaz
de hidrolisar os polissacarideos da parede celular e também a lignina de materiais celul6sicos
(TEIXEIRA et al., 1997). sendo chamado de fungo de decomposi¢do branca (white lot).

Toillier et al. (2010) observaram em meio de cultura gque os extratos de basidiocarpo
P. sanguineus nas concentragdes de 15% a 20% reduziram 91% em média o crescimento

bacteriano da Xanthomonas axonopodis pv phaseoli.

2.4 TROCAS GASOSAS

A condutancia estomatica (gs) € compreendida como um importante mecanismo
fisiologico que a planta dispde para a regulacdo da transpiragdo. As principais funcdes

adaptativas dos estdmatos sdo aprimorar as trocas gasosas foliares; reduzir a desidratacéo,
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sobretudo em folhas com potencial hidrico abaixo do ponto de cavitacdo do xilema (TYREE e
SPERRY, 1988); e regulacdo da temperatura foliar por meio do resfriamento atraves da
transpiracdo (JONES, 1998). A forma como a taxa de assimilagdo de CO, (A) relaciona-se
com a gs possui uma importancia ecologica, pois quando a A e (s variam de maneira
equilibrada, numa relacdo linear, é possivel afirmar que a concentracéo interna de CO, (Ci) e
a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUIA) mantenham-se constantes, no sentido de
otimizarem as trocas gasosas (SCHULZE e HALL, 1982 apud MACHADO et al., 1999).

A intensidade luminosa, a temperatura, a concentracdo de CO,, 0 teor de nitrogénio
da folha e a umidade do solo sdo fatores que afetam a atividade fotossintética dos vegetais
(MARENCO e LOPES, 2005), e fatores exdgenos como o ataque de fitopatogenos (DIAZ et
al, 2001a)

Diaz, et al (2001b), afirmaram que a taxa fotossintética € reduzida nos tecidos verdes
remanescentes das folhas infetadas pela bactéria X. axonopodis pv. phaseoli, o que é
comprovado também por Taiz e Zeiger (2004), onde as taxas metabdlicas das plantas sofrem
interferéncia das condi¢gdes ambientais, que estabelecem as taxas e propor¢des da fotossintese
e da respiracdo (perdas e ganhos no balan¢o das trocas gasosas) e eventualmente, a

produtividade bioldgica e econdmica das plantas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As solugdes hidroalcodlicas foram obtidas através da maceragdo de folhas frescas de
alecrim (100 g) de rizoma de curcuma (100 g) e do p6 do basidiomiceto P. sanguineus (40 g)
em alcool etilico 70 °G.L., que foi mantido a 4 °C por 15 dias. Posteriormente, a tintura
etandlica foi filtrada em gaze e papel Whatman n° 1. Para a evaporacéo do solvente, o extrato,

passou pelo evaporador rotativo a vacuo em temperatura aproximada de 75 °C.

3.1.1 Teste de difusdo agar
O teste de difusdo em &gar foi realizado segundo metodologia padrdo de NCCLS

(2002), onde em torno do meio depositou-se discos de papel de filtro (6 mm didmetro)
esterilizados que foram com embebidos com a testemunhas positiva (Pentabiotico®
Benzilpenicilina benzatina + Benzilpenicilina procaina +Benzilpenicilina potassica +
Diidroestreptomicina base (sulfato) + Estreptomicina base (sulfato)) e negativa (agua
esterilizada), e os extratos autoclavados e ndo autoclavados nas concentragdes de 100, 150 e
200 pL mL™. Com auxilio de uma pipeta graduada, repicou-se a bactéria na placa sendo
depositados 100 pL da bactéria (10® UFC) e homogeneizada com alca de Drigalsky por toda a
placa, antes da disposicao dos discos. As avaliagdes foram executadas diariamente no periodo
de sete dias ap6s a implantacdo do experimento mensurando-se o tamanho do halo de inibigéo

com auxilio de paquimetro.

3.1.2 Deteccao de X. axonopodis pv. phaseoli (Xap) em Sementes de Feijoeiro

Foi utilizado o método de extracdo para patégeno indicado para Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) (BRASIL, 2009), devido as amostras coletadas nédo
possuirem sementes suficientes para a realizacdo da metodologia indicada para a detec¢do da
Xap, pelas Regras de Analises de Sementes (BRASIL, 2009). Para a extragéo realizou-se a
suspencdo das sementes, que passaram por processo de trituracdo, e foram deixadas em
solucédo salina (0,85% NaCl em frasco cénico). O volume de solucdo salina foi ajustado de
acordo com o numero de sementes utilizado (50 mL para 100 sementes). As sub-amostras
permaceram embebidas por 16-18 h a 4 °C (BRASIL, 2009).

Para o plaqueamento os frascos foram agitados para homogeneizacdo antes da

diluicdo em série do extrato de sementes (diluigdo 10™ a 10°). Foram pipetados 100 L das
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diluicdes 10° em duas placas de meio semi-seletivo Milk Tween (MT) (ISTA, 2012) e
espalhados sobre a superficie com alca de Drigalski estéril. Em seguida, as placas
permaneceram incubadas em BOD a 25-28 °C no escuro e examinadas apés trés dias
(BRASIL, 2009).

As amostras de sementes foram adquiridas do: distrito de Sdo Sebastido e Linha Sol
de Maio (var. IAPAR-81) em Ouro Verde do Oeste, IAPAR (var. Colibri) de Santa Terezinha
do ltaipu, Santa Cruz (var. Eldourado) e Caraja (var. Angola) em Jesuitas, e Coatol (var.

Tangara) em Toledo.
3.2 ENSAIOQ in vivo

O experimento a campo foi conduzido no municipio de Toledo na Regido Oeste do
Estado do Parana nos meses de fevereiro a junho de 2013. O clima da regido é do tipo Cfa
(clima subtropical) conforme classificacdo de Koeppen, com temperatura média no més mais
frio inferior a 18 °C (mesotérmico) e temperatura média no més mais quente acima de 22 °C,
com verdes quentes, geadas pouco frequentes e tendéncia de concentracdo das chuvas nos
meses de verdo, contudo sem estacdo seca definida (IAPAR, 2013). Na area experimental,
antes da implantacdo do experimento foi realizada andlise de solo e correcdo do solo, com
gessagem e calagem e adubacéo para a cultura do feijoeiro (EMBRAPA, 2003).

Para o ensaio, utilizou-se IAPAR-81(safra 2012). O delineamento utilizado foi em
blocos casualizados com quatro repetices, e as parcelas dimensionadas com 2 m de
comprimento por 1 m de largura, espagamento de 0,45 m e a area Gtil de cada parcela de 1 m?
e os corredores de 0,5 m (VIECELLI, 2012).

Os tratamentos utilizados foram extratos hidroalcodlicos de alecrim e clrcuma na
concentracdo de 150 mL L™, antibiético (antibiético sistémico: 22,5 mg L™ de oxitetraciclina
+ 225 mg L™ de estreptomicina) e testemunha &gua. Efetuou-se as aplicacdes aos 14, 28 e 42
dias ap6s a semeadura (DAS). A suspensdo bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi
preparada com solucgéo salina (0,85% de NaCl) a partir de um isolado com 48 horas de cultivo
e ajustada na concentracdo de 5 x 10’ UFC mL™ (SARTORATO e RAVA 1994). A
inoculacdo ocorreu por aspersao trés dias apds a aplicacdo dos tratamentos, com presenga de
agua livre nas folhas, ao final do dia (VIECELLI, 2012).

Os tratos culturais realizados foram aplicacédo de inseticida quimico para controle de
mosca branca, acaros e largatas, usando-se ICON®(Lambda-Cyhalothrin) , e capinas

regulares para o controle de plantas invasoras.
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As avaliagcbes foram realizadas a partir do aparecimento dos sintomas com a
utilizacdo de escala diagramatica descrita por Diaz et al. (2001b) e a cada trés dias, o qual, ao
final foi calculada a area da curva de progresso da doenca (AACPD) através da equacgédo
citada por Shaner e Finney (1977):

AACPD =

n

DI+ Yiyy2) « (T = i)

i=1

Onde:

n — & o numero de observacades.

Yi — ¢ a severidade da doenga na “i”-ésima observacao;

Ti— ¢ o tempo em dias na “i”-ésima observagdo

Os dados obtidos da AACPD foram submetidos ao teste F na analise de variancia,
para as dosagens foi realizada analise de regressao, e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia, pelo programa estatistico Sisvar (FERREIRA,
2008).

Também foi determinado o ndmero vagens por planta, e nimero de sementes por
vagem, utilizando-se 10 plantas de cada parcela, dentro de cada repeticdo. Para a massa graos

utilizou-se a producao total das parcelas (1m?) considerando-se umidade de 18%.

3.3 CULTIVO PROTEGIDO

Sementes de feijoeiro da cultivar IAPAR-81, foram semeadas em vasos com
capacidade para 8 L contendo mistura de solo + areia + esterco bovino curtido (2:1:2)
mantidos em casa de vegetacdo, localizada no Complexo de Controle Biol6gico e Cultivo
Protegido Professor Dr. Mario César Lopes, da Unioeste, Campus de Marechal Candido
Rondon-PR, localizada a 24°33°40” de latitude sul, 54°04°00” de longitude oeste, e altitude
média de 400 m. Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados com quatro repeticdes.
Foram cultivadas duas plantas em cada vaso. Os tratamentos consistiram nos extratos
hidroalcodlicos de alecrim e ctircuma nas concentragdes 100 mL L™, 150 mL L e 200 mL L’
! (A100; A150; A200; C100; C150; C200, respectivamente), antibidtico (oxitetraciclina 22,5
mg L™ + 225 mg L™ de estreptomicina) (ANTI), testemunha negativa (sem a presenca do

patdgeno) (SXAP) e testemunha positiva (com a presenca do patégeno) (CXAP). Todos os
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tratamentos foram realizados na terceira folha trifoliada, trés dias antes da inoculagdo da
Xanthomonas axonopodis pv phaseoli.

No quarto dia das avaliacdes foi realizado o corte para a inoculacdo da bactéria, X.
axonopodis pv. phaseoli, na terceira e no quarta folha trifoliolada com o intuito de averiguar a

inducdo de resisténcia local e sistémica nas plantas respectivamente.

3.3.1 Respiracéo e Fotossintese

A respiracdo e fotossintese foram avaliadas por métodos ndo destrutiveis, conforme
utilizado por Ribeiro et al. (2003), sendo que a medida de CO; e o fluxo de vapor d’agua
foram obtidos em folhas maduras e completamente expandidas, com o auxilio de um medidor
portatil, sistema fechado, infravermelho de gas (IRGA), modelo LI-6400, da Li-Cor, Lincoln,
NE, USA, sempre na regido mediana do terceiro e quarto par de folhas novas e totalmente
expostas a radiacdo solar. A condicdo ambiental para o aparelho foi a mesma na qual as
plantas cresceram. A assimilacdo de CO, foi medida pela manhé& entre 8 e 10 horas, sendo
armazenada quando o coeficiente de variacdo do dado foi menos que 1%. A respiracao foi
medida pela noite, entre 22 e 23 horas com fonte luminosa desligada sendo armazenada o
valor liberagdo de CO, quando o coeficiente de variacdo foi menor que 1% (MEINERZ,
2013).

Para determinacdo da inducdo de resisténcia, as analises foram realizadas no quarto
trifélio expandido, imediatamente acima do terceiro trifélio onde foram aplicados 0s
tratamentos.

As avaliacBes de trocas gasosas foram realizadas periodicamente no periodo de 7
dias de intervalo da aplicacdo dos tratamentos via foliar. Foram determinadas: taxas de
assimilacdo liquida de CO, (A, pmol CO, m™ s%), condutancia estomética (gs, mmol H,O m™
s™1), transpiracdo (E mmol H,O m? s™), eficiéncia do uso de agua (EUA, mol m? s?) e
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA, mol m? s™) correspondente & relacio entre
quantidade de CO, assimilada por unidade de agua perdida pela transpiragéo.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e quando ocorreram
diferengas significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (variaveis
qualitativas) ao nivel de 5% de significancia e anélise de regresséo (variaveis quantitativas).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se do programa estatistico SAS (2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXTRATOS HIDROALCOOLICOS

Os extratos hidroalcoolicos de alecrim e circuma obtidos através do processo de roto
evaporacao adquiriram consisténcia liquida, com suspensdo de particulas, a qual lhes conferiu
a cor esverdeada para o alecrim e &mbar para circuma. Ja o extrato de P. sanguineus teve um
baixo rendimento, por sua matéria prima ser de um material esponjoso, de grande volume e

baixa densidade. Em func&o disso este extrato ndo foi utilizado para o experimento in vivo.

4.1.2 Teste de Difusdo em Agar

O extrato de alecrim resultou em halo de inibi¢do de 1,30 mm de didmetro, indicando
atividade inibitdria contra X. axonopodis pv. phaseoli (Tabela 1). Resultado semelhante foi
observado por Cruz e Pereira (2010) quando analisaram extrato hidroalcodlico de alecrim em
diferentes concentracdes (2,5%; 5%; 7,5%; 10% e 12,5%) e concluiram ser o mais efetivo
contra a bactéria Staphylococcus aureus.

Vigo et al. (2009) utilizando Oleo essencial de R. officinalis, observaram acao
inibitdria in vitro aos isolados de X. axonopodis pv. phaseoli, ocorrendo a presenca de halos
de inibicdo a partir da concentracdo de 1%.

Extrato hidroalcodlico de curcuma resultou em halos de 1,84 mm. No entanto,
Antunes et al. (2012) observaram que o 6leo essencial comercial de circuma ndo apresentou
atividade bactericida contra Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium.

Kunh et al. (2006) avaliaram o controle in vitro de Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis mediante 0 uso de extrato aquoso de quatro gendtipos de cldrcuma originarias de
cultivos de Jaboticabal-SP, Mara Rosa-GO, Maringa-PR e Mercedes-PR. Para os valores de
unidades formadoras de colbnias (UFC) observados para cada concentracdo e gendtipo de
carcuma utilizado, foi verificado que o gendtipo de Mercedes reduziu o crescimento
bacteriano a partir da concentracdo 5%, associando a coloracdo do extrato, uma vez que
extrato de coloragdo mais alaranjada resultou em maior efeito inibidor quando comparado ao
de coloragéo amarelada.

Para as concentracdes de 50, 100 e 200 mL L™ n&o se observou efeito inibitério no
crescimento bacteriano para os extratos hidroalcodlicos ndo autoclavados de curcuma e P.
sanguineus (dados ndo mostrados).

Para o extrato hidroalcodlico de P. sanguineus observou-se um halo de 0,65 mm.

Toillier et al. (2010), analisando a acao antimicrobiana do P. sanguineus nas concentracoes de
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15% e 20% sobre a Xap, observaram que houve reducdo em média de 91% no crescimento
bacteriano.

Observou-se que os extratos de alecrim curcuma e P. sanguineus que foram
autoclavados perderam a atividade antimicrobiana, indicando a presenca de compostos
termosensiveis (Tabela 2).

Para o antibiético o halo de inibi¢&o foi superior a 4 mm, para todos os tratamentos,
tanto autoclavados como ndo autoclavados. Embora este tratamento seja superior ao
observado com os extratos hidroalcoolicos, estes resultados indicam a presenca de compostos
antibacterianos principalmente nos extratos de alecrim e circuma.

Tabela 2. Atividade antibacteriana a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli pelos extratos
hidroalcodlicos de alecrim, circuma e P. sanguineus.

Halo de inibicdo (mm)”

Tratamento N&o Autoclavado Autoclavado
Alecrim 1,30™ 0
Carcuma 1,84 0
P. sanguineus 0,65 0
Antibi6tico? 4,00 4,00
Agua 0 0

" Valores representam o valor maximo de inibic&o pois n&o houve significancia para o efeito dose;

? Pentabiotico®; Benzilpenicilina benzatina + Benzilpenicilina procaina + Benzilpenicilina potassica +
Diidroestreptomicina base (sulfato) + Estreptomicina base (sulfato)

¥ N4o significativo.

4.1.2 Deteccao da Xap em Sementes de Feijao

Todas as amostras avaliadas confirmaram a presenca da bactéria X. axonopodis pv.
phaseoli (Figura 1), com a formacdo de col6nias no meio MT, amarelas, circulares,
circundadas por duas zonas de hidrélise: uma maior, clara, correspondente a hidrélise de
caseina e uma menor, leitosa (lactea), a lipdlise de Tween 80 (BRASIL, 2009). Em posterior
teste de resposta de hipersensibilidade em plantas de fumo (Nicotiana tabacum), com a
utilizacdo de suspencdo da colénia em solucdo salina (NaCl — 0,85%) confirmou-se a
patogenicidade dos isolados.

Torres et al. (2009), analisando 34 amostras de sementes de feijdo da safra 98/99 e
99, observaram que 50% dos lotes estavam infectados com a Xap, 0 que corrobora com 0s

dados obtidos neste trabalho.
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Figura 1. Deteccdo de sementes infectadas pela X. axonopodis pv. phaseoli. (A) Feijao var. Colibri de
Santa Tereza do Itaipu; (B) Feijdo do tipo carioca de Jesuitas; (C) Feijao var. IPR-Tangara de Toledo;
(D) Feijao var. Angola comunidade Caraja - Jesuitas; (E) Feijdo var. IAPAR-81 distrito Sdo Sebastido-
Ouro Verde do Oeste; (F) Feijao var. Eldourado comunidade Santa Cruz- Jesuitas.

Em levantamento realizado por Ito et al. (1997), para detec¢do de Xap em sementes
de feijoeiro produzidos Séo Paulo em 1991, com 188 lotes, foi detectada a bacteria em apenas
5,3% das amostras e, 1993, ocorreu um aumento da incidéncia da bactéria, onde dos 124 lotes
avaliados 30,6% estavam contaminados. Os autores sugerem que este fato possa ter ocorrido
provavelmente devido as condi¢Bes climaticas favoraveis que incidiram naquele ano. No
Parana o clima é favoravel para o aparecimento e disseminacdo da doenca, principalmente na
safra das aguas (agosto a janeiro) por ter verdes quentes e com tendéncia de concentracéo das
chuvas (IAPAR, 2013).

4.2 CONTROLE DA XAP EM FEIJOEIRO

A andlise de variancia do efeito dos tratamentos no nimero de vagens e nimero de
grdos por plantas (Tabela 3) em condi¢Ges de campo, ndo foi significativa, apenas diferiu
estatisticamente do tratamento com antibi6tico para o nimero de sementes que foi menor que
0s demais tratamentos. Verificou-se que a massa de grdos do tratamento com C. longa e R.

officinalis foi superior a testemunha agua e ao antibidtico (Tabela 3).
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Tabela 3. Nimero de vagens, gréos por plantas e massa de grdos em feijoeiro (IAPAR-81)
tratado com extratos hidroalcodlicos de alecrim e curcuma e inoculados com Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli em condi¢do de campo. Toledo, 2013.

Tratamentos Vagens/Planta Gréos/Vagem Massa (kg/ha)
Alecrim 16,1 a 3,87a 5371 a
Carcuma 179a 3,86 a 5408 a
Antibidtico® 136b 4,04 b 1917 ¢
Agua 10,1 ¢ 343a 3609 b
CV (%) 25,41 16,45 1832

! Antibidtico sistémico: 22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em estudo realizado com Viecelli (2012), analisando a aplicacdo do extrato seco de
alecrim (150 mg L), aos 14, 28 e 42 (dias ap6s a semeadura), observou-se que houve um
incremento de produtividade de 34,6% ao comparar com a testemunha, que corrobora com 0s
resultados obtidos nesse estudo.

O numero de graos por vagem e numeros de vagens por planta obtidos de plantas
tratadas com o extrato de clrcuma nédo diferenciaram do antibidtico e da testemunha agua, no
entanto, para massa de gréos, houve incremento de 150% e 282% respectivamente, quando
comparada com a testemunha agua e ao antibiético. Ja Viecelli (2012), analisando extratos
secos de clrcuma, concentragdo de 50 mg L™, aplicados a campo, em feijdes da variedade
IAPAR-81, constatou que o0 nimero de grdos por vagem obtidos de plantas tratadas com o
extrato de curcuma nédo diferenciou do antibi6tico e da testemunha &gua, diferentemente do
que foi verificado neste experimento.

Para a variavel area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), observou-se
que o alecrim manteve o nivel infeccioso mais baixo que os demais tratamentos (Tabela 4).
Tabela 4. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para Crestamento

bacteriano comum do feijoeiro, da variedade IAPAR-81 em funcéo do tratamento de extratos
hidroalcodlicos de alecrim e curcuma. Toledo - Pr, 2013

Tratamentos AACPD
Alecrim 1466,75 a
Carcuma 2240,00 ab

Antibiético* 2451,75 ab

Agua 2779,50 b
CV (%) 24,31

! Antibidtico sistémico: 22,5 mg L™ oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para os tratamentos com curcuma, antibidtico e testemunha &gua ndo houve

diferenga estatistica. Viecelli (2012) relatou que a AACPD para o crestamento bacteriano
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comum, foi reduzida com uma, duas tres aplicacbes com extrato seco de curcuma na
concentracdo de 50 mg L*, quando comparada a testemunha 4gua e com o mesmo afeito
atingido pelo antibiotico. Da mesma forma, o uso do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis,
aplicado em plantas de feijoeiro com as diferentes apresentou efeito no controle do

crestamento bacteriano comum, (VIGO et al. 2009).

4.4 TROCAS GASOSAS

Nas avaliacbes utilizando o aparelno de infravermelho de gas (IRGA), para
verificacdo dos pardmetros Taxa de assimilacdo liquida de CO, (A, pmol CO, m? s?),
Condutancia estomatica (gs, mmol H,O m™ s?), . Eficiéncia da taxa de transpiragdo da folha
(E mmol H20 m? s*), Eficiéncia intrinseca do uso de &gua (EIUA, mol m? sb).
Concentragdo interna de CO,, ( Ci pmol CO, mol™) e Respiracdo (umol CO, m?s™), ndo se
observou diferenca estatistica para nenhuma das folhas analisadas (Figura 2, 3, 4, 6, 7 e 8).
Para a Eficiéncia do uso de (EUA, mol m? s™) (Figura 5), o tratamento com alecrim 150 mL

L incrementou em 47% esse parametro.
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Figura 2. Taxa de assimilacdo liquida de CO, (A) no terceiro trifoliolo em funcdo da
aplicacdo de extratos hidroalcoolicos de alecrim (Rosmarinus officinalis) nas concentracdes
de 100 mL L ™ (<A100) 150 mL L ™ (= A150) e 200 mL L * (-.-A200), e circuma
(Curcuma longa) nas concentragdes de 100 mL L ™ (~-C100) 150 mL L ™ (--C150) e 200 mL
L (-~ C200) e as testemunhas (oxitetraciclina - 22,5 mg L™+ 225 mg L™ de estreptomicina) (
- ANTI), testemunha negativa (sem a presenca do patdgeno) (- SXAP) e testemunha
positiva ( com a presenca do patdgeno) (—CXAP). Seta indica 0 momento da aplicacdo dos
tratamentos. X Indica momento da aplicacdo da X. axonopodis pv. phaseoli. No quarto foliolo
houve apenas com o corte e a inoculagéo da bactéria.
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Figura 3. Condutancia estomatica (gs) no terceiro trifoliolo em funcéo da aplicacdo de extratos
hidroalcodlicos de alecrim (Rosmarinus officinalis) nas concentracBes de 100 mL L -1 (
A100) 150 mL L -1 ( A150) e 200 mL L -1 ( A200), e carcuma (Curcuma longa) nas
concentragdes de 100 mL L -1 ( C100) 150 mL L -1 ( C150) e 200 mL L -1 ( C200) e as
testemunhas (oxitetraciclina - 22,5 mg L-1+ 225 mg L-1 de estreptomicina) (  ANTI),
testemunha negativa (sem a presenca do patdgeno) ( SXAP) e testemunha positiva ( com a
presenca do patdgeno) ( CXAP). Seta indica 0 momento da aplicacdo dos tratamentos. X
Indica momento da aplicagdo da X. axonopodis pv. phaseoli. No quarto foliolo houve apenas
com o corte e a inoculacédo da bactéria..
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Figura 4. Eficiéncia da taxa de transpiracdo da folha (E), no terceiro trifoliolo em funcéo da
aplicacdo de extratos hidroalcoolicos de alecrim (Rosmarinus officinalis) nas concentracdes
de 100 mL L -1 ( A100) 150 mL L -1 ( A150) e 200 mL L -1 ( A200), e ctrcuma (Curcuma
longa) nas concentragdes de 100 mL L -1 ( C100) 150 mL L -1 ( C150) e 200 mL L -1 (
C200) e as testemunhas (oxitetraciclina - 22,5 mg L-1+ 225 mg L-1 de estreptomicina) (
ANT]I), testemunha negativa (sem a presenca do patdgeno) ( SXAP) e testemunha positiva (
com a presenca do patdégeno) ( CXAP). Seta indica 0 momento da aplicacdo dos tratamentos.
X Indica momento da aplicacdo da X. axonopodis pv. phaseoli. No quarto foliolo houve
apenas com o corte e a inoculagdo da bactéria.
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Figura 5. Eficiéncia do uso de agua (EUA), no terceiro trifoliolo em funcdo da aplicacdo de
extratos hidroalcodlicos de alecrim (Rosmarinus officinalis) nas concentragdes de 100 mL L -
1 ( A100) 150 mL L -1 ( A150) e 200 mL L -1 ( A200), e carcuma (Curcuma longa) nas
concentragdes de 100 mL L -1 ( C100) 150 mL L -1 ( C150) e 200 mL L -1 ( C200) e as
testemunhas (oxitetraciclina - 22,5 mg L-1+ 225 mg L-1 de estreptomicina) (  ANTI),
testemunha negativa (sem a presenca do patdgeno) ( SXAP) e testemunha positiva ( com a
presenca do patdgeno) ( CXAP). Seta indica 0 momento da aplicacdo dos tratamentos. X
Indica momento da aplicacdo da X. axonopodis pv. phaseoli. No quarto foliolo houve apenas
com o corte e a inoculacdo da bactéria.
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Figura 6. Eficiéncia intrinseca do uso de agua (EIUA) no terceiro trifoliolo em funcdo da
aplicacdo de extratos hidroalcoolicos de alecrim (Rosmarinus officinalis) nas concentracdes
de 100 mL L -1 ( A100) 150 mL L -1 ( A150) e 200 mL L -1 ( A200), e ctrcuma (Curcuma
longa) nas concentragdes de 100 mL L -1 ( C100) 150 mL L -1 ( C150) e 200 mL L -1 (
C200) e as testemunhas (oxitetraciclina - 22,5 mg L-1+ 225 mg L-1 de estreptomicina) (
ANTI), testemunha negativa (sem a presenga do patdgeno) ( SXAP) e testemunha positiva (
com a presenca do patdégeno) ( CXAP). Seta indica 0 momento da aplicagdo dos tratamentos.
X Indica momento da aplicacdo da X. axonopodis pv. phaseoli. No quarto foliolo houve
apenas com o corte e a inoculacdo da bactéria.
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Figura 7. Concentracdo interna de CO, (Ci), no terceiro trifoliolo em funcdo da aplicacdo de
extratos hidroalcodlicos de alecrim (Rosmarinus officinalis) nas concentracdes de 100 mL L -
1 ( A100) 150 mL L -1 ( A150) e 200 mL L -1 ( A200), e carcuma (Curcuma longa) nas
concentragdes de 100 mL L -1 ( C100) 150 mL L -1 ( C150) e 200 mL L -1 ( C200) e as
testemunhas (oxitetraciclina - 22,5 mg L-1+ 225 mg L-1 de estreptomicina) (  ANTI),
testemunha negativa (sem a presenca do patdgeno) ( SXAP) e testemunha positiva ( com a
presenca do patdgeno) ( CXAP). Seta indica 0 momento da aplicagdo dos tratamentos. X
Indica momento da aplicagdo da X. axonopodis pv. phaseoli. No quarto foliolo houve apenas
com o corte e a inoculacdo da bactéria.
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Figura 8 Respiracdo no terceiro trifoliolo em funcdo da aplicacdo de extratos hidroalcodlicos
de alecrim (Rosmarinus officinalis) nas concentracdes de 100 mL L ™ (= A100) 150 mL L *(
= A150) e 200 mL L ™ (~.-A200), e circuma (Curcuma longa) nas concentracées de 100 mL
L *(--C100), 150 mL L ™ (= C150) e 200 mL L * (- C200) e as testemunhas (oxitetraciclina
- 225 mg L+ 225 mg L de estreptomicina) (— ANTI), testemunha negativa (sem a
presenca do patogeno) (- SXAP) e testemunha positiva ( com a presenca do patdgeno) (

CXAP). Seta indica 0 momento da aplicacdo dos tratamentos. X Indica momento da aplicagdo
da X. axonopodis pv. phaseoli. No quarto foliolo houve apenas com o corte e a inoculagdo da

bactéria.
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5 CONCLUSAO
As sementes de feijoeiro analisadas indicaram a presenga de Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli (Xap).

Os extratos hidroalcoolicos de alecrim cudrcuma e P. sanguineus ndo apresentaram
efeito antibacteriano contra a Xap.

O extrato hidroalcodlico de alecrim é capaz de proteger as plantas de feijoeiro contra

o0 crestamento bacteriano comum, com influencia na fisiologia da planta.
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