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RESUMO

Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Psg), agente causal do crestamento
bacteriano, causa prejuizos severos a cultura da soja (Glycine max L.), e o
conhecimento de seus nichos de sobrevivéncia € de elevada importancia para o
manejo eficiente da doenga. Apesar de ser recorrente nas regides produtoras de
soja do Brasil, ha poucas informagdes disponiveis sobre a ecologia de Psg. Desta
forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar em condigbes de campo: I) a
sobrevivéncia de Psg como células livres em quatro tipos de solo; Il) a sobrevivéncia
de Psg na filosfera e rizosfera de 12 espécies de plantas cultivadas utilizadas em
rotagdo com a soja; e em condigdes de casa de vegetacao: Ill) a colonizagao
endofitica de plantas cultivadas por Psg. Para avaliar a sobrevivéncia no solo, dez
experimentos foram realizados e, apds a infestacéo, as avaliacdes foram realizadas
a cada dois dias até a nao recuperacdo de células viaveis da bactéria. Foram
conduzidos trés experimentos para avaliagdo da sobrevivéncia de Psg na filosfera e
rizosfera de Avena sativa (aveia branca), Avena strigosa (aveia preta), Crotalaria
juncea (crotalaria), Glycine max (soja), Helianthus annuus (girassol), Hordeum
vulgare (cevada), Lolium multiflorum (azevém), Phaseolus vulgaris (feijao comum),
Raphanus sativus (nabo forrageiro), Sorghum bicolor (sorgo), Triticum aestivum
(trigo) e Zea mays (milho), com avaliagGes a cada sete dias, por até 70 dias. Para a
colonizagdo endofitica, dois experimentos foram conduzidos com as mesmas
espécies de plantas cultivadas, com dois métodos de inoculagao de Psg, com e sem
ferimentos nas plantas. As avaliagbes ocorreram a cada 14 dias, pelo maximo de 70
dias. O isolado Soj. 1462 de Psg, patogénico a soja, e resistente a 100 yg.mL"' de
rifampicina, foi utilizado em todos os experimentos, e os periodos de sobrevivéncia
da bactéria foram confirmados por PCR com primers especificos. Nos solos, Psg
apresentou uma baixa sobrevivéncia com periodos inferiores a dois dias, em todos
os experimentos. Na filosfera, os maiores periodos de sobrevivéncia de Psg foram
em soja (70 dias), e aveia branca, aveia preta, azevém, girassol e sorgo (35 dias).
Na rizosfera, os maiores periodos de sobrevivéncia de Psg foram verificados para
aveia branca, aveia preta, azevém, cevada, milho, soja e trigo (28 dias). Para a
colonizagao endofitica, em plantas com ferimentos, os maiores periodos médios de

sobrevivéncia (PMS) foram verificados em soja (70 dias), aveia branca, aveia preta e



azevém (63 dias), e sorgo (49 dias). Nas plantas inoculadas sem ferimentos, os
maiores PMS foram em azevém e soja (70 dias), aveia branca e aveia preta (49
dias), e sorgo (42 dias). Com base nesses resultados, o solo ndo € um nicho
favoravel para a sobrevivéncia de Psg, assim como a rizosfera das plantas
avaliadas. O cultivo de aveia branca, aveia preta, azevém, cevada, girassol, milho,
sorgo e trigo em rotagdo/sucessao a soja, em areas com histérico de crestamento
bacteriano ndo é recomendado. Nessas areas, o indicado é o plantio de crotalaria,
feijao comum e nabo forrageiro para redugéo do inéculo bacteriano.

Palavras-chave: colonizag&do endofitica; ecologia; filosfera; rizosfera; solo.



ABSTRACT

Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Psg), the causal agent of bacterial blight,
causes severe damage to soybean (Glycine max L.), and knowledge of the survival
niches is important for the efficient management of the disease. Although it is
recurrent in the soybean producing regions in Brazil, there is little information
available on the ecology of Psg. Thus, the objectives of this work were to evaluate
under field conditions: 1) the survival of Psg as free cells in four soil types; Il) the
survival of Psg in the phyllosphere and rhizosphere of 12 crops used in rotation with
soybean; and under greenhouse conditions: Ill) the endophytic colonization of Psg in
crops. To evaluate the survival of Psg in the soil, ten experiments were carried out
and, after soil infestation, evaluations were performed every two days until the non-
recovery of viable cells of the bacterium. Three experiments were conducted to
evaluate Psg survival in the phyllosphere and rhizosphere of Avena sativa (white
oat), Avena strigosa (black oat), Crotalaria juncea (sunn hemp), Glycine max
(soybean), Helianthus annuus (sunflower), Hordeum vulgare (barley), Lolium
multifforum (ryegrass), Phaseolus vulgaris (common bean), Raphanus sativus
(forage turnip), Sorghum bicolor (sorghum), Triticum aestivum (wheat), Zea mays
(maize), with evaluations every seven days for up to 70 days. For endophytic
colonization, two experiments were conducted with the same crops, with two
inoculation methods, with and without injuries in the plants. The evaluations took
place every 14 days, for a maximum of 70 days. The strain Soj. 1462 of Psg,
pathogenic to soybean, and resistant to 100 ug.mL" of rifampicin was used in all
experiments, and the survival periods of the bacterium were confirmed by PCR with
specific primers. In the soils, Psg had a low survival with periods of less than two
days, in all the experiments. In the phyllosphere, high survival periods of Psg were
verified in soybean (for 70 days), and white oat, black oat, ryegrass, sunflower, and
sorghum (for 35 days). In the rhizosphere, the highest survival periods were verified
for white oat, black oat, ryegrass, barley, maize, soybean, and wheat (28 days). For
endophytic colonization, in plants with injuries, the highest average survival period
(ASP) were verified in soybean (70 days), white oat, black oat and ryegrass (63
days), and sorghum (49 days). In plants inoculated without injury, the highest ASP
were obtained in ryegrass and soybean (70 days), white oat and black oat (49 days),
and sorghum (42 days). Based on these results, the soil is not a survival niche of



Psg, as well as the rhizosphere of the evaluated crops. The cultivation of white oat,
black oat, ryegrass, barley, sunflower, maize, sorghum, and wheat in
rotation/succession to soybean, in areas with a history of bacterial blight is not
recommended. In these areas, it is recomended the cultivation of crotalaria, common
bean and forage turnip to reduce bacterial inoculum.

Keywords: endophytic colonization; ecology; phyllosphere; rhizosphere; soil.
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a agricultura brasileira vem se modernizando e elevando a
produgéo de algumas culturas, principalmente de gréos. A soja (Glycine max L.) é o
principal grdo produzido no pais, com grande contribuicdo na economia nacional.
Em 2020, o Brasil se tornou o maior produtor de soja com 135,4 milhdes de
toneladas, em uma area de 38,5 milhdes de hectares (CONAB, 2021).

A estimativa para a proxima safra € que a cultura obtenha um crescimento
ainda maior, em torno de 14,2%, que representa 35,8 milhdes de toneladas a mais
do que na safra anterior. Além da producao, a cultura tende a aumentar também em
area cultivada, com um acréscimo de 2,5%, podendo elevar a area plantada para até
39,9 milhdes de hectares (CONAB, 2021).

Mesmo com esse grande avang¢o da soja no pais, muitos fatores ainda séo
responsaveis por limitar a produtividade no campo. Os problemas fitossanitarios
podem prejudicar o desenvolvimento da cultura, levando a perdas de produtividade e
prejuizos aos produtores. Ao longo dos anos foram relatadas diversas doencgas na
cultura e o cenario vem se modificando a cada ano, de acordo com variacdes
climaticas, praticas agronémicas adotadas, cultivares utilizadas e adaptacbes e
severidade de alguns patégenos (JUHASZ et al., 2013; GRIGOLLI, 2015).

Nematoides, virus, fungos e bactérias sado patdégenos responsaveis por
diversas doencas de importadncia econdémica nas areas de cultivo (GODOY, 2017).
Na soja, assim como em outras culturas, as fitobactérias sdo consideradas
importantes patégenos, ndo so pela alta incidéncia e severidade com que atacam
suas plantas hospedeiras, mas também pela facilidade de disseminacdo e
dificuldade de controle (ITO, 2013).

Na cultura da soja, quatro bacterioses foram relatadas at¢é o momento no
Brasil: crestamento bacteriano (Pseudomonas savastanoi pv. glycinea - Psg); fogo
selvagem (Pseudomonas syringae pv. tabaci - Pst); pustula bacteriana
(Xanthomonas axonopodis pv. glycines - Xag); e mancha bacteriana marrom
(Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens - Cff) (HENNING et al., 2014).

Todas possuem sua importancia, mas dentre estas, o crestamento bacteriano vem
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sobressaindo nas areas de cultivo. E uma doenca recorrente nas regides produtoras
de soja em diversos paises, incluindo o Brasil (GODQY et al., 2016).

Ainda ndo existem estudos sobre perdas e danos ocasionados pelo
crestamento bacteriano no pais, mas sabe-se que em condigcdes de clima
temperado, com temperaturas mais amenas, a doenca aparece com maior
severidade e seus danos podem variar de 5 a 40% na produtividade (GODOY et al.,
2016).

A dificuldade de manejo eficiente do crestamento bacteriano € um fator
preocupante e que possibilita o aumento de areas com a incidéncia da doenca
(HARTMAN et al., 2016). Até o momento, existem poucos trabalhos sobre a ecologia
de Psg, descrevendo a sobrevivéncia da bactéria em restos culturais remanescentes
em areas de cultivo e em sementes (NICHOLSON et al., 1973; FEET, 1979).
Todavia, o conhecimento dos nichos de sobrevivéncia de Psg é essencial para o
manejo eficiente do crestamento bacteriano.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar em condigdes de
campo: |) a sobrevivéncia de Psg como células livres em quatro tipos de solo; Il) a
sobrevivéncia de Psg na filosfera e rizosfera de 12 espécies de plantas cultivadas
utilizadas em rotagdo com a soja; e em condigdes de casa de vegetagao: lIll) a
colonizacdo endofitica de plantas cultivadas por Psg. Essas informagdes serdo
fundamentais para a adocdo de praticas de manejo mais eficientes para o
crestamento bacteriano da soja.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia econémica da soja

A soja € uma planta da familia Fabaceae com seu centro de origem descrito
na Asia, no nordeste da China. Por ser uma cultura de clima temperado, a soja
precisou passar por melhoramento genético para iniciar sua producdo em paises
tropicais, como o Brasil (GAZZONI, 2018).

Nos primeiros anos de producéo, o interesse ndo era diretamente nos graos,
mas em seu cultivo como planta forrageira para a alimentagao animal (HIRAKURI;
LAZZAROTTO, 2014). Atualmente, no cenario agricola mundial, a soja € o quarto
produto mais consumido entre os cereais e oleaginosas, principalmente no setor
industrial com a produgdo de Odleos, sendo considerada uma grande fonte de
proteina (RHODEN et al., 2020).

A versatilidade no uso de seus graos, que tanto podem ser utilizados para a
alimentagcdo humana de forma in natura, quanto para a producdo de biodiesel,
explica a grande importancia da cultura. A qualidade de sua proteina e o baixo custo
relativo de sua produgdo a torna também uma complementacdo da dieta,
principalmente em paises em desenvolvimento (SEDIYAMA et al., 2015).

No Brasil, ao longo dos anos, a soja se tornou uma das principais
commodities, sendo um dos produtos mais negociados nas exportagdes. O pais é o
maior exportador de grdos de soja, e exporta aproximadamente 51% da produgao,
seguido pelos Estados Unidos e Argentina (CONAB, 2021).

Acredita-se que o aumento nas exportagcdes de soja surja da busca por
alimentos mais saudaveis. Além disso, o alto teor de proteina de soja e o padrao de
qualidade dos produtos brasileiros, permitem sua entrada em mercados altamente
exigentes, como Unido Europeia e Japao. O aumento no consumo de carne € um
fator que também contribui para a importancia da soja, uma vez que a alimentagéo
dos animais é constituida por altas quantidades do gréo (PEREIRA et al., 2017).

Atualmente, o Brasil € considerado o maior produtor mundial de soja, com
potencial para uma expansao de area e volume de producdo, representando
aproximadamente 48% dos 271,7 milhbes de toneladas de grdos produzidos na
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safra 2019/2020. Toda a cadeia produtiva € capaz de gerar empregos diretos e
indiretos, movimentando a economia nacional (MONTOYA et al., 2019).

2.2 Doencas bacterianas da cultura da soja

Pela alta incidéncia e severidade com que atacam culturas de importancia
agricola, aliados a facilidade de disseminagao e dificuldade de manejo, as bactérias
se destacam como importantes patdgenos em plantas (MARTINS et al., 2018).

Na cultura da soja, quatro doengas de etiologia bacteriana sdo conhecidas até
o momento no Brasil: pustula bacteriana; mancha bacteriana marrom; fogo
selvagem; e crestamento bacteriano. A importancia de cada doenga varia com a
época de plantio, regido produtora, cultivar utilizada e praticas agrondmicas
adotadas (GODOY et al., 2016; HARTMAN et al., 2016).

2.2.1 Pustula bacteriana

A pustula bacteriana, causada por Xag, € considerada uma importante
bacteriose na cultura da soja em todo o mundo, sendo uma doenga recorrente em
paises produtores como Brasil, China, india, Argentina e Estados Unidos
(CHATNAPARAT et al., 2016). Nao ha estudos sobre perdas e danos causados pela
doenca no Brasil, mas € de conhecimento que em alta umidade, os rendimentos da
cultura podem diminuir de 21 a 40% (KHAERUNI et al., 2018). Na india, a doenga foi
relatada causando reducgdes de produtividade de aproximadamente 38%, reduzindo
significativamente o tamanho e o numero de grdos, bem como a produtividade da
cultura (SAIN; GOUR, 2013).

Toda parte aérea da planta pode ser afetada pelos sintomas da doenca,
entretanto, nas folhas, os sintomas sao mais visiveis. Nelas, inicialmente, aparecem
manchas de coloragdo verde-amarelada, com centro elevado de coloragao amarelo-
palha (HARTMAN et., 2016). Esta elevacao, no centro da lesdo, é conhecida como
pustula, e sua formagao é resultado da hipertrofia e hiperplasia da célula vegetal.
Xag coloniza os espacos intercelulares e realiza uma sintese de substancias que

resultam em disturbios nas células do parénquima, ocasionando essa disfuncao
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celular. Em consequéncia, ocorre a expansdo e ruptura da epiderme, a
exteriorizacdo do tecido parenquimatoso e formacdo da pustula, sintoma
caracteristico da doenca (CHATNAPARAT et al., 2016).

Os gendtipos de soja suscetiveis tendem a formar fortes halos amarelos ao
redor das pustulas, tornando o sintoma bem caracteristico, ao contrario de genotipos
resistentes, onde os halos tém cor menos intensa (NARVEL et al., 2001).

Com incidéncia de chuvas e ventos, a bactéria pode ser disseminada
rapidamente pelas lavouras, ocorrendo infecgcbdes secundarias. A doenga se
desenvolve em condigdes de clima quente, temperatura 6tima de 30 a 33 °C,
acompanhada por precipitagdes e umidade relativa superior a 70% (SHANKAR et
al., 2017).

Sobre a ecologia de Xag, a bactéria sobrevive em sementes, onde pode
permanecer viavel por até 2,5 anos (PATEL; JINDAL, 1972). Em relagdo a seus
hospedeiros alternativos, a rizosfera de plantas de trigo € um possivel nicho de
sobrevivéncia para Xag (KENNEDY; SINCLAIR, 1989). Em restos culturais na
superficie do solo, a bactéria pode sobreviver por até 210 dias (FEET, 1979;).

Diante de sua importancia econémica e das perdas na produgdo causadas
pela doencga, diversos estudos para deteccdo da bactéria em sementes e tecidos
vegetais vem sendo desenvolvidos. Violatti e Tebaldi (2016) observaram a eficiéncia
no uso do meio de cultura semi-seletivo MXG, com e sem antibiético, podendo ser
utilizado para diagnose em laboratério. Neste meio, as colénias de Xag sao
mucoides, convexas, brilhantes e de coloragcdo amarela. Khaeruni et al. (2007)
desenvolveram, a partir de sequéncias parciais do gene de patogenicidade hrp, um
conjunto de primers especificos para a rapida detecgdo de Xag em folhas
sintomaticas de soja. Kang et al. (2009) detectaram a bactéria diretamente das
sementes por meio da PCR utlizando primers especificos (XagF1/XagR1)
desenhados a partir do gene glycinecin A.

Com a descoberta que a cultivar CNS era resistente a pustula bacteriana,
pela incorporacdo do gene recessivo rxp, a maioria das cultivares de soja
comercializadas no Brasil passaram por programas de melhoramento genético, e
adquiriram resisténcia a pustula bacteriana, fato que levou a diminuigdo da doenca
no pais. A partir da década de 2000, a incidéncia da pustula bacteriana foi
observada esporadicamente nos campos de cultivo. Na safra 2007/2008, em
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monitoramento de 16 areas produtoras de soja no Estado do Parana, Bonaldo et al.
(2009) verificou a ocorréncia da doenga em 15% das lavouras analisadas. A
justificativa para o aumento da incidéncia da doenga foi o uso continuo de uma unica
fonte de resisténcia genética (LANNA FILHO et al., 2015).

O manejo da doenga consiste no uso de sementes com boa qualidade, livres
da presenga de Xag, e rotagcdo com culturas n&o hospedeiras, como o milho
(HARTMAN et al., 2016). Além destas, os produtores devem utilizar cultivares cuja
resisténcia deriva do gene recessivo rxp da cultivar CNS (GORADIA et al., 2009) e

incorporar os restos culturais ao solo (LANNA FILHO et al., 2015).

2.2.2 Mancha bacteriana marrom

Cff foi relatada pela primeira vez nos EUA, em 1920, causando a murcha
bacteriana ou murcha-de-curtobacterium em feijoeiro (HEDGES, 1922). Desde
entdo, a bactéria ja foi relatada em diversas leguminosas, incluindo a soja
(HARVESON, 2015). A primeira descricdo de Cff em soja, foi realizada nos EUA, em
1975, causando a doenga denominada “tan spot” (DUNLEAVY, 1983). No Brasil, a
bacteriose foi descoberta na safra 2011/2012 em lavouras de soja no Estado do
Parana, passando a ser denominada mancha bacteriana marrom (SOARES et al.,
2013). Além do Brasil e dos Estados Unidos, Cff foi detectada em soja no Canada,
na Russia e na Alemanha (SOARES et al., 2017).

Os sintomas constituem em lesdes clordticas que evoluem para lesdes
necroticas, circundadas ou ndo por halo de coloragdo amarela. No avangar da
doenca, estas lesbes secam e tornam-se marrons, podendo o tecido seco se soltar
com a ocorréncia de ventos. A infeccédo precoce pode levar a morte em plantulas, ao
contrario de plantas mais velhas que ndo chegam a morrer, mas tém perdas de
desenvolvimento e produtividade (HARTMAN et al.,, 2016). O bloqueio do sistema
vascular da planta, causado pela colonizacdo de Cff resulta em murcha, sintoma
caracteristico da presenca da bactéria no feijoeiro comum. Em soja, esse sintoma
pode ocorrer, entretanto ndo € algo corriqueiro (SOARES, 2017). As sementes
podem apresentar mudanga de coloragdo (amarelada, laranja ou purpura) e se
tornarem enrugadas, ou também podem ser assintomaticas (HENNING et al., 2014;
SOARES et al., 2018).
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Cff & a unica bactéria Gram-positiva patogénica ao feijdo e a soja facilitando
seu diagndstico através de testes basicos de laboratorio. Apresenta coloragédo roxa
nas células apos ser submetida ao método de coloracdo de Gram. Apresenta reacao
negativa para os testes de solubilidade em hidréxido de potassio a 3%,
oxidagao/fermentagdo da glicose, redugao de nitrato, urease, produgédo de indol,
podriddo em discos de batata, tirosinase, vermelho de metila, sendo tolerante ao
cloreto de sédio a 7% e 9%, catalase positiva, produgéo de gas sulfidrico a partir de
cisteina e acidos a partir de adonitol, amido, inositol, glicerol, glicose, melizitose,
maltose e sacarose (MORAES et al., 2010).

A superficie de suas colbnias em meio nutriente-glicose-agar é brilhante,
circular, de bordo liso, sem viscosidade, semifluida e amarela, laranja ou rosa. Os
isolados de soja geralmente apresentam apenas coloragcdo amarela e laranja
(SOARES et al., 2017).

Anteriormente, acreditava-se que isolados de feijdo poderiam infectar apenas
a espeécie correspondente, mas pesquisadores mostraram que tanto isolados de
feijdo, quanto isolados de soja, podem infectar ambas as plantas, causando lesdes
foliares e vasculares (WENDLAND et al.,, 2021). Os isolados de Cff sdo mais
virulentos ao feijdo do que a soja, independentemente da origem, sugerindo que
alguma resisténcia ao patdgeno esta naturalmente presente nessa cultura
(HARTMAN et al., 2016).

Estudos demonstraram que Cff apresenta grande diversidade fenotipica e
genotipica (MORAES et al., 2010). Segundo Hartman et al. (2016), 67 isolados de
Cff, provenientes de varias plantas hospedeiras, incluindo a soja, foram
selecionados com base em polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado
(AFLP), eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e reagdo em cadeia da
polimerase baseada em sequéncia repetitiva (rep-PCR) e passaram por analise
estatistica de agrupamento. Como resultado, foi observado que os isolados de Cff
de soja se encaixaram nos dois grupos de respostas que se formaram,
apresentando desta forma ampla diversidade genética (HARTMAN et al., 2016).

Atualmente, os estudos sobre a ecologia de Cff s&o voltados para a cultura do
feijoeiro. Sabe-se que a bactéria pode sobreviver no campo em restos culturais,
infestando ou infectando sementes, no solo ou em hospedeiros alternativos. Em

restos culturais de feijoeiro infectados e deixados na superficie do solo, Cff foi



22

recuperada por até 240 dias, e por 30 dias com a incorporacdo a 20 cm de
profundidade (SILVA JUNIOR et al., 2012). No solo como células livres, estudos
mostraram uma capacidade de sobrevivéncia elevada da bactéria, por até 80 dias,
em campo nas condigdes brasileiras (GONCALVES et al., 2018).

Além da soja e do feijao, Cff também foi relatada sendo patogénica ao feijao
azuki (Vigna angularis), feijao caupi (V. unguiculata), feijao da espanha (Phaseolus
coccineus), feijao de jacinto (Lablab purpureus), feijao de lima (P. lunatus), feijao
mungo (V. radiata) e ervilha (Pisum sativum) (HARTMAN et al., 2016).

O manejo da doenga consiste em utilizar sementes livres de Cff; rotacionar a
cultura da soja com plantas que ndo sejam hospedeiras da bactéria, evitando
principalmente o feijoeiro (HARVESON, 2015); fazer uso de adubagao equilibrada,
uma vez que excesso de nitrogénio na cultura do feijoeiro pode aumentar
significativamente a severidade da murcha-de-curtobacterium, mesmo em cultivares
resistentes a doenga (THEODORO; MARINGONI, 2006); eliminagdo de restos
culturais (Referéncia); e utilizacdo de cultivares que apresentem alguma resisténcia
a doenga (PUIA et al., 2020).

2.2.3 Fogo selvagem

O fogo selvagem, causado por Pst, apesar de ser conhecido como uma
bacteriose do fumo, também atinge outras culturas agricolas, incluindo o feijao,
berinjela, tomate e soja. A doenga € destrutiva em condigbes favoraveis de alta
umidade e temperaturas entre 24 e 28 °C (HARTMAN et al., 2016).

Na soja, a doenga pode ocorrer juntamente com outras doengas bacterianas,
como o crestamento bacteriano e a pustula bacteriana (ITO, 2013). Em regides de
clima desfavoravel ao desenvolvimento de Pst, a ocorréncia da doenca em campo é
esporadica (SATSKAWICZ, 2002).

Os sintomas do fogo selvagem aparecem com maior incidéncia nas folhas,
ainda que toda parte aérea possa ser afetada. E possivel visualizar na superficie
foliar, manchas marrons que variam em tamanho e forma e quase sempre sao
cercadas por amplos halos amarelos. A coloragdo marrom, pode variar desde
marrom-claro até marrom-escuro, ou completamente pretas. Alguns pontos podem

ser restritos e se desenvolver sem zonas cloréticas nitidamente delineadas. Em
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condigbes de alta umidade, as lesbes aumentam e coalescem, formando grandes
areas necroticas, tornando as folhas secas. Em casos de alta infecgao, desfolhas
podem ocorrer prematuramente (HARTMAN et al., 2016).

As lesdes ocasionadas pela pustula bacteriana podem estar associadas as do
fogo selvagem. Quando as bacterioses incidem sobre a cultura da soja, geralmente,
uma pustula formada por Xag, pode ser encontrada no centro de uma lesao
ocasionada por Pst (HARTMAN et al., 2016).

Pseudomonas syringae produz as toxinas coronatina, faseolotoxina,
tabtoxinas, iringomicina e tagetitoxina, que intervém direta ou indiretamente na
patogénese de diferentes patovares da espécie. A toxina denominada tabtoxina é
produzida por Pst, e € responsavel pela formagao de alguns sintomas como o halo
clorético nas folhas em torno da lesdo, dependendo das condi¢gdes de crescimento
ou cultivo (BALLIO et al., 1991).

Os isolados de Psg de soja sao morfologicamente, fisiologicamente e
patologicamente semelhantes aos do fumo. Todavia, os isolados de Psg de fumo
sdo geralmente mais virulentos ao fumo do que a soja, mas os isolados de soja sé&o
igualmente virulentos em ambas as culturas (HARTMAN et al., 2016).

Pst pode sobreviver nas sementes por até dois anos, sendo esta a fonte
primaria de inéculo. Também pode sobreviver em restos culturais, plantas daninhas
ou outros hospedeiros, que servem como fonte de indculo secundario (HARTMAN et
al., 2016) A disseminagao da bactéria a grandes distancias se da por meio de
sementes contaminadas e, dentro da cultura, por acdo de chuvas e vento. As perdas
mais severas ocorrem em anos de chuvas intensas associadas a vento e
temperatura elevada (RODRIGUEZ; MARQUES, 2003).

As medidas de controle do fogo selvagem baseiam-se no uso de sementes
livres de contaminagao, visando reduzir a ocorréncia da doenga (HARTMAN et al.,
2016). Rotagao de culturas é indicada também, mas com espécies ndo hospedeiras
da bactéria, evitando-se plantio de feijao e do fumo. Eliminagdo ou incorporagéo de
restos culturais e plantio de cultivares resistentes também sdo recomendados
(HONG et al., 2012).
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2.3 Crestamento bacteriano

O crestamento bacteriano € uma doenga recorrente nas regides produtoras
de soja pelo mundo. Em condi¢ées de clima temperado, com temperaturas mais
amenas, a doenga aparece com maior severidade e seus danos podem variar de 5 a
40%. No Brasil, a doenga encontra-se presente nas principais regides produtoras, e
com o uso de cultivares suscetiveis e condi¢cdes favoraveis, o desenvolvimento de
epidemias no campo pode ocorrer (Ql et al., 2011; LANNA FILHO, 2015).

O processo de doenca se inicia com a penetracdo da bactéria que pode
acontecer através de ferimentos ou aberturas naturais, como os estdmatos. Psg
coloniza os espacos intercelulares das células vegetais, causando sintomas em toda
parte aérea da planta (DAFT; LEBEN, 1972). Nas folhas, inicialmente surgem
pequenas manchas, de aparéncia translucida e aquosa, circundadas por um halo de
coloragdo verde-amarelada. Com o passar do tempo, as manchas necrosam,
ganhando contornos angulares e coalescendo, com extensas areas de tecido morto
entre as nervuras secundarias (HARTMAN et al., 2016). Na face inferior da folha, as
manchas séo de coloragdo quase negra e apresentam, na presenga de orvalho, uma
pelicula brilhante formada pelo exsudato bacteriano. Ataques severos resultam em
rompimento do limbo foliar (GODOY et al., 2016).

Apesar da folha ser o 6rgéo da planta mais afetado, toda a parte aérea pode
apresentar sintomas de crestamento bacteriano. Nas sementes, as lesbées podem
nao se tornar visiveis, apesar da presenca de Psg ou podem e desenvolver lesdes
profundas ou elevadas, bem como tornar-se ligeiramente descoloridas (HARTMAN
etal., 2016).

Nas primeiras horas do dia, em condi¢gdes de alta umidade, uma pelicula
brilhante, pode ser vista sobre a superficie foliar, proveniente da formacado de
exsudato bacteriano. Folhas jovens sdo mais vulneraveis a infecgdo, sendo uma
doenca notada primeiramente no topo da planta, diferentemente de outras doencas
foliares que incidem sobre a soja. Plantulas podem ter crescimento atrofiado, e se a
infecgdo atingir o meristema apical do caule, estas podem morrer (GOODOQY et al.,
2016; HARTMAN et al., 2016).

Alta umidade, em torno de 70%, e temperaturas entre 20 e 26 °C favorecem o
desenvolvimento de Psg. Estas condi¢gdes climaticas propiciam o aumento
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populacional da fitobactéria em campo, e com a incidéncia de chuvas, ventos e agua
de irrigagdo, a disseminagdo pode ocorrer de planta a planta, possibilitando
infecgdes secundarias durante o ciclo da cultura (HARTMAN et al., 2016).

Psg, assim como muitas bactérias fitopatogénicas, € classificada em racas
fisiologicas. A primeira delimitagao de raga para Psg foi feita por Cross et al. (1966),
onde foram identificadas sete racas da bactéria, com base em suas reacdes em sete
cultivares de soja. Ja foram descritas 12 ragas de Psg, das quais oito (R1 a R8)
foram descritas nos Estados Unidos, uma (R9) no Canada e trés novas ragas (R10,
R11 e R12) no Brasil, onde também se encontram as ragas (R2, R3, R4, R6 e R7),
com R3 sendo a mais comum (Ql et al., 2011; LANNA-FILHO, 2015).

Nos Estados Unidos e em outros paises produtores, a raca 4 € a
predominante (Ql et al., 2011). Prom e Venette (1997), em pesquisa realizada nos
Estados Unidos, em Dakota do Norte, verificaram que de 80% das plantas de soja
encontradas com sintomas de crestamento bacteriano, 64% estavam infectadas com

araca 4 de Psg.

2.3.1 Etiologia

Psg pertence a Classe Gammaproteobacteria, Ordem Pseudomonadales,
Familia Pseudomonadaceae e género Pseudomonas. E hemibiotréfica e classificada
como Gram-negativa movel, com formato bastonete (1,2-1,5 X 2,3-3,3 um), reto ou
curvo, que se locomove pela presenca de um a varios flagelos polares. Em meio de
cultura basal, as colénias de Psg sao redondas, de coloragdo branco/creme, lisas,
brilhantes, com bordos irregulares, além de apresentar coloragdo marrom ao redor
do crescimento bacteriano, resultante da produgdo de melanina em meios nutritivos
(SCHAAD et al., 2001; HARTMAN et al., 2016).

Como muitas bactérias Gram-negativas, Psg emprega um sistema de
secrecao do tipo lll, e suas proteinas efetoras secretadas s&o responsaveis pelos
danos a planta de soja. A bactéria também produz coronatina, uma fitotoxina nao
especifica do hospedeiro, que é responsavel por induzir os halos amarelos ao redor
das lesdes, e que também pode funcionar na supressdo das defesas da planta
hospedeira (HARTMAN et al., 2016).
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Em meio B de King, Psg produz pioverdina, um pigmento produzido por
bactérias do género Pseudomonas. A presenga de sulfato de magnésio no meio,
proporciona os cations necessarios para ativacdo do mecanismo de produgao da
pioverdina. Com incidéncia de luz UV, é possivel visualizar halos de coloragéo
verde-fluorescente ao redor das col6nias de Psg. Essa caracteristica € considerada
um auxilio em laboratoérios pois contribui na caracterizagao fenotipica dos isolados
da bactéria.

Todavia, existem diversos testes que podem ser realizados para a diagnose
da bactéria, como: testes bioquimicos e fisiolégicos, métodos sorolégicos e
principalmente técnicas moleculares, como o uso de PCR (IGNJATQV et al., 2007;
NGUYEN et al.,, 2021). Dentre os testes bioquimicos e fisioldgicos, podem ser
utilizados: coloragdao de Gram e solubilidade em KOH; oxidase; catalase; arginina di-
hidrolase; podridao de discos de batata; oxidagao/fermentagéo da glicose; produgao
de levan e acidos a partir de carboidratos; e testes de degradagdo de
macromoléculas, como o de producdo de gelatinase; hidrdlise de aesculina e amido
soluvel; e os de redugcédo de compostos de nitrogénio, como nitrato. A sorologia pode
ser usada a partir de testes de aglutinagdo e a PCR entre os métodos moleculares
(IGNJATOV et al., 2007; NGUYEN et al., 2021).

A identificagdo de Psg por PCR é baseada na multiplicagdo de fragmentos de
DNA que controlam a sintese da fitotoxina coronatina. Desta forma, pode-se
associar a metodologia empregada por Bereswill et al. (1994) e Schaad et al. (2001),
utiizando um conjunto de primers especificos: Forward (5 GGCGCT CCC
TCGCACTT-3’) e Reverse: (5 GGTATTGGCGGGGGTGC 3’) que amplificam
produtos de PCR a 650 pares de bases (bp) (IGNJATOV et al., 2007).

2.3.2 Manejo

O MID (Manejo Integrado de Doengas) se faz cada vez mais necessario, pois
a associagao de técnicas traz um reforgo maior no controle do crestamento
bacteriano (ITO, 2013). Para tanto, em areas em que a doenga € um problema
potencial, os produtores devem plantar cultivares com niveis de resisténcia ou
tolerancia a doenca (GOODOY et al., 2016; HARTMAN et al., 2016).
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No Brasil, pela quantidade de cultivares de soja comercializadas, observa-se
que o numero de cultivares com alguma resisténcia a doenga é baixo. Dentre as
cultivares convencionais, os produtores podem utilizar Embrapa 48; 58; 59; 60; 61;
62; BRS-132; BRS-133; BRS-134; e BRS-135, e dentro da tecnologia IPRO,
M59471; M6210; M6410; TEC 7849; BS 2606; TEC 7849; M6210, que apresentam
resisténcia moderada ao crestamento bacteriano. As cultivares BRS 6680 e BRS
7481 sao as unicas resistentes (MELO et al., 2022).

Como a doenga é transmitida via semente, o plantio de sementes livres de
Psg reduzira sua ocorréncia nas areas de cultivo. Também s&o recomendadas
praticas culturais como incorporagdo de restos culturais de soja infectados, para
reducdo do inoculo de Psg para a proxima safra. Durante os tratos culturais, é
importante evitar pulverizagbes quando a parte aérea da planta esta molhada, o que
pode favorecer a infecgdo das plantas de soja pela bactéria (HARTMAN et al.,
2016).

A alternancia das espécies cultivadas, dentro da area de cultivo, durante um
tempo, visa a redugéo de indculo em campo (BARBIERI et al., 2019). Como nao ha
informagdes sobre os hospedeiros alternativos de Psg, o planejamento da rotagao
de culturas apesar de recomendado, é prejudicado. Para plantas daninhas, a
literatura ndo aborda em quais espécies a bactéria pode sobreviver, mas é uma
técnica recomendada, pois podem tornar-se uma fonte a mais de inéculo na area de
cultivo (LANNA-FILHO, 2015).

24 Ecologia de bactérias fitopatogénicas com énfase em bacterioses
da soja e feijao

Dependendo do género e espécie da bactéria associada a determinada
doenca, considera-se que sua sobrevivéncia pode ocorrer em sementes ou partes
propagativas; restos culturais infectados e remanescentes na area de cultivo; no
solo; na filosfera e rizosfera de plantas cultivadas ou plantas daninhas, bem como no
interior destas (SCHUSTER; COYNE, 1974; HARTMAN et al., 2016).

O solo é responsavel por abrigar diversos microrganismos, incluindo bactérias

fitopatogénicas (VIEIRA; SILVA, 2021). Todavia, como células livres, nesse nicho, a
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maioria dos géneros de fitobactérias apresentam dificuldades em sobreviver, por ndo
produzirem estruturas de resisténcia, e sofrem com a carga antagbnica exercida
pela microbiota do solo (SCHUSTER; COYNE, 1974; ROUSK et al., 2010; FIERER;
LENNON, 2011).

No solo, a sobrevivéncia de fitobactérias pode ocorrer de trés formas: 1) em
estado hipobidtico, onde conseguem se manter por longos periodos, sendo menos
suscetiveis aos demais microrganismos; Il) associadas a rizosfera de plantas
hospedeiras ou ndo hospedeiras; e lll) no estado “viable but non cuturable” (VBNC),
onde as células bacterianas se mantém viaveis, mas com baixa atividade metabdlica
e sem divisdo celular. Apesar de se manterem vivas, sO0 €& possivel cultiva-las
quando a quantidade de células bacterianas é suficiente para sua detecgao visual
(LEBEN, 1981; GREY; STECK, 2001; LI et al., 2014; GIAGNONI et al., 2018).

Propriedades fisicas e quimicas do solo, antagonistas e praticas culturais séo
fatores que afetam diretamente a sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas no solo
(MARTINS et al., 2018). A grande maioria das fitobactérias consegue manter sua
sobrevivéncia por um periodo maior em solos argilosos. Dentro dos agregados de
argila existe mais disponibilidade de agua e protecdo contra antagonistas
(HATTORI, 1973). Cff, agente causal da murcha bacteriana no feijoeiro e da mancha
bacteriana marrom da soja, por exemplo, sobreviveu em solo argiloso por até 80
dias, em condigdes de campo (GONCALVES et al., 2018).

Um outro ponto importante a ser evidenciado, é o fato de que pela presenca
de diferentes microrganismos buscando espago, nutrientes e agua, o solo é
considerado um complexo vivo (PRIYA et al., 2021). Desta forma, pode ocorrer a
producdo de substadncias com propriedades antimicrobianas, bacteriocinas e
antibidticos, que sdo capazes de inibir a sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas
(PANG et al., 2021).

Em soja, Graham (1953) verificou a sobrevivéncia de Psg, Xag e Pst em solo
estéril por um periodo de 6 a 9 meses, mas em solo nao estéril, as trés bactérias
sobreviveram somente em torno de um més, em condigbes controladas. Em
experimentos em campo, o autor observou que as trés bactérias se mantiveram
viaveéis em folhas de soja infectadas e mantidas na superficie do solo, servindo de

fonte de indculo para as proximas safras.
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Entre as safras, as fitobactérias podem sobreviver em restos culturais
remanescentes nas areas de cultivo (MICHEREFF et al., 2016). Quando o tecido
vegetal esta exposto na superficie do solo, a sobrevivéncia de algumas bactérias
fitopatogénicas tende a ser maior.

Para Psg, Park e Lim (1984), relataram uma baixa capacidade saprofitica e
competitiva da bactéria, ndo conseguindo suportar a carga de antagonismo presente
no solo. Em experimentos no estado do Parana, Feet (1979) comprovou esta
informagéo, ao manter folhas de soja infectadas com Xag e Psg, na superficie do
solo e incorporados a uma profundidade de 15 ou 30 cm. Para Xag, nos restos
culturais deixados na superficie do solo, a sobrevivéncia foi de 210 dias apos a
inoculagdo, e no material incorporado ao solo, 91 dias. Por outro lado, n&o foi
possivel recuperar Psg em ambos os tratamentos. A baixa sobrevivéncia foi
atribuida a temperaturas de moderadas a altas, levando a rapida decomposi¢cao dos
restos culturais (FEET, 1979). Em outro estudo, Xag sobreviveu por até 85 dias em
restos culturais mantidos na superficie do solo, sendo esse periodo reduzido para 33
dias quando os restos culturais foram incorporados ao solo (GROTH; BRAUN,
1989).

A sobrevivéncia de Psg em restos culturais infectados tem grande influéncia
das condigdes climaticas. Nos Estados Unidos, nos estados de Minnesota e
Nebraska, regidbes de clima temperado, com condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento da bactéria, Psg sobreviveu por maiores periodos quando os
restos culturais de soja infectados foram mantidos na superficie do solo, do que
incorporados a ele. Acredita-se que através da incorporacdo, ocorre uma
competicdo por nutrientes, onde as condigcbes de umidade do solo aumentam as
atividades bioldgicas de outros microrganismos, e desta forma estes competem
diretamente com os patégenos (SCHUSTER; COYNE, 1974; BASU, 1986).

Bactérias fitopatogénicas podem estar associadas as sementes de diferentes
modos, aderidas a superficie ou de forma interna ligadas ao embrido. Em soja, Xag,
Psg e Pst tem a semente como fonte primaria de inéculo, com sobrevivéncia por
periodos variando entre 6 e 30 meses (GRAHAM, 1953).

Psg pode infestar a superficie do tegumento sem causar quaisquer sintomas,
dificultando sua detecgdo (HARTMAN et al., 2016). Em experimentos realizados, a

bactéria foi detectada por até 24 meses em sementes de soja, armazenadas a 3 °C
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(FEET, 1979). Entretanto, os cotilédones provenientes de sementes infestadas ou
infectadas por Psg podem apresentar lesbes necrosadas logo apdés a emergéncia.
Com o desenvolvimento do processo de infecgao, estas lesdes progridem para as
folhas unifolioladas e trifolioladas (GODOY et al., 2016). Parashar e Leben (1972),
em experimento para detectar a sobrevivéncia de Psg em lotes de sementes de
soja, observaram que passados de 8 a 10 dias apds a semente infectada ser
semeada, as lesdes nos cotilédones apareciam. Inicialmente eram verdes escuras e
tinham uma aparéncia encharcada. Entretanto, com o passar do tempo, foi possivel
verificar areas necroticas pontilhadas com bordas encharcadas. As lesbes foram
formadas apenas na superficie externa dos cotilédones.

Na cultura do feijoeiro, Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf), agente causal do
crestamento bacteriano comum do feijoeiro, ja foi relatada sobrevivendo em restos
culturais na superficie do solo de 65 a 180 dias. Todavia, com a incorporagao dos
restos culturais a uma profundidade entre 10 e 15 cm, esta sobrevivéncia caiu para
um periodo entre 30 e 120 dias (TORRES et al., 2009). Cff € um outro exemplo,
onde a bactéria sobreviveu por até 240 dias em restos culturais de feijoeiro na
superficie do solo. Entretanto, quando os restos culturais foram incorporados a 20
cm de profundidade, o periodo de sobrevivéncia foi reduzido para 30 dias (SILVA
JUNIOR et al., 2012)

Uma justificativa para este fenbmeno seria que a exposicdo ambiental e a
condicdo de seca presentes na superficie do solo sdo capazes de inibir o processo
de decomposi¢gdo microbiana. Com a incorporacdo dos restos culturais, existe
umidade suficiente para manter a microbiota presente no solo ativa, o que facilita o
processo de degradagao do tecido vegetal. A competicdo por nutrientes entre os
microrganismos pode se elevar com a incorporagdo dos restos culturais, o que
prejudicaria a sobrevivéncia das fitobactérias (HABTE; ALEXANDER, 1975; LEBEN,
1981; MARTINS et al., 2018).

Schuster e Coyne (1974), em trabalho conduzido em Nebraska, nos Estados
Unidos, recuperaram Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp), agente causal do
crestamento bacteriano comum, por 660 dias em restos culturais de feijao, sendo a
sobrevivéncia maior quando os residuos da cultura permaneceram na superficie do
solo, do que incorporados (SCHUSTER; COYNE, 1974). Para Cff, a sobrevivéncia
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em restos culturais deixados na superficie do solo foi de 240 dias, e 30 dias quando
foram incorporados a 20 cm de profundidade (SILVA JUNIOR et al., 2012).

Algumas estratégias podem ser desenvolvidas por bactérias fitopatogénicas
durante seu ciclo de vida, com o objetivo de garantir sua sobrevivéncia (LEBEN,
1981). A fase epifitica € uma dessas estratégias, onde populagdes bacterianas se
multiplicam na superficie foliar ou nas raizes de plantas cultivadas e daninhas,
hospedeiras ou ndo, sem infecta-las e sem causar o desenvolvimento da doencga,
mas sendo fonte de indculo presente na area (SHUSTER; COYNE, 1974; KIMURA,
1981). Nessa situacdo, a bactéria sobrevive consumindo os exsudatos liberados
pelo hospedeiro, sem causar prejuizos a este (KIMURA, 1981). Sabe-se que Xpp
pode sobreviver em feijao-caupi (V. unguiculata); soja (G. max) e beterraba (Beta
vulgaris), e nas plantas daninhas trevo azedo (Oxalis latifolia); tiririca (Cyperus
rotundus); caruru (Amaranthus hybridus) e picao preto (Bidens pilosa) (CAFATI,
1980; RAMOS, 1991; KARAVINA et al. 2011). Outras espécies do género Vigna (V.
aconitifolia, V. angularis, V. mungo, V. radiata e V. umbellata) podem ser
consideradas hospedeiros naturais tanto de Xpp, quanto de Xcf.

Para Cff, além do feijoeiro e da soja, as mesmas espécies do género Vigna,
citadas acima, no qual Xpp e Xcf podem sobreviver, também foram identificadas
como hospedeiras alternativas da bactéria (HARTMAN et al., 2016). Aveia branca
(Avena sativa), Aveia preta (Avena strigosa), azevém (Lolium multiflorum), canola
(Brassica napus); cevada (Hordeum vulgare); girassol (Helianthus annuus), milho
(Zea mays), milheto (Pennisetum glaucum), nabo forrageiro (Raphanus sativus) e
trigo (Triticum aestivum) foram identificados como possiveis hospedeiras alternativas
de Cff (GONCALVES et al., 2017).

Nascimento et al. (2021) verificaram a sobrevivéncia de Cff por até 63 dias, na
rizosfera de aveia preta, girassol e feijjdo comum. Em aveia branca, azevém, cevada,
milheto, nabo forrageiro e trigo, Cff sobreviveu por 56 dias na rizosfera. Nascimento
et al. (2020), em outro estudo, constataram a sobrevivéncia de Cff em diferentes
espécies de plantas daninhas: caruru (Amaranthus viridis), buva (Conyza
bonariensis), falsa serralha (Emilia fosbergii), picdo branco (Galinsoga parviflora),
macela (Gnaphalium purpureum,), nabo forrageiro (Raphanus sativus), mastrugo
(Lepidium virginicum), trapoeraba (Commelina benghalensis), corda-de-viola
(lpomoea triloba), tiririca (C. rotundus), fedegoso (Senna obtusifolia), capim-
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amargoso (Digitaria insularis), joa-de-capote (Nicandra physalodes) e maria preta
(Solanum americanum.

Para Pst € de conhecimento a sobrevivéncia epifitica em plantas de cobertura
de inverno como trigo, centeio e cevada (KNOCHE et al., 1994) e para Psg, ndo ha

estudos, até o momento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados bacterianos, condi¢des de cultivo e preservagao

Em todos os experimentos foi utilizado o isolado Soj. 1462 R de Psg do
Laboratério de Bacteriologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas
(FCA/UNESP), resistente a 100 ug. mL™" de rifampicina, e patogénico a soja. Esse
isolado foi obtido a partir do isolado IBSBF 1462 da Cole¢do de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Biolégico (IB/Campinas-SP). O isolado Soj. 1462 R foi
cultivado em meio NSAR [20 g.L" de nutriente agar (Merck, Alemanha), 5 g.L"! de
sacarose (Synth, Brasil) e 100 ug.mL™" de rifampicina (Rifaldin)], e incubado a 28 °C
por 48 h. A preservacgao foi realizada em 30% de glicerol (v/v) a -80 °C.

3.2 Sobrevivéncia de Psg em solo

3.2.1 Coleta e caracteristicas dos solos

Quatro solos foram coletados em areas de produgao agricola da Fazenda
Lageado da FCA/UNESP e encaminhados para analise de suas propriedades fisico-
quimicas no Departamento de Solos e Recursos Ambientais da instituicdo (Tabela
1).

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimica dos quatro solos utilizados nos dez
experimentos de sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea em

solo
Matéria . . Areia

A Argila Silte .
Solo c;;gz;zrr:g)a (CaCly) Textura (g/kg) (g/kg) (;v:(agl) Cultivo
A 28 5,0 Argilosa 536 301 163 M
B 18 59 Argilosa 583 330 87 S;M
C 25 5,4 Média 161 57 782 M;S;Ma;B
D 40 6,0 Argilosa 499 381 120 S;M

*Historico de cultivo dos ultimos 5 anos na area de coleta: M (milho); S (Soja); Ma
(mandioca); B (batata).

Os solos foram peneirados em peneira de malha 8 (2,8 mm de abertura),

secos em casa-de-vegetacdo durante sete dias, e armazenados em caixas plasticas
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de 70 x 35 x 35 cm (largura x comprimento x altura). As partes superiores das caixas
foram vedadas com folhas de papel kraft e mantidas em casa de vegetacéo (22-28
°C e 60-90% UR) até a instalagéo dos experimentos (SILVA JUNIOR et al., 2020).

3.2.2 Instalagcao dos experimentos e processamento das amostras

Dez experimentos foram conduzidos entre os anos de 2020 e 2021, para
avaliar a sobrevivéncia de Psg nos quatro tipos de solo. Os experimentos foram
conduzidos em area experimental do Departamento de Protecdo Vegetal da
FCA/UNESP, e instalados em 25/05/2020 (Experimento 1), 12/06/2020 (Experimento
2), 11/12/2020 (Experimento 3), 13/01/2021 (Experimento 4), 30/01/2021
(Experimento 5), 12/02/2021 (Experimento 6), 24/02/2021 (Experimento 7),
10/05/2021 (Experimento 8), 17/05/2021 (Experimento 9) e 28/05/2021 (Experimento
10).

Vasos de 1 L contendo os solos foram infestados com a rega de 200 mL de
indculo bacteriano (107 UFC.mlI"). As avaliagdes de sobrevivéncia de Psg foram
realizadas a cada dois dias, até a nao recuperacédo de células viaveis da bactéria
nas amostras. Os experimentos foram conduzidos em condi¢gdes naturais de campo.

Para o processamento das amostras, o solo de trés vasos de cada tipo de
solo foi armazenado em sacos plasticos. Dez gramas de solo de cada amostra
coletada, foram transferidos para frascos de Duran de 250 mL, contendo 100 mL de
agua destilada autoclavada. Os frascos passaram por agitagdo (300 rpm/30 min),
seguido de repouso (30 min) (NASCIMENTO et al., 2021). As suspensdes obtidas
foram diluidas em série (10° — 102) e 100 uL foram plaqueados em meio NSARF
(meio NSAR suplementado com chlorothalonil (0,01 g.L-") e tiofanato metilico (0,01
g.L")). As placas de Petri foram incubadas em estufa bacterioldgica a 28 °C, e apds
48 h, foi realizada a avaliagdo quantitativa de colénias de Psg.
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3.3 Sobrevivéncia de Psg na filosfera e rizosfera de espécies cultivadas

3.3.1 Obtencéao das espécies vegetais

Para os experimentos de sobrevivéncia de Psg na filosfera e rizosfera, e de
sobrevivéncia endofitica, foram utilizadas doze espécies de plantas cultivadas,
pertencentes a quatro familias botanicas (Tabela 2).

A semeadura foi realizada em vasos de 10 L contendo substrato constituido
de terra de barranco, areia grossa e substrato organo-mineral (Tropstrato HT; Mogi
Mirim) na proporgao de 1:1:1, suplementado com 0,6 kg de cloreto de potassio e 0,8
kg de calcario dolomitico para cada m® da mistura. Para os experimentos de 11 a 16,
as plantas foram levadas para area experimental em campo aberto, apdés a

inoculacdo com Psg.

Tabela 2 - Plantas cultivadas utilizadas nos experimentos de sobrevivéncia
de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera e rizosfera, e nos

experimentos de sobrevivéncia endofitica

Familia botanica Nome Comum

Nome cientifico

Experimentos

Asteraceae Girassol

Helianthus annuus

14,15, 16,17 e 18

Brassicaceae Nabo Forrageiro

Raphanus sativus

14,15, 16,17 e 18

Crotalaria
Feijdo comum
Soja

Fabaceae

Crotalaria juncea
Phaseolus vulgaris
Glycine max

14,15, 16,17 e 18
14,15, 16,17 e 18
11a18

Aveia branca
Aveia preta
Azevém
Cevada
Milho
Sorgo
Trigo

Poaceae

Avena sativa
Avena strigosa
Lolium multiflorum
Hordeum vulgare
Zea mays
Sorghum bicolor
Triticum aestivum

11,12,13,17 e 18
11,12,13,17 e 18
11,12,13,17 e 18
11,12,13,17 e 18
11,12,13,17 e 18
14,15, 16,17 e 18
11,12,13,17e 18

3.3.2 Instalagao dos experimentos e processamento das amostras

Seis experimentos foram conduzidos entre os anos de 2019 e 2021, para

avaliar a sobrevivéncia de Psg na filosfera e rizosfera de plantas cultivadas. Os
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experimentos foram instalados em area experimental do Departamento de Protecao
Vegetal da FCA/UNESP, em 07/11/2019 (Experimento 11), 06/12/2019 (Experimento
12), 19/02/2020 (Experimento 13), 01/07/2020 (Experimento 14), 26/11/2020
(Experimento 15) e 08/01/2021 (Experimento 16).

No processo de inoculacdo das plantas, a parte aérea foi aspergida com
suspensao bacteriana (107 UFC.ml"). Para este processo, um pulverizador costal foi
utilizado, inoculando toda a parte aérea da planta até o ponto de escorrimento. Para
a rizosfera, o solo dos vasos foi infestado com 700 mL da mesma suspensao
bacteriana.

Para o processamento das amostras, foram coletadas as folhas de trés
plantas por espécie, obtendo-se uma amostra composta para cada espécie. Em
seguida, dez gramas das amostras foram transferidos para frascos de Duran de 250
mL contendo 100 mL de esterilizada. Os frascos foram agitados por 30 min a 300
rom em mesa agitadora.

Para a rizosfera, o solo aderido as raizes de trés plantas de cada espécie foi
coletado, obtendo-se uma amostra composta. Em seguida, cinco gramas das
amostras foram transferidos para frascos contendo 100 mL de agua esterilizada. A
agitagao foi de 30 min/300 rpm, passando posteriormente por repouso (30 min), para
sedimentacao (SILVA et al., 2021).

Para todas as amostras, 100 pL das suspensdes foram plaqueados em meio
NSARF. As placas de Petri foram incubadas em estufa bacterioldgica (28 °C/48 h),

seguido de avaliagdo quantitativa de colénias de Psg.

3.4 Sobrevivéncia endofitica de Psg em plantas cultivadas

3.4.1 Instalagao dos experimentos

Dois experimentos de sobrevivéncia endofitica (experimentos 17 e 18) foram
instalados em 13/05/2021 e 05/08/2021 em casa de vegetagdo do Departamento de
Protegao vegetal da FCA/UNESP.

A inoculagao das plantas com Psg foi realizada 40 dias apds a semeadura por
dois métodos de inoculagdo (com e sem ferimentos nas folhas). Nas inocula¢des
com ferimento, todas as folhas das plantas foram feridas pelo método de agulhas
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multiplas, seguido de aspersdo de suspensdo bacteriana (107 UFC.ml") até o ponto
de escorrimento. Nas inoculagdes sem ferimentos, a parte aérea das plantas foi
inoculada por aspersao da suspensido bacteriana até o ponto de escorrimento
(SILVA et al., 2021).

As avaliagdes da sobrevivéncia endofitica de Psg foram realizadas a cada 14

dias, por um periodo maximo de 70 dias.

3.4.2 Processamento das amostras

A parte aérea de trés plantas de cada espécie foi coletada e seccionada com
uma tesoura esterilizada. Em sacos plasticos, as folhas foram homogeneizadas e
amostras de 10 g foram submetidas a desinfecgao superficial: 30 s em alcool 70%,
60 s em hipoclorito de sodio 2% e trés lavagens em agua destilada esterilizada. Em
liquidificador, as amostras foram trituradas com 100 mL de &agua destilada
esterilizada, e os extratos obtidos foram plaqueados em meio de cultura semi-
seletivo. As placas de Petri foram incubadas em estufa bacterioldgica (28 °C/48 h),
seguido de avaliagédo quantitativa de colénias de Psg. (SILVA et al., 2021).

3.5 Dados climaticos

Para os experimentos de sobrevivéncia de Psg em solo (experimentos 1 a 10)
e de sobrevivéncia na filosfera e rizosfera de plantas cultivadas (experimentos 11 a
16), os dados climaticos (temperatura maxima, minima e média, umidade relativa e
precipitagdo) foram obtidos a partir de uma estagdo meteoroldgica localizada a 300
m da area experimental. Os experimentos endofiticos foram conduzidos em casa de
vegetacdo, desta forma, os dados climaticos foram coletados diariamente com o
auxilio de um termohigrémetro digital (PD003, Tomate). A umidade dos quatro solos,
e dos solos de rizosfera, em cada periodo de recuperagdo de Psg foi aferida em
balanga com sensor de umidade por infravermelho (Gehaka, Modelo 1V 2500).
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3.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento utilizado em todos os experimentos foi de blocos
casualizados (DBC). No solo, dez experimentos foram desenvolvidos com quatro
tratamentos (um isolado x quatro tipos de solo). Cada repetigao foi composta por um
vaso, desta forma, para cada solo, trés vasos foram selecionados ao acaso em cada
avaliagao realizada.

Para filosfera e rizosfera, as doze espécies de plantas cultivadas foram
divididas em dois grupos de avaliagao: grupo 1 (aveia branca, aveia preta, azevém,
cevada, milho e trigo) compondo os experimentos 11, 12 e 13, e o grupo 2
(crotalaria, feijao, girassol, nabo e sorgo) integrando os experimentos 15, 16 e 17.
Plantas de soja foram utilizadas como controle positivo para Psg em ambos os
grupos. Vasos contendo apenas solo, sem plantas, foram utilizados como controle
negativo para a rizosfera.

Nos experimentos 11, 12 e 13 foram utilizados quinze tratamentos (seis
especies de plantas cultivadas X dois nichos de sobrevivéncia [filosfera e rizosfera] +
um controle negativo [solo sem plantas] + dois controles positivos [plantas de soja]);
os experimentos 14, 15 e 16 tiveram treze tratamentos (cinco espécies de plantas
cultivadas X dois nichos de sobrevivéncia [filosfera e rizosfera] + controle um
controle negativo [solo sem planta] + dois controles positivos [plantas de soja]). Cada
parcela experimental foi representada por um vaso, contendo cinco plantas, para um
total de seis repeticoes.

Com os resultados dos periodos de sobrevivéncia (dias) de Psg e do numero
de colénias obtidos em cada periodo de avaliagdo, foi possivel calcular o Log1o
(UFC.g de tecido vegetal e UFC.g de solo seco') usados para calcular a area
abaixo da curva (AAC). Buscando verificar a correlagao entre as variaveis climaticas
registradas durante o desenvolvimento dos experimentos, e o0s resultados
alcangados, a analise dos componentes principais foi realizada (ACP) através do
software estatistico Minitab 17.

Nos experimentos 17 e 18, que avaliaram a sobrevivéncia endofitica de Psg
em plantas cultivadas, foram utilizados vinte e quatro tratamentos (doze espécies de
plantas cultivadas X dois métodos de inoculagdo [plantas com ferimento e plantas
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sem ferimentos]). Cada espécie de planta contou com seis repetigdes,
representadas por um vaso com cinco plantas.

Os periodos de sobrevivéncia obtidos, foram submetidos a analise de
agrupamento hierarquio ou analise de clustering, onde os periodos de sobrevivéncia
(dias), de cada espécie e de cada método de inoculagdo, passaram por um
agrupamento, verificando critérios de semelhanga entre si. Desta forma, um
dendrograma foi feito para representar a formagcdo de grupos de respostas.
Complementando esta analise, o numero de colénias de cada periodo de avaliagao
de cada tratamento foi utilizado para o calculo do Log1o (UFC.g de tecido vegetal') e
os calculos da AAC, que mostram a populacdo bacteriana acumulada durante o
periodo de sobrevivéncia de Psg para cada planta cultivada.

3.7 Caracterizagao dos isolados de Psg

Para a confirmagao dos periodos de sobrevivéncia de Psg em todos os nichos
de sobrevivéncia, quatro colénias morfologicamente idénticas a Psg foram
selecionadas de cada tratamento e periodo de avaliagéo, e repicadas para meio B
de King para caracterizagdo fenotipica. Apdés 72 h de incubagcdo em estufa
bacteriolégica (28 °C), os isolados foram avaliados sobre a incidéncia de luz UV
(IGNJATOQV et al., 2007).

Os isolados que apresentaram fluorescéncia em meio B de King foram
submetidos a caracterizagdo molecular por PCR. O protocolo utilizado foi o descrito
por Bereswill et al. (1994) com as sequéncias iniciadoras Forward (5’ GGCGCT CCC
TCGCACTT-3’) e Reverse: (5 GGTATTGGCGGGGGTGC 3’) que amplificam um
fragmento de 650 pb. Para extragdo do DNA bacteriano, microtubos contendo a
suspensao bacteriana foram levados ao termociclador (Eppendorf, Master
cyclernexus gradiente, EUA), a temperatura de 95 °C durante 15 min, seguido de um
resfriamento a 4 °C (SILVA JUNIOR et al., 2019). O volume total utilizado para a
reagdo de PCR foi de 12,5 uL, sendo 6,25 yL GoTaq Green Master Mix (Promega,
USA), 0,25 pL de primer de cada primer, 4,25 pL de agua MilliQ e 1,5 uL de DNA. A
amostra obtida passou pela eletroforese horizontal (6 V/cm™) em gel de agarose a
1% (p/v), contendo brometo de etidio (3 uL/100 mL). Em luz ultravioleta, as bandas
foram observadas (Apéndice 1)
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4 RESULTADOS

41 Sobrevivéncia de Psg em solo

A sobrevivéncia de Psg em todos os experimentos foi baixa. Nos
experimentos 1, 4, 9 e 10, Psg sobreviveu por periodos inferiores a 2 dias (Tabela 3
e 4). Nos solos A e C do experimento 1, os valores de AAC foram de 10 e 11,
respectivamente. Nos experimentos 4, 9 e 10, os solos A, B, C e D obtiveram valores
de AAC variando entre 8,1 a 15,8) Nos experimentos 2, 3, 5, 6, 7 e 8, Psg néo foi
detectada a partir do 2° dia e os valores de AAC variaram de 4 a 6,6 (Tabela 3 e 4).

As épocas do ano ndo influenciaram na sobrevivéncia de Psg nos solos, uma
vez que, em experimentos conduzidos durante o verao (Experimento 1, 9 e 10) e
outono (Experimento 4), a bactéria sobreviveu por dois dias, mas em outros
experimentos, também conduzidos nessas mesmas épocas (Experimentos 7 e 8 no
verao e Experimentos 2, 3 e 5 no outono), Psg foi recuperada apenas no dia da
instalagao dos experimentos (Tabela 3 e 4).



Tabela 3 - Periodos de sobrevivéncia, areas abaixo da curva (AAC) e variaveis climaticas (temperatura
média, maxima, minima, umidade do solo e precipitagao) dos experimentos 1 a 5 de sobrevivéncia de
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea em quatro solos

Periodo de

Tipo sobrevivéncia AAC Temperatura Temperatura Temperatura Umidade do Precipitagado
de solo (dias) média (°C) maxima (°C) minima (°C) solo (%) (mm)
Experimento 1
Solo A 2 10 20,8 271 16,5 26,4 0,0
Solo B 0 5,2 20,9 27,3 16,6 31,3 0,0
Solo C 2 11 20,8 271 16,5 21,8 0,0
Solo D 0 5,1 20,9 27,3 16,6 26,4 0,0
Experimento 2
Solo A 0 4,3 20,0 26,4 15,6 249 0,0
Solo B 0 4,7 20,0 26,4 15,6 29,9 0,0
Solo C 0 4,6 20,0 26,4 15,6 26,5 0,0
Solo D 0 5 20,0 26,4 15,6 253 0,0
Experimento 3
Solo A 0 5,9 20,3 26,7 13,2 22,8 0,0
Solo B 0 5,9 20,3 26,7 13,2 30,9 0,0
Solo C 0 4,6 20,3 26,7 13,2 231 0,0
Solo D 0 5 20,3 26,7 13,2 28,4 0,0
Experimento 4
Solo A 2 14,9 13,6 19,8 9,4 28,2 0,0
Solo B 2 15,7 13,6 19,8 9,4 27,5 0,0
Solo C 2 12,7 13,6 19,8 9,4 23,7 0,0
Solo D 2 15 13,6 19,8 9,4 28,1 0,0
Experimento 5
Solo A 0 6,6 23,2 28,6 17,3 30,2 0,0
Solo B 0 6,3 23,2 28,6 17,3 29,2 0,0
Solo C 0 6,2 23,2 28,6 17,3 18,3 0,0
Solo D 0 6,4 23,2 28,6 17,3 20,2 0,0




Tabela 4 - Periodos de sobrevivéncia, areas abaixo da curva (AAC) e variaveis climaticas
(temperatura média, maxima, minima, umidade do solo e precipitacao) dos experimentos 6 a 10
de sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea em quatro solos

Tipo Periodo de AAC Temperatura Temperatura Temperatura Umidade Precipitagao
de solo sobrevivéncia média (°C) maxima (°C) minima (°C) do solo (%) (mm)
(dias)
Experimento 6
Solo A 0 5,1 22,7 31,7 20,7 28,8 2,5
Solo B 0 54 22,7 31,7 20,7 28,1 2,5
Solo C 0 5,1 22,7 31,7 20,7 18,7 2,5
Solo D 0 5 22,7 31,7 20,7 31,2 25
Experimento 7
Solo A 0 4,9 23,5 30,5 20,4 25,8 4,8
Solo B 0 5,2 23,5 30,5 20,4 28,1 4,8
Solo C 0 4,6 23,5 30,5 20,4 18,7 4,8
Solo D 0 5 23,5 30,5 20,4 31,2 4,8
Experimento 8
Solo A 0 4,2 25,2 31,3 20,0 24.8 0,0
Solo B 0 4,2 25,2 31,3 20,0 22,4 0,0
Solo C 0 4,1 25,2 31,3 20,0 249 0,0
Solo D 0 4 25,2 31,3 20,0 23,7 0,0
Experimento 9
Solo A 2 15,8 21,2 25,0 18,3 29,2 20,4
Solo B 2 15 21,2 25,0 18,3 21,5 20,4
Solo C 2 12 21,2 25,0 18,3 23,5 20,4
Solo D 2 141 21,2 25,0 18,3 21,1 20,4
Experimento 10
Solo A 2 8,1 243 31,1 20,3 20,3 1,6
Solo B 2 10,5 243 31,1 20,3 23,4 1,6
Solo C 2 8,9 243 31,1 20,3 18,3 1,6
Solo D 2 9,7 243 31,1 20,3 249 1,6
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4.2 Sobrevivéncia de Psg na filosfera de plantas cultivadas

Os maiores periodos de sobrevivéncia de Psg foram verificados na filosfera
da soja, com periodos variando entre 63 e 70 dias. A soja foi a unica espécie que
apresentou sintomas caracteristicos de crestamento bacteriano. Na filosfera de
aveia branca, aveia preta, azevém, girassol e sorgo, a bactéria sobreviveu por
periodos variando entre 7 e 35 dias, e entre 14 a 28 dias na filosfera da cevada e do
trigo (Tabela 5).

Com relacao a AAC, para soja os valores obtidos foram entre 362,9 a 451,
variando entre os experimentos. Para aveia branca, aveia preta e azevém, estes
valores variaram de 88,2 a 147. Girassol apresentou no experimento 15 AAC de
27,8. Em contrapartida, nos experimentos 14 e 16 os valores foram de 136,2 e
125,5, respectivamente. Cevada, crotalaria, feijjao comum, nabo forrageiro, sorgo e

trigo os valores variaram de 14,5 a 118,2.

Tabela 5 - Periodos de sobrevivéncia e areas abaixo da curva (AAC) de

Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas cultivadas
(experimentos 11 a 16)

Espécies Exp. 11 Exp. 12 Exp. 13 Exp. 14 Exp. 15 Exp. 16
Aveia branca 352 (141,7)° 21(88,2) 35(135,7) - - -
Aveia preta 28 (137,9) 14 (89,6) 35 (133,3) - - -
Azevém 35(147,0) 21(120,5) 21(103,0) - - -
Cevada 28 (97,3) 14 (77,0) 28 (90,2) - - -
Crotalaria - - - 0 (14,5) 7 (40,9) 7 (36,5)

(
Feijdo comum - - - 7 (38,1) 0(11,5) 28(118,2)

Girassol - - - 35(136,2) 7(27,8) 28(125,5)
Milho 28 (116,9) 0(13,9) 28(100,5) - - -
Nabo forrageiro - - - 7 (32,2) 0(13,2) 21(115,3)
Soja 70 (451,0) 70(420,9) 70 (423,3) 63(402,8) 70(380,2) 70 (362,9)
Sorgo - - - 14 (70,5) 35(79,8) 28 (105,7)
Trigo 28 (108,4) 21(89,9) 21 (100,0) - - -

2 Periodo de sobrevivéncia de Psg na filosfera de plantas cultivadas.
b Area abaixo da curva (AAC) de Psg na filosfera de plantas cultivadas.

Os graficos de analise de componentes principais (ACP) correlacionaram as
variaveis climaticas, registradas durante cada periodo (Tabela 6 e 7) com os
periodos de sobrevivéncia e AAC de Psg em cada uma das plantas. Para o primeiro

grupo de plantas, experimentos 11, 12 e 13, o periodo de sobrevivéncia, AAC, bem
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como a precipitagdo, aumentaram na mesma diregdo em relagdo ao primeiro
componente (eixo X), sendo considerados positivamente correlacionados entre si
(Figuras 1A, 1C e 1E). Ou seja, quanto maiores os volumes de precipitagao, durante
o periodo avaliado, maiores foram os periodos de sobrevivéncia e AAC (Apéndice B,
CeD).

Tabela 6 — Médias de temperatura maxima, minima e média, umidade do solo e
precipitagcao dos experimentos de 11 a 13

Periodo Temperatura Temperatura Temperatura Umidade Precipitagao
média maxima minima relativadoar (mm)
Experimento 11
0 21,9 29,2 16,9 76,7 0,0
0-7 21,9 27,5 18,5 79,5 39,4
7-14 21,5 29,0 16,8 75,0 47,8
14 — 21 21,6 28,3 16,7 76,9 82,6
21-28 21,1 27,3 16,0 80,8 63,9
28 -35 221 27,0 18,8 80,9 14,0
35-42 22,2 29,4 17,8 3,6 20,6
42 — 49 7,4 16,2 0,4 65,8 21,0
49 — 56 247 32,0 19,4 69,0 19,7
56 — 63 22,5 28,7 19,0 84,2 38,8
63-70 240 29,1 20,4 83,9 40,8
Experimento 12
0 21,8 25,8 19,0 91,5 0,8
0-7 22,2 27,2 18,4 79,2 11,0
7-14 23,4 25,6 17,8 80,9 20,3
14 — 21 22,8 28,6 18,8 76,7 21,0
21-28 22,0 27,8 17,7 78,5 76,4
28 -35 243 31,6 19,3 73,1 39,5
35-42 22,7 28,7 19,3 84,7 50,2
42 — 49 243 29,9 20,3 81,6 35,5
49 — 56 21,5 26,7 18,0 80,7 8,6
56 — 63 24,2 30,2 19,2 65,2 28,2
63-70 22,3 27,9 19,7 88,7 135,9
Experimento 13
0 24 1 28,2 21,8 82,2 0,0
0-7 22,3 26,7 19,3 84,5 45,8
7-14 20,2 25,2 17,4 82,7 32,3
14 — 21 21,4 28,0 16,7 71,0 0,0
21-28 243 31,1 19,0 69,1 17,8
28 -35 21,6 27,6 18,1 77,5 59,8
35-42 21,6 27,6 17,3 72,0 1,6
42 — 49 23,0 28,4 19,7 85,4 143,6
49 — 56 22,8 28,8 17,8 67,1 4.1
56 — 63 18,8 24,6 14,9 74,6 11,4

63-70 19,4 25,6 14,6 67,7 0,0
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Tabela 7 — Médias de temperatura maxima, minima e média, umidade do solo e
precipitagcao dos experimentos de 14 a 16

Periodo Temperatura Temperatura Temperatura Umidade Precipitagao
média maxima minima relativadoar (mm)
Experimento 14
0 15,7 19,9 11,0 68,8 6,4
0-7 17,5 23,1 12,4 64,6 6,4
7-14 20,5 26,0 15,4 56,0 0,0
14 — 21 19,2 25,1 13,7 64,4 0,0
21-28 21,3 27,2 15,4 53,4 0,0
28 -35 17,1 23,4 12,7 68,9 0,0
35-42 20,0 26,2 14,1 49,3 0,0
42 - 49 20,2 24,6 16,5 68,1 75,0
49 — 56 14,1 19,7 10,2 75,2 9,1
56 — 63 21,2 28,2 14,7 56,2 0,0
63-70 23,4 30,7 17,1 53,7 0,0
Experimento 15
0 26,4 32,5 21,7 54,0 0,0
0-7 247 31,5 19,8 65,2 9,9
7-14 20,5 26,0 15,4 56,0 0,0
14 — 21 19,2 25,1 13,7 64,4 0,0
21-28 21,3 27,2 15,4 53,4 0,0
28 -35 17,1 23,4 12,7 68,9 0,0
35-42 20,0 26,2 14,1 49,3 0,0
42 - 49 20,2 24,6 16,5 68,1 75,0
49 — 56 14,1 19,7 10,2 75,2 9,1
56 — 63 21,2 28,2 14,7 56,2 0,0
63-70 23,4 30,7 17,1 53,7 0,0
Experimento 16
0 23,6 29,3 20,0 81,2 0,0
0-7 23,8 29,7 20,7 84,5 84,8
7-14 22,9 28,6 20,1 86,0 101,3
14 — 21 24,0 30,6 19,6 75,4 15,8
21-28 247 30,7 20,0 73,3 27,8
28 -35 21,9 27,7 17,9 72,9 4,1
35-42 22,7 27,8 18,7 78,4 28,4
42 - 49 243 30,9 19,7 68,7 0,8
49 — 56 22,2 27,4 19,3 81,1 23,5
56 — 63 21,6 27,3 18,2 84,2 69,6

63-70 23,9 30,2 19,9 73,9 8,4
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Figura 1 - Analise de componentes principais (ACP) da sobrevivéncia de
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas cultivadas nos
experimentos 11 (A, B), 12 (C, D) e 13 (E, F). A, C, E) Grafico de proje¢cao dos
vetores: temperatura maxima, média e minima, precipitagdo, area abaixo da
curva de progresso da doenca (AAC) e periodo de sobrevivéncia. B, D, E)
Grafico biplot com a dispersao das plantas de acordo com o periodo de

sobrevivéncia.
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Em relagdo a temperatura, no experimento 11, as temperaturas maxima,
meédia e minima se correlacionaram positivamente com os periodos de sobrevivéncia
e AAC (Figura 1A). No experimento 12, as temperaturas maxima e média também se
correlacionaram positivamente, mas a temperatura minima nao apresentou
correlagdo, provavelmente porque variagdes na temperatura minima, dentre os
experimentos, foram baixas, de 0,3 °C (Figura 1C). Para o experimento 13, as
temperaturas média e minima se correlacionaram negativamente com os periodos
de sobrevivéncia e AAC (Figura 1E). A temperatura maxima, que apresentou
variagbes de 0,8 °C entre os experimentos, ndo se correlacionou com as demais
variaveis (Figura 1E e Apéndice D (C) nesse experimento.

No segundo grupo de plantas, os graficos de ACP também evidenciaram a
correlagdo positiva entre periodo de sobrevivéncia, AAC e precipitacdo, nos trés
experimentos (Figura 2). No experimento 14, essas trés variaveis se correlacionaram
positivamente com a temperatura minima, média e maxima (Figura 2A). Para os
experimentos 15 e 16, foi possivel observar correlagdo negativa entre temperatura
média, maxima e minima e periodo de sobrevivéncia e AAC (Figuras 2C e 2E).
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Figura 2 - Analise de componentes principais (ACP) da sobrevivéncia de
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas cultivadas nos
experimentos 14 (A, B), 15 (C, D) e 16 (E, F). A, C, E) Grafico de proje¢cao dos
vetores: temperatura maxima, média e minima, precipitagdo, area abaixo da
curva (AAC) e periodo de sobrevivéncia. B, D, E) Grafico biplot com a

dispersao das plantas de acordo com o periodo de sobrevivéncia
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De modo geral, a maior ocorréncia de precipitacbes favoreceu a
sobrevivéncia de Psg na filosfera de todas as plantas cultivadas, em todos os
experimentos. As altas temperaturas reduziram o periodo de sobrevivéncia de Psg
nos experimentos 13, 15 e 16, mas favoreceram a sobrevivéncia da bactéria nos

experimentos 11, 12 e 14 (Apéndice B, C e E).

4.3 Sobrevivéncia de Psg na rizosfera de plantas cultivadas

Os maiores periodos de sobrevivéncia de Psg na rizosfera foram verificados
para aveia branca, aveia preta, azevém, cevada, milho, soja e trigo (28 dias). Para o
nabo forrageiro, o periodo maximo de sobrevivéncia na rizosfera foi de 21 dias, e 14

dias para crotalaria, feijao comum, girassol e sorgo (Tabela 8).

Tabela 8 - Periodos de sobrevivéncia e areas abaixo da curva (AAC) de
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na rizosfera de plantas cultivadas, e
em solo (experimentos 11 a 16)

Espécies Exp. 11 Exp-12 Exp.13 Exp.14 Exp.15 Exp. 16
Aveia branca 282(110,7 0(19,1) 0(13,9) - - -
Aveia preta 28 (116,9) 0(14,7) 7(50,3) - - -
Azevém 28 (127,0) 0(16,2) 7 (34,5 - - -
Cevada 28 (122,6) 0(15,7) 7(30,8) - - -
Crotalaria - - - 0(15,8) 14(754) 0(17,5)

Feijdo comum - - 0(16,4) 14(102,6) 0(18,2)

Girassol - - 0(12,8) 14(101,5) 0(17,6)
Milho 28 (112,8) 0(17,0) 7 (43,8) - - -
Nabo forrageiro - - - 0(20,4) 21(115,5) 0(16,6)
Soja 28 (122,0) 0(16,1) 7(352) 0(14,3) 21(107,9) 7 (43,0)
Sorgo - - - 0(17,9) 14(79,9) 0(16,8)
Trigo 28 (113,4) 0(23,8) 7(39,8)

Solo 0(18,5) 0(27,4) 7(352) 7(38,3) 21(110,7) 0(18,4)
aPeriodo de sobrevivéncia de Psg na rizosfera de plantas cultivadas.
bArea abaixo da curva (AAC) de Psg na rizosfera de plantas cultivadas.

Para o primeiro grupo de plantas, as variaveis periodo de sobrevivéncia, AAC,
precipitacdo e temperatura maxima se correlacionaram positivamente, enquanto as
temperaturas minima e média apresentaram correlagédo negativa (Figura 3A). No
experimento 11, onde a precipitagdo acumulada foi de 233,7 mm, Psg sobreviveu
por 28 dias na rizosfera de todas as plantas (Apéndice H). Quando ndo ocorreram
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chuvas, ou a precipitagao registrada foi baixa, o periodo de sobrevivéncia foi de no

maximo sete dias.

Figura 3 - Analise de componentes principais (ACP) da sobrevivéncia de
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na rizosfera de plantas cultivadas nos
experimentos 11, 12 e 13, que correspondem ao grupo 1 (A, B) e, 14, 15 e 16,
referentes ao grupo 2 (C, D). e) Grafico de projecao dos vetores: temperatura
maxima, média e minima, precipitacdo, area abaixo da curva (AAC) e periodo de
sobrevivéncia. B, D, E) Grafico biplot com a dispersao das plantas de acordo

com o periodo de sobrevivéncia.
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No segundo grupo de plantas, apenas as variaveis periodo de sobrevivéncia,
AAC e precipitagao se correlacionaram positivamente entre si (Figura 3C). Nos
experimentos em que Psg sobreviveu de sete a 21 dias na rizosfera, a precipitagéo
acumulada variou entre 9,9 a 84,8 mm, sendo que n&o foram registradas chuvas
nesse periodo inicial nos experimentos 14 e 16 onde a bactéria so6 foi recuperada no
dia da instalagédo (Figura Suplementar I). A excegao é a soja, onde Psg sobreviveu
por sete dias no experimento 16.

No solo (controle negativo), os periodos de sobrevivéncia de Psg variaram
entre zero (em trés dos experimentos) a 21 dias, sendo que a auséncia de chuvas
no periodo inicial também desfavoreceu a sobrevivéncia da bactéria. Nos
experimentos 11, 12 e 16, onde Psg so foi recuperada no dia da instalagédo, a
precipitacdo acumulada variou entre 0 a 0,8 mm. Para os demais experimentos, a
precipitagdo acumulada variou entre 9,9 a 45,88 mm, mas o periodo de maior
sobrevivéncia n&o coincidiu com os maiores volumes de precipitagdes registradas,

pelo contrario.

4.4 Sobrevivéncia endofitica de Psg em plantas cultivadas

Psg foi recuperada em todas as espécies de plantas cultivadas avaliadas,
entretanto, o periodo de sobrevivéncia variou entre os tratamentos, com e sem
ferimento (Tabela 9).

Nas plantas com ferimentos, os periodos meédios de sobrevivéncia foram: soja
(70 dias), aveia branca, aveia preta e azevém (63 dias), cevada, girassol e sorgo (49
dias), milho (42 dias), feijao comum e trigo (35 dias), crotalaria e nabo forrageiro (28
dias) (Tabela 7). Ja nas plantas sem ferimentos, os periodos médios foram: azevém
(70 dias), soja (63 dias), aveia branca e aveia preta (49 dias), sorgo (42 dias),
cevada e milho (35 dias), feijao comum e trigo (28 dias), girassol (21 dias) e
crotalaria (7 dias) (Tabela 9).

Em plantas como cevada, girassol e milho, o método de inoculagdo com
ferimento, favoreceu a sobrevivéncia de Psg. Nos experimentos 17 e 18, estas
plantas obtiveram elevados periodos médios de sobrevivéncia, fato que n&o ocorreu

nas plantas inoculadas sem ferimentos (Tabela 9).
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Dentre todas as plantas avaliadas, a soja, aveia branca e aveia preta, foram
as espécies que apresentaram uma média de AAC mais alta. No tratamento com
ferimento a média de AAC de aveia branca foi 309,0 e de aveia preta 328,3. Dentre
as plantas sem ferimentos, a média foi de 236,5 e 203,6, respectivamente, para
aveia branca e aveia preta.

Dentre as espécies que registraram a média mais baixa de AAC, podemos
destacar crotalaria com 46,69, e nabo forrageiro com 73,99, em plantas sem
ferimento. Com ferimento a média foi de 140,03 e 113, 93 respectivamente.

Tabela 9 - Periodos de sobrevivéncia e areas abaixo da curva (AAC) de
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea em plantas cultivadas com e sem
ferimento (experimento 17 e 18)

Experimento 17 Experimento 18 Média
Espécies CF* SF** CF SF CF SF
Aveia branca 702 63 (309,0) 49 (236,5)
(325,7)> 42 (219,3) 56 (292,3) 56 (253,6)

Aveia preta 56 (318,3) 42(188,1) 70(338,3) 56(219,1) 63(328,3) 49 (203,6)
Azevém 6(280,3) 70(281,2) 70(283,4) 70(268,2) 63(281,8) 70(274,7)
Cevada 2(209,8) 14 (83,3) 6 (264,3) 56 (181,1) 49(237,0) 35(132,2)
Crotalaria 2(212,0) 14(73,9) 14 (68,0) 0(19,4) 8 (140,0) 7 (46,6)
Feijao comum 6 (276,4) 42(231,5) 14(100,1) 14 (70,6) 5(188,2) 28 (151,1)
Girassol 56 (188,6) 0(31,1) 42(172,6) 42(152,8) 49 (180,6) 21 (91,9)
Milho 0(300,7) 28(124,6) 14 (107,1) 42(164,9) 42(203,9) 35(144,7)
Nabo forrageiro 2(152,3) 14 (77,5) 14 (75,5 14 (70,4) 8(113,9) 14 (73,9)
Soja 0(442,4) 56 (279,5) 70(407,2) 70(392,3) 70(424,8) 63(335,9)
Sorgo 0(274,8) 56 (251,7) 28(132,7) 28(132,6) 49 (203,8) 42(192,1)
Trigo 42 (211,8) 28(139,4) 28 (154,5) 28 (112,7) 35(183,1) 28 (126,0)

a periodo de sobrevivéncia de Psg
b area abaixo da curva (AAC)
*CF — com ferimento; **SF —

sem ferimento

Observou-se a formagao de quatro agrupamentos com corte de similaridade

proximo de 60%. No agrupamento |, as espécies como aveia branca, aveia preta,
azevém, cevada e soja, mostraram ser 100% similares entre si, em ambos os
tratamentos, nos experimentos 17 e 18. Estas espécies, com excec¢ado da cevada,
formaram um grupo de resposta com aproximadamente 67% de similaridade (Figura
4).

Em contrapartida, cevada, crotalaria, girassol, milho, nabo forrageiro, sorgo e
trigo foram as espécies que apresentaram maior influéncia na sobrevivéncia de Psg

entre plantas com e sem ferimento, ndo apresentando nenhuma similaridade entre
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0s grupos de resposta para os dois experimentos realizados. Em paralelo, foi
possivel verificar a formagao de um grupo, composto por cevada, crotalaria, girassol,
milho, nabo forrageiro e trigo, sem ferimento. Este grupo obteve uma sobrevivéncia

considerada baixa, mostrando com similaridade aproximada de 30% (Figura 4).
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Figura 4 - Grupo de respostas formados pelo tempo de sobrevivéncia endofitica de Pseudomonas
savastanoi pv. glycinea em plantas cultivadas nos experimentos 17 e 18. Agrupamento com ambos

os tratamentos com e sem ferimento. (*) plantas com ferimento; (**) plantas sem ferimento.
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5 DISCUSSAO

O conhecimento sobre a ecologia de Psg é extremamente importante para um
manejo bem-sucedido do crestamento bacteriano. Dentre todos os nichos de
sobrevivéncia, o patdogeno encontra maior dificuldade de sobreviver no solo, como
células livres. Pela pouca adaptagdo, as bactérias fitopatogénicas pertences ao
género Pseudomonas nao produzem estruturas de resisténcia e sofrem com a carga
antagbnica exercida pelos demais microrganismos ali presentes (SCHUSTER,;
COYNE, 1974; ROUSK et al., 2010; FIERER; LENNON, 2011).

Este € o primeiro trabalho desenvolvido em condigdes brasileiras avaliando a
sobrevivéncia de Psg no solo. Entre os dez experimentos conduzidos a campo, em
apenas quatro experimentos (experimento 1, 4, 9 e 10) Psg foi recuperada dois dias
apds a sobrevivéncia. Nos demais experimentos, dois dias apos a infestagcdo do
solo, ndo foram detectadas células viaveis de Psg, demostrando baixa sobrevivéncia
nesse nicho.

Acreditava-se que, de acordo com as épocas do ano em que 0s experimentos
fossem instalados, diferentes periodos de sobrevivéncia seriam obtidos. No entanto,
verificou-se que, seja no verdo, onde foram registradas altas temperaturas, ou no
outono, com temperaturas mais amenas, a sobrevivéncia de Psg no solo foi baixa.

Segundo Park e Lim (1984), Psg € uma bactéria com baixa capacidade
saprofitica. Levando em consideracdo que os quatro solos utilizados nos
experimentos nao foram esterilizados, esta poderia ser uma justificativa para a baixa
sobrevivéncia nos experimentos realizados. Graham (1953), ja havia relatado Psg
sobrevivendo por um periodo maior em solo esterilizado, com periodos entre seis e
nove meses. Em contrapartida, em solo ndo estéril, a sobrevivéncia limitou-se a um
més. No solo existem diversos microrganismos competindo por espago, nutrientes e
agua, fatores essenciais a sobrevivéncia (PANG et al., 2021).

Em contrapartida, para Xag, outra bactéria patogénica a soja, estudos
demostraram que a temperatura € um fator que pode influenciar diretamente sua
sobrevivéncia em solo. Srivastava e Bais (1987), demostraram a sobrevivéncia de
Xag por até 60 dias sob temperaturas baixas, entre 6 e 8 °C e por até 30 dias em

uma faixa de temperatura entre 14 a 40 °C, em solo esterilizado. Em solo nao
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esterilizado, expostos as mesmas condigdes de temperatura, Xag foi recuperada por
30 e 10 dias, respectivamente.

O tipo de solo também pode influenciar na sobrevivéncia das fitobactérias.
Dentro dos agregados de argila existe disponibilidade de agua e protegc&o contra
antagonistas (HATTORI, 1973). Gongalves et al. (2018), estudando a ecologia de
Cff, constataram que o tipo de solo e a umidade influenciaram diretamente a
sobrevivéncia da bactéria. Neste estudo, trés tipos de solo foram de textura argilosa
(solos A, B e D) e o outro de textura média (solo C), mas, mesmo assim, os periodos
de sobrevivéncia de Psg foram baixos.

Bactérias também podem colonizar as plantas de forma epifitica. Nesta fase,
as populagdes bacterianas se multiplicam na superficie foliar ou nas raizes de
determinadas espécies de plantas, hospedeiras ou ndo, sem infecta-las e sem
causar o desenvolvimento da doenca (SHUSTER; COYNE, 1974; KIMURA, 1981).
Nessa condigdo, a bactéria sobrevive consumindo os exsudatos liberados pelo
hospedeiro, sem causar prejuizos a este (KIMURA, 1981).

A filosfera, que €& caracterizada como toda a superficie foliar das plantas
(REMUS-EMSERMANN; SCHLECHTER, 2018), é considerada um ambiente natural
na interagcao entre fitobactérias e seu hospedeiro, na qual as fitobactérias buscam
um refugio em condi¢des adversas a sua sobrevivéncia. Todavia, a filosfera também
€ conhecida como um ambiente hostil para estes patdgenos. A exposicéo a fatores
climaticos pode influenciar diretamente na sobrevivéncia das fitobactérias nesse
nicho (VORHOLT, 2012).

Neste estudo, com auxilio da classificacdo realizada pela analise estatistica
de ACP, foi observado que as variaveis precipitacdo e temperatura influenciaram
diretamente a sobrevivéncia de Psg na filosfera das plantas cultivadas avaliadas. A
ocorréncia de precipitacbes se correlacionou positivamente ao periodo de
sobrevivéncia, nos dois grupos de plantas avaliadas. Deste modo, quanto maior o
volume de precipitagdo, maior foi o periodo de sobrevivéncia registrado.

Huffman et al. (2013), ao contrario do observado nesse estudo, relataram que
a ocorréncia de chuvas pode lavar ou retirar as populagdes epifiticas presentes no
filoplano, reduzindo a fonte de indculo na superficie foliar. Nascimento et al. (2020),
confirmaram essa teoria para Cff, verificando que chuvas abundantes diminuiram o

periodo de sobrevivéncia da bactéria em plantas daninhas. Em contrapartida, Allard
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et al. (2020) verificou que chuvas intensas podem favorecer a sobrevivéncia de
bactérias pertencentes a familia Xanthomonadaceae.

Para Psg, mesmo com a precipitagao favorecendo sua sobrevivéncia durante
0s experimentos, em algumas espécies de plantas, o periodo de sobrevivéncia
observado foi inferior. Na filosfera de crotalaria, feijjao comum e nabo forrageiro, Psg
teve pouco desenvolvimento quando comparada as outras plantas avaliadas. Uma
justificativa para este resultado, seria de que as caracteristicas da filosfera dessas
espéecies podem influenciar na sobrevivéncia da bactéria. A filosfera € constituida
por folhas, que apresentam caracteristicas distintas, sendo intercaladas por células
epidérmicas e sulcos entre estas, estbmatos, tricomas, hidatédios e tricomas. Desta
forma, cada espécie vegetal pode oferecer em suas folhas diferentes microhabitates
para os microrganismos presentes (VORHOL, 2012; REMUS-EMSERMANN, 2019),
e este fator pode influenciar também a sobrevivéncia de Psg.

Com relagcédo a temperatura, é descrito que temperaturas mais amenas sao
favoraveis ao desenvolvimento de Psg (LANNA FILHO, 2015; GODOQY et al., 2016),
e que as oscilagbes de temperaturas que podem ocorrer ao longo do dia, podem
afetar diretamente e indiretamente as populagdes bacterianas (LEVEAU, 2018). Os
dados obtidos neste estudo foram inconclusivos. Altas temperaturas reduziram o
periodo de sobrevivéncia de Psg nos experimentos 13, 15 e 16, mas favoreceram a
sobrevivéncia da bactéria nos experimentos 11, 12 e 14.

Para a rizosfera, regido que compreende o solo sob influéncia das raizes das
plantas (QU et al., 2020), mesmo com protecdo a fatores climaticos e oferta de
carbonos e minerais importantes para o desenvolvimento de microrganismos
(BRENCIC; WINANS, 2005; RAAIJMAKERS et al., 2009), a sobrevivéncia de Psg
nao foi considerada alta. Os maiores periodos foram registrados em aveia branca,
aveia preta, azevém, cevada, milho, soja e trigo.

As diferentes espécies de plantas podem selecionar uma populacéo
especifica de microrganismos em sua rizosfera (GOPAL; GUPTA, 2016), devido a
liberacdo de exsudatos radiculares que podem afetar a composi¢cédo quimica deste
nicho, atuando ou ndo como fonte de substrato para o desenvolvimento de
determinados microrganismos (YANG; CROWLEY, 2000). Esta poderia ser uma
resposta as divergéncias encontradas neste trabalho em relagédo a sobrevivéncia de
Psg na rizosfera das plantas cultivadas avaliadas.
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Vancura et al. (1969), estudando-se a sobrevivéncia de Xcf em meios de
cultura contendo exsudatos liberados pelas raizes de feijoeiro, cevada e trigo,
sugeriram uma relagéo entre a sobrevivéncia da bactéria na rizosfera e a liberagéo
de peptideos biologicamente ativos pela semente e cotilédone da planta em
desenvolvimento. Corroborando com esta hipotese, os autores ressaltaram que nas
fases iniciais do desenvolvimento das plantas, as bactérias sdo capazes de se
multiplicar com sucesso em sua rizosfera. Possivelmente, fatores como a idade da
planta e a auséncia desses peptideos liberados pela mesma em sua fase inicial de
desenvolvimento, possam explicar a falta de estimulo a sobrevivéncia de Psg na
rizosfera, uma vez que foram poucas as plantas cultivadas que ainda abrigavam
populacdes bacterianas apds os sete dias de inoculagao.

Apenas sob influéncia da precipitagdo a sobrevivéncia de Psg foi maior na
rizosfera. Quando nao ocorreram chuvas, ou a precipitagao registrada foi baixa, o
periodo de sobrevivéncia foi de no maximo sete dias. Outros fatores que podem
estar associados sao as praticas culturais, disponibilidade de nutrientes, umidade e
pH do solo, assim como o tipo de solo (GRAYSTON et al., 1998; LATOUR et al.,
1999; SMALLA et al., 2001).

Para Xcf, assim como para Psg, a rizosfera ndo € um potencial nicho de
sobrevivéncia (MELO et al., 2021). Em contrapartida, para Cff a regido do entorno
das raizes apresenta condi¢cbes favoraveis para o desenvolvimento da bactéria.
Nascimento et al. (2021) relataram que Cff sobreviveu na rizosfera de aveia preta,
girassol e feijjao comum por até 63 dias, e em milheto, nabo forrageiro, azevém,
cevada, aveia branca e trigo por até 56 dias.

Para os experimentos que avaliaram a sobrevivéncia endofitica de Psg,
plantas com ferimentos obtiveram periodos de sobrevivéncia maiores que as plantas
inoculadas sem ferimento. Acredita-se que, o fato das bactérias fitopatogénicas
necessitarem de alguma abertura para penetrar determinada planta, pode ter
influenciado nesse resultado (KANDEL et al., 2017).

Observando a analise estatistica foi possivel identificar que além da soja,
aveia branca, aveia preta e azevém foram espécies nas quais ndo ocorreram
diferencas entres os periodos de sobrevivéncia endofitica de Psg, em fun¢do dos
meétodos de inoculagao. Este resultado pode estar associado a fatores como espécie
e tecido vegetal, gendtipos e condigbes ambientais (HARDOIM et al., 2015).
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O interior das plantas pode ser colonizado ndo sé por fitopatégenos, mas
também por microrganismos benéficos. Diversos microrganismos podem contribuir
com o crescimento e desenvolvimento da planta, podendo inclusive auxiliar na
defesa contra bactérias fitopatogénicas (REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011). Desta
forma, a planta torna-se responsavel por recrutar e moldar suas comunidades
microbianas. Foi verificado nos experimentos, que mesmo as plantas apresentando
ferimentos nas folhas, algumas espécies tiveram um periodo de sobrevivéncia maior
em relagao as outras.

Como fonte de in6culo, em campo, a sobrevivéncia endofitica pode ter um
elevado impacto no desenvolvimento de epidemias. Com as bactérias protegidas
dentro dos tecidos da planta, sofrendo menos com fatores bidticos e abidticos, as
bactérias tendem a sobreviver por periodos mais longos (LEBEN, 1981;
SCHUSTER; COYNE 1974; GONCALVES et al., 2017).
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6 CONCLUSOES

Psg apresentou baixa capacidade de sobrevivéncia no solo. Quatro solos
foram avaliados, e em todos a bactéria sobreviveu por no maximo dois dias apds a
instalagdo dos experimentos. Desta forma, o solo ndo é um nicho favoravel para a
sobrevivéncia de Psg.

Além da soja, Psg também pode sobreviver na filosfera de aveia branca,
aveia preta, azevém, girassol e sorgo por até 35 dias, e em cevada, milho e trigo por
28 dias. Deste modo, ndo € indicada a rotagao/sucessao destas plantas cultivadas
com a soja, especialmente em areas com historico de ocorréncia de crestamento
bacteriano. Nestas areas € recomendado o plantio de crotalaria, feijdo comum e
nabo forrageiro, espécies no qual Psg apresentou baixa sobrevivéncia.

Para a rizosfera, a sobrevivéncia de Psg foi baixa quando comparada a
filosfera. Em pelo menos um dos experimentos a bactéria foi recuperada somente no
dia da instalagdo. Deste modo, a rizosfera das plantas cultivadas avaliadas nao foi
um nicho favoravel a sobrevivéncia de Psg.

Com relagcdo a sobrevivéncia endofitica de Psg foi observado que plantas
inoculadas com ferimentos, obtiveram uma sobrevivéncia maior de Psg em
comparagdo as plantas sem ferimentos. Também foi observada uma maior
sobrevivéncia endofitica de Psg em aveia branca, aveia preta e azevém tanto nas

plantas com ou sem ferimentos nas folhas.
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650 pb

APENDICE A - Amplificagdes dos isolados de Psg em eletroforese gel de
agarose 1%. MM - Marcador molecular, 1Kb Plus Invitrogen; CP -
controle positivo, isolado Soj. 1462R; CN - controle negativo,
Xanthomonas citri pv. fuscans; 1 — aveia branca; 2 — aveia preta; 3-
azevém; 4 — cevada; 5 — crotalaria; 6 — feijdao; 7 — girassol; 8 — milho; 9 —

nabo forrageiro; 10 — soja; 11 — sorgo; 12 — trigo
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APENDICE B - Grafico biplot da analise de componentes principais (ACP) da

sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas

cultivadas no experimento 11, com a dispersao das plantas de acordo com A)

area abaixo da curva (AAC); B) temperatura média; C) temperatura maxima; D)

temperatura minima e; E) precipitagao
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APENDICE C - Grafico biplot da analise de componentes principais (ACP) da
sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas
cultivadas no experimento 12, com a dispersao das plantas de acordo com A)
area abaixo da curva (AAC); B) temperatura média; C) temperatura maxima; D)

temperatura minima e; E) precipitagao
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APENDICE D - Grafico biplot da analise de componentes principais (ACP) da

sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas

cultivadas no experimento 13, com a dispersao das plantas de acordo com A) area

abaixo da curva (AAC); B) temperatura média; C) temperatura maxima; D)

temperatura minima e; E) precipitagao
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APENDICE E - Grafico biplot da analise de componentes principais (ACP) da
sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas
cultivadas no experimento 14, com a dispersao das plantas de acordo com A)
area abaixo da curva (AAC); B) temperatura média; C) temperatura maxima; D)

temperatura minima e; E) precipitagao
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APENDICE F - Grafico biplot da analise de componentes principais (ACP) da
sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas
cultivadas no experimento 15, com a dispersao das plantas de acordo com A)
area abaixo da curva (AAC); B) temperatura média; C) temperatura maxima; D)

temperatura minima e; E) precipitagao
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APENDICE G - Grafico biplot da analise de componentes principais (ACP) da
sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na filosfera de plantas
cultivadas no experimento 16, com a dispersado das plantas de acordo com A)
area abaixo da curva (AAC); B) temperatura média; C) temperatura maxima; D)

temperatura minima e; E) precipitagao
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APENDICE H - Grafico biplot da analise de componentes principais (ACP) da
sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na rizosfera de plantas
cultivadas nos experimentos 11, 12 e 13 (grupo 1), com a dispersdo das plantas de
acordo com A) area abaixo da curva (AAC); B) temperatura média; C) temperatura

maxima; D) temperatura minima e; E) precipitagao
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Grafico biplot da analise de componentes principais (ACP) da

sobrevivéncia de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea na rizosfera de plantas

cultivadas nos experimentos 14, 15 e 16 (grupo 2), com a dispersao das plantas de

acordo com A) area abaixo da curva (AAC); B) temperatura média; C) temperatura

maxima; D) temperatura minima e; E) precipitagao
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’ C::Fﬂssd(%gp\-p 121) Crotakiria (Exp. 1:“)
Nabo (Exp. 14) 2
Soia (Exp. 14) Scia (Exp. 16)
Sargo (Exp. 14)

B)

Segundo Componente

D)

Segundo Componente

(%]

(9

[¥]

0

[

Nabo (Exp. 15)
Solo (Exp. 15)¢
Sdo(E.\:p. 14) Sopn (Exp. 15)
Feifio (Exp. 15)
Crotaliria (Exp. 14) Gnsaassd g‘:p l1_5))
Fi 14 . 15
’ G:g’d(%p\p 1?1) Crotakiria (E\v?qiél'
Nabo (Exp. 14 -
Soh By 19 Soh (B, 16)
Sargo (Exp. 14)
Solo (Exp. 16)

Feifio (Exp. 116) & Nabo (Exp. 16)
Girassol (Exp. 16) Scrgo (Exp. 16)
-1 0 1 2
Primeiro Componente

(9

Nabo (Exp. 15)
Solo (Exp. 15)¢
Solo (Exp. 149) Sop Exp- 15)
Fesio (Exp. 15)
Crotaliria (E\(%' 14) Grassc]%\p 11?
F . 14 xp. 15
4 C!E:d(gp 121) Crcmhx‘ng(%xp ?
Nabo 14
s;'-.u (g;? 14)) Sop (Exp. 16)
Sargo (Exp. 14)

&

Solo (Exp. 16)
Crotalirna (Exp. 16)
Feifio (Exp. 16) p Nabo (Exp. 16)
Girassol (Exp. 16) Sargo (Exp. 16)
-2 -1 0 1 2
Primeiro Componente

Avprenoe

Ayroenmoe

Tenpelatlua

15.7
16.6
27
236

239

Temperatura
minima

11.0

11.7

17.7

19.0

200

203



