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RESUMO GERAL

FERRO, Henrique Monteiro. Bactérias endosporogénicas no manejo de
doengas do algodoeiro. 2009. 122p. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A cultura do algodoeiro requer intenso controle fitossanitario para
garantir boa produtividade e consequente rentabilidade ao produtor. Assim, ha a
necessidade de desenvolver métodos alternativos de controle de doencgas para a
racionaliza¢do do uso de fungicidas. Portanto, o presente trabalho foi realizado
com o objetivo de avaliar 4 isolados bacterianos endosporogénicos (Bacillus
subtillis UFLA285, B. subtillis ALB629, Bacillus spp. UFLA401 e
Paenibacillus lentimorbus MEN2) no controle das principais doengas foliares do
algodoeiro, como ramulose (Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides),
mancha-angular (Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum), mofo-branco
(Sclerotinia sclerotiorum), mancha-de-alternaria (Alternaria sp.) e podriddo-das-
magas (complexo de patégenos). Foram avaliados métodos de aplicagdo dos
isolados em ensaios realizados no periodo de 2007 a 2009, em casa de vegetacao
e em campo. Em casa de vegetacdo, todos os isolados foram eficazes no controle
da mancha-angular e da ramulose, destacando-se UFLA285, que proporcionou
melhor controle da mancha-angular. Em campo, todos os isolados foram
eficazes no controle de mofo-branco, ramulose e podridao-das-macas. Os
isolados UFLA285, ALB629 ¢ MEN2 proporcionaram melhores controles de
mofo-branco, podriddo-das-magds e manha-de-alternaria do algodoeiro. A
combinagdo dos trés isolados antagonistas proporcionou melhor controle da
ramulose e maior produtividade no campo, além da maior porcentagem de fibra.
Os isolados endosporogénicos avaliados em casa de vegetacdo apresentaram
diferentes niveis de controle da ramulose ¢ mancha-angular quanto ao método de
aplicagdo, exceto UFLA401, que nao diferiu dentre as formas de aplicacdao no
controle da ramulose. No campo, o melhor método ¢ niimero de aplicagdo dos
antagonistas foi o tratamento de sementes + 2 pulverizagdes para o controle da
ramulose. UFLA285 ndo diferiu quanto ao método de aplicagdo no controle da
podridao das magas em condigdes de campo. Portanto, com base na consisténcia
dos resultados obtidos nas repeticdes dos ensaios, os isolados avaliados
apresentam grande potencial no manejo integrado de doengas do algodoeiro.

Palavras-chave: Biocontrole, Gossypium  hirsutum, Bacillus subtilis,
Paenibacillus lentimorbus.

Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador), Vicente
Paulo Campos — UFLA e Alan W. V. Pomella - UNIPAM



GENERAL ABSTRACT

FERRO, Henrique Monteiro. Bacteria sporogenic in the management of
cotton diseases. 2009. 122p. Dissertation (Master Program in Phytopathology) -
Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The cotton cultivation requires intensive pest control to ensure good
productivity and consequent profitability to the farmer. Thus, there is need to
develop alternative disease control methods for the rational fungicide use.
Therefore, this study aimed to evaluate 4 sporogenic bacterial isolates (Bacillus
subtilis UFLA285, B. subtilis ALB629, Bacillus spp. UFLA401 and
Paenibacillus lentimorbus MEN2) in the control of major cotton foliar diseases:
ramulosis (Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides), bacterial blight
(Xanthomonas campestris pv. malvacearum), alternaria leaf spot (Alternaria
sp.), the soilborne white mold (Sclerotinia sclerotiorum) or boll rot (pathogen
complex). We evaluated different application forms of isolates from trials from
2007 to 2009, under greenhouse and field conditions. In greenhouse, all isolates
were effective in control of bacterial blight and ramulosis, especially UFLA285
which provided better control of bacterial blight. In the field, all isolates were
effective in control of white mold, ramulosis and boll rot. Isolates UFLA285,
ALB629 and MEN2 provided better control of white mold, boll rot and
alternaria leaf spot. The combination of the three antagonistic isolates provided
better control of ramulosis and increased productivity in the field, and the
highest fiber percentage. Sporogenic isolates assessed in greenhouse showed
different control levels of ramulosis and cotton bacterial blight on the method of
application, except UFLA401 which did not differ among the forms of
application in the control of ramulosis. In the field, the best method and number
of antagonist applications s was the seed treatment + 2 sprays for ramulosis
control. UFLA285 did not differ in the method of application in the control of
the boll rot under field conditions. Therefore, based on the consistency of results
obtained in the repetitions of the trials, the isolates have great potential in cotton
integrated disease management.

Key words: Biocontrol, Gossypium hirsutum, Bacillus subtilis, Paenibacillus
lentimorbus.

Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Advisor), Vicente
Paulo Campos — UFLA e Alan W. V. Pomella - UNIPAM
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INTRODUGCAO GERAL

O algodoeiro (Gossypium sp.) é uma das mais antigas plantas
domesticadas pelo homem e a espécie mais cultivada no mundo é G. hirsutum
L.r. latifolium Hutch (Lee, 1984). Dentre as espécies vegetais cultivadas, esta é
uma das mais aproveitadas pelo homem, pois € responsavel por 50% da
vestidura da populacdo mundial, além de intimeras aplicagcdes de seus
subprodutos (Beltrao et al., 2000).

Devido ao cenario econdmico mundial do ano de 2009, a estimativa de
cultivo para a safra 2009/10 é de 30,0 milhdes de hectares, o que representa uma
reducdo de 3% da area plantada no mundo (Discover Natural Fibres, 2009). No
Brasil, ha previsdo de retragdo de 23% da area de cultivo de algoddo para a safra
2009/10, reduzindo-a para 856,6 mil hectares (Companhia Nacional de
Abastecimento-CONAB, 2009). Apesar da redugdo para a proxima safra, o
Brasil ¢é, atualmente, o quarto maior exportador mundial e o quinto maior
produtor de algoddo (Associagdo Brasileira dos Produtores de Algodao-
ABRAPA, 2009).

Diante das dificuldades de mercado do algoddo e do seu alto custo de
produgdo, os produtores encontram outros desafios, principalmente em relagdo
ao intenso controle fitossanitario que a cultura exige para garantir boa
produtividade e consequente rentabilidade ao produtor. Dentre as doengas que
atingem a cultura, destacam-se a ramulose, a mancha-angular, o mofo-branco, a
podriddo-das-mag¢as ¢ a mancha-de-alternaria. Sendo esta ultima de maior
importancia econdmica em regides que adotam baixa tecnologia de produgdo de
algoddo e cultivares suscetiveis a doenca.

A ramulose ¢ frequuentemente observada em campos de producio,
associada a perdas quantitativas na cultura do algodoeiro (Cassetari Neto &

Machado, 2005). Seu agente etiologico ¢ o fungo Colletotrichum gossypii var.



cephalosporioides, o qual pode ser transmitido por sementes (Goulart, 2005),
além de sobreviver nos restos de cultura (Aratjo, 2008a). Uma vez introduzida
na area, sob condigdes favoraveis ao seu progresso, a doenga ¢ rapidamente
transmitida as plantas vizinhas, que apresentam inicialmente lesdes necrdticas
que evoluem para perfuragdes no limbo em forma de estrela. Com o progresso
da doenca, o fungo causa encurtamento de internddios e envassouramento,
inviabilizando a produg¢do da planta infectada com perdas de produgdo variando
de 38% a 75%, em fun¢dao das condigdes ambientais, variedades e técnicas
utilizadas no manejo (Cassetari Neto & Machado, 2005).

Em infecgdes precoces, a planta possui baixa producdo, porém, em
infec¢des tardias, a planta podera produzir e transmitir o patdogeno as sementes.
Na formacao de novos plantios, seja veiculado pela semente ou sobrevivendo
saprofiticamente em restos de cultura, o patdgeno infecta a plantula, causando
tombamento de pré e pos-emergéncia (Araujo, 2008a).

A mancha-angular do algodoeiro ¢ uma importante bacteriose que tem
como agente etiologico a Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Smith)
(Xam), a qual pode ser transmitida via sementes contaminadas, ocorrendo de
forma generalizada sobre a cultura no cerrado brasileiro (Chitarra, 2005). A
disseminagdo do patéogeno na lavoura ocorre pelos respingos de agua
acompanhados de ventos fortes (Miranda & Suassuna, 2004), podendo ser
responsavel por grandes danos econdmicos, devido a sua rapida disseminagdo e
dificil controle (Chitarra, 2005). E potencialmente destrutiva em condigdes
ambientais favoraveis a sua infec¢do e disseminagdo (alta umidade relativa do
ar, precipitagdo pluviométrica e altas temperaturas), levando a perdas
significativas na produ¢do (Miranda & Suassuna, 2004). Os sintomas em folhas
de algoddo, apds a colonizagdo pela fitobactéria, sdo lesdes angulares,
delimitadas pelas nervuras secundarias e tercidrias, inicialmente de aspecto

umido (encharcado) de coloracdo verde e oleosa, tornando-se posteriormente



parda e necrosada (Miranda & Suassuna, 2004). O patdégeno também pode ser
encontrado nas magas, causando manchas de coloragdo verde e aspecto oleoso e
deprimidas na parte central que, geralmente, sdo colonizadas por fungos
causadores de podriddes (Cia, 1977; lamamoto, 2003; Aratjo, 2008a). Em
cultivares suscetiveis, observam-se lesdes necroticas nos peciolos das folhas, no
pedunculo das magds e na haste principal das plantas infectadas com o patéogeno
(Juliatti & Polizel, 2003; Chitarra, 2005). Recentemente, observou-se, no estado
de Sa3o Paulo, uma nova sintomatologia causada por Xam, denominada de
crestamento foliar, pois, geralmente, ¢ acompanhada de halo clorético, além de
sintomas em forma de “V” invertido a partir dos bordos foliares (Malavolta et
al., 2008).

Nos ultimos anos, o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) em
algodoeiro vem causando surtos epidémicos em areas que antecedem culturas
hospedeiras do patéogeno, como soja, feijao e girassol. O sintoma do mofo-
branco em algodoeiro é a murcha de ramos e peciolos, com posterior seca das
plantas. O patdgeno pode infectar também as magds (Miranda & Suassuna,
2004), deixando-as com aspecto de podriddo e coloracdo rosea. O patogeno
produz estruturas de resisténcia, chamadas de esclerédios, que podem
permanecer viaveis no campo por mais de oito anos (Silva et al., 2009). Os
esclerddios sdo produzidos no interior ou no exterior da ma¢a colonizada pelo
fungo e abaixo do cortex de hastes de plantas infectadas. As condi¢des
favoraveis ao patéogeno sao areas com altitudes superiores a 800 m, onde
predominam temperaturas noturnas amenas ¢ formagao de orvalho (Silva et al.,
2009).

Outra doenga importante nos campos de producdo de algoddo ¢ a
podriddo-das-mag¢as que ocorre, principalmente, no cerrado, onde o periodo de
maior precipitagdo pluviométrica coincide com o periodo de formagdo das

macas do baixeiro das plantas (Aratjo, 2008b), além da utilizagdo de plantios



adensados. A podriddo-das magds ¢é causada por um complexo de
microrganismos oportunistas que colonizam sintomas causados por patdgenos
primarios, como Xam. Alguns insetos, como o bicudo (Anthonomus grandis) e
os percevejos (Dysdercus spp), também podem provocar porta de entrada para
esses microganismos (Aratijo, 2008b).

A mancha-de-alternaria em algodoeiro tem como agentes etioldgicos
duas espécies pertencentes ao género Alternaria. A mais comum ¢é Alternaria
macrospora, que afeta principalmente as folhas mais velhas, mas também pode
incidir em folhas cotiledonares e magas. A outra espécie do género é Alternaria
alternata, que também provoca lesdes em folhas de algodoeiro, entretanto, com
pouca importincia econémica. Os sintomas da doenca sdo pequenas manchas
circulares de tonalidade marrom no centro e bordas enegrecidas, as quais
evoluem para manchas maiores que raramente ultrapassam 1 cm de diametro.
Quando as lesdes envelhecem, o centro torna-se seco ¢ quebradico, podendo
causar perfuragdes no limbo foliar. Em cultivares suscetiveis, as lesdes podem
coalescer e formar areas necroticas irregulares, culminando com a queda das
folhas (Coutinho & Suassuna, 2007).

A mancha-de-alternaria ¢ uma doenca que nao tem ocorrido com grande
severidade nas regides tradicionalmente produtoras de algoddo do semiarido,
entretanto, quando ha maior intensidade e frequéncia de chuvas, tem havido
ocorréncia de surtos epidémicos. Algumas praticas culturais sdo recomendadas
no manejo da doenga, como modificagdo nos métodos e na frequéncia de
irrigagdo, rotagdo de culturas, destruicdo de restos culturais ¢ manejo da
adubacdo (Coutinho & Suassuna, 2007).

O intensivo aumento da area de plantio de algodao, as vezes sem rotagdo
de culturas, fez com que a mancha-de-ramularia (Ramularia areola),
antigamente considerada doenca de importancia secundaria ¢ de ocorréncia no

final do ciclo das lavouras (Miranda & Suassuna, 2004; Aratjo, 2008a), passasse



a ser uma doenca de inicio de ciclo do algodoeiro (Cassetari Neto & Machado,
2009), assumindo, assim, grande importancia econdmica, nos ultimos anos (Cia
& Salgado, 2005). Cassetari Neto & Machado (2009) relatam que, em lavouras
da regido centro-sul do Mato Grosso, foram necessarias até 7 aplicagdes de
fungicidas em programas de controle quimico da doenca, enquanto que em
lavouras da regido médio-norte foram necessarias até 12 aplicagdes.

Para o controle das doengas do algodoeiro, além das pragas que causam
danos a produgdo e a qualidade do algodao, sao utilizados defensivos agricolas
durante todo o ciclo da cultura, iniciando antes do plantio no tratamento de
sementes para controle de doengas transmitidas pelas mesmas e protecdo contra
patogenos presentes no solo. Portanto, o consumo de ingredientes ativos nesta
cultura aumentou mais de quatro vezes, de 1990 a 2000 (Campanhola & Bettiol,
2003), representando 10% do montante total de defensivos consumidos no Brasil
até o ano de 2006 (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Agricola-SINDAG, 2006). Este percentual ¢ uma representacdo idéntica do
consumo de defensivos agricolas no mundo, mas a area cultivada com algoddo
ndo representa mais que 2,5% da area cultivada no mundo, o que demonstra a
utilizacdo intensiva de defensivos para esta cultura. Dentre eles, 31% sdo
fungicidas e 40% herbicidas (SINDAG, 2006).

Em geral, a cada ciclo do algodoeiro, sdo necessarias, em média, quatro
aplicagoes de fungicidas para o controle das doengas fungicas. Entretanto, em
regides com condi¢des favoraveis ao progresso da mancha-de-ramularia, como,
por exemplo, a regido médio-norte do Mato Grosso, sao necessarias até 12
aplicacdes de fungicidas para o seu controle (Cassetari Neto & Machado, 2009).

Com vistas a reducdo do consumo de defensivos, foi criado, em 1995, o
programa nacional de racionalizagdo do uso de defensivos. Dentre as estratégias
preconizadas, destaca-se a busca por tecnologias alternativas no controle de

doengas, como o uso de agentes microbianos (Soares et al., 2003). Além da



crescente demanda pela produgdo orgéanica de algoddo em paises desenvolvidos
foi estabelecida a meta de que, até 2013, importantes paises consumidores, como
Estados Unidos, Inglaterra e Suiga, importardo 10% de todo seu algodao de
unidades de produgdo organica (Myers & Stolton, 1999).

Seja pela racionalizagdo no wuso de fungicidas na agricultura
convencional e ou pelo aumento na producao organica de algodao, surge a busca
por produtos alternativos que mantenham niveis aceitaveis de controle de
doenca. Neste contexto, os produtos mais promissores para o controle alternativo
de doencas de plantas s3o os agentes microbianos de controle bioldgico
(Campanhola & Bettiol, 2003).

Em um levantamento de produtos bioldgicos para o controle de doencas
de plantas, o principal alvo sdo os fungos (51%), os principais microrganismos
que compdem esses produtos sdo as bactérias (51%) e, dentre os géneros de
bactérias, Bacillus sp. ¢ o principal (41%) (Montesinos, 2003).

O género Bacillus spp. tem consideravel plasticidade fenotipica,
garantida pelo crescimento desde 15°C até 60°C e formagao de enddsporos que
lhe permitem sobreviver além destes limites de temperatura e na escassez de
nutrientes ou agua (Lamanna, 1940). Apresenta também crescimento rapido em
condi¢des aerdbicas e, eventualmente, sob condi¢cdes anaerobicas (Schisler et al.,
2004). Consequentemente, isolados que demonstram alta eficiéncia de controle
culminam mais facilmente em produtos formulados e disponiveis aos
agricultores (Emmert & Handelsman, 1999). Além do mais, uma diversidade de
metabolitos produzidos por Bacillus spp. tem sido estudada (Katz & Demain,
1977).

Em plantas, esses compostos tém potencial para promover o crescimento
pela acdo direta sobre a planta e/ou pelo controle de patdégenos (Turner &
Backman, 1991; Podile & Prakash, 1996), pela producdo de fitormonios e a

solubiliza¢do de nutrientes (Enebak et al., 1998). Esta caracteristica foi relatada



associada ao controle de doengas por antibiose em algodéo tratado com Bacillus
subtilis Kodiak® (Brannen & Kenney, 1997).

A aplicag@o do agente de controle bioldgico pode ser feita por meio de
aplicagoes foliares ou pelo tratamento de sementes (Musson, 1995). O
tratamento de sementes ¢ o método mais conveniente para introduzir uma
bactéria antagonista no ambiente da raiz, pois o processo de germinagdo libera
carboidratos e aminoacidos em abundancia, na forma de exsudatos que garantem
o desenvolvimento do antagonista (Lynch, 1978; Subrahmanyam et al., 1983).

Uma das limitagdes ao uso de agentes de controle biologico ¢ a
especificidade microrganismo-hospedeira e, at¢é mesmo, microrganismo-
patossistema (Enebak et al., 1998). Contudo, mesmo quando empregada para o
controle de doencas em hospedeiros diferentes daquele de onde foram isolados,
a colonizagdo tem sido efetiva, como demonstrado para isolados de Bacillus
cereus obtidos de Sinaps sp. e inoculados em algoddo, em que a sobrevivéncia
endofifica da bactéria foi de 72 dias, no interior da planta (Pleban et al., 1995).
A colonizagdo endofitica ¢ uma caracteristica desejavel no controle de doengas
exercido por agente de controle biologico (Brooks et al., 1994; Chen et al.,
1995). Além da especificidade de hospedeiro e/ou patossistema, Machado
(2000) aponta como possivel limitacdo a sustentabilidade da técnica de controle
a inconsisténcia de resultados relacionados a baixa capacidade de sobrevivéncia
do antagonista frente as condi¢des adversas do ambiente, como as variagdes em
temperatura ¢ umidade (Rattray et al., 1993; Meikle et al., 1995). Como forma
de superar este desafio, duas estratégias podem ser adotadas: emprego de
isolados com plasticidade fenotipica e formula¢des adequadas do agente de
controle bioldgico. A primeira estratégia ja foi discutida anteriormente e a
segunda vem sendo obtida com pesquisas direcionadas para a obtencdo de

formulagdes adequadas desses microrganismos (Kloepper & Schroth, 1981).



Somando-se a sua eficiéncia no tratamento de sementes, aplicagdes
foliares de Bacillus subtilis apresentam controle sobre doengas em diversas
culturas, além de aumento no crescimento ¢ na produgdo de plantas pela indugdo
de resisténcia sistémica (Esitken et al., 2002, 2006) ou antibiose direta (Romeiro
et al., 2007).

O controle bioldgico pode ser consorciado a outras técnicas de manejo
(Mills et al., 2002). Combinac¢des de métodos quimicos e biolodgicos ja foram
empregadas com sucesso (Luz, 2003; Medeiros et al., 2003), com efeito
sinergistico. Mesmo usando metade da dose recomendada para a cultura, Luz
(2003) obteve 100% de erradicagdo de fungos de sementes de trigo tratadas com
uma combinac¢do de Bacillus subtilis e triadimenol. Além do mais, foi observado
aumento sinergistico do estande e do rendimento por hectare, com o uso de
sementes tratadas com a combina¢do. Resultados semelhantes foram observados
para a cevada e o milho.

O biocontrole de doencas do algodoeiro vem sendo estudado (Arya &
Parashar, 2002; Ishida, 2008 a,b; Medeiros, 2009) e, para o controle da mancha-
angular, trés grupos de pesquisadores obtiveram sucesso utilizando Bacillus spp.
No primeiro, Arya & Parashar (2002) obtiveram eficiéncia de controle quando o
antagonista foi aplicado dois dias antes da inoculagdo. Observou-se um efeito de
dose e diversos metabolitos com atividade antibidtica foram isolados. No
segundo grupo, Ishida et al. (2008a) obtiveram eficiéncia de controle
equivalente, quando o tratamento ocorreu sete dias antes da inoculagdo e,
diferentemente do anterior, ndo encontrou efeito de dose e nem metabodlito com
atividade antibidtica direta, mas diversas respostas de defesa da planta foram
ativadas em fendtipo tipico de pré-condicionamento, caracteristico de indugao de
resisténcia sist€émica (Beauchamp, 1993). No controle da mancha-angular e do
tombamento via tratamento de sementes com bactérias endosporogénicas,

Medeiros (2009) selecionou 3 dentre 368 isolados bacterianos formadores de



endosporos provenientes de solo rizosférico e endofiticos de raizes de algodoeiro
das principais regides produtoras de algoddo do Brasil, além de outros isolados
provenientes de centros de pesquisas (Ferro et al., 2008; Medeiros et al., 2008;
Medeiros, 2009). Os isolados selecionados como os mais eficientes para o
controle do tombamento ¢ da mancha-angular via tratamento de sementes
infectadas foram: Bacillus subtilis ALB629 (Mars Center for Cocoa Science,
Itajuipe, BA - Fabio C. Chaves), Paenibacillus lentimorbus MEN2
(Universidade Federal Rural de Recife, Recife, PE — Rosa Mariano), Bacillus
subtilis UFLA285 e Bacillus spp UFLA401 (Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG — Ricardo Souza). Estes isolados também foram testados para o
controle do tombamento em condi¢des de campo, sendo significativamente
superiores a testemunha e ao fungicida.

Dentre os estudos ja realizados utilizando microrganismos
biocontroladores de doencas do algodoeiro até o0 momento, nenhum foi realizado
para avaliar a eficiéncia de diferentes métodos de aplicagdo, nem mesmo em
condi¢des de campo para o controle de doengas foliares da cultura.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a eficiéncia
dos isolados Bacillus subtilis UFLA285, Bacillus spp. UFLA401, B. subtilis
ALB629 e Paenibacillus lentimorbus MEN2, por diferentes métodos de
aplicagdo, no controle da ramulose e da mancha-angular em ensaios realizados
em casa de vegetagdo, por dois anos consecutivos, além da forma e do nimero
de aplicacdes dos antagonistas no controle da ramulose, mofo-branco, podridao-
das macas e mancha-de-alternaria, em condigdes de campo, nas safras 2007/08 e

2008/09.
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CAPITULO 1

Bactérias endosporogénicas no controle da ramulose e mancha-angular do

algodoeiro

16



1 RESUMO

Visando avaliar o biocontrole da ramulose (Colletotrichum gossypium
var. cephalosporioides - Cgc) e da mancha-angular (Xanthomonas axonopodis
pv. malvacearum - Xam), em casa de vegetagdo, bem como o controle da
ramulose em campo, utilizaram-se trés isolados bacterianos endosporogénicos
(Bacillus subtilis UFLA285, B. subtilis ALB629, and Paenibacillus lentimorbus
MEN?2) aplicados via tratamento de sementes e pulverizagdes foliares, aos 21,
28 e 35 dias apoés emergéncia. As plantas foram avaliadas quanto a
incidéncia/folha para ramulose e severidade/folha para mancha-angular, aos 7,
14, 21 e 28 dias apds a inoculacdo. No ensaio de campo, os tratamentos
consistiram na aplicagdo dos antagonistas e suas respectivas combinagdes, via
tratamento de sementes e pulverizagdes. As pulverizagdes iniciaram-se aos 30
dias apds o plantio, acompanhando o intervalo das avaliagdes de incidéncia
natural da ramulose. Todos os isolados testados foram eficazes para o controle
da mancha-angular e da ramulose do algodoeiro. Bacillus subtillis UFLA285
proporcionou o maior controle da mancha-angular em casa de vegetagdo. Para a
ramulose em casa de vegetagdo, os isolados apresentaram controle variando de
59% a 68%. No controle da ramulose em condi¢des de campo, a combinagao
dos trés isolados antagonistas proporcionou maior controle da doenca e
incremento da produtividade e porcentagem de fibra. Devido ao sucesso dos
antagonistas no controle bioldgico de doengas do algodoeiro, ao aumento da
qualidade de fibras, além de caracteristicas bioldgicas que permitam sua
viabilidade de formulagdo, trata-se de um antagonista com grande potencial para
o manejo integrado de doengas do algodoeiro.

Palavras-chaves: Biocontrole; Gossypium hirsutum; bacteriose; Colletotrichum
gossypium var. cephalosporioides
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2 ABSTRACT

To evaluate the biological control of ramulosis (Colletotrichum
gossypium var. cephalosporioides) and cotton bacterial blight (Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum) in greenhouse and control of ramulosis in field
conditions, we used three sporogenic bacterial isolates (Bacillus subtilis
UFLAZ285, B. subtilis ALB629 and Paenibacillus lentimorbus MEN2) applied as
seed treatment and foliar spray. For the trials in the greenhouse, cotton seed
were treated with antagonist suspension s and foliar sprays at 21, 28 and 35 days
after emergence. The plants were evaluated for incidence/leaf to ramulosis and
severity/leaf to bacterial blight at 7, 14, 21 and 28 days after inoculation. In the
field trial, treatments consisted of application of the antagonists and their
combination as seed treatment and spraying. The spraying began at 30 days after
planting, following the range of assessments of natural ramulosis incidence. All
tested isolates were effective for bacterial blight and ramulosis control. Bacillus
subtilis UFLA285 provided greater control of bacterial blight in greenhouse. For
the ramulosis in greenhouse, the isolates controlled the disease in the range of 59
to 68%. The ramulosis control in field conditions, the combination of the three
antagonists provided greater control of the disease, increased productivity and
fiber percentage. Due to the success of antagonists for biological control of
cotton diseases, increased fiber quality, and biological characteristics that allow
the viability of its formulation, it is an antagonist with high potential for the
integrated management of cotton diseases.

Key words: Biocontrol; Gossypium hirsutum; bacteriose; Colletotrichum
gossypium var. cephalosporioides
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3 INTRODUCAO

O algodoeiro ¢ uma das mais antigas plantas domesticadas pelo homem,
havendo registros de utilizacdo de mais de 5.000 anos atras. No Brasil, a cultura
do algoddo ¢ considerada de expressdo devido ao seu valor econdmico e social
(Cia & Salgado, 2005). Plantios em pequenas areas ¢ sem tecnologia perderam
espaco na cotonicultura brasileira atual, criando-se um novo modelo produtivo,
com a utilizagdo de altas tecnologias, investimento em qualidade de fibra e
plantio em extensas areas. Em adi¢do, o crescimento das industrias téxteis tem
intensificado a importancia desta cultura no pais (Beltrdo, 1999).

Acompanhando toda revolugdo tecnologica, novas doencas, ¢ até mesmo
aquelas ja conhecidas e que ndo eram prejudiciais no passado, manifestam-se,
trazendo grandes desafios a produgao (Penna, 2000).

Como exemplo, a ramulose do algodoeiro, causada por Colletotrichum
gossypium South. var. cephalosporioides, constatada pela primeira vez no
municipio de Rancharia, SP, em 1936, se encontra disseminada por praticamente
todas as regides produtoras de algoddo do Brasil (Cia & Salgado, 2005). E
considerada uma das doengas de maior importancia econdmica, podendo
ocasionar perdas superiores a 80%, dependendo da cultivar utilizada e das
condigdes climaticas (Biirkle et al., 1999). O patdgeno pode ser transmitido por
sementes contaminadas (Goulart, 2005), além de sobreviver nos restos culturais
(Aragjo, 2008). Uma vez introduzida na area, sob condi¢des favoraveis ao seu
progresso, a doenca ¢ rapidamente transmitida as plantas vizinhas, as quais
apresentam, inicialmente, lesdes necroticas que evoluem para perfuragdes no
limbo em forma de estrela. Com o progresso da doenca, o fungo causa
encurtamento de internddios e envassouramento, inviabilizando a produgdo da

planta infectada.
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A mancha-angular do algodoeiro, causada por Xanthomonas axonopodis
pv. malvacearum (Smith) (Xam), é uma importante bacteriose que afeta a
cultura e pode ser transmitida via sementes contaminadas (Chitarra, 2005). Esta
bacteriose é potencialmente destrutiva e de dificil controle sob condi¢des
ambientes favoraveis a infeccdo e a disseminacdo do patoégeno (alta umidade
relativa do ar, precipitagdo pluviométrica, ventos fortes e altas temperaturas),
levando a perdas significativas na produgdo (Miranda & Suassuna, 2004). Os
sintomas em folhas de algodao sdo lesdes angulares, delimitadas pelas nervuras
secunddrias e terciarias, inicialmente de aspecto iimido (encharcado), coloragao
verde e oleosa, tornando-se, posteriormente, pardas e necrosadas (Miranda &
Suassuna, 2004).

O patogeno também pode ser encontrado nas magas, causando manchas
de coloragdo verde, de aspecto oleoso e deprimidas na parte central, geralmente
colonizadas por fungos causadores de podriddes (Cia, 1977; lamamoto, 2003;
Aratijo, 2008). Em cultivares suscetiveis, observam-se lesdes necréticas nos
peciolos das folhas, no pedinculo das magas e na haste principal das plantas
infectadas (Juliatti & Polizel, 2003; Chitarra, 2005). Recentemente, observou-se,
no estado de S@o Paulo, uma nova sintomatologia causada por Xam, denominada
de crestamento foliar, pois, geralmente, ¢ acompanhado de halo clorotico, além
de sintomas em forma de “V” invertido, a partir dos bordos foliares (Malavolta
et al., 2008).

O biocontrole de doengas do algodoeiro vem sendo estudado nos Gltimos
anos e, no caso da mancha-angular, trés grupos de pesquisadores obtiveram
sucesso utilizando Bacillus spp. (Arya & Parashar, 2002a; Ishida et al., 2008;
Medeiros, 2009). Arya & Parashar (2002a) obtiveram eficiéncia de controle
quando o antagonista foi aplicado dois dias antes da inocula¢do. Observou-se
efeito de dose e diversos metabolitos com atividade antibiotica foram isolados.

Ishida et al. (2008) obtiveram eficiéncia de controle equivalente aplicando o
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tratamento sete dias antes da inoculacdo e, diferentemente do anterior, ndo foram
encontrados efeito de dose € nem metabodlito com atividade antibidtica direta,
mas diversas respostas de defesa da planta foram ativadas em fenotipo tipico de
pré-condicionamento, caracteristico de indug¢do de resisténcia sist€mica
(Beauchamp, 1993).

No controle da mancha-angular ¢ do tombamento via tratamento de
sementes com bactérias endosporogénicas, Medeiros (2009) selecionou 3, dentre
368 isolados bacterianos formadores de endoésporos provenientes de solo
rizosférico e endofiticos de raizes de algodoeiro das principais regides
produtoras do Brasil, além de outros isolados provenientes de centros de
pesquisas (Medeiros et al., 2008; Medeiros, 2009). Os isolados selecionados
como os mais eficientes para o controle do tombamento e da mancha-angular via
tratamento de sementes infectadas foram: Bacillus subtilis ALB629 - epifito de
frutos de cacau (Mars Center for Cocoa Science, Itajuipe, BA - Fabio C.
Chaves), Paenibacillus lentimorbus MEN2 — epifito de frutos de meldo
(Universidade Federal Rural de Recife, Recife, PE — Rosa Mariano) ¢ Bacillus
subtilis UFLA285 — endo6fito de raizes de algodoeiro (Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG — Ricardo Souza). Esses isolados também foram testados
para o controle do tombamento em condigdes de campo, sendo
significativamente superiores a testemunha e ao fungicida.

Associado ao controle de doengas, os isolados bacterianos podem
promover o crescimento de plantas, principalmente pela produgdo de
fitormonios ou solubilizacdo de nutrientes (Enebak et al., 1998). Essa
caracteristica foi relatada associada ao controle de doengas por antibiose em
algoddo tratado com Bacillus subtilis Kodiak® (Brannen & Kenney, 1997).

Somando-se a sua eficiéncia no tratamento de sementes, aplicagdes
foliares de Bacillus subtilis apresentam controle sobre patégenos em diversas

culturas pela indugdo de resisténcia sistémica (Esitken et al., 2002, 2006) ou
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antibiose direta (Romeiro et al., 2007), além de aumento no crescimento e
produgdo de plantas.

Dentre os estudos ja& realizados utilizando microrganismos
biocontroladores de doengas do algodoeiro, até o0 momento nenhum foi realizado
em condi¢des de campo para o controle das principais doengas foliares da
cultura. Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de testar os isolados
bacterianos endosporogé€nicos mais eficientes no tratamento de sementes
(Medeiros, 2009) para o controle da ramulose e da mancha-angular via
pulverizagdo foliar, em casa de vegetacdo, em ensaios realizados por dois anos
consecutivos, além de suas respectivas combinag¢des no controle da ramulose em

condi¢des de campo, na safra 2007/08.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Origem, preservacao e producéo de inéculo
Isolados de Bacillus spp.

A cada ensaio e em suas épocas de aplicagdo, os isolados Bacillus
subtilis ALB629, Paenibacillus lentimorbus MEN2 e Bacillus subtilis
UFLA285, preservados a -80°C em peptona glicerol (Lazo & Gabriel, 1987),
foram transferidos para o meio de cultura agar nutriente pelo método de estrias
paralelas e incubados, por 48 horas, a 28°C. Apds o periodo de incubacgio, as
células foram colhidas da superficie do meio, transferidas para meio caldo-
nutriente e cultivadas, por 48 horas, em mesa agitadora orbital, a 150 rpm e
28°C. Em seguida, a concentragdo de endosporos foi ajustada em camara de

Neubauer a 10® células/mL para o tratamento de sementes e aplicagdes foliares.

Patdgenos

O isolado de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (Cgc),
obtido da micoteca do Laboratorio de Patologia de Sementes (DFP-UFLA), foi
cultivado em meio batata dextrose agar (BDA), por 10 dias, a 25°C. Preparou-se
uma suspensdo de conidios em solugdo salina (0,85%) e ajustou-se em camara
de Neubauer, a concentragdo de 10° conidios/mL, para inoculagio em plantas de
algoddo, sob condi¢des de casa de vegetacao.

Para Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam), utilizou-se o
isolado IB1153, proveniente da cole¢ao de fitobactérias do Instituto Bioldgico
de Sao Paulo. Para uso experimental, IB1153, preservado em peptona glicerol a
-80°C (Lazo & Gabriel, 1987) e em folhas herborizadas, foi repicado para meio
523 (Kado & Heskett, 1970), pelo método de estrias paralelas e incubado, por 48
horas, a 28°C. Em seguida, transferiu-se para meio 523 liquido e,

posteriormente, a mesa orbital agitadora a 100 rpm, por 24 horas, a 28°C. Apds
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esse periodo, pipetaram-se 100 pL da suspensdo em meio 523, espalhando-se
com alca de Drigalsky esterilizada e incubou-se, por 48 horas, a 28°C. Preparou-
se uma suspensdo bacteriana em solucdo salina (0,85%) e a concentracdo foi
ajustada a 10® ufc/mL, em espectrofotdmetro de luz (Asy = 0,7), para inoculagéo

em plantas de algodao, sob condi¢des de casa de vegetagao.

4.2 Bacillus spp. no controle da ramulose e mancha-angular sob condictes
de casa de vegetacao

Os isolados de Bacillus subtilis ALB629, Paenibacillus lentimorbus
MEN?2 e Bacillus subtilis UFLA285 foram testados em ensaios repetidos por
dois anos consecutivos (2008 e 2009) em condicdes de casa de vegetacdo para o
controle da ramulose e mancha-angular. Os ensaios foram realizados em casa de
vegetacdo do DFP/UFLA, municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil (915 m
altitude, 21°13°34°’S e 44°58’31”°0).

Nos ensaios para controle da ramulose, utilizou-se a cv. Deltaopal
(suscetivel) e, para mancha-angular, a cv. Acala 90 (suscetivel). Para os ensaios,
as sementes foram microbiolizadas com os antagonistas, na dosagem de 2 mL/g
de sementes previamente desinfestadas (NaClO 2% a 2 minutos), secas ao ar e a
temperatura ambiente por 12 horas, sendo, em seguida, semeadas em vasos de 5
litros contendo substrato comercial Plantmax®. Assim que as plantas atingiram a
primeira folha definitiva expandida (21 dias apo6s o plantio ¢ 7 dias antes da
inoculagdo), os antagonistas foram pulverizados semanalmente na parte aérea até
o escorrimento, totalizando trés aplica¢des. A primeira aplicagdo ocorreu aos
sete dias antes da inoculagdo; a segunda, um dia apo6s a inoculagdo e a terceira,
aos sete dias apods a inoculagdo do patogeno. Como padrées de controle da
ramulose ¢ mancha-angular, utilizaram-se, respectivamente, os fungicidas
pyraclostrobin (3mL i.a./L) e oxicloreto de cobre (2g/mL) aplicados uma semana

antes e apos a inoculagdo de Cgc e Xam. Em todos os ensaios realizados, tanto
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para controle da ramulose quanto para controle da mancha-angular do
algodoeiro, foram utilizadas as testemunhas acibenzolar-S-metil (ASM) (7,5¢g
1.a/100L agua) e agua, acompanhando os intervalos de aplicagdo dos
antagonistas.

Realizou-se também um ensaio, a fim de verificar o efeito das
combinacdes dos isolados e de ASM, isoladamente, no controle da ramulose em
casa de vegetagdo, conforme metodologias de tratamento de sementes e
pulverizagdo descritas anteriormente. A inoculacdo de Cgc foi realizada aos 7
dias ap6s a primeira aplicagdo dos tratamentos, 28 dias ap6s emergéncia (DAE),
pela pulverizagdo da parte aérea das plantas, até o escorrimento com uma
suspensdo a 10° conidios/mL. Essa época de inoculagio refere-se ao estadio V2,
estadio fenologico mais apropriado para a inoculagdo de Cgc em plantas de
algodao (Barrocas et al., 2009). Fez-se camara umida das plantas 24 horas apds a
inoculagdo. As plantas foram avaliadas, quanto a incidéncia de lesdes em folhas,
aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inoculagdo de Cgc.

A inoculagdo de Xam também foi realizada 7 dias apds a primeira
aplicagdo dos tratamentos (28 DAE) pela pulverizacao da parte aérea das plantas
até o escorrimento com uma suspensdo a 10°® ufc/mL. Fez-se cAmara umida das
plantas 24 horas antes ¢ apds a inoculagdo. As plantas foram avaliadas quanto a
severidade da mancha-angular aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a inoculacdo, de
acordo com a escala de Sidhu & Webster (1977) adaptada por Ishida (2004), em
que 0 = 0% de area foliar lesionada, 1 = de 1% a 25% de area foliar lesionada; 2
= de 26% a 50% de area foliar lesionada; 3 = de 51% a 75% de area foliar
lesionada e 4 = acima de 76% de area foliar lesionada.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 4 repetigdes (2
plantas/vaso) por tratamento. Para os ensaios de controle da ramulose, a partir
dos dados de incidéncia da doenga em folhas, foi calculada a porcentagem média

de folhas com lesdes por repeticdo. Os dados de porcentagem de incidéncia da
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ramulose foram utilizados para calculo da area abaixo da curva de progresso da
incidéncia (AACPI) (Shanner & Finney, 1977).

Previamente ao ensaio de campo, realizou-se um ensaio de misturas de
isolados, a fim de avaliar sua eficiéncia no controle da ramulose. As plantas
foram avaliadas, quanto a severidade da ramulose, aos 7, 14, 21 ¢ 28 dias apods a
inoculagdo de CGC, de acordo com escala de notas de 1 a 5, descrita por Cia
(1977), em que plantas 1 = sem sintomas; 2 = apenas lesdes necréticas nas
folhas ou ramos; 3 = comprometimento da regido apical; 4 = morte do
meristema e superbrotamento ¢ 5 = superbrotamento com redugdo do porte de
plantas em relacdo as plantas sadias.

Os dados de severidade da ramulose e da mancha-angular foram
transformados de acordo com o indice de McKinney (1923) para calculo da area
abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) (Shanner & Finney,
1977). Os dados de AACPI ¢ AACPS foram submetidos a analise de variancia,
separadamente e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Ao
término de cada ensaio realizado em casa de vegetagdo, exceto o ensaio com
misturas de isolados, coletou-se a parte aérea das plantas, as quais foram
colocadas em saco de papel (kraft) e levadas a estufa de circulacdo de ar quente,
até atingir peso constante. Os dados de peso da matéria seca foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05),

utilizando o software SISVAR (Ferreira, 2000).

4.3 Bacillus spp. no controle da ramulose sob condicdes de campo

Os isolados Bacillus subtilis ALB629, Paenibacillus lentimorbus MEN2
e Bacillus subtilis UFLA285, avaliados em condig¢des de casa de vegetagdo para
o controle da ramulose ¢ da mancha-angular do algodoeiro, foram levados a
condigdes de campo em area comercial de produgdo de algoddo, situada na

Fazenda Farroupilha, municipio de Presidente Olegario, MG, Brasil (987 m
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altitude, 18°05°21”S e 46°29°16”0). A area experimental ¢ de Latossolo
Vermelho Escuro, tendo a correg¢do do solo, a adubagdo no plantio e a cobertura
sido realizadas de acordo com os resultados da analise quimica e fisica do solo
para a necessidade da cultura. O plantio foi realizado em dezembro de 2008 e o
ensaio conduzido até a colheita, em agosto de 2009.

No ensaio de campo, utilizou-se a cv. Fibermax 993 e o tratamento de
sementes padrdo da fazenda baseou-se na aplicacdo de carbofurano (furadan;
1,5L p.c./100 kg de sementes), thiamethoxam (Cruiser 600FS; 600mL p.c./100
kg semente), dietil-fosforotioato (Permit 500 DS; 1,2 kg p.c./100 kg de
semente), fludioxonil-metalaxil-M (Maxim XL; 100 mL p.c./100 kg de
sementes), carboxina — tiram (Vitavax, 800 mL p.c./100 kg de sementes) e cola
(acetato de polivinila PVA 150mL/100 kg semente). J4 a testemunha agua
consistiu na aplicagdo via tratamento de sementes de todos agroquimicos
utilizados no tratamento padrdo da fazenda, exceto os fungicidas.

Os isolados de Bacillus spp. foram multiplicados como descrito
anteriormente e utilizados separadamente e em misturas para o tratamento de
sementes. Esse tratamento consistiu na aplicagio da suspensdo bacteriana (10
endosporos/mL) na dosagem de 1,2 L/100 kg de sementes e demais
agroquimicos utilizados para o tratamento padrdo da fazenda, exceto fungicidas.
Durante o plantio, todas as parcelas do ensaio foram tratadas no sulco de plantio
com carbofurano (Furadan 350 SC; 1L p.c./ha) e espalhante adesivo (SAG
0,015L), com vazdo de 30L/ha.

Nas aplicagdes dos antagonistas foi utilizado espalhante adesivo
siliconado 0,1 v/v % e as mesmas iniciaram-se aos 30 DAP, acompanhando o
intervalo das avaliagdes de incidéncia da ramulose, aproximadamente 25 dias,
até 138 DAP (Tabela 1). O tratamento padrio de fungicida do ensaio foi
realizado de acordo com o manejo da fazenda para o controle de doengas na

cultura (Tabela 2).
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TABELA 1 Intervalos e numero aplicagdo/avaliagdo via pulverizacao foliar de
Bacillus spp. no controle da ramulose em algodoeiro.

APLICACAO/AVALIACAO DAP*
1 44
2 69
3 96
4 118
5 138

*Dias ap6s o plantio.

TABELA 2 Fungicidas utilizados para o controle das principais doencas foliares
do algodoeiro de ocorréncia natural na Fazenda Farroupilha, com
suas respectivas dosagens e dias de aplicacao.

FUNGICIDAS DOSE (L/ha)  DAP
Portero' (Carbendazim) 0,6 45
Priori-Xtra® (Azostrobina + Ciproconazol) 0,5 84
Mertim® (Hidroxido de fentina) 0,6 121
Priori-Xtra®" (Azostrobina + Ciproconazol) 0,5 140

*Nas aplicagdes de Priori-Xtra foi utilizado 6leo mineral Nimbus 0,2% v/v; vazio:
200L/ha. 'benzimidazol; Zestrobilurina + triazol; 3organicoestémico; 4estrobilurina +
triazol.

Avaliou-se a incidéncia da ramulose em 10 plantas amostradas
aleatoriamente por linha (1 planta/m), totalizando 30 plantas (3 linhas). A
avaliag@o da incidéncia da ramulose consistiu na observagdo de sintomas tipicos
da doenga em folhas presentes nos dois ultimos entrends superiores da haste

principal da planta de algodao.
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As pulverizagdes das suspensdes dos antagonistas, dos fungicidas e
depois dos agroquimicos utilizados para o manejo de pragas foram realizadas
por atomizador de CO, acoplado com bicos do tipo cone vazio J4-2 ¢ a pressdo
de trabalho constante de 30 1b/pol*, gerando uma vazio de 200 L/ha.

Ao término do ensaio, foi avaliada a produtividade de algoddo em carogo
em kg/tratamento e extrapolado para @/ha, de acordo com o espagamento entre
linhas utilizado. Também foram realizadas amostragens da producdo de cada
parcela e enviadas para o Centro Nacional de Pesquisa em Algoddo — Embrapa
Algodao (Campina Grande, PB, Brasil) para a analise da qualidade das
caracteristicas fisicas da fibra de algoddo em equipamento HVI (high volume
instruments).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com quatro
repetigdes por tratamento, sendo cada repeticdo representada por uma unidade
experimental ou parcela. O tamanho das parcelas foi de 12 m de comprimento
por 4,5 m de largura (5 linhas), com 8 sementes/m e espacamento entre linhas de
0,90 m. Cada parcela util constituiu-se de trés linhas centrais de 10 m de
comprimento.

A porcentagem de incidéncia da doenga foi utilizada para o célculo
AACPI proposta por Shanner & Finney (1977). Estes dados foram submetidos a
analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05)

utilizando o software SISVAR (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS

5.1 Controle da ramulose do algodoeiro em casa de vegetacéo

Em ensaios realizados nos anos de 2008 e 2009, as médias de controle da
ramulose pelos isolados utilizados ndo diferiram entre si, pelo teste Tukey
(P<0,05), variando em torno de 63,7% em relagdo a testemunha inoculada com o
patogeno. O isolado Bacillus subtilis ALB629 se destacou entre os demais, pois,
ndo diferiu estatisticamente pelo teste Tukey (P<0,05) do tratamento ASM,
atingindo 68,3% de redugao AACPI da ramulose em relagdo a testemunha. J& o
controle padrdo (pyraclostrobin) foi estatisticamente superior pelo teste de
Tukey (P<0,05) aos demais tratamentos, com controle médio de 94,8% da

ramulose (Tabela 3).
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TABELA 3 Efeito de antagonistas, fungicida pyraclostrobin e acibenzolar-S-
metil no controle da ramulose do algodoeiro em ensaios
realizados em dois anos consecutivos, sob condi¢des de casa de

vegetacgao.
CONTROLE PESO AUMENTO

TRATAMENTOS AACPI?

(%) (9 (%)
Testemunha absoluta 37,1' @ -- 12,2' ¢d 11,6
Fungicida 78,8 a 94,8 159 f 448
Acibenzolar-S-Metil 361,7 b 76,3 8,6 a -21,3
B. subtillis ALB629 483,5 bce 68,3 13,5 e 23,3
Bacillus subtilis
UFLA28S 5577 ¢ 63,4 12,5 de 14,1
Paenibacillus 615.1 506 113 b 6
lentimorbus MEN2 4 ¢ ’ ’ ¢ ’
Testemunha inoculada 1522,9 d - 11,0 b -

CV (%) 10,8 3,9

'Médias de ensaios realizados em dois anos sucessivos, sob condicdes de casa de
vegetacdo. *Area abaixo da curva de progresso de incidéncia (AACPI) da ramulose do
algodoeiro. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a
5% de probabilidade.

No momento da inoculagdo das plantas com CGC, a testemunha absoluta
foi protegida com saco plastico para evitar sua contamina¢ao com inoculo do
patoégeno. Porém, a mesma apresentou uma pequena AACPI. Provavelmente,
isso ocorreu devido ao inoculo secundério proveniente das plantas doentes e
disperso pela agua de irrigagao (pulverizagao).

Quanto a variavel peso da matéria seca das plantas, observou-se que o
tratamento pyraclostrobin proporcionou o maior incremento em relagdo aos

demais tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05), atingindo o patamar de 44,8%
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em relagcdo a testemunha inoculada. Os isolados Bacillus subtilis ALB629 e
Bacillus subtilis UFLA285 também proporcionaram aumentos significativos no
peso matéria seca de plantas, com 23,3% e 14,1% em relagdo a testemunha,
respectivamente. O tratamento com o indutor de resisténcia ASM promoveu o
decréscimo de 21,3% do peso da matéria seca das plantas em relacdo a

testemunha inoculada (Tabela 3).

5.2 Efeito das combinacdes dos isolados no controle da ramulose em casa de
vegetacao

Todas as plantas tratadas com os isolados e suas combinagdes diferiram
significativamente da testemunha inoculada. Os melhores controles foram
proporcionados pelos tratamentos com os isolados Bacillus subtilis ALB629 e B.
subtilis UFLA285, isolados e combinados, e também a combinagdo de B. subtilis
ALB629 + Paenibacillus lentimorbus MEN2 com 52,8% de redu¢do da AACPD
em relacdo a testemunha, ndo diferindo estatisticamente pelo teste de Tukey

(P<0,05) do tratamento ASM (Tabela 4).
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TABELA 4 Efeito das combinagdes dos isolados no controle da ramulose em
casa de vegetacao.

TRATAMENTOS AACPS® CONTROLE (%)
ALB629' + UFLA285* 400,00 a’ 52,8
ALB629+MEN2? 400,00 a 52,8
ALB629 400,00 a 52,8
UFLA285 400,00 a 52,8
Acibenzolar-S-Metil 433,33 a 48,8
MEN2+ UFLA285 473,33 b 44,1
MEN2 506,66 b 40,2
ALB629+MEN2+ UFLA285 593,33 c 29,9
INOC* 846,66 d -
CV (%) 11,81

ALB629: Bacillus subtilis; “UFLA285: B. subtilli; "MEN2: Paenibacillus lentimorbus;
*INOC: testemunha inoculada; *Médias de ensaios realizados em dois anos sucessivos,
sob condigdes de casa de vegetagido. ®Area abaixo da curva de progresso de severidade
(AACPS) da ramulose do algodoeiro. 'Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

5.3 Controle da mancha-angular do algodoeiro em casa de vegetagao

A redugdo média da AACPS da mancha-angular, nos anos 2008 e 2009,
proporcionada pelos isolados bacterianos de biocontrole foi de 54,0%. O isolado
B. subtilis UFLA285 se destacou, sendo estatisticamente superior aos demais
tratamentos pelo teste Tukey (P<0,05), com controle médio de 62,6% da doenga.

Paenibacillus lentimorbus MEN2 e B. subtilis ALB629 proporcionaram controle
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estatisticamente semelhante pelo teste de Tukey (P<0,05) ao do produto
registrado para o controle da mancha-angular, ASM. Ja o tratamento com
oxicloreto de cobre proporcionou controle estatisticamente inferior em relacdo
aos demais tratamentos, com média de controle de 36,5% da enfermidade em

questdo (Tabela 5).

TABELA 5 Efeito de antagonistas, oxicloreto de cobre e acibenzolar-S-metil no
controle da mancha-angular do algodoeiro e peso da matéria seca.

CONTROLE PESO AUMENTO

TRATAMENTOS AACPS?
CONNNG) (%)

Testemunha absoluta 12,9' a° -- 7,50 d 81,4
Bacillus subtilis

3223 b 62,6 6,5 bc 55,8
UFLA285
Paenibacillus lentimorbus

4252 ¢ 50,7 7,0 «cd 68,8
MEN2
B. subtillis ALB629 440,6 ¢ 48,9 6,5 bc 56,0
Acibenzolar-S-metil 460,7 ¢ 46,5 49 a 18,6
Oxicloreto de cobre 547,1 d 36,5 58 b 38,9
Testemunha inoculada 861,6 € - 4,1 a -
CV (%) 4,7 5,9

"Médias de ensaios realizados em dois anos sucessivos, sob condicdes de casa de
vegetacdo. *Area abaixo da curva de progresso de severidade (AACPS) da mancha-
angular do algodoeiro.’Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
Tukey, a 5% de probabilidade.

Durante a inoculagdo das plantas com Xam, a testemunha absoluta foi

protegida com saco pléstico para evitar sua contaminagdo com indculo do
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patogeno. Porém, a mesma apresentou pequena AACPS, sendo, provavelmente,
causada por in6culo secundario oriundo de plantas doentes e disperso pela agua
de irrigagdo (pulverizag@o).

Quanto a variavel peso da matéria seca das plantas, observou-se o
incremento médio de 60,2%, proporcionado pelos isolados bacterianos de
biocontrole de doencas em relacdo a testemunha inoculada, sendo o melhor
resultado obtido com Paenibacillus lentimorbus MEN2, o qual diferiu
estatisticamente da testemunha inoculada proporcionando aumento de 68,8% e
ndo diferiu estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05) da testemunha
absoluta. Quanto ao tratamento com ASM ndo se observou diferenca

significativa em relacdo a testemunha inoculada (Tabela 5).

5.4 Controle da ramulose em campo de producéo de algodao

Dentre os tratamentos para o controle da ramulose do algodoeiro em
condig¢des de campo, B. subtilis ALB629, isoladamente, se destacou, com 22,9%
de controle da doenga, ndo diferindo significativamente, pelo teste Tukey,
(P<0,05) do tratamento com a mistura dos trés isolados (B. subtilis ALB629 + P.
lentimorbus MEN2 + B. subtilis UFLA285), além de exercer controle superior

ao do tratamento fungicida (Tabela 6).

35



TABELA 6 Eficiéncia de antagonistas, isolados e em combinagdo, e fungicida
no controle da ramulose em campo de producdo de algodao.

TRATAMENTOS AACPI® CONTROLE (%)
ALB629' 10420,0  a’ 22,9
ALB629 + MEN2°+ UFLA285’ 10543,3 a 22,0
ALB629+UFLA285 11560,0 b 14,5
FUNG"’ 117450  bc 13,1
UFLA285+MEN2 12177,5  be 9,9
UFLA285 12350,0  cd 8,7
ALB629+MEN2 13017,5  de 3,7
MEN2 133583 e 12
AGUA’ 13522,5 e 0,0
CV (%) 2,1

'ALB629: Bacillus subtilis; “MEN2: Paenibacillus lentimorbus; *UFLA285: B.
subtillis; “FUNG: Vide Tabela 2; SAGUA: Testemunha; ®Area abaixo da curva de
progresso de incidéncia (AACPI) da ramulose do algodoeiro. *Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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5.5 Produtividade e qualidade de fibras

Quanto a produtividade de plantas tratadas e avaliadas em campo, os
tratamentos com fungicidas e a combinagdo dos trés isolados (B. subtilis
ALB629 + P. lentimorbus MEN2 + B. subtilis UFLA285) apresentaam maior
produtividade, 370,8 e 383,3 @/ha (Tabela 7), em relagdo a testemunha agua.

TABELA 7 Eficiéncia de antagonistas, isolados ¢ em combinag¢do, ¢ fungicida
na produtividade de algodoeiro em campo de produgdo comercial,

na safra 2007/08.
PRODUTIVIDADE
TRATAMENTOS
kg/ha @/ha

ALB629! 4000,0 266,6 a’
ALB629+UFLA285? 4312,5 287,5 ab
ALB629+MEN2? 4562,5 304,1 ab
UFLA285 5000,0 333,3 be
MEN2 5062,5 337,5 be
AGUA* 5218,7 3479 be
UFLA285+MEN2 5250,0 350,0 be
FUNG’ 5562,5 370,8 c
ALB629+MEN2+ UFLA285 5750,0 383,3 c

CV(%) 6,76

'ALB629: Bacillus subtilis; “UFLA285: B. subtillis; *MEN2: Paenibacillus
lentimorbus; *AGUA: Testemunha; ’FUNG: Vide Tabela 2; ‘Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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Quanto a variavel porcentagem de fibras, os tratamentos P. lentimorbus
MEN?2, os fungicidas, B. subtilis ALB629 e a combinagdo dos 3 isolados foram
significativamente superiores a testemunha agua, pelo teste Tukey (P<0,05).
Para a varidvel comprimento de fibras (UHM), todos os tratamentos, exceto P.
lentimorbus MEN2, foram estatisticamente iguais, pelo teste Tukey (P<0,05), ao
tratamento com fungicidas e, na varidavel uniformidade (UNF), todos os

tratamentos ndo diferiram do tratamento com fungicidas (Tabela 8).

TABELA 8 Propriedades fisicas da fibra de algodao relacionadas a qualidade da
fiacdo e tecelagem, proporcionadas pelos antagonistas e fungicidas
em campo de produgdo comercial de algoddo, na safra 2007/08.

TRATAMENTOS FIBRA® UHM’  UNF® STR® ELGY micH

AGUA* 40,0 a'* 29,7 b 849 ab 28,6 abc 80 a 3,5 a
ALB629' 430 b 289 ab 84,9 ab 288 abc 72 a 3,7 a
ALB629 + MEN2 42,0 ab 29,2 ab 859 b 292 abc 7,3 a 3,8 ab
ALB629 + MEN2 +

UFLA285> 440 b 282 ab 844 ab 278 ab 77 a 37 a

ALB629 + UFLA285 42,1 ab 28,3 ab 85,2 ab 30,1 ¢ 74 a 42 c

FUNG® 427 b 298 b 850 ab 274 a 71 a 3,8 ab
MEN?2? 427 b 2777 a 845 ab 284 abc 7.5 a 4,0 be
UFLA285 42,0 ab 28,6 ab 83,7 a 27,8 ab 72 a 3,8 ab

UFLA285 + MEN2 42,0 ab 289 ab 853 ab 29,6 bc 7,5 a 3,8 ab

CV (%) 2,0 2,1 0,8 2,3 48 2,8

'ALB629: Bacillus subtilis; “UFLA285: B. subtillis; "MEN2: Paenibacillus lentimorbus;
*AGUA: Testemunha; ‘FUNG: Vide Tabela 2; °FIBRA-% de fibra; 'UHM -
comprimento (mm); “UNF - uniformidade (%); °STR - resisténcia (g/tex); "ELG -
alongamento & ruptura (%); ''MIC - indice micronaire.

“M¢édias seguidas de mesma letra nio diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Para a varidvel resisténcia (STR), o tratamento com a combinagdo dos
isolados de B. subtilis ALB629 + UFLA285 foi significativamente superior ao
tratamento com fungicidas. Todos os tratamentos foram significativamente
semelhantes quanto a variavel alongamento a ruptura (ELG). Ja para a variavel
indice micronaire, a combina¢do dos isolados de B. subtilis ALB629 +
UFLA285 foi significativamente superior a testemunha agua e ao tratamento

com fungicidas (Tabela 8).
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6 DISCUSSAO

Os isolados bacterianos utilizados no biocontrole da ramulose e da
mancha-angular do algodoeiro foram eficazes tanto em condi¢des de casa de
vegetacdo, mantendo consisténcia dos resultados nas repeticdes dos
experimentos, quanto em condigdes de campo.

Para o controle da mancha-angular do algodoeiro, os isolados
bacterianos obtiveram resultados expressivos, haja vista que o produto
oxicloreto de cobre (registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA) recomendado por Andrei (2009), ndo controlou a
doenga em niveis satisfatorios. A eficiéncia de fungicidas ctpricos ha tempos
vem apresentando resultados contraditérios em outros trabalhos para controle de
bacterioses (Nascimento et al., 2000; Pereira et al., 2000). Segundo Cassetari
Neto & Machado (2009), a pulverizagao de fungicidas cupricos no controle da
mancha-angular do algodoeiro reduz a severidade da doenca e plantas infectadas
apresentam recuperacdo. Isso talvez ocorra pelo fato de eles agirem
indiretamente no controle da bacteriose, como um nutriente foliar, ndo existindo
dados concretos de que o oxicloreto de cobre seja realmente efetivo no controle
da mancha-angular do algodoeiro (Chitarra, 2005; Aratjo, 2008).

No Brasil, na maioria das areas de produgdo de algoddo ja se utilizam
cultivares resistentes a bacteriose. Porém, ha sempre o risco do desenvolvimento
ou da entrada no pais de novas ragas virulentas, que possam quebrar a resisténcia
das cultivares utilizadas pelos agricultores. Em 1983, surgiu, na Africa, uma
nova raga de Xam, altamente virulenta, que quebrou a resisténcia de todas as
cultivares comerciais de algoddo, chamada de high virulent strain (HVS) e
tratada como raga 20 (Chakrabarty et al., 1997). Huang et al. (2008) estudaram o
isolado HVS (GSPB 2388) proveniente de lavouras de algoddo do Sudao que

produzia sintomas atipicos da manha-angular e verificou que a atividade da
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enzima celulase extracelular foi significativamente superior a do isolado da raga
18 (GSPB 1386), explicando o maior grau de patogenicidade da raca 20.
Portanto, ¢ de extrema importancia o desenvolvimento de estratégias para evitar
o surgimento de ragas altamente virulentas no pais.

Algumas medidas devem ser adotadas, como as preconizadas no manejo
integrado da mancha-angular do algodoeiro. Dentre elas, a utilizacdo de medidas
voltadas para diminuir a pressdo de inoculo no campo, como utilizagdo de
cultivares resistentes, destruicdo dos restos de cultura e rotacdo de culturas, além
do uso de sementes sadias. Assim, a utilizagdo do controle biolégico por meio
das bactérias Bacillus subtilis UFLA285, ALB629 e Paenibacillus lentimorbus
MEN?2 pode ser uma ferramenta adicional no manejo integrado da mancha-
angular, diminuindo a pressao de in6culo e, consequentemente, evitando surtos
da doenga e surgimento de novas ragas do patogeno.

O isolado Bacillus subtilis UFLA285 se destacou no controle da
mancha-angular, sendo estatisticamente superior em relagdo aos demais
tratamentos pelo teste Tukey (P<0,05), com controle médio de 62,6% da doenca.
Os demais isolados, Paenibacillus lentimorbus MEN2 (50,7%) e B. subtilis
ALB629 (48,9%), proporcionaram controle estatisticamente semelhante ao do
produto registrado para o controle da mancha-angular, ASM (46,5%).
Resultados semelhantes no controle da mancha-angular foram obtidos em outros
estudos. Arya & Parashar (2002a), utilizando o método de aplicagdo tratamento
de sementes e pulverizagdo foliar, verificaram que a melhor época de aplicagdo
de Bacillus spp. na parte aérea das plantas de algoddo foi 48 horas antes da
inoculagdo de Xam, ocorrendo a protegdo maxima das plantas contra a doenga.
Este isolado de Bacillus spp. inibiu também o crescimento in vitro de Xam,
reduzindo o pH do meio de cultura (Arya & Parashar, 2002b).

Ishida et al. (2008) avaliaram o potencial de 123 isolados de

rizobactérias na inducdo de resisténcia do algodoeiro a Xam, pelo método de
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aplicagdo no solo, aos 14 dias antes da inoculagdo do patégeno. Os melhores
isolados, dentre eles isolados do género Bacillus spp., apresentaram controle da
mancha-angular do algodoeiro acima de 40% em relacdo a testemunha. Os
isolados ndo apresentaram efeito inibitorio direto in vitro a Xam e Cgc, além de
ndo controlar a ramulose em relagdo a testemunha.

Outro método de controle da mancha-angular ¢ via tratamento de
sementes contaminadas com Xam. Mehta et al. (2005) testaram o fungicida
tolyfluoanid (1,20g/L. 4agua), por imersdo das sementes em suspensao do
fungicida, por 16 horas, para o controle da mancha-angular ¢ observaram
eficiéncia no controle da doencga. Tolyfluoanid ¢ atualmente registrado no
MAPA e recomendado por Andrei (2009) para o tratamento de sementes de
algoddo, visando ao controle do tombamento causado por Cgc e murcha-de-
fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum).

Portanto, aliado ao uso de cultivares resistentes, a rotacdo de culturas ¢ a
sementes sadias, o tratamento das sementes com bactérias benéficas, como
Bacillus subtilis UFLA285, ALB629 ¢ Paenibacillus lentimorbus MEN2, podera
ajudar a controlar a mancha-angular do algodoeiro.

Quanto a eficacia de ASM no controle de doengas de plantas, varios
estudos foram realizados (Jesus Junior et al., 1999; Romeiro et al., 1999; Castro
et al., 2000, 2001; Maia et al., 2000; Oostendorp et al., 2001; Romero et al.,
2001; Silva et al., 2001a,b, 2003a,b; Ishida et al., 2008a,b). No presente estudo,
ASM foi pulverizado sete dias antes da inoculagdo, pois os mecanismos de
indugdo de resisténcia a doengas requerem intervalo antes da inoculagdo com o
patogeno desafiador. Também foram realizadas mais duas aplicagdes semanais
ap6s a primeira. A eficiéncia média de ASM no controle da bacteriose do
algodoeiro em ensaios repetidos por dois anos consecutivos em condigdes de
casa de vegetacao foi de 45,6%. Silva et al. (2003a) verificaram reducdo da

severidade da mancha-bacteriana do tomateiro, causada por Xanthomonas

42



vesicatoria, quando ASM foi aplicado 1 ou 3 dias antes da inoculagdo do
patoégeno. Em cacau, Resende et al. (2002) observaram que, para o controle de
Crinipellis perniciosa e Verticillium dahiae, foram necessarias aplicagdes do
ASM aos 30 e 15 dias antes da inoculagdo, respectivamente. Perez (2003)
verificou, em condi¢des de campo, o controle do mofo azul (Peronospora
hyoscyami f. sp. tabacina) em plantas de fumo, bem como a redu¢do de sintomas
causados por Cercospora nicotianae e Alternaria alternata, quando as
pulverizagdes de ASM (25 e 37,5 g i.a./ha) foram realizadas em intervalos de 10
dias. Quanto a variagdo de doses de ASM, Elmer (2006) observou um atraso no
inicio dos sintomas de murcha causada por Fusarium oxysporum f. sp.
cyclaminis em mudas de ciclamen, por até trés semanas, em relacdo a
testemunha apenas inoculada.

Recentemente, Medeiros (2009) testou, em casa de vegetagdo e campo,
os mesmos isolados antagonistas utilizados nos experimentos deste trabalho,
porém, via tratamento de sementes visando ao controle do tombamento causado
por Cgc e a mancha-angular causada por Xam, ambos patégenos transmitidos
por sementes. Em campo, os isolados B. subtilis UFLA285 e P. lentimorbus
MEN2 promoveram redug@o dos sintomas de tombamento em 45% e 56%,
respectivamente, em relacdo a testemunha. Para o controle da mancha-angular
em condi¢des de casa de vegetacdo, os mesmos isolados reduziram a severidade
da doenga em 26% e 76% em relagdo a testemunha inoculada com o patdgeno.
Medeiros (2009) verificou, ainda, que a eficiéncia de B. subtilis UFLA285 na
redu¢do do tombamento de plantulas de algoddo causado por Rhizoctonia solani
AG4, tendo a resposta de controle ocorrido quando as plantas foram inoculadas
aos nove dias apos o plantio (DAP).

Estudando os mecanismos de acdo do isolado no controle da doenga por
meio da analise da regulacdo de genes na interagdo planta-patdgeno-antagonista,

utilizando a técnica de microarranjo, Medeiros (2009) observou a alteragdo da
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regulacdo de 246 genes, dentre os quais os relacionados a rota de indugdo de
resisténcia sistémica via jasmonato/etileno e a sintese de prolina e aquaporina,
respostas relacionadas a osmorregulagdo. A aquaporina foi superexpressa em
plantas tratadas com o antagonista e ndo submetidos a nenhum estresse e
subexpressa em plantas infectadas com o patdgeno.

Quanto a variavel peso da matéria seca das plantas, observou-se, nos
ensaios realizados para controle da mancha-angular, que o incremento médio
proporcionado pelos isolados bacterianos de biocontrole de doencas foi de
60,2% em relag@o a testemunha inoculada. O melhor resultado foi obtido pelo
tratamento com o isolado P. lentimorbus MEN2, que ndo diferiu
estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05), da testemunha absoluta, além de
proporcionar aumento de 68,8% em relagdo a testemunha inoculada. Este
isolado também proporcionou resultado satisfatorio no controle da doenca em
50,7%, ndo diferindo estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05) com o ASM
(Tabela 2). Para o patossistema algodao/Cgc, P. lentimorbus MEN2 nao diferiu
significativamente da testemunha. Entretanto, B. subtilis ALB629 se destacou
entre os antagonistas, proporcionando incremento de altura significativamente
superior ao da testemunha absoluta e 23,3% em relacdo a testemunha inoculada.
As rizobactérias promotoras de crescimento PGPRs produzem fitormonios,
como ¢ o caso de isolados de B. subtilis, que produzem auxinas, giberelinas e
citocininas (Tsavkelova et al., 2006), podendo estimular ou inibir o crescimento
de raizes, dependendo de sua concentracdo (Persello-Carticaux et al., 2003).
Khalid et al. (2004), selecionando PGPRs na cultura do trigo, verificaram que o
isolado que produziu maior quantidade de auxinas em solo ndo esterilizado
também causou maximo de crescimento e produtividade na cultura, sugerindo
que as auxinas sintetizadas por procariotos podem ser uma ferramenta de selegdo

de PGPRs.
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O tratamento com ASM para o controle da mancha-angular e ramulose
do algodoeiro comportou-se diferentemente para cada patossistema, quanto ao
peso da matéria seca no final dos ensaios. No controle da mancha-angular, ASM
ndo diferiu estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05), da testemunha, para a
variavel peso da matéria seca. Entretanto, em ensaios visando ao controle da
ramulose, houve diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05) com a
testemunha, porém, negativamente com redugdo do peso da matéria seca em
21,3% em relagdo a testemunha. Elmer (2006), utilizando a variacao de doses de
ASM no controle da murcha em ciclaimen (Fusarium oxysporum f. sp.
cyclaminis), observou redugio linear do peso da matéria seca com o aumento da
dose de ASM aplicado. Plantas ndo tratadas obtiveram peso da matéria seca
superior aos demais tratamentos.

No controle da ramulose em condi¢des de casa de vegetagdo, obteve-se
reducdo de até 68,3% da AACPI em relagdo a testemunha, quando utilizado o
tratamento de sementes e pulverizagdo foliar com B. subtilis ALB629. Quanto
aos resultados de campo, o mesmo isolado permaneceu como tratamento mais
eficiente, com 22,9% de controle, juntamente com a combinagdo dos isolados B.
subtilis ALB629 + P. lentimorbus MEN2 + B. subtilis UFLA285) (22,0%), além
de possuir controle superior ao tratamento com fungicidas (13,1%).

Ishida et al. (2008) testaram isolados rizobacterianos para o controle da
ramulose, mas ndo obtiveram sucesso no controle da doenca em relagdo a
testemunha, além de nao apresentarem efeito inibitorio direto in vitro a Cgc.
Porém, o controle da ramulose foi eficiente no tratamento com ASM (10g
1.a./100 L agua) via pulverizacdo foliar aos 14 dias antes da inoculagdo do
patogeno, atingindo 80% em relacdo a testemunha. Nos ensaios realizados para
o controle da ramulose em casa de vegetagdo, ASM também apresentou eficacia

no controle da doenca, com patamar de controle médio dos dois ensaios

45



realizados de 76,3% em relacdo a testemunha inoculada com o patdégeno, nio
diferindo estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05), de B. subtilis ALB629.

Em ensaio realizado em campo, Chitarra et al. (2007) observaram que
ASM, isolado ou em combinagdo com o fungicida azoxystrobin, ndo diferiu,
pelo teste de Tukey (P<0,05%), no controle da ramulose. Entretanto, os
tratamentos com maiores dosagens de ASM foram os mais produtivos e,
independentemente das dosagens, ndo interferiram na qualidade da fibra do
algodao.

O fungicida piraclostrobin (estrubirulina) controlou a ramulose em
94,8% em condi¢des de casa de vegetacdo. Esses dados sdo semelhantes aos
resultados obtidos por Iamamoto & Silveira (2008), que observaram, em
condi¢des de campo, que os triazdis e estrobilurinas com triaz6is apresentaram
excelente controle sobre mancha-de-ramularia ¢ ramulose. Quanto ao estudo do
numero de aplica¢des de piraclostrobin para o controle da ramulose em campo,
Andrade Junior & Galbieri (2009) verificaram a necessidade de apenas uma
pulverizagdo com o fungicida para o controle da doenca em cultivar resistente.
Porém, em cultivar suscetivel, foram necessarias trés aplicacdes do fungicida
para manter a ramulose em niveis aceitaveis. Nos ensaios de casa de vegetagdo
realizados para este trabalho, duas aplicagdes de piraclostrobin, sete dias antes e
apos a inoculagdo (1,0x106 conidios/mL), reduziram a AACPI da ramulose em
94,8%, em relacdo a testemunha.

Para a produtividade do ensaio realizado em campo, os tratamentos
fungicidas e mistura dos trés isolados promoveram maior produtividade, 370,8 ¢
383,3 @/ha, respectivamente, em relagdo a testemunha agua. Além do aumento
da produtividade, a mistura dos trés isolados proporcionou maior porcentagem
de fibra na pluma de algodao e reducdo da AACPI da ramulose em relagao a
testemunha. Chitarra & Barbosa (2008), avaliando a eficiéncia de fungicidas

triazois, estrubilurinas e suas combinag¢des no controle da ramularia, verificaram
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que os tratamentos com quatro aplicagdes apresentaram produtividade média de
372,67 @/ha, diferindo da testemunha.

As caracteristicas fisicas das fibras mais relevantes dependem do
processo de fiacdo a ser utilizado, se a rotor ou a anel. Para ambos, as principais
caracteristicas de fibras sdo alongamento, cor, trash, comprimento, uniformidade
de comprimento, resisténcia e micronaire (United States Department of
Agriculture, 2001). Quanto a qualidade fisica da fibra de algoddo dos
tratamentos do ensaio de campo, as caracteristicas de resisténcia (g/tex) e indice
micronaire, proporcionadas pelo tratamento B. subtilis ALB629 + B. subtilis
UFLAZ28S, foram superiores ao tratamento com aplicagdes de fungicidas.

Devido ao sucesso de bactérias endosporogénicas no controle bioldgico
de doencas do algodoeiro, como aumento da qualidade de fibras, além de
caracteristicas bioldgicas que permitem a viabilidade de sua formulagao, trata-se
de um antagonista com grande potencial para o manejo integrado de doengas do

algodoeiro.
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7 CONCLUSOES

1) Todos os isolados testados foram eficazes para o controle da mancha-
angular e da ramulose do algodoeiro, sugerindo um amplo espectro de
acdo contra fitopatogenos.

2) Bacillus subtillis UFLA285 proporcionou o maior controle da mancha-
angular em casa de vegetagao.

3) Para o controle da ramulose em casa de vegetagdo, os isolados testados
apresentaram controle variando de 59% a 68%.

4) Nao houve efeito aditivo das combinagdes de isolados para o controle da
ramulose em casa de vegetacao.

5) A combinagdo dos trés isolados antagonistas proporcionou o maior
controle da ramulose e maior produtividade no campo, além da maior
porcentagem de fibra.

6) Bacillus subtillis ALB629 apresentou consisténcia de controle

satisfatorio da ramulose tanto em casa de vegetacdo quanto em campo.
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CAPITULO 2

Controle de mofo-branco, mancha-de-alternaria e podridio-das-magés por

bactérias endosporogénicas, em campo comercial de producéo de algodao
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1 RESUMO

Com a expansdo da cotonicultura, houve o surgimento de novas doencas
e até mesmo aquelas ja conhecidas como secundarias no passado passaram a ter
grande importancia para a produ¢do de algoddo. A mancha-de-alternaria possui
importancia secundaria, podendo, em condi¢des favoraveis, causar surtos
epidémicos no inicio do desenvolvimento das plantas no campo. O mofo-branco
vem causando surtos epidémicos em campos de producdo de algoddao em areas
que antecedem cultivos de soja, feijao e girassol. Outra doenga de grande
importancia econdmica é a podriddo-das macds que, geralmente, ndo tem
medidas de controle eficientes. Devido as dificuldades de controle das doengas
citadas, ha necessidade de desenvolverem-se novos métodos de controle que
proporcionem o minimo de impacto ao ambiente. Com o presente trabalho,
objetivou-se avaliar o espectro de agdo de trés isolados endosporogénicos para o
controle de doengas de ocorréncia natural em campo de produgdo de algodao. Os
tratamentos consistiram na aplicagdo dos antagonistas e suas respectivas
combinagdes via tratamento de sementes e pulverizacdes. Todos os isolados
avaliados foram eficazes no controle do mofo-branco, podriddo-das-macas e
mancha-de-alternaria. Bacillus subtillis UFLA285 proporcionou controle de
81,8% do mofo-branco em relagdo a testemunha, enquanto, para o controle da
podriddo-das-,magas, Bacillus subtillis ALB629 foi o mais eficiente com 58,3%
de redugdo da incidéncia e Paenibacillus lentimorbus MEN2 com 45,1% de
controle da manha-de-alternaria do algodoeiro. Portanto, devido ao sucesso dos
isolados bacterianos endosporogénicos no controle bioldgico de doengas do
algodoeiro, sugere-se que ele tém grande potencial para o manejo integrado de
doencgas na cultura.

Palavras-chave: Controle biologico; Sclerotinia sclerotiorum; Gossypium
hirsutum; Bacillus spp.
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2 ABSTRACT

As cotton production increases so does the emergence of new diseases,
and even those already known to be secondary in the past have assumed greater
importance in cotton production. The alternaria leaf spot has secondary
importance and may under favorable conditions, cause epidemic outbreaks in the
early development of plants in the field. White mold has caused epidemic
outbreaks in fields of cotton production in areas prior to soybeans, beans and
sunflower. Another disease of great economic importance is the cotton boll rot,
which generally do not have effective control measures. Due to the difficulties
of controlling the mentioned diseases, there is a need to develop new control
methods that provide minimal impact to the environment. This study aimed at
evaluating the broad activity of three sporogenic isolates for the control of
naturally occurring diseases in cotton fields. The treatments consisted of
application of the antagonists and their combination as seed treatment and
spraying. All isolates were effective in controlling white mold, boll rot and
alternaria leaf spot. Bacillus subtilis UFLA285 provided 81.8% control of white
mold in relation to the control. While for the control of boll rot, Bacillus subtilis
ALB629 was more efficient with 58.3% reduction in the incidence and
Paenibacillus lentimorbus MEN2 with 45.1% control of alternaria leaf spot.
Therefore, due to the success of sporogenic bacterial isolates in biological
control of cotton diseases, it is suggested that have great potential for integrated
diseases management in crop.

Key words: Biological control; Sclerotinia sclerotiorum; Gossypium hirsutum;
Bacillus spp.
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3 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o mofo-branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum,
vem causando surtos epidémicos em areas que antecedem culturas hospedeiras
do patdégeno, como soja, feijao e girassol. Os sintomas de mofo-branco em
algodoeiro sdo caracterizados por murcha de ramos e o patogeno infecta também
as macds, dando-lhes aspecto de podriddo de cor rosea (Miranda & Suassuna,
2004), gerando grandes perdas de produtividade. O patogeno produz estruturas
de resisténcia, chamadas de esclerodios, os quais podem permanecer viaveis no
campo por mais de oito anos (Silva et al., 2009). Os esclerdédios sdo produzidos
no interior ou no exterior da maca colonizada e abaixo do cortex das hastes de
plantas infectadas. As condi¢des favoraveis ao patdgeno siao areas com altitudes
superiores a 800 m, onde predominam temperaturas noturnas amenas e formagao
de orvalho (Silva et al., 2009).

Outra doenga de grande importancia nos campos de produgado de algodao
do pais, principalmente em regides em que a alta precipitacdo pluviométrica
coincide com o periodo de formacdo ou abertura de magas, é a podridao-das
magcas. Ela ocorre, principalmente, no cerrado, onde o periodo de formacao das
macas do baixeiro das plantas coincide com o periodo de maior precipitagao
pluviométrica (Aratijo, 2008), além de serem utilizados plantios adensados. A
podriddo-das magas é resultado da acdo de agentes patogénicos primarios que
podem induzir a atividade de um complexo de patdgenos. Alguns insetos, como
o bicudo (Anthonomus grandis) e percevejos (Dysdercus spp.), também
provocam a porta de entrada para os microrganismos causadores da podridao-
das magés (Aratjo, 2008).

Estudos foram realizados com o uso de ASM para o controle da doenga
(Juliatti et al., 2001), além da selegdo de cultivares resistentes (Lawrence et al.,

2008; Ballaminut, 2009). Alguns estudos afirmam que a resisténcia de cultivares
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a podriddo-das macis esta relacionada a arquitetura das plantas (Jones, 1982;
Soomro et al., 2000) e ao espagamento entre linhas, o que favorece a aeracdo ¢ a
incidéncia de raios solares.

A mancha-de-alternaria em algodoeiro tem como agentes etiologicos
duas espécies pertencentes ao género Alternaria. A mais comum ¢é Alternaria
macrospora, que afeta, principalmente, as folhas mais velhas, mas também pode
incidir em folhas cotiledonares e magas. A outra espécie do género é Alternaria
alternata, que também provoca lesdes em folhas de algodoeiro, entretanto, com
pouca importancia econémica. Os sintomas da doenca sdo pequenas manchas
circulares de tonalidade marrom no centro e bordas enegrecidas, as quais
evoluem para manchas maiores, que raramente ultrapassam 1 cm de diametro.
Quando as lesdes envelhecem, o centro torna-se seco e quebradico, podendo
causar perfuragdes no limbo foliar. Em cultivares suscetiveis, as lesdes podem
coalescer ¢ formar areas necroticas irregulares, culminando com a queda das
folhas (Suassuna & Coutinho, 2007).

A mancha-de-alternaria ¢ uma doenca que nao tem ocorrido com grande
severidade nas regides tradicionalmente produtoras de algoddo do semiarido,
entretanto, quando ha maior intensidade e frequéncia de chuvas, tem havido
ocorréncia de surtos epidémicos. Algumas praticas culturais sdo recomendadas
no manejo da doenga, como modificagdo nos métodos e na frequéncia de
irrigacdo, rota¢do de culturas, destruicdo de restos culturais ¢ manejo da
adubagdo (Suassuna & Coutinho, 2007).

O biocontrole de doengas do algodoeiro vem sendo estudado (Arya &
Parashar, 2002; Ishida et al., 2008; Medeiros, 2009) com resultados promissores.
Medeiros (2009) selecionou 3 dentre 368 isolados bacterianos formadores de
enddsporos provenientes de solo rizosférico e endofiticos de raizes de algodoeiro
das principais regioes produtoras de algodao do Brasil, além de outros isolados

provenientes de centros de pesquisas (Medeiros et al., 2008; Medeiros, 2009).
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Os isolados selecionados como os mais eficientes para o controle do
tombamento ¢ da mancha-angular via tratamento de sementes infectadas foram:
Bacillus subtilis ALB629 (Mars Center for Cocoa Science, Itajuipe, BA - Fabio
C. Chaves), Paenibacillus lentimorbus MEN2 (Universidade Federal Rural de
Recife, Recife, PE — Rosa Mariano) e Bacillus subtilis UFLA285 (Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG — Ricardo Souza). Estes isolados também foram
testados para o controle do tombamento em condi¢des de campo, sendo
significativamente superiores ao controle agua e até mesmo ao tratamento
fungicida, além de proporcionarem controles significativos de ramulose e
mancha-angular em ensaios realizados em casa de vegetacdo nos anos 2007,
2008 e 2009 (Dados ndo publicados).

Uma vez observado o potencial desses isolados, com a realizagdo do
presente trabalho objetivou-se avaliar o espectro de agdo dos mesmos no
controle do mofo-branco, da podriddo-das-mag¢as e da mancha-de-alternaria do
algodoeiro em ocorréncia natural no campo de produgdo comercial de algodio,

na regido de Presidente Olegario, MG, Brasil.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem, preservacao e producdo dos inéculos de Bacillus spp.

Para o ensaio, os isolados B. subtilis ALB629, P. lentimorbus MEN2 e
B. subtilis UFLA285, preservados em peptona glicerol a -80°C (Lazo & Gabriel,
1987), foram transferidos para o meio de cultura dgar nutriente, pelo método de
estrias paralelas e incubados, por 48 horas, a 28°C. Apoés o periodo de
incubagdo, as células foram colhidas da superficie do meio, transferidas para
meio caldo - nutriente e cultivadas, por 48 horas, em mesa agitadora orbital, a
150 rpm e a 28°C. Em seguida, a concentracdo de enddsporos foi ajustada em
cimara de Neubauer a 10° células/mL para o tratamento de sementes e

aplicagoes foliares.

4.2 Bacillus spp. no controle do mofo-branco, mancha-de-alternaria e
podriddo-das-macas do algodoeiro, em condigdes de campo

Os isolados de Bacillus spp. foram levados a condigdes de campo em
area comercial de producdo de algoddo, situada na Fazenda Farroupilha,
municipio de Presidente Olegario, MG, Brasil (987 m altitude, 18°05°21”S e
46°29°16”0). O solo da area experimental é Latossolo Vermelho Escuro ¢ a
correcdo do solo, a adubagdo no plantio e a cobertura foram realizadas de acordo
com os resultados da analise quimica e fisica para a necessidade da cultura. O
plantio foi realizado em dezembro de 2007 e o ensaio conduzido até a colheita,
em agosto de 2008.

Para o ensaio de campo, utilizou-se a cv. Fiber Max 993 e o tratamento
de sementes padrio da propriedade baseou-se na aplicagdo de carbofurano
(Furadan; 1,5L p.c./100 Kg de sementes), thiamethoxam (Cruiser 600FS; 600mL
p.c./100 kg semente), dietil-fosforotioato (Permit 500 DS; 1,2 Kg p.c./100 kg de
semente), fludioxonil-metalaxil-M (Maxim XL; 100 mL p.c./100 kg de
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sementes), carboxina—tiram (Vitavax, 800 mL p.c./100 kg de sementes) e cola
(acetato de polivinila PVA 150mL/100 kg semente). A testemunha agua
consistiu na aplicagdo via tratamento de sementes de todos agroquimicos
utilizados no tratamento padrdo da fazenda, exceto os fungicidas.

Os isolados de Bacillus spp. foram multiplicados como descrito
anteriormente ¢ utilizados separadamente ¢ em combinagdes para o tratamento
de sementes, que consistiu na aplicacgdio da suspensio bacteriana (10
endosporos/mL), na dosagem de 1,2 L/100 kg de sementes e demais
agroquimicos utilizados para o tratamento padrao da fazenda, exceto fungicidas.
Durante o plantio, todas as parcelas do ensaio foram tratadas no sulco com
carbofurano (Furadan 350 SC; 1L p.c./ha) e espalhante adesivo (SAG 0,015L)
com vazdo de 30L/ha.

A pulverizagdo dos antagonistas (10® endésporos/mL) sobre a parte aérea
das plantas iniciou-se aos 30 dias ap6s o plantio (DAP), acompanhando o
intervalo das avaliagdes de incidéncia das doengas, aproximadamente 25 dias,
até aos 138 DAP (Tabela 1). O tratamento padriao de fungicida do ensaio foi
realizado de acordo com o manejo quimico da fazenda para o controle de

doengas na cultura (Tabela 2).
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TABELA 1 Intervalos e numero de aplicagdes via pulverizagdo foliar de
Bacillus spp. e avaliagdes no controle da mancha-de-alternaria,
mofo-branco e podridao-das-magds em algodoeiro.

APLICACAO/AVALIACAO DAP*
1 44
2 69
3 96
4 118
5 138

*Dias ap6s o plantio.

TABELA 2 Fungicidas utilizados para o controle das principais doencgas foliares
do algodoeiro ocorridas na Fazenda Farroupilha, safra 2007/08,
com suas respectivas dosagens e dias de aplicagdo.

FUNGICIDAS DOSE (L/ha)  DAP
Portero' (Carbendazim) 0,6 45
Priori-Xtra® (Azostrobina + Ciproconazol) 0,5 84
Mertim® (Hidroxido de fentina) 0,6 121
Priori-Xtra'" (Azostrobina + Ciproconazol) 0,5 140

*Aplicagdes de Priori-Xtra foram utilizadas 6leo mineral Nimbus 0,2% v/v; Vazdo:
200L/ha. 'Benzimidazol; *Estrobilurina + Triazol; 3Organicoesténico; *Estrobilurina +
Triazol.

As plantas foram avaliadas quanto & incidéncia do mofo-branco,
mancha-de-alternaria e podriddo-das-mac¢ds, doengas estas que surgiram

naturalmente no campo. Foram amostradas, aleatoriamente, 10 plantas por linha

64



(1 planta/m) em cada avaliagdo de doengas, totalizando 30 plantas (3 linhas) por
parcela 1til. Na avaliagdo do mofo-branco, observou-se a incidéncia da doenga
nas plantas. Para a avaliagdo da podriddo-das-magds, quantificaram-se a
incidéncia de magas podres do baixeiro da planta e o nimero total de magés por
planta avaliada para o célculo da porcentagem de macas podres.

As pulverizacdes das suspensdes dos antagonistas, fungicidas e
inseticidas utilizados foram realizadas por atomizador de CO, acoplado com
bicos do tipo cone vazio J4-2 e a pressdo de trabalho constante de 30 Ib/pol’,
gerando uma vazao de 200 L/ha.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com 4 repetigdes
por tratamento, tendo cada repetigdo sido representada por uma unidade
experimental ou parcela. O tamanho das parcelas foi de 12 m de comprimento
por 4,5 m de largura (5 linhas), com 8 sementes/m e espacamento entre linhas de
0,90 m. Cada parcela 1til constituiu-se em 3 linhas centrais de 10 m de
comprimento.

A porcentagem de incidéncia de cada doenca avaliada foi utilizada para
o calculo AACPI, proposto por Shaner & Finney (1977). Estes dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-

Knott (P<0,05), utilizando-se o software SISVAR (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS

5.1 Controle do mofo-branco em campo de producéo de algodéo
Dentre os tratamentos para o controle do mofo-branco em algodoeiro em
condig¢des de campo, todos diferiram significativamente da testemunha pelo teste

Scott Knott (P<0,05), exceto P. lentimorbus MEN2 (Tabela 3).

TABELA 3 Eficiéncia dos antagonistas e suas respectivas combinagdes e de
fungicidas no controle do mofo-branco em campo de produgdo de

algodao.

TRATAMENTOS AACPI® CONTROLE (%)°
UFLA285'+MEN2° 100,0 a’ 81,8
UFLA285 100,0 a 81,8
ALB629*+UFLA285 200,0 b 63,6
ALB629 250,0 b 54,5
ALB629+MEN2+UFLA285 300,0 b 45,5
ALB629+MEN2 300,0 b 45,5
FUNG"* 300,0 b 45,5
MEN2 450,0 c 18,2
AGUA 550,0 c -

CV (%) 28,9

'UFLA285: Bacillus subtilis; "MEN2: Paenibacillus lentimorbus; *ALB629: Bacillus
subtilis; “FUNG: pyraclostrobin; JAACPI: Area abaixo da curva de progresso da
incidéncia; 6Porcentagem de controle da doenca em relagdo a testemunha inoculada.
"Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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O controle de mofo-branco proporcionado pelos isolados antagonistas
variou de 18,2% a 81,8% em relacdo a testemunha agua. A combinagdo B.
subtilis UFLA285 + P. lentimorbus MEN2 e B. subtilis UFLA285,
isoladamente, se destacou com o maior nivel de controle do mofo-branco em
relagdo a testemunha agua, sendo significativamente superior ao tratamento com

fungicidas. (Tabela 3).

5.2 Controle da podriddo-das macés em campo de producéo de algodéo
Plantas de algodoeiro tratadas com os isolados bacterianos apresentaram
reducdo na incidéncia da podriddo-das macas. Todos os tratamentos testados

diferiram significativamente da testemunha &gua, pelo teste Scott-Knott

(P<0,05) (Tabela 4).
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TABELA 4 Eficiéncia de antagonistas e suas respectivas combinagdes e
fungicidas no controle da podriddo-de-magds de algoddo em

campo.

TRATAMENTOS AACPI° CO'\('OT/OF;P LE
ALB629’ 105,8 a’ 58,3
ALB629+UFLA285 111,3 a 56,1
UFLA285' 137,0 b 46,0
ALB629+MEN2+UFLA285 148,5 b 41,4
UFLA285+MEN2 153,6 b 39,4
MEN2? 169,7 b 33,1
FUNG* 176,8 b 30,3
ALB629+MEN2 206,0 c 18,8
AGUA 253,6 d -

CV (%) 12,6

'UFLA285: Bacillus subtilis: “MEN2: Paenibacillus lentimorbus; *ALB629: Bacillus
subtilis; *FUNG: pyraclostrobin; *AACPI: Area abaixo da curva de progresso da
incidéncia; “Porcentagem de controle da doenga em relagdo a testemunha inoculada.
"Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

O controle da podridio-das-magas, proporcionado pelos isolados
antagonistas, variou de 18,8% a 58,3%. As maiores redugoes da AACPI da
doenga em relagdo a testemunha agua foram proporcionadas pelo isolado B.
subtilis ALB629 (58,3%) e pela combinagdo B. subtilis ALB629 + B. subtilis

UFLA285 (56,1%), sendo estatisticamente superior ao tratamento fungicida,
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utilizado como padrao da fazendo no manejo quimico de doengas do algodoeiro

(Tabela 4).

5.3 Controle da mancha-de-alternaria em campo de producéo de algodao
No controle da mancha-de-alternaria, todos os tratamentos promoveram
a reducdo da severidade da doenga, diferindo significativamente da testemunha,

exceto a combinacdo com os trés isolados (Tabela 5).

TABELA 5 Eficiéncia de antagonistas e suas respectivas combinagdes e
fungicidas no controle da mancha-de-alternaria em campo de

producido de algodao.

TRATAMENTOS AACPI° CONTROLE (%)°
FUNG* 351 a 60,7
MEN2? 490 b 45,1
ALB629°+UFLA285' 563 ¢ 37,0
ALB629 69,8 4 21,8
ALB629+MEN2 723 4 19,0
UFLA285 764 ( 14,4
UFLA285+MEN2 81,6 ¢ 8,6
AGUA 89,3 £ -
ALB629+MEN2+ UFLA285 1246 ¢ -

CV (%) 5,5

'UFLA285: Bacillus subtilis: "MEN2: Paenibacillus lentimorbus; *ALB629: Bacillus
subtilis; “FUNG: pyraclostrobin; ’AACPI: Area abaixo da curva de progresso da
incidéncia; “Porcentagem de controle da doenga em relagdo a testemunha inoculada.
"Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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O tratamento de maior eficiéncia no controle da doenga foi
proporcionado pelos fungicidas aplicado no manejo de doencas da fazenda
(Tabela 2), com 60,7% de controle. Dentre os isolados, os melhores controles
foram proporcionados por P. lentimorbus MEN2 e pela combinagao B. subtilis
ALB629 + B. subtilis UFLA285 com 45,1% e 37% de redugéo da incidéncia da

mancha-de-alternaria, respectivamente (Tabela 5).
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6 DISCUSSAO

Medeiros (2009) testou os isolados antagonistas utilizados neste
trabalho, porém, via tratamento de sementes visando ao controle do tombamento
causado por Cgc e da mancha-angular, causada por Xam, ambos patdgenos
transmitidos por sementes. Os isolados B. subtilis UFLA285 ¢ P.lentimorbus
MEN?2 promoveram a redugdo dos sintomas de tombamento em 45% e 56%,
respectivamente, em relagdo a testemunha. Para o controle da mancha-angular,
os mesmos isolados reduziram a severidade da doenca em 26% e 76% em
relacdo a testemunha inoculada com o patdégeno. Medeiros (2009) também
verificou a eficiéncia de B. subtilis UFLA285 na reducdo do tombamento de
plantulas de algoddo, causado por Rhizoctonia solani AG4, tendo a resposta de
controle ocorrido quando as plantas foram inoculadas aos nove dias apds o
plantio (DAP). Estudos da regulacdo génica na interagdo planta-patogeno-
antagonista, utilizando a técnica de microarranjo, revelou alteracdo de 246
genes, dentre os quais os relacionados a rota de indugéo de resisténcia sistémica
via jasmonato/etileno ¢ a sintese de prolina e aquaporina, respostas relacionadas
a osmorregulagdo. A aquaporina foi superexpressa em plantas tratadas com o
antagonista ¢ ndo submetidas a nenhum estresse e subexpressa em plantas
infectadas com o patdégeno (Medeiros, 2009).

Os antagonistas utilizados neste estudo controlaram o mofo-branco,
causado por Sclerotinia sclerotiorum. Os controles mais eficazes ocorreram com
0 uso da combinagdo B. subtilis UFLA285 + P. lentimorbus MEN2, B. subtilis
ALB629 + B. subtilis UFLA285 e B. subtilis UFLA285, isoladamente, com
redugdo da AACPI do mofo-branco variando de 63,6% a 81,8% em relacdo a
testemunha agua. O tratamento com fungicidas reduziu a AACPI em 45,5% em
relacdo a testemunha. No Brasil, ndo ha registro, no MAPA, de produto para o
controle de mofo-branco na cultura do algodoeiro (Sistema de Agrotdxicos

Fitossanitarios-AGROFIT, 2009), o que impede sua recomendacdo. No entanto,
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agricultores utilizam os produtos recomendados para controle do mofo-branco
em soja, como os fungicidas benzimidazois (tiofanato metilico) e
feniloiridinlaminas (fluazinam). O controle bioldégico com Trichoderma spp.
também ¢ utilizado, entretanto, os fungicidas citados inibem o antagonista
fungico. Portanto, somando-se este fato a alta eficiéncia de controle da doenga,
constata-se que os antagonistas bacterianos testados possuem grande potencial
para serem utilizados no manejo integrado do mofo-branco na cultura do
algoddo. Outra vantagem da utilizagdo desses isolados no controle do mofo-
branco ¢ a reducdo de indculo para as proximas safras, visto que o patdogeno
produz estruturas de resisténcia que permanecem depositadas no solo.

O maior controle da mancha-de-alternaria, 60,7%, foi proporcionado
pelo tratamento com fungicidas. Entretanto, o tratamento com P. lentimorbus
MEN?2, bem como a combinagdo B. subtilis ALB629 + B. subtilis UFLA285,
promoveu 45,1% e 37% de reducgdo da incidéncia da doenca, respectivamente.
Como tatica de manejo da mancha-de-alternaria, recomenda-se o uso de
cultivares resistentes, como, por exemplo, a ‘CNPA 7H’, além do controle
quimico (Suassuna & Coutinho, 2007). Aliada a essas taticas, a aplica¢do desses
isolados bacterianos surge como uma alternativa adicional para o manejo da
mancha-de-alternaria em algodoeiro.

O uso de bactérias endosporogénicas no controle de doengas fungicas em
campo de produgdo de algoddo também gerou sucesso na reducdo da incidéncia
da podriddo-das magds. Todos os tratamentos testados diferiram
significativamente da testemunha agua, exceto a combinagdo B. subtilis ALB629
+ P. lentimorbus, com controle da doenga variando de 18,8% a 58,3%. Juliatti et
al. (2001), utilizando combinag¢des de fungicidas com ASM para o controle de
doengas fingicas do algodoeiro, verificaram a reducgdo da incidéncia da podridao
de magas. Portanto, a aplicacdo de fungicidas reduz a pressdo de inoculo de

microrganismos oportunistas que podem colonizar ferimentos causados por
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insetos (bicudo e percevejos). A mesma situagdo pode ser estendida ao controle
de doencas do algodoeiro pelas bactérias endosporogénicas, em que O0s
antagonistas reduzem a popula¢do de microrganismos oportunistas causadores
da podriddo-das-macds em caso de ferimentos e microclima favoravel ao
desenvolvimento da doenga no baixeiro de plantas.

De acordo com Guthrie et al. (1994), compostos fendlicos relacionados a
producdo de antocianina tém sido indicados como responsaveis pela inibi¢ao do
crescimento fingico em tecidos de plantas de algoddo. Portanto, a utilizacdo de
microrganismos que induzem a sintese desses compostos ¢ bem-vinda, pois
podem proporcionar o aumento da resisténcia do algodoeiro a doengas fiingicas.
Devi & Reddy (2002) observaram que plantas de amendoim na presenca de
micorrizas e rizobios tiveram um aumento no acimulo de compostos fenolicos.
Em outro estudo, Zdor & Anderson (1992) verificaram a acumulagdo de
compostos fenolicos e fitoalexinas em cotilédones de feijao tratado com um
isolado de Pseudomonas putida produtor de HCN. Portanto, as bactérias
benéficas utilizadas neste estudo para o controle de doengas do algodoeiro
podem estar relacionadas com o mecanismo de agdo citado anteriormente para o
controle de doengas.

Essa capacidade de controle de doengas proporcionada pelos isolados
estudados também foi observada via tratamento de sementes de algoddo para o
controle do tombamento (C. gossypii var. cephalosporioides e Rhizoctonia
solani) e mancha-angular (X. axonopodis pv. malvacearum) (Ferro et al., 2008;
Medeiros et al., 2008; Medeiros, 2009). No controle de doencas do feijoeiro, os
mesmos isolados bacterianos aplicados via tratamento de sementes foram
eficientes na redu¢do da severidade da murcha-de-curtobacterium (Martins et al.,
2008) e crestamento bacteriano comum do feijoeiro (Zanotto et al., 2008).

Portanto, os isolados testados B. subtilis UFLA285, ALB629 ¢ P.

lentimorbus MEN2 possuem amplo espectro de agéo.
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7 CONCLUSOES

1) Todos os isolados testados foram eficazes para o controle do mofo-
branco, mancha-de-alternaria e podriddo-das macas do algodoeiro,
sugerindo um amplo espectro de acdo contra fitopatogenos.

2) Bacillus subtillis UFLA285 e a combinagdo de B. subtillis UFLA285 +
Paenibacillus lentimorbus MEN2 proporcionaram o maior controle do
mofo-branco em algodoeiro.

3) Bacillus subtillis ALB629 ¢ a combinagdo de B. subtillis ALB629 + B.
subtillis UFLA285 proporcionaram o maior controle da podriddo-das
macas em algodoeiro.

4) Paenibacillus lentimorbus MEN2 proporcionou maior controle da
manha-de-alternaria do algodoeiro, dentre os isolados avaliados.

5) Nao houve efeito aditivo das misturas de isolados para o controle das

doengas do algodoeiro avaliadas em condigdes de campo.
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CAPITULO 3

Métodos de aplicacdo de bactérias endosporogénicas no controle da

ramulose, mancha-angular e podriddo-das-macés do algodoeiro
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1 RESUMO

Isolados de bactérias endoesporegénicas foram previamente selecionados
para o controle do tombamento e da mancha-angular do algodoeiro via
tratamento de sementes infectadas. Uma vez observado o potencial desses
isolados no controle de doencas causadas por patdgenos transmitidos por
sementes, o presente trabalho objetivou avaliar métodos de aplicagdo desses
antagonistas no controle da mancha-angular (Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum) e ramulose (Colletotrichum gossypium var. cephalosporioides)
em casa de vegetagdo e ramulose e podriddo-das-macgads em condigdes de campo.
Para os ensaios de casa de vegetagdo, realizaram-se trés aplicagdes dos isolados
antagonistas. Dentre os métodos de aplicagdo dos antagonistas, realizaram-se o
tratamento de sementes + pulverizagdo foliar semanal, tratamento de sementes +
suplementacdo do substrato semanalmente e apenas pulverizacao foliar semanal.
Avaliaram-se a incidéncia para ramulose e severidade para mancha-angular aos
7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inoculagdo. No ensaio de campo, os tratamentos
consistiram na aplicacdo dos antagonistas e suas respectivas combinagdes via
tratamento de sementes e pulverizagdes. As pulverizages iniciaram-se aos 30
dias ap6s o plantio, acompanhando o intervalo das avaliagdes de doengas. Todos
os isolados avaliados foram eficazes no controle da mancha-angular, ramulose e
podriddo-das magds do algodoeiro. Em ensaios de casa de vegetacdo, todos os
métodos de aplicagdo dos antagonistas foram eficazes no controle da mancha-
angular do algodoeiro. ASM e Bacillus spp. UFLA401 ndo diferiram quanto ao
método de aplicacdo no controle da ramulose, proporcionando controle médio de
68,5% e 56,6%, respectivamente. Nos ensaios de campo, o melhor método de
aplicacdo dos antagonistas foi o tratamento de sementes + duas pulverizagdes,
com o controle da ramulose variando de 26,8% a 56,6% e Bacillus subtilis
UFLAZ285 nao diferiu quanto ao método de aplicacdo e ao numero de aplicagio,
com controle médio de 67,4% da podriddo-das-magas.

Palavras-chaves: Bacillus spp.; Gossypium hirsutum; Controle biologico
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2 ABSTRACT

Sporogenic bacterial isolates were previously selected for the control of
damping off and cotton bacterial blight through treatment of infected seeds. As
noted the potential of these isolates in the control of diseases caused by
pathogens transmitted by seed, this study aimed to evaluate methods of
application of these antagonists in the control of cotton bacterial blight
(Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum) and ramulosis (Colletotrichum
gossypium var. cephalosporioides) in greenhouse and ramulosis and boll rot in
the field. For the trials from greenhouse were realized three applications of
antagonistic isolates. Among the methods of application of the antagonists, there
was seed treatment + foliar spray weekly, seed treatment and supplementation of
the substrate every week and just spray weekly. We evaluated the incidence to
ramulosis and severity to cotton bacterial blight to 7, 14, 21 and 28 days after
inoculation. In the field trial, the treatments consisted of application of the
antagonists and their combination as seed treatment and spraying. The spraying
began at 30 days after planting, following the range of evaluations of disease.
All isolates were effective in the control of bacterial blight, ramulosis and boll
rot in cotton. In greenhouse, all methods of antagonist application s were
effective in controlling cotton bacterial blight, ASM and Bacillus spp. UFLA401
did not differ in the method of application in the control of ramulosis, providing
control average of 68.5 and 56.6%, respectively. In field trials, the best method
of application of the antagonists was the seed treatment + 2 sprays in control of
ramulosis ranged from 26.8 to 56.6%, and Bacillus subtilis UFLA285 did not
differ in the method of application and number application, with average control
of 67.4% of the boll rot.

Key words: Bacillus spp.; Gossypium hirsutum; Biocontrol
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3 INTRODUCAO

A cotonicultura é, hoje, uma das areas em que mais se investe em
tecnologia. As inovagodes tecnologicas criaram um novo modelo produtivo, com
extensas areas de plantio ¢ mecanizagdo da lavoura desde o plantio até a
colheita. A implantacdo da lei de protecdo de cultivares contribuiu para o
aumento de investimentos em qualidade de fibra, melhorando o produto interno
¢ a articulacdo com o comércio exterior. Além disso, ocorreram o fortalecimento
e o crescimento da industria téxtil no pais. Acompanhando toda a revolucao
tecnologica, novas doengas e, até mesmo, aquelas ja conhecidas e que ndo eram
prejudiciais no passado, manifestam-se, trazendo grandes desafios a produgao
(Penna, 2000).

A ramulose ¢ frequentemente observada em campos de produgdo
associada a perdas quantitativas na cultura do algodoeiro (Cassetari Neto &
Machado, 2005). Possui como agente etiologico o fungo Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides, o qual pode ser transmitido por sementes (Goulart,
2005), além de sobreviver nos restos de cultura (Aragjo, 2008a). Uma vez
introduzida na area, sob condi¢Ges favoraveis ao seu progresso, a doenca ¢
rapidamente transmitida as plantas vizinhas, que apresentam, inicialmente,
lesGes necroéticas que evoluem para perfuragcdes no limbo em forma de estrela.
Com o progresso da doenca, o fungo causa encurtamento de internddios e
envassouramento, inviabilizando a producdo da planta infectada com perdas de
producdo variando de 38% a 75%, em fun¢do das condi¢des ambientais, das
variedades e das técnicas utilizadas no manejo (Cassetari Neto & Machado,
2005).

A podridao-das-magas € outra importante doenga encontrada nos campos
de produgao de algodao. Ocorre, principalmente, no cerrado, onde o periodo de

maior precipitagdo pluviométrica coincide com o de formacdo das magds do
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baixeiro das plantas (Aratijo, 2008b), além da utilizagdo de plantios adensados.
A podriddo-das-magds ¢é causada por um complexo de microrganismos
oportunistas que colonizam sintomas causados por patdgenos primarios. Alguns
insetos, como o bicudo (Anthonomus grandis) e o percevejo (Dysdercus spp.),
também provocam portas de entrada para esses microrganismos (Araujo,
2008Db).

Para o controle da podridao-das-macas, estudos foram realizados com o
uso de ASM (Juliatti et al., 2001), além da sele¢do de cultivares resistentes
(Lawrence et al., 2008; Ballaminut, 2009). Pesquisas revelaram que a resisténcia
de cultivares a podridao-das-magds estd relacionada a arquitetura das plantas
(Jones, 1982; Soomro et al., 2000) e ao espagamento entre linhas, o que favorece
a aeracdo e a incidéncia de raios solares.

A mancha-angular do algodoeiro ¢ uma importante bacteriose que tem
como agente etiologico Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam), a
qual pode ser transmitida via sementes contaminadas, ocorrendo de forma
generalizada sobre a cultura no cerrado brasileiro (Chitarra et al., 2005). A
disseminagcdo do patéogeno na lavoura ocorre pelos respingos de agua
acompanhados de ventos fortes (Miranda & Suassuna, 2004), podendo ser
responsavel por grandes danos economicos, devido a sua rapida disseminagdo e
dificil controle (Chitarra et al., 2005). E potencialmente destrutiva em condigdes
ambientais favoraveis a infecgdo e a disseminagdo (alta umidade relativa do ar,
precipitacdo pluviométrica e altas temperaturas), levando a perdas significativas
na produgdo (Miranda & Suassuna, 2004). Os sintomas em folhas de algodao,
ap6s a colonizacdo pela fitobactéria, sdo lesdes angulares, delimitadas pelas
nervuras secunddrias e tercidrias, inicialmente de aspecto imido (encharcado) de
coloragdo verde e oleosa, tornando-se, posteriormente, parda e necrosada
(Miranda & Suassuna, 2004). O patéogeno também pode ser encontrado nas

magcas, causando manchas de coloragdo verde e de aspecto oleoso, deprimidas na
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parte central e que, geralmente, sdo colonizadas por fungos causadores de
podridoes (Cia, 1977; lamamoto, 2003; Aratjo, 2008a). Em cultivares
suscetiveis, observam-se lesdes necroticas nos peciolos das folhas, no pedunculo
das magcas e na haste principal das plantas infectadas com o patogeno (Juliatti &
Polizel, 2003; Chitarra, 2005). Recentemente, observou-se, no estado de Sao
Paulo, uma nova sintomatologia causada por Xam, denominada de crestamento
foliar, pois, geralmente, ¢ acompanhada de halo clorético, além de sintomas em
forma de “V” invertido a partir dos bordos foliares (Malavolta et al., 2008).

O biocontrole de doengas do algodoeiro vem sendo estudado (Arya &
Parashar, 2002; Ishida et al., 2008a; Medeiros, 2009) com resultados
promissores. Medeiros (2009) selecionou 2 dentre 368 isolados bacterianos
formadores de enddsporos provenientes de solo rizosférico e endofiticos de
raizes de algodoeiro das principais regioes produtoras de algoddo do Brasil, além
de outros isolados provenientes de centros de pesquisas (Medeiros et al., 2008;
Medeiros, 2009). Os isolados selecionados como os mais eficientes para o
controle do tombamento e da mancha-angular via tratamento de sementes
infectadas foram Paenibacillus lentimorbus MEN2 (Universidade Federal Rural
de Recife, Recife, PE — Rosa Mariano) ¢ Bacillus subtilis UFLA285
(Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG — Ricardo Souza), em casa de
vegetacdo. Posteriormente, esses isolados foram testados para o controle do
tombamento via tratamento de sementes em campo comercial de produgdo de
algoddo, sendo significativamente superiores ao controle agua e, até mesmo, ao
fungicida. Uma vez observado o potencial desses isolados no controle de
doencas causadas por patdgenos transmitidos por sementes, o presente trabalho
foi realizado com o objetivo de avaliar métodos de aplicacao desses antagonistas
e de Bacillus spp. UFLA401 (Ferro et al., 2008) no controle da mancha-angular
e ramulose em casa de vegetacdo, ramulose e podridao-das-magas do algodoeiro,

em condi¢des de campo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem, preservacao e producéo de inéculo
Isolados de Bacillus spp.

Os isolados selecionados por Medeiros (2009) como os mais eficientes
para o controle do tombamento ¢ mancha-angular via tratamento de sementes
infectadas foram utilizados neste estudo visando ao controle de doencas da parte
aérea do algodoeiro. Os antagonistas selecionados foram Paenibacillus
lentimorbus MEN2 (Universidade Federal Rural de Recife, Recife, PE — Rosa
Mariano), Bacillus subtilis UFLA285 e Bacillus spp. UFLA401 (Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG — Ricardo Souza).

A cada ensaio e em suas épocas de aplicagdo, os isolados preservados em
peptona glicerol a -80°C (Lazo & Gabriel, 1987) foram transferidos para o meio
de cultura agar nutriente pelo método de estrias paralelas e incubados, por 48
horas, a 28°C. Apds o periodo de incubagdo, as células foram colhidas da
superficie do meio e transferidas para meio caldo-nutriente e cultivado, por 48
horas, em mesa agitadora orbital, a 150 rpm, ¢ a 28°C. Em seguida, a
concentragio de endosporos foi ajustada em cdmara de Neubauer a 10°
células/mL para tratamento de sementes e aplicagdes foliares ou irrigagdo do

substrato.

Pat6genos

O isolado de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (Cgc),
obtido da micoteca do Laboratoério de Patologia de Sementes (DFP-UFLA), foi
cultivado em meio batata dextrose agar (BDA) e incubado, a 25°C, por 10 dias.
Em seguida, foi preparada uma suspensdo de conidios em solu¢do salina
(0,85%) e ajustada em cAmara de Neubauer, na concentragdo de 10° conidios/mL

para inoculagdo em plantas de algodao sob condi¢des de casa de vegetacao.
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O isolado de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam) IB1153
¢é proveniente da coleg¢do de fitobactérias do Instituto Bioldgico de Campinas,
SP. Para uso experimental, IB1153, preservado em peptona glicerol, a -80°C
(Lazo & Gabriel, 1987) e em folhas herborizadas no Laboratorio de
Bacteriologia DFP/UFLA, foi repicado para meio 523 (Kado & Heskett, 1970),
pelo método de estrias paralelas e incubado, por 48 horas, a 28°C. Em seguida,
foi transferido para meio 523 liquido e levou-se a mesa orbital agitadora, a 100
rpm, por 24 horas, a 28°C. Posteriormente, 100 pL da suspensdo foram
pipetados em meio 523, espalhados com alg¢a de Drigalsky estéril e incubados,
por 48 horas, a 28°C. Em seguida, preparou-se a suspensdo bacteriana em
solugdo salina (0,85%), ajustando-se & concentragio de 10° ufc/mL em
espectrofotometro de luz (Asy = 0,7) para inoculagdo em plantas de algodao sob

condi¢des de casa de vegetagao.

4.2 Bacillus spp. no controle da ramulose e mancha-angular sob condigdes
de casa de vegetacéo

Os isolados de Bacillus spp. e Paenibacillus lentimorbus, descritos
anteriormente, foram testados em ensaios por dois anos consecutivos (2008 e
2009), em condigdes de casa de vegetagdo, para o controle da ramulose e da
mancha-angular do algodoeiro. Os ensaios foram realizados em casa de
vegetacdo da Universidade Federal de Lavras, DFP/UFLA, em Lavras, MG,
Brasil (915 m altitude, 21°13°34”’S ¢ 44°58°31°°0).
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Meétodos de aplicacédo dos antagonistas

Para os ensaios de casa de vegetagdo, realizaram-se trés aplica¢des dos
isolados antagonistas, independentemente do método de aplicagdo. A primeira
aplicag@o ocorreu aos sete dias antes da inoculagdo; a segunda, um dia apos a
inoculagdo e a terceira, aos sete dias apds a inoculagdo do patéogeno. Dentre os
métodos de aplicagdo dos antagonistas, realizaram-se a pulverizagdo semanal da
parte aérea das plantas, o tratamento de sementes antes da semeadura e a
pulverizagdo semanal da parte aérea das plantas, além do tratamento de sementes
¢ suplementacdo do substrato semanalmente, visando avaliar a reducgdo da

doenga por uma possivel indugao de resisténcia.

Controle da ramulose do algodoeiro

Em todos os ensaios realizados para o controle da ramulose, utilizou-se a
cultivar Deltaopal, considerada muito suscetivel (Cia & Salgado, 2005). As
sementes foram microbiolizadas com os antagonistas citados anteriormente, na
dosagem de 2 mlL/g de semente previamente desinfestada (NaClO 2% a 2
minutos), secas ao ar a temperatura ambiente por 12 horas e, em seguida,
semeadas em vasos de 5 litros contendo substrato comercial Plantmax®. Assim
que as plantas atingiram o estadio de primeira folha definitiva expandida (21
dias apés o plantio e 7 dias antes da inoculagdo de Cgc), os antagonistas foram
pulverizados semanalmente na parte aérea até o escorrimento ou aplicados no
substrato (5SmL/planta), totalizando trés aplicagdes. Como testemunha de
controle da ramulose, utilizou-se o fungicida pyraclostrobin (3mL i.a./L),
aplicado uma semana antes ¢ apos a inoculagdo de Cgc nas plantas. Também
foram utilizadas as testemunhas acibenzolar-S-metil (7,5g i.a/100L agua) e agua,
acompanhando as épocas e os intervalos de aplicacdo dos antagonistas descritos

anteriormente.
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A inoculag@o de Cgc foi realizada aos 7 dias apods a primeira aplicagdo
dos tratamentos, referente a 28 dias apds emergéncia (DAE), pela pulverizacdo
das plantas até escorrimento com uma suspensdo de a 10° conidios/mL. Essa
época de inoculagdo refere-se ao estadio V2, estadio fenologico mais apropriado
para a inoculagdo de Cgc em plantas de algodao (Barrocas et al., 2009). Fez-se
camara umida das plantas 24 horas apds a inoculacdo. As plantas foram
avaliadas quanto a incidéncia de lesdes em folhas aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a

inoculagdo do patégeno.

Controle da mancha-angular do algodoeiro

Nos ensaios realizados para verificar o controle da mancha-angular por
meio da utilizagdo de isolados bacterianos endosporogénicos, utilizou-se a
cultivar Acala 90, considerada muito suscetivel a bacteriose. As sementes foram
microbiolizadas com os antagonistas citados anteriormente na dosagem de 2
mL/g de sementes previamente desinfestadas (NaClO 2% a 2 min), secas ao ar a
temperatura ambiente, por 12 horas e, em seguida, semeadas em vasos de 5 litros
contendo substrato comercial Plantmax®. Assim que as plantas atingiram o
estadio de primeira folha definitiva expandida (21 dias apo6s o plantio e 7 dias
antes da inoculagdo de Xam), os antagonistas foram pulverizados semanalmente
na parte aérea até o escorrimento ou aplicados no substrato (SmL/planta),
totalizando trés aplicagdes. Como testemunha de controle da mancha-angular,
utilizou-se oxicloreto de cobre (2g/mL) aplicado uma semana antes ¢ apés a
inoculacdo de Xam. Também foram utilizadas as testemunhas acibenzolar-S-
metil (7,5g 1.a/100L agua) e agua, acompanhando as épocas ¢ os intervalos de
aplicacdo dos antagonistas.

A inoculacdo de Xam também foi realizada aos 7 dias apds a primeira
aplicacdo dos tratamentos (28 DAP) pela pulverizagdo das plantas até

. - 8 N , .
escorrimento com uma suspensdo de a 10° ufc/mL. Fez-se camara umida das
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plantas 24 horas antes e 24 horas ap6s a inoculagdo. As plantas foram avaliadas
quanto a severidade da mancha-angular aos 7, 14, 21 ¢ 28 dias ap6s a inoculagdo
de Xam, de acordo com a escala de Sidhu & Webster (1977) adaptada por Ishida
(2004), em que 0 = 0% de area foliar lesionada; 1 = de 1% a 25% de area foliar
lesionada; 2 = de 26% a 50% de area foliar lesionada; 3 = de 51% a 75% de area

foliar lesionada e 4 = acima de 76% de area foliar lesionada.

Promocao de crescimento

Avaliou-se o peso da matéria seca, sendo esta relacionada a promogao de
crescimento de plantas. Apoés a tultima avaliacdo da severidade da doenca, as
partes areas das plantas foram coletadas e acondicionadas em estufa com
circulagdo de ar quente para secagem do material até o peso constante. As

médias de peso seco foram comparadas a testemunha inoculada com o patégeno.

4.3 Bacillus spp. no controle da ramulose e da podridao-das-magés do
algodoeiro, em condicGes de campo

Os isolados de Bacillus subtilis e Paenibacillus lentimorbus, avaliados
em condi¢cdes de casa de vegetacdo para o controle da ramulose e mancha-
angular do algodoeiro, foram levados para condicdes de campo em area
comercial de produgio de algoddo, a fim de avaliar seu efeito sobre a ramulose e
a podriddo-de-magds, ocorridas na safra 2008/2009. O ensaio situou-se na
Fazenda Farroupilha, municipio de Presidente Olegario, MG, Brasil (987m
altitude, 18°05°21”S e 46°29°16”0). O solo da area experimental ¢ um
Latossolo Vermelho-Escuro, tendo a corre¢ao do solo, a adubagdo no plantio e a
cobertura sido realizadas de acordo com os resultados da analise quimica e fisica
do solo para a necessidade da cultura. O plantio foi realizado em dezembro de

2008 e o ensaio conduzido até a colheita, em agosto de 2009.
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Quanto a forma de aplicagdo dos antagonistas, realizaram-se dois
métodos de aplicagdo para cada isolado testado. O primeiro método de aplicacdo
consistiu somente na aplicagdo do antagonista via tratamento de sementes, como
descrito anteriormente. Ja o segundo método de aplicagdo consistiu no
tratamento de sementes e na pulverizagdo da parte aérea, tendo sido avaliado o
numero de aplicagdes dos antagonistas no controle das doengas do algodoeiro.
Os intervalos das pulverizagdes foram de 30 dias.

Os isolados de Bacillus spp. foram multiplicados como descrito
anteriormente e utilizados separadamente ¢ em combinagdes, para o tratamento
de sementes. Esse tratamento consistiu na aplicagdo da suspensdo bacteriana
(10® endésporos/mL), na dosagem de 1,2 L/100 kg de sementes e demais
agroquimicos utilizados para o tratamento padrao da fazenda, exceto fungicidas.
Durante o plantio, todas as parcelas do ensaio foram tratadas no sulco de plantio
com carbofurano (Furadan 350 SC; 1L p.c./ha) e espalhante adesivo (SAG
0,015L), com vazio de 30L/ha.

Utilizou-se a cultivar Deltaopal, tendo o tratamento de sementes padrao
da propriedade se baseado na aplicacdo de carbofurano (Furadan; 1,5L p.c./100
kg de sementes), thiamethoxam (Cruiser 600FS; 600mL p.c./100 kg semente),
dietil-fosforotioato (Permit 500 DS; 1,2 Kg p.c./100 kg de semente), fludioxonil-
metalaxil-M (Maxim XL; 100 mL p.c./100 kg de sementes), carboxina—tiram
(Vitavax, 800 mL p.c./100 kg de sementes) e cola (acetato de polivinila PVA
150mL/100 kg semente). A testemunha agua consistiu na aplicagdo via
tratamento de sementes de todos agroquimicos utilizados no tratamento padrdo
da fazenda, exceto os fungicidas.

As plantas foram avaliadas quanto a incidéncia da ramulose e de
podriddo-das-mag¢as. Amostraram-se, aleatoriamente, 10 plantas por linha (1
planta/m) em cada avaliagdo de doencas, totalizando 30 plantas (3 linhas) por

parcela 1til. A avaliagdo da incidéncia da ramulose consistiu na observagao de
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sintomas tipicos da doenca em folhas presentes nos dois ultimos entrends
superiores da haste principal da planta de algoddo. Quanto a avaliagdo da
podriddo-das-magcas, quantificaram-se a incidéncia de macas podres do baixeiro
da planta ¢ o numero total de macds por planta avaliada, sendo calculada a
porcentagem de magas podres.

A pulverizagdo, tanto das suspensdes dos antagonistas quanto de outros
agroquimicos utilizados para o manejo de pragas, foi realizada por atomizador
de CO; acoplado com bicos do tipo cone vazio J4-2 e a pressdo de trabalho
constante de 30 Ib/pol’, gerando uma vazdo de 200 L/ha.

Ao término do ensaio, foi avaliada a produtividade de algodao em caroco
em kg/tratamento e extrapolado para arroba/ha, de acordo com o espagamento
entre linhas utilizado. Também foram realizadas amostragens da producao de
cada parcela e enviadas para o Centro Nacional de Pesquisa em Algoddo —
Embrapa Algodao (Campina Grande, PB, Brasil) para a analise da qualidade das

caracteristicas fisicas da fibra de algodao.

4.4 Delineamento, tamanho das parcelas e andlise estatistica
Ensaios de casa de vegetacéo

O delineamento experimental para os ensaios de casa de vegetagdo foi
em blocos ao acaso, em esquema fatorial 4x3+3, sendo 3 isolados de Bacillus
spp. € ASM x 3 métodos de aplicagdo + 3 testemunhas (testemunha absoluta,
testemunha inoculada e pyraclostrobin ou oxicloreto de cobre), com 4 repeticdes
por tratamento, tendo cada repeticdo sido representada por 2 plantas/vaso. Para
os ensaios de controle da ramulose, utilizou-se a testemunha controle
pyraclostrobin e, a partir dos dados de incidéncia da doenca em folhas, foi
calculada a porcentagem média de folhas com lesdes por repeticdo para,
posteriormente, calcular a drea abaixo da curva de progresso da incidéncia da

doenga (AACPI) (Shaner & Finney, 1977).
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Quanto aos ensaios de controle da mancha-angular, os dados de
severidade da doenga foram transformados de acordo com o indice de
McKinney (1923) para calculo da area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS) (Shaner & Finney, 1977). Os dados de AACPI e AACPS,
referentes ao controle da ramulose e de mancha-angular, respectivamente, foram
submetidos a analise de variancia separadamente. As médias dos isolados e de
ASM foram desdobradas dentro de tratamentos e métodos de aplicagdo e
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05), utilizando o software SISVAR
(Ferreira, 2000). As médias das testemunhas utilizadas nos ensaios foram
comparadas pelo teste de Dunnetts (P<0,001), com os demais tratamentos

utilizando o software SAS.

Ensaio de campo

O delineamento experimental para o ensaio de campo foi em blocos ao
acaso em esquema fatorial 4x3+3, sendo 3 isolados de Bacillus spp. e 1
combinagdo de isolados de Bacillus spp. x 3 métodos de aplicagdo + 1
testemunha agua com 4 repeti¢des por tratamento, tendo cada repeti¢do sido
representada por uma unidade experimental ou parcela. O tamanho das parcelas
foi de 12 m de comprimento por 4,5 m de largura (5 linhas), com 8 sementes/m ¢
espacamento entre linhas de 0,45 m. Cada parcela util constituiu-se de 3 linhas
centrais de 10 m de comprimento.

A porcentagem de incidéncia de cada doenca avaliada neste ensaio
(ramulose e podridao-das-magas) foi utilizada para o calculo da AACPI proposta
por Shaner & Finney (1977). Estes dados foram submetidos a andlise de
variancia separadamente. As médias das variaveis foram desdobradas dentro de
tratamentos e métodos de aplicacdo e comparadas, pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade, utilizando o software SISVAR (Ferreira, 2000). As médias das
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testemunhas utilizadas nos ensaios foram comparados pelo teste de Dunnetts

(P<0,001), com os demais tratamentos utilizando o software SAS.

4.5 Efeito in vitro de bactérias endosporogénicas sobre Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam) e Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides (Cgc)

A potencialidade antagonistica in vitro dos isolados produtores de
endodsporos testados nos ensaios de casa de vegetacdo e campo para o controle
da mancha-angular e ramulose foi avaliada contra Xam e Cgc.

Para a avaliacdo do antagonismo de isolados de Bacillus spp. a Xam
utilizou-se o método de sobrecamada descrito por Romeiro (2007). Para tanto,
pipetou-se 1 puL da suspensdo do isolado de Bacillus sp. em dois pontos
equidistantes da placa de Petri contendo o meio agar nutriente. Ap6s periodo de
incubagdo de 24 horas, a 28°C, as placas foram invertidas e adicionou-se a
superficie interna de cada uma delas 1 mL de cloroféormio. Apos 30 minutos, as
placas foram entreabertas para a eliminagdo de residuos de cloroférmio.
Posteriormente, adicionaram-se 5 mL de meio semissélido fundente contendo
100 pL de suspensdo de Xam cultivada por 24 horas em meio 523 (Kado &
Heskett, 1970) liquido sobre o crescimento do Bacillus spp. Apos o periodo de
incubagdo de 48 horas a 28°C, as placas foram avaliadas quanto a presenca de
halo de inibigdo. Realizaram-se cinco repeti¢des para cada isolado testado.

Quanto ao teste de inibicdo de Cgc pelos isolados de Bacillus spp.,
utilizou-se o método de pareamento de colonias. Para tanto, o isolado de Cgc
utilizado nas inoculagdes de plantas nos ensaios de casa de vegetagdo foi
repicado para o centro da placa de Petri contendo meio BDA (batata, dextrose ¢
agar). Em seguida, os isolados de Bacillus spp. foram repicados em estrias de
0,5 cm para a mesma placa. Apds 7 dias de incubacdo a 25°C, realizaram-se as

avaliagOes quanto a presenca de halo de inibigdo. Realizaram-se cinco repetigoes
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para cada isolado testado.
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5 RESULTADOS

5.1 Controle da ramulose do algodoeiro em casa de vegetacéo

Para os métodos de aplicagdo no controle da ramulose do algodoeiro ndo
houve diferenga apenas para os tratamentos ASM e Bacillus spp. UFLA401.

No controle da ramulose por diferentes métodos de aplicagdo dos
isolados antagonistas ¢ ASM, todos os tratamentos diferiram significativamente,
pelo teste de Tukey (P<0,05%), da testemunha inoculada. O ASM manteve-se
como o mais eficaz em todos os métodos de aplicagdo, ndo diferindo
estatisticamente entre os métodos de aplicagdo, com média de 68,5% de controle
da ramulose em relacdo a testemunha inoculada com o patdégeno. Quanto a
eficiéncia dos métodos de aplicagdo de Bacillus spp. no controle da ramulose do
algodoeiro, B. subtilis UFLA285 nao diferiu significativamente do tratamento
ASM em dois métodos de aplicagdo, o de pulverizagdo (62,1%) e o tratamento
de sementes + pulverizagdo (59,2%) (Tabela 1).

Bacillus  spp. UFLA401 promoveu controle da ramulose
significativamente idéntico para todos os métodos de aplicagdo, com controle
médio de 56,6% da doenca; no método de aplicacdo tratamento de sementes +
drenching ndo houve diferenga significativa do tratramento ASM. Quanto ao
isolado Paenibacillus lentimorbus MEN2, sua maior eficiéncia de controle da
ramulose foi observada no método de aplicagdo tratamento de sementes +
pulverizagdo da parte aérea de plantas, atingindo 51,6% de controle em relagdo a
testemunha inoculada com o patégeno (Tabela 1). O fungicida pyraclostrobin,
utilizado como padrao de controle da ramulose, ndo diferiu estatisticamente da
testemunha absoluta, portanto, apresentou alto grau de prote¢do das plantas de
algoddo contra ramulose, sob condigdes de casa de vegetagao.

Quanto ao acumulo de matéria seca proporcionado pelos tratamentos

utilizados nos ensaios de controle da ramulose do algodoeiro, alguns tratamentos
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com os isolados bacterianos endosporogénicos ndo diferiram significativamente
da testemunha absoluta, tendo os maiores incrementos de matéria seca de plantas
sido proporcionados por Paenibacillus lentimorbus MEN2 (pulverizagdo), com
24,5% de aumento e Bacillus spp. UFLA401 (tratamento de sementes +

drenching), com 23,6% em relagdo a testemunha inoculada (Tabela 2)
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TABELA 1 Isolados de Bacillus spp., acibenzolar-S-metil e pyraclostrobin na redugdo da incidéncia da ramulose em algodoeiro por
diferentes métodos de aplicagdo, em casa de vegetacao.

PULVERIZACAO TS + PULVERIZACAO TS + DRENCHING

TRATAMENTOS
AACPI® CONTROLE (%)’ AACPI CONTROLE (%)  AACPI CONTROLE (%)

ASM' 462,9 a'% A'l * 66,1 3951 a A ¥ 71,0 4319 a A * 68,4
UFLA285 5173 a A * 62,1 557,5 ab A ¥ 59,2 782,7 b B * 42,7
UFLA401° 5797 ab A ¥ 57,5 6299 b A ¥ 53,9 567,6 a A * 58,4
MEN2* 7126 b A ¥ 47,8 6608 b AB * 51,6 850,6 b B * 37,7
FUNG’ 94,8 * - - - , .
TA® 50,5 * - - - - -
INOC’ 1367,0 - - - - -
CV (%) 20,13

'ASM: Acibenzolar-S-metil; “UFLA285: Bacillus subtilis; "UFLA401: Bacillus spp.; “MEN2: Paenibacillus lentimorbus; >FUNG: pyraclostrobin; °TA:
Testemunha absoluta; 'INOC: Testemunha inoculada; *Area abaixo da curva de progresso da incidéncia; ? Porcentagem de controle da doenga em relagao a
testemunha inoculada. '"Médias seguidas de mesma letra (mindscula) na mesma coluna nio diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
""Médias seguidas de mesma letra (maitscula) na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. *AACPI significativamente
diferente da testemunha inoculada, pelo teste de Dunnett (P<0,01).
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TABELA 2 Isolados de Bacillus spp., acibenzolar-S-metil e pyraclostrobin no incremento da matéria seca em plantas de algodoeiro na
presenca de Colletotrichum gossypii. var. cephalosporioides.

TRATAMENTOS

PULVERIZACAO

TS + PULVERIZACAO

TS + DRENCHING

eso'm  AVENTO pesog  AUMENTOhegpq  AUMENTO
ASM' 9,8 a'% A" - 83 a A * *x - 82 a A o -
UFLA285’ 1,6 b A 5,5 125 b A 13,6 12,7 bc A 15,5
UFLA401° 12,3 bc A 11,8 108 b AB - 136 ¢ B 23,6
MEN2* 13,7 ¢ A * 24,5 11,7 b A 6,4 110 b B 0,0
FUNG’ 16,0 *okk - - - - -
TA® 12,8 * - - - i .
INOC’ 11,0 - - - - -

CV (%) 8,3

'ASM: Acibenzolar-S-metil; “UFLA285: Bacillus subtilis; *'UFLA401: Bacillus spp.; “MEN2: Paenibacillus lentimorbus; >FUNG: Pyraclostrobin; °TA:
Testemunha absoluta; INOC: Testemunha inoculada; *Peso da matéria seca de plantas; 9Porcentagem de aumento do peso da matéria seca em relagdo a
testemunha inoculada. '°Médias seguidas de mesma letra (mintiscula) na mesma coluna nio diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
""Médias seguidas de mesma letra (maitiscula) na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. *Peso da matéria seca
significativamente diferente da testemunha inoculada, pelo teste de Dunnett (P<0,01). **Peso da matéria seca significativamente diferente testemunha
absoluta, pelo teste de Dunnett (P<0,01).



5.2 Controle da mancha-angular do algodoeiro em casa de vegetacao

Em ensaios realizados nos anos de 2008 e 2009 para controle da
mancha-angular, o isolado Bacillus subtilis UFLA285 foi o mais eficaz no
controle da bacteriose, quando aplicado via tratamento de sementes +
pulverizagdo da parte aérea, com controle de 58,6% da doenga, diferindo
estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05), dos demais tratamentos testados
para este método de aplicagdo, exceto do Bacillus spp. UFLA401, que também
obteve resultados satisfatorios de controle da mancha-angular (52%). Para o
método pulverizagao, ASM proporcionou maior controle, porém, sua eficiéncia
ndo diferiu estatisticamente dos isolados Paenibacillus lentimorbus MEN2 e
Bacillus subtilis UFLA285 (Tabela 3).

A eficiéncia de todos isolados antagonistas no controle da mancha-
angular pelo método de aplicagdo tratamento de sementes + drenching foi
significativamente inferior aos demais métodos de aplicagdo. Por este método,
apenas com o tratamento ASM obteve-se controle razoavel da doenga em
45,7%, ndo diferindo estatisticamente do método de aplicagdo tratamento de
sementes + pulverizagdo. Apesar da menor eficiéncia dos isolados para controlar
a doenca via tratamento de sementes + drenching, todos diferiram
significativamente da testemunha inoculada. Quanto ao tratamento oxicloreto de
cobre, o mesmo apresentou baixa eficiéncia de controle da mancha-angular
(34,35%), porém, superior aos tratamentos dos antagonistas via tratamento de
sementes + drenching (Tabela 3).

O actimulo de matéria seca de plantas nos ensaios para controle da
bacteriose do algodoeiro foi expressivo para alguns isolados testados. Para o
método de aplicagdo apenas por pulverizagdo, todos os isolados testados ndo
diferiram estatisticamente com a testemunha absoluta. Neste método de
aplicagdo, o isolado Bacillus subtilis UFLA285 se destacou, pois proporcionou o

maior aumento (100%) do peso da matéria seca em relacdo a testemunha
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inoculada. Para Paenibacillus lentimorbus MEN2, o método de aplicagdo ndo
interferiu estatisticamente no peso da matéria seca, além de ser estatisticamente
semelhante a testemunha absoluta, para todos os métodos de aplicacdo. Este
isolado também se destacou pelo método de aplicagdo tratamento de sementes +
pulverizagdo, com 72,5% de incremento da matéria seca de plantas em relacdo a

testemunha inoculada (Tabela 4).
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TABELA 3 Isolados de Bacillus spp., acibenzolar-S-metil e oxicloreto de cobre na redugdo da severidade da mancha-angular do algodoeiro
por diferentes métodos de aplicagao.

101

PULVERIZACAO TS + PULVERIZACAO TS + DRENCHING
TRATAMENTO AACPS? cor\g;ggoLE AACPS CON(-cIJ-/OR)OLE AACPS CON('(I)’/OR)OLE
ASM' 384,5 a'® Al x *x 53,8 462,0 b AB * ** 44,5 4522 a B * ** 45,7
MEN2? 421,1 ab A ¥ ** 49,4 4722 b A * 433 6082 b B * 27,0
UFLA285 4250 ab A ¥ 49,0 3450 a B ¥ ®* 58,6 649,1 b C * #* 22,1
UFLA401* 4693 b A ¥ 436 3993 ab A * ** 520 6495 b B * ** 220
TA’ 17,25 ko - - - - B}
oxI° 547,25 * - - - - -
INOC’ 833,5 ok - - - - -

CV (%) 8,5

'ASM: Acibenzolar-S-metil; “MEN2: Paenibacillus lentimorbus; *UFLA285: Bacillus subtilis; *UFLA401: Bacillus spp.; *TA: Testemunha absoluta;
®OXI: oxicloreto de cobre; 'INOC: testemunha inoculada; 8Area abaixo da curva de progresso da severidade; 9Porcentagem de controle da doenca em
relagdo a testemunha inoculada. '"Médias seguidas de mesma letra (mintiscula) na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade. ''Médias seguidas de mesma letra (maitiscula) na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. * AACPS
significativamente diferente da testemunha inoculada pelo teste de Dunnett (P<0,01). **AACPS significativamente diferente do oxicloreto de cobre, pelo
teste de Dunnett (P<0,01).
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TABELA 4 Isolados de Bacillus spp., acibenzolar-S-metil e pyraclostrobin no incremento da matéria seca em plantas de algodoeiro na
presenga de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum.

PULVERIZACAO

TS + PULVERIZACAO

TS + DRENCHING

TRATAMENTO

AUMENTO AUMENTO AUMENTO
PE 8 PE PE
ASM' 4,8 a'% A" *k 20,0 45 a AB ** 12,5 58 ab B * 45
MEN2? 62 b A * 55,0 69 b A * 72,5 66 b A * 65
4
UFLA401 63 b A * 57,5 53 a A ok 32,5 47 a B o 17,5
3
UFLA285 80 ¢ A * 100,0 64 b B * 60,0 54 a C 35
TA’ 6,7 * - - - - -
OXI° 6,0 * - - - - .
INOC’ 4,0 ok - - - - -

CV (%) 12,2

'ASM: Acibenzolar-S-metil; “MEN2: Paenibacillus lentimorbus; *UFLA285: Bacillus subtilis; *UFLA401: Bacillus spp.; *TA: Testemunha absoluta;
%0XI: oxicloreto de cobre; 'INOC: testemunha inoculada; *Peso da matéria seca; *Aumento do peso da matéria seca em relagdo a testemunha inoculada.
""Médias seguidas de mesma letra (mintscula) na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. ''Médias seguidas de
mesma letra (maiuscula) na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a de 5% de probabilidade. *Peso da matéria seca significativamente
diferente da testemunha inoculada, pelo teste de Dunnett (P<0,01). **Peso da matéria seca significativamente diferente testemunha absoluta, pelo teste de
Dunnett (P<0,01).



5.3 Controle da ramulose do algodoeiro em campo de producéao de algodéo

Para o controle da ramulose do algodoeiro em condi¢des de campo, os
tratamentos que proporcionaram os melhores resultados foram os tratamentos de
sementes + 2 pulverizagdes da parte aérea de plantas. Neste método de aplicacdo
destacaram-se Bacillus spp. UFLA401, P. lentimorbus MEN2 e a combinagdo
de isolados B. subtilis UFLA285 + P. lentimorbus MEN2 com controle da
ramulose variando de 56,6% a 51,2% em relagdo a testemunha (Tabela 5).

Todos os tratamentos testados para o controle da ramulose diferiram
estatisticamente da testemunha agua, exceto o isolado B. subtilis UFLA285 pelo
método de aplicagdo tratamento de sementes + 1 pulverizagdo. Quanto ao
desdobramento dos métodos de aplicacdo dos isolados antagonistas, todos
diferiram significativamente entre si, exceto para o tratamento com B. subtilis
UFLA285, que manteve o mesmo nivel de controle para as trés formas de
aplicagdo do isolado (Tabela 5).

A combinagdo de B. subtilis UFLA285 + P. lentimorbus MEN2 nao

apresentou efeito adicional de controle da ramulose.
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TABELA 5 Métodos de aplicagdo de Bacillus spp., no controle da ramulose do algoddo em campo de produgio.

TS® + 2 PULVERIZAGOES

TS + 1 PULVERIZACAO

TRATAMENTO

CONTROL

AACPI® £ AACPI CONTROLE AACPI CONTROLE
(%)’ (%) (%)
UFLA401' 12762 a® A’ 56,6 19537 a B * 33,5 23112 ¢ C 21,4
MEN2? 1290,0 a 56,1 18200 a B * 38,1 1748,7 a B 40,5
UFLA285+MEN2 14350 4 51,2 16437 a BC * 44,1 1852,5 ab B 37,0
UFLA 285° 2152,5 b 26,8 24525 b A 16,6 2219,1 bec A 24,5
AGUA* 2940,0

CV (%) 11,2

'UFLA401: Bacillus spp.; “MEN2: Paenibacillus lentimorbus; *UFLA285: Bacillus subtilis; *Agua: testemunha; °TS: Tratamento de sementes;
SAACPI: Area abaixo da curva de progresso da incidéncia; "Porcentagem de controle da doenga em relagio a testemunha inoculada. *Médias seguidas
de mesma letra (minuscula) na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. *Médias seguidas de mesma letra
(maiuscula) na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. *AACPI significativamente diferente da testemunha
inoculada, pelo teste de Dunnett (P<0,01).



5.4 Controle da podriddo-das-macas do algodoeiro em campo de producéao
de algodédo

As bactérias antagonistas utilizadas para o controle das doencas foliares
do algodoeiro também foram eficazes para o controle da podridao-das-magas,
tendo todos os isolados testados diferido estatisticamente da testemunha. Os
melhores tratamentos para o método de aplicacdo tratamento de sementes + 2
pulverizagdes dos antagonistas foram P. lentimorbus MEN2 e a combinagao de
isolados B. subtilis UFLA285 + P. lentimorbus MEN2, com 84,0% e 82,8% de
controle da podridao-das-magas, respectivamente, em relagao a testemunha. Para
o método de aplicacao tratamento de sementes + 1 pulverizagdo da parte aérea, o
melhor grupo de controle dos isolados proporcionou redugdo de até 67,1% de
incidéncia da doenca em relagdo a testemunha (Tabela 6). No desdobramento do
fator método de aplicagdo, apenas o isolado B. subtilis UFLA285 manteve-se
constante no controle da podriddo-das-magds, ndo diferindo estatisticamente
entre os métodos de aplicacio.

A combinagdo de B. subtilis UFLA285 + P. lentimorbus MEN2 nio

apresentou efeito adicional de controle da podridao-das-macas.
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TABELA 6 Métodos de aplicagdo de Bacillus spp. no controle da podriddo de magas do algodoeiro em campo de produgio.

TS® + 2 PULVERIZACOES TS + 1 PULVERIZAGAO TS

TRATAMENTO INCIDENCIA CONTROLE  INCIDENCIA  CONTROLE  INCIDENCIA CONTROLE

(%)° (%)’ (%) (%) (%) (%)
MEN2' 7,7 a® A’ % 84,0 286 b B * 41,2 355 ¢ B * 27,0
UFLA285+MEN2 83 a A * 82,8 193 a B * 60,3 236 b B * 51,4
UFLA 285” 174 b A * 64,2 174 a A * 64,2 12,7 a A * 73,9
UFLA 401° 40,1 ¢ B * 17,4 160 a A * 67,1 399 ¢ B * 17,9
AGUA* 48,6

CV (%) 15,3

'MEN2: Paenibacillus lentimorbus; “UFLA285: Bacillus subtilis; "UFLA401: Bacillus spp.; *Agua: testemunha; °TS: Tratamento de sementes;
SPorcentagem de incidéncia; "Porcentagem de controle da doenga em relagdo a testemunha inoculada. *Médias seguidas de mesma letra (mintscula) na
mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. "Médias seguidas de mesma letra (maiuscula) na mesma linha nio diferem
entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. * AACPI significativamente diferente da testemunha inoculada, pelo teste de Dunnett (P<0,01).



5.5 Produtividade dos tratamentos no ensaio de campo

Para a produtividade do algoddo avaliada em campo, ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos e a testemunha, exceto para a
combinagdo de isolados B. subtilis UFLA285 + P. lentimorbus MEN2, que
apresentou menor produtividade em relacdo aos demais. No método de aplicacao
tratamento de sementes + 2 pulverizagdes, o isolado P. lentimorbus MEN2
diferiu significativamente dos demais tratamentos para o mesmo método de

aplicagdo, com produtividade de 207,1 arrobas/ha (Tabela 7).
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TABELA 7 Produtividade de algoddo apés tratamentos com agentes bioldgicos em ensaio em campo de producdo comercial na safra

2008/2009.
TS’ + 2 PULVERIZACOES TS + 1 PULVERIZACAO TS

TRATAMENTO

Kg/ha6 @/ha Kg/ha @/ha Kg/ha @/ha
UFLA285+MEN2 20444 a7 A® * 1362 2588,1 a B 172,5 2988,1 a B 199,2
UFLA 285° 24533  a A 163,5 2496,6 a A 166,4 32355 a B 215,7
UFLA 401° 2557,7 ab A 1705 2854 a AB 1902 3176,6 a B 211,7
MEN2! 3107,7 b A 207,1 2592,1  a A 172,8 3066,6 a A 204.,4
AGUA* 2781,6 185,4
CV (%) 9,1

"MEN2: Paenibacillus lentimorbus; “UFLA285: Bacillus subtilis; "UFLA401: Bacillus spp.; *Agua: testemunha; *TS: Tratamento de sementes; *kg/ha:
Quilograma de algoddo em carogo por hectare; ‘Médias seguidas de mesma letra (mintscula) na mesma coluna nio diferem entre si, pelo teste Tukey, a
5% de probabilidade. *Médias seguidas de mesma letra (maitiscula) na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
* AACPI significativamente diferente da testemunha inoculada, pelo teste de Dunnett (P<0,01).



5.6 Efeito in vitro de bactérias endosporogénicas sobre Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

Todos os isolados bacterianos endosporogénicos testados para o controle
da mancha-angular e ramulose apresentaram inibi¢ao do crescimento in vitro dos

patogenos Xam e Cgc (Figuras 1 e 2).

ALBB29

UFLA4D1

FIGURA 1 Efeito de isolados de Bacillus
subtillis e Paenibacillus lentimorbus na inibi¢do
do crescimento in vitro de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum.

UFLAZES / \ UFLASOL
\
\

\ /
UFLA40L UFLA285

e

Testemunha

FIGURA 2 Efeito de isolados de Bacillus spp. na
inibicdo de  Colletotrichum  gossypii  var.
cephalosporioides.
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6 DISCUSSAO

Para todos os métodos de aplicacdo, os isolados antagonistas diferiram
significativamente da testemunha inoculada em todos os ensaios realizados para
o controle de ramulose, mancha-angular ¢ podridao-das-mag¢ds, mantendo
consisténcia dos resultados. In vitro, os mesmos isolados promoveram a inibi¢do
do crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum e Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides.

No controle da ramulose do algodoeiro em casa de vegetagdo, ASM
manteve-se como o mais eficaz em todos os métodos de aplicagdo, nao diferindo
estatisticamente entre os métodos de aplicagdo, com média de 68,5% de controle
da ramulose em relagdo a testemunha inoculada com o patdégeno. Em ensaio
realizado em campo, Chitarra et al. (2007) observaram mesmo nivel de controle
da ramulose utilizando ASM isolado ou em mistura com o fungicida
azoxystrobin. Entretanto, os tratamentos com maiores dosagens de ASM foram
os mais produtivos e ndo interferiram na qualidade da fibra do algoddo (Chitarra
etal., 2007).

A aplicagdo de ASM via tratamento de sementes + drenching foi eficaz
para o controle de doengas foliares do algodoeiro, sendo semelhante aos demais
métodos de aplicagdo testados. Whan et al. (2008) testaram a eficiéncia de ASM
via tratamento de sementes e pulverizagdo das plantas, quatro dias antes da
inoculagdo do patdgeno, para o controle da fusariose do algoddo. O tratamento
de sementes com ASM foi mais eficaz que a aplicagdo foliar para o controle da
fusariose, com aumento da regulacdo PR proteinas (peroxidase, quitinase e -
1,3-glucanase). Em outros experimentes, ASM aplicado via tratamento de
sementes foi mais promissor que em pulverizagdes foliares (Mondal et al., 2005;

Driessen et al., 2006).
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Para a mancha-angular, o melhor resultado observado para ASM foi de
53,8% de controle, quando aplicado via pulverizagdo foliar.

O ativador de defesa ASM induz resisténcia contra um grande espectro
de patogenos e pragas em varias espécies de plantas, como ervilha, pepino, trigo,
tomate e algodao (Gorlach et al., 1996; Dann & Deverall, 2000; Silva et al.,
2003a,b; Mondal et al., 2005).

Nao se obteve, neste trabalho, controle satisfatério da mancha-angular
aplicando-se o oxicloreto de cobre. A eficiéncia de fungicidas cupricos tem sido
variavel para o controle de bacterioses (Nascimento et al., 2000; Pereira et al.,
2000). Segundo Cassetari Neto & Machado (2009), a pulveriza¢ao de fungicidas
cupricos no controle da mancha-angular do algodoeiro reduz a severidade da
doenga e as plantas infectadas apresentam recuperagdo, talvez pelo fato de
agirem indiretamente no controle da bacteriose como nutrientes foliares, pois
ndo ha dados concretos de que o oxicloreto de cobre seja realmente efetivo no
controle da mancha-angular do algodoeiro (Chitarra, 2005; Araujo, 2008a).

Nos ensaios em casa de vegetacdo visando ao controle da ramulose do
algodoeiro, o fungicida piraclostrobin (estrubirulina) controlou a ramulose em
94,8%, ndo diferindo da testemunha absoluta. A eficiéncia do piraclostrobin no
controle da ramulose ¢ relatada em varios trabalhos. Andrade Junior & Galbieri
(2009) avaliaram o numero de aplicagdes de piraclostrobin para o controle da
ramulose em cultivar suscetivel e verificaram a necessidade de trés aplicacdes
do fungicida para manter a ramulose em niveis aceitaveis. lamamoto & Silveira
(2008) observaram, em condi¢gdes de campo, que os triazdis e as estrobilurinas
promoveram excelente controle sobre a mancha de ramularia e ramulose.

Quanto aos métodos de aplicagdo dos isolados antagonistas para o
controle da ramulose e da mancha-angular em casa de vegetacao, obtiveram-se
diferentes resultados para cada isolado. Bacillus subtilis UFLA285 proporcionou

semelhante controle da ramulose ao proporcionado pelo ASM, tanto pelo
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método de aplicagdo por pulverizagdo da parte aérea, quanto pelo tratamento de
sementes + pulverizagdo. Porém, para o controle da mancha-angular, obteve-se,
com este isolado, maior eficiéncia quando aplicado via tratamento de sementes +
pulverizagdo foliar, com 58% de controle da doenga. Em trabalhos anteriores,
Medeiros (2009) verificou a eficiéncia desse isolado para o controle de doengas
do algodoeiro transmitidas por sementes, como mancha-angular e tombamento,
além da protecdo contra Rhizoctonia solani presente no solo. Portanto, em
campo, sugerem-se a aplicagdo deste isolado via tratamento de sementes e
pulverizagdes periddicas para o controle das doengas mencionadas.

Os isolados endosporogénicos foram testados quanto ao potencial de
inducdo de resisténcia no controle da mancha-angular e ramulose pelo método
de aplicagdo tratamento de sementes + drenching. Esse método de aplicacao,
apesar de proporcionar controle da mancha-angular em relacdo a testemunha,
proporcionou baixos resultados de controle. Para o controle da ramulose,
Bacillus spp. UFLA401, pelo mesmo método de aplicagdo, proporcionou
controle satisfatorio da doenga, sendo semelhante ao do controle obtido pelo
tratamento com ASM (68,4%). O ASM aplicado via tratamento de sementes +
drenching proporcionou controle da mancha-angular duas vezes superior aos
isolados antagonistas testados. Ishida et al. (2008b) avaliaram o potencial de
rizobactérias na indugdo de resisténcia pelo método de aplicacdo no solo aos 14
dias antes da inocula¢do do patdgeno, tendo os melhores isolados apresentado
controle da mancha-angular do algodoeiro acima de 40% em relagdo a
testemunha.

Houve diferenca no acimulo de matéria seca proporcionado pelos
tratamentos utilizados nos ensaios de controle da ramulose ¢ mancha-angular do
algodoeiro, quando se variou o método de aplicagdo dos isolados. Os maiores
incrementos observados no patossistema algodoeiro/Cgc foram proporcionados

pelos isolados P. lentimorbus MEN2 (24,5%) e Bacillus spp. UFLA401
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(23,6%), aplicados via pulverizagdo e via tratamento de sementes + drenching,
respectivamente, em relagdo a testemunha inoculada.

No patossistema algodoeiro/Xam, os isolados B. subtilis UFLA285 e P.
lentimorbus MEN2 se destacaram com 100% e 72% de incremento, pelos
métodos de aplicacdo, respectivamente, pulverizagdo e tratamento de sementes +
pulverizagdo, em relagdo a testemunha inoculada. Portanto, o tratamento com o
isolado P. lentimorbus MEN2 promoveu o incremento no peso da matéria seca
das plantas de algodoeiro, além de promover controle satisfatéorio da mancha-
angular e ramulose em condi¢des de casa de vegetagdo e de campo (dados ndo
publicados).

O incremento no peso da matéria seca pode estar relacionado a
promocao de crescimento pelos antagonistas utilizados no presente estudo, uma
vez que o género Bacillus spp., além de atuar no controle bioldgico de doengas
de plantas, pode promover outros beneficios para as mesmas, como promogao de
crescimento e consequente aumento de produtividade das culturas por meio de
varios mecanismos, como habilidade para fixagcdo de nitrogénio, solubilizagdo
de fosfatos, produgdo de fosfatases, sider6foros e fitormonios (auxinas,
giberelinas e citocininas) (Liu et al., 1995; Ryu et al., 2005; Tsavkelova et al.,
2006; Romeiro, 2007).

Dos isolados antagonistas utilizados em ensaio de campo para o controle
da ramulose e da podriddo-das-magas, apenas B. subtilis UFLA285 ndo diferiu
quanto ao método de aplicagdo. O maior controle da podriddo-das-macas foi
obtido com a aplicag@o dos antagonistas apenas pelo tratamento de sementes.

Medeiros (2009) testou os mesmos isolados antagonistas utilizados nos
experimentos deste trabalho, porém, via tratamento de sementes, visando ao
controle do tombamento por Cgc e da mancha-angular por Xam, ambos
patogenos transmitidos por sementes. Os isolados B. subtilis UFLA285 e P.

lentimorbus MEN2 promoveram a redugdo dos sintomas de tombamento em
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45% e 56%, respectivamente, em relacdo a testemunha. Para o controle da
mancha-angular, os mesmos isolados reduziram a severidade da doenca em 26%
e 76% em relagdo a testemunha inoculada com o patégeno.

Medeiros (2009) verificou também a eficiéncia de B. subtilis UFLA285
na redugdo do tombamento de plantulas de algodao, causado por Rhizoctonia
solani AG4, tendo a resposta de controle ocorrido quando as plantas foram
inoculadas aos nove dias apos o plantio. Estudos dos mecanismos de agdo do
isolado no controle da doenga utilizando a técnica de microarranjo revelaram a
alteragcdo na regulagdo de 246 genes, dentre os quais os relacionados a rota de
inducdo de resisténcia sistémica via jasmonato/etileno e a sintese de prolina e
aquaporina, as quais estdo relacionadas a osmorregulacdo. A aquaporina foi
superexpressa em plantas tratadas com o antagonista e ndo submetidas a nenhum
estresse e subexpressa em plantas infectadas com o patdégeno (Medeiros, 2009).

Nos ensaios de campo, observou-se também que o aumento no numero
de pulverizagdes dos isolados proporcionou incremento na protecdo das plantas
contra a ramulose e a podriddo-das-magas, exceto para B. subtilis UFLA285, que
manteve o mesmo nivel de controle para as duas doengas, em todos os métodos
de aplicagdo e Bacillus spp. UFLA401 que ndo seguiu o padrao de controle dos
demais isolados. Além do controle da ramulose ¢ da podridio-das-macgas o
isolado P. lentimorbus MEN2, proporcionou também o controle da mancha-
angular ¢ ramulose em casa de vegetacdo e promoveu incremento no peso da

matéria seca de plantas de algoddo.
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7 CONCLUSOES

7) Os isolados testados foram eficazes para o controle da mancha-angular,
ramulose e podriddo-das magas-do-algodoeiro, apresentando amplo espectro de
acdo contra fitopatdgenos.

8) Os métodos de aplicagdo dos antagonistas foram eficazes no controle da
mancha-angular do algodoeiro, sendo o tratamento de sementes + drenching o
menos eficaz.

9) Bacillus spp. UFLA401 e ASM néo diferiram quanto ao método de aplica¢do no
controle da ramulose em casa de vegetacao.

10) O melhor método de aplicagdo dos antagonistas no campo para o controle da
ramulose foi o tratamento de sementes + 2 pulverizacdes.

11) Bacillus subtilis UFLA285 ndo diferiu quanto ao método de aplicagdo no
controle da podriddo-das-mag¢as em condigdes de campo.

12) Todos isolados inibiram o crescimento in vitro de Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento de novas taticas de controle de doencas do
algodoeiro ¢ necessario para reduzir os riscos de contaminagdo do ambiente e as
agressoes a saude dos trabalhadores, bem como o surgimento de patdgenos
resistentes a fungicidas e a redugdo dos custos de produgao. Neste contexto, o
biocontrole de doencas do algodoeiro utilizando bactérias benéficas surge como
alternativa eficaz a ser incorporada ao manejo integrado de doengas.

Neste estudo, os resultados obtidos sugerem amplo espectro de agdo de
isolados endosporogénicos no controle biologico das doengas foliares do
algodoeiro, além de proporcionar aumento da qualidade de fibra. Estudos
anteriores com esses isolados foram realizados para avaliar sua eficiéncia no
controle de doengas causadas por patogenos transmitidos por sementes de
algoddo e protecdo contra patdégeno de solo. Portanto, tém grande potencial na
aplicacdo via tratamento de sementes, bem como em aplicacdes foliares para
prote¢do de plantas contra doengas.

Apesar do sucesso no controle das doengas, existe o desafio de viabilizar
seu uso pelos produtores de algoddo. Para tanto, é necessario o desenvolvimento
de formulagdes que possam garantir seu potencial de controle ¢ tempo de

prateleira por periodo prolongado.
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