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RESUMO

CARVALHO, Gilvane Aparecida de. Efeito in vitre e in vivo de filtrados de
rizobactérias sobre Colletotrichum gloeosporioides Penz. do cafeeiro. 2004,
55p. Dissertagio (Mestrado Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG”

Tradicionalmente, o controle das doengas fungicas na cultura do café
baseia-se na aplicagdo de fungicidas ou uso de variedades resistentes. Contudo, a
busca por formas de controle alternativo de doengas, pela utilizagdo de produtos
naturais, vem ganhando importincia na agricultura moderna. Algumas
rizobactérias produzem substincias com propriedades antimicrobianas que
podem ser empregadas no biocontrole de fitopatogenos. O presente trabalho teve
por objetivo avaliar o efeito de filtrados derivados de culturas de rizobactérias na
inibicio da germinagio de esporos de Colletotrichum gloeosporioides e
confirmar sua agdo antifingica em relagdo 4 mancha manteigosa em mudas de
cafeeiro. Ensaios in vitro foram conduzidos para comparar 42 filtrados de
culturas rizobacterianas em cinco diferentes concentragdes, identificando-se os
tratamentos com maior capacidade de inibir a germinagdo de esporos do C.
gloeosporioides. Posteriormente, os filtrados mais promissores foram testados
quanto a eficacia no controle da mancha manteigosa do cafeeiro. Plantulas de
café foram submetidas a inoculagio com C. gloeosporioides e pulverizagdo com
os filtrados em experimento com delineamento de blocos casualizados e quatro
repeti¢des. Os tratamentos foram organizados num esquema fatorial 4x4+2,
combinando a aplicagdo de quatro filtrados (F1, F2, F3 e F4) com quatro modos
de inoculagdo do fungo (auséncia de inoculagdo e inoculagdo dois dias antes,
junto, ou dois dias depois da aplicagdo dos filtrados). Uma testemunha absoluta
(sem filtrado ou indculo) e outra testemunha que recebeu somente o inoculo do
fungo constituiram os tratamentos adicionais. Apés 35 dias, foram avaliados o
crescimento vegetativo do cafeeiro e a severidade da mancha manteigosa,
determinando-se o indice de doenga. Os filtrados apresentaram ampla variagao
quanto 2 atividade antifingica in vifro e cinco deles chegaram a inibir
completamente a germinacdo de esporos do C. gloeosporioides. No experimento
com pléntulas de café, os quatro filtrados avaliados mostraram eficacia similar
no controle da mancha manteigosa. Entretanto o controle da doenga foi parcial
(35%). A aplicagdo dos filtrados resultou em efeito depressivo ao crescimento
do cafeeiro, proporcionando menor produgdo de matéria seca em relagdo a
testemunha absoluta.

* Comité Orientador: Prof. Mario Sobral de Abreu- UFLA (Orientador)
Prof. Mario Licio Vilela de Resende - UFLA,
Prof. Edson Ampélio Pozza - UFLA

iii



ABSTRACT

CARVALHO, Gilvane Aparecida de. In vitro and in vivo effect of
rhizobacteria filtrates on Colletotrichum gloeosporioides Penz. from coffee
plants. 2004. 55p. Thesis (Master in Phytopathology) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG."

Traditionally, the control of coffee fungous diseases is based on
fungicides application or on the use of resistant varieties. However, the search
for alternative practices of disease control by using natural products is an
important issue in modern agriculture. As some rhizobacteria may produce
substances with antibiotic properties that can be used in the biocontrol of plant
pathogens, the objective of this study was to evaluate the effect of rhizobacteria
metabolites on Collefotrichum gloeosporioides spores germination and to
confirm their antifungic activity against the buttery spot disease in coffee
seedlings. Inn vitro bioassays, carried out with 42 rhizobacteria filtrates in five
different concentrations, allowed the identification of five filtrates able to
completely inhibit the spore germination. Then, the most promising filtrates
were tested for efficiency on coffee buttery spot control. Coffee seedlings were
inoculated with C. gloeosporioides and sprayed with the filtrates in a complete
randomized block design with four replications. The treatments were organized
in a 4x4+2 factorial scheme, combining the application of four filtrates (F1, F2,
F3 and F4) with four procedures of C. gloeosporioides inoculation (inoculation
absence, inoculation two days before, together, or two days after the filtrates
application). A check treatment (1) without filtrate or pathogen and other check
(2) that received only the pathogen inoculation constituted the additional
treatments. After 35 days, the vegetative growth of the seedlings and the severity
of the buttery spot were assessed by determining a disease index. All four
filtrates showed similar effectiveness in the control of the buttery spot. However,
the disease control was partial (35%) and the filtrates application was harmful to
coffee growth, providing less dry matter production in relation to the check
treatment (1).

* Guidance Committee: Prof. Mario Sobral de Abreu - UFLA (Major Professor)
Prof. Mario Liicio Vilela de Resende - UFLA
Prof. Edson Ampélio Pozza - UFLA
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1 INTRODUCAO

Dentre as doengas que atacam a cultura do café (Coffea arabica L.), as
de origem fungica sdo muito representativas e causam perdas significativas
quando no sdo tomadas medidas de controle adequadas. Embora as principais
doengas fingicas do cafeeiro sejam relativamente bem conhecidas e ja se
disponham de sistemas de manejo satisfatorios para seu controle, outras doengas
representam grande risco potencial para a cafeicultura brasileira. Na maioria das
regides produtoras de Coffea arabica no pais, a “mancha manteigosa” do
cafeeiro, provocada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz., enquadra-
se neste risco potencial devido ao aumento de plantas com sintomas nas
lavouras, o que causa perdas significativas.

Até o momento, a aplicagdo de fungicidas, juntamente com a utilizagdo
de cultivares resistentes, tem sido a base para o controle das doengas provocadas
por Colletotrichum spp. no cafeeiro. Por outro lado, cada vez mais, € preciso
considerar a possibilidade de adogdo de estratégias de controle alternativo de
doengas de plantas, dentre elas, o controle bioldgico e a indugdo de resisténcia.
Os potenciais beneficios associados a tecnologias dessa natureza vém ganhando
importdncia no tocante aos aspectos econdmico, social e, principalmente,
ambiental.

De acordo com Cook & Baker (1983), o controle biologico consiste da
supressdo de um microrganismo fitopatogénico por meio da agdo direta de um
microrganismo antagénico, o qual pode atuar por meio de antibiose, parasitismo,
competi¢do, predagao ou hipoviruléncia. Ja a indugdo de resisténcia envolve a
ativagdo de mecanismos de defesa latentes nas plantas, em resposta ao
tratamento com agentes bidticos ou abidticos. Esses mecanismos de resisténcia
podem incluir o acimulo de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a

patogénese (Pascholati & Leite, 1994).




2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Colletotrichum e a cultura do café

As principais doengas no patossistema Colletotrichum-café, descritas na
literatura, sdo a antracnose, a CBD (“coffee berry disease” e a mancha
manteigosa (Noak, 1902; Mc Donald, 1926; Vargas & Gonzales, 1972;
Rodrigues et al., 1991; Waller et al., 1993, Orozco Miranda et al., 2002a,b).

A ocorréncia de espécies de Colletotrichum tem sido relatada nas regides
cafeeiras brasileiras com certa frequéncia (Fiqueiredo & Mariotto, 1978; Alves
& Castro, 1998). No estado de Sdo Paulo, Bittancourt (1958), ao estudar
manchas da folha do cafeeiro, identificou a antracnose e caracterizou o agente
causal como Colletotrichum coffeanum, um parasita secundario, capaz de
invadir os tecidos do hospedeiro quando mortos ou alterados por outras causas.
Esse autor considerou insignificante a importancia econémica do patégeno, nio
havendo necessidade de tratamentos de controle. Entretanto, a antracnose possui
ocorréncia generalizada na maioria das regiGes onde a cultura do cafeeiro se
desenvolve, havendo variagdes na natureza e intensidade dos danos provocados
(Galli & Carvalho 1980).

Dentre as espécies de Colletotrichum, o Colletotrichum kahawae, agente
causal da CBD, é a mais temida no continente africano, pois ataca bagas verdes
em desenvolvimento, reduzindo a produgdo dos cafezais (Galli & Carvalho
1980). No Brasil, existem relatos do ataque de Colletotrichum em café, causando
manchas em folhas e danos em frutos, semelhantemente ao patégeno da CBD
(Nechet, 1999).

Wellman (1957), na Costa Rica, descreveu pela primeira vez a mancha
manteigosa em Coffea arabica como sendo de natureza virética. Posteriormente,

a doenca passou a ser associada & presenca do fungo Colletotrichum



Com base nesses antecedentes, pode-se pressupor que, uma vez
colocadas em contato com as plantas de interesse, as substancias presentes em
filtrados de culturas de rizobactérias seriam capazes de desencadear processos
naturais de supressdo de fitopatogenos, reduzindo a severidade ou eliminando o
risco de infecgdo por fungos causadores de doengas nas culturas.

Em decorréncia, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de
filtrados derivados de culturas de rizobactérias na inibicdo da germinagdo de
esporos de Colletotrichum gloeosporioides e confirmar sua agdo antifingica em

relagdo a mancha manteigosa em mudas de cafeeiro.
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2 REFERENCIAL TEOGRICO

2.1 Colletotrichum e a cultura do café

As principais doengas no patossistema Colletotrichum-café, descritas na
literatura, sdo a antracnose, a CBD (“coffee berry disease” e a mancha
manteigosa (Noak, 1902, Mc Donald, 1926; Vargas & Gonzales, 1972;
Rodrigues et al., 1991; Waller et al., 1993; Orozco Miranda et al., 2002a,b).

A ocorréncia de espécies de Colletotrichum tem sido relatada nas regices
cafeeiras brasileiras com certa frequéncia (Fiqueiredo & Mariotto, 1978; Alves
& Castro, 1998). No estado de S3o Paulo, Bittancourt (1958), ao estudar
manchas da folha do cafeeiro, identificou a antracnose e caracterizou o agente
causal como Colletotrichum coffeanum, um parasita secundario, capaz de
invadir os tecidos do hospedeiro quando mortos ou alterados por outras causas.
Esse autor considerou insignificante a importancia econdmica do patdgeno, ndo
havendo necessidade de tratamentos de controle. Entretanto, a antracnose possui
ocorréncia generalizada na maioria das regiGes onde a cultura do cafeeiro se
desenvolve, havendo variagdes na natureza e intensidade dos danos provocados
(Galli & Carvalho 1930).

Dentre as espécies de Colletotrichum, o Colletotrichum kahawae, agente
causal da CBD, é a mais temida no continente africano, pois ataca bagas verdes
em desenvolvimento, reduzindo a produgio dos cafezais (Galli & Carvatho
1980). No Brasil, existem relatos do ataque de Colletotrichum em café, causando
manchas em folhas e danos em frutos, semelhantemente ao patégeno da CBD
{(Nechet, 1999).

Wellman (1957), na Costa Rica, descreveu pela primeira vez a mancha
manteigosa em Coffea arabica como sendo de natureza virGtica. Posteriormente,

a doenca passou a ser associada 3 presenca do fungo Colletotrichum



gloeosporioides. No Brasil, Bittancourt (1958) descreveu a ocorréncia da doenca
como uma enfermidade de pouca importancia economica, nomeando-a de
“mancha oleosa”. Na Nova Guiné, Shaw & Doroty (1968), citados por Vargas &

Gonzales (1972), a designaram de “Wellman’s fruit and leaf spot™.

2.1.1 Mancha manteigosa do cafeeiro

Wellman (1957) e Nechet & Abreu (2002) relatam, como sintomas da
mancha manteigosa em folhas jovens, a presenca de manchas circulares de 2-10
mm de didmetro, ndo necrdticas, de coloragdo verde claro a amarelo,
ligeiramente deprimidas e menos brilhante que a superficie normal da folha. Em
estagio avancado, uma necrose apresenta-se no centro das manchas que
coalescem e a folha cai. Em ramos e frutos, surgem lesdes menores, deprimidas
e necréticas, de cor marrom-claro e bordas irregulares. Folhas e ramos novos sdo
objeto de ataques mais intensos. As folhas caem, os ramos secam
progressivamente e da-se a morte da planta. Em lavouras adultas, com mais de 4
anos, as plantas muito susceptiveis ja estdo mortas (Nechet & Abreu, 2002).

Na Costa Rica, desde o surgimento da doenga, realizou-se, como medida
de controle, a eliminagdo de todas as plantas doentes mas, novos casos surgiam
(Bianchini, 1960). Também na Costa Rica, Vargas & Gonzales (1972)
verificaram que progénies de plantas sadias e F1, obtidas de cruzamentos de
plantas sadias e doentes, ndo apresentaram sintomas quando inoculadas com
Colletotrichum. Devido a isso, os autores sugeriram a existéncia de um carater
genético que condiciona a susceptibilidade a enfermidade.

No Brasil, a presenga de mancha manteigosa em café Conillon, no estado
do Espirito Santo, foi relatada por Mansk & Mantiello (1977). Foram
observados ataques intensos em folhas e ramos novos de plantas adultas e
presenga de sintomas em mudas de viveiro. Na regido norte daquele estado, e em

expansio para o sul, a mancha manteigosa causa perdas superiores a 10%,
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principalmente quando, na etapa de producdo das mudas, ndo é feita uma
avalia¢do fitossanitaria das plantas matrizes (Tatagiba, J.S. et al,. 2002).

No inicio da década de 1990, Dorizzoto & Abreu (1993) constataram a
presenca de mancha manteigosa em lavouras de Coffea arabica do municipio de
Cristais MG, causando manchas nas folhas e morte dos cafeeiros. As manchas
localizavam-se na parte ventral das folhas, em areas circulares localizadas, de
cor verde-claro, com didmetro de 3-5 mm e, no centro destes circulos,
desenvolviam-se areas necroticas em cor marrom-claro.

O controle da antracnose normalmente é feito por meio de aplicagdes de
fungicidas a base cobre, enquanto que, para 2 mancha manteigosa, ainda nio

foram padronizados métodos de controle.

2.2 Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs)

O solo possui uma grande diversidade de microrganismos, muitos dos
quais vivem proximos a rizosfera ou no rizoplano de plantas, ambientes na
interface solo-raiz onde ha intensa atividade microbiana gragas a expressiva
liberagdo, pelas plantas, de substincias que servem de substrato aos
microrganismos. Nesses ambientes, diversos grupos de organismos multiplicam-
se, interagem e sobrevivem vencendo a pressio antagonistica do restante da
microflora e microfauna do solo. Parte desses microrganismos € constituida
pelas rizobactérias. A intera¢do das plantas com as rizobactérias pode resultar
em efeito nocivo, nulo ou benéfico para o vegetal (Kloepper et al., 1992; Silveira
et al., 1995; Kloepper, 1996; Luz, 1996; Moreira & Siqueira, 2002; Freitas et al.,
2003).

Freitas (1989) verificou que plantulas de café inoculadas com isolados
de rizobactérias do género Pseudomonas foram beneficiadas, apresentando
maior peso de matéria seca em relagdo aquelas ndo inoculadas. Contudo, os

processos envolvidos nesse estimulo do crescimento nio foram caracterizados.
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As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) podem
ser classificadas de acordo com a influéncia exercida sobre o vegetal. Podem ser
biofertilizadoras (como, por exemplo, aquelas que fixam o nitrogénio
atmosférico e o disponibilizam para a planta), fitoestimuladoras, (aquelas que
promovem o crescimento e o aumento de produtividade das culturas por meios
da produgdo de horménios), ou agentes biocontroladores (certas bactérias
capazes de proteger as plantas de infecgGes por organismos fitopatogénicos).
Tanto bactérias existentes na rizosfera, quanto bactérias endofiticas que
sobrevivem e se multiplicam no interior da planta sem causar doenga, podem
levar a melhoria do desempenho da planta em condigdes de estresses bidticos ou
abidticos (Luz, 1996; Barka, 2000; Cattelan & Hartel, 2000). No caso especifico
da agdo de rizobactérias no controle de fitopatogenos, ha evidéncias do seu
envolvimento em processos de antagonismo microbiano, como a produgdo de
antibidticos (antibiose) com efeito direto sobre patogenos e a indugdo nas
plantas de resisténcia sistémica a doengas (Luz, 1996; Cattelan & Hartel, 2000).

O conhecimento de como e porque o biocontrole de patdgenos €
exercido pelas rizobactérias permanece ainda muito ligado a especulagoes,
necessitando de evidéncias e comprovagdes cientificas consistentes que deverao
surgir com a continuidade das pesquisas nessa linha. Em alguns casos, parece
ocorrer o controle biolégico classico (Tuzun & Kkloepper, 1995), por
antagonismo direto exercido pela RPCP contra o fitopatégeno, utilizando, por
exemplo, 0 mecanismo de antibiose (Agrios, 1997). Contudo, nem sempre 1ss0
explica plenamente o controle do patégeno, como verificado quando adiciona-se
a rizobactéria na rizosfera e a parte aérea fica mais resistente a patégenos que
atacam este compartimento da planta (Kloepper, 1996; Raupach et al., 1996).
Pode ser que o agente de controle esteja realmente induzindo resisténcia, como
também agindo diretamente sobre o patégeno ou, mesmo, fazendo as duas coisas

ao mesmo tempo (Sticher et al., 1997; Van Loon et al., 1998).



2.3 Controle alternativo de doengas de plantas

A cultura do café é uma das principais fontes de divisas para o Brasil. A
maior competigdo nos mercados intemo e externo e o elevado custo de produ¢do
exigem que sejam eliminadas quaisquer fontes de perdas nas lavouras (Matiello
e Almeida, 1997). As doengas estido entre os fatores responsaveis por essas
perdas, desde o viveiro até as etapas de produgdo. Tradicionalmente, os tratos
fitossanitarios na lavoura de café sdo baseados na utilizagdo de defensivos
convencionais, os chamados agrotoxicos, ©Os quais apresentam varios
inconvenientes relacionados, principalmente, aos aspectos econdémico e de
seguranca ambiental.

As preocupag¢les com o meio ambiente, a seguran¢a dos aplicadores, a
satide publica, o custo de produgio e a resisténcia de patogenos a pesticidas tém
estimulado as tentativas para reduzir a quantidade de fungicidas utilizados na
agricultura e a busca de métodos altemativos de controle das principais doengas
das plantas cultivadas (Shtienberg et al., 1994).

Pesquisadores tém buscado a associa¢do de fungicidas convencionais e
bioprotetores, possibilitando o controle de varias doengas causadas por
patogenos de solo e da parte aérea (Baker & Scher, 1987; Conway et al., 1997,
Luz, 2003a,b). Essa combinagio permite uma redugio de dosagens de fungicidas
(Mathre et al., 1995, Luz, 2003a,b) e previne o aparecimento de patdgenos
resistentes (Duffy, 2000).

O conceito de produto natural é estendido a todos os componentes de
origem biolégica, que podem ser especificos de um 1nico organismo ou comum
a um grupo deles. A utilizagdo destes produtos pelo ser humano ja era comum na
Idade Média e ocorre até os dias atuais, com diferentes direcionamentos (Mann,
1987). Apesar disso, o uso de substincias naturais na agricultura ¢ ainda pouco
difundido no Brasil.



Os compostos quimicos sintetizados pelos organismos vivos sofrem uma
série de reagdes, resultando nos compostos metabolicos que se dividem em
primarios e secundarios. Os produtos dos metabolismos primarios, essenciais
aos organismos, seriam os agucares, os aminoacidos, os acidos graxos, 0s
nucleotideos e seus polimeros (Costa, 2000). Os metabolitos secundarios nao
fazem parte das rotas essenciais. Acredita-se que estes compostos sdo ativados
em periodos particulares do desenvolvimento ou durante algum periodo de
estresse. A producdo e a diversidade dos metabolitos estao relacionadas com o
potencial biossintético do organismo e as condi¢Oes para a sua expressdo, sendo
que alguns parametros podem ser manipulados para ajudar a produgdo de
diversos metabolitos secundarios (Yarbrough et al., 1993).

O primeiro metabolito microbiano intensamente trabalhado por
pesquisadores foi o antibiético penicilina, resultante de reagdes quimicas da rota
do metabolismo secundario do fungo Penicillium chysogenum. A partir desta
descoberta, o antibidtico passou a ter produgdo industrial e cresceu o interesse
pelos produtos metabolicos das bactérias e demais microrganismos.

Solos supressivos contendo rizobactérias possuem a capacidade de
controlar, por mecanismos naturais, doengas de plantas causadas por fungos e
bactérias. Os mecanismos responsaveis por essa atividade de biocontrole
incluem competigdo por nutrientes e espago, resisténcia induzida, produgdo de
metabolitos e controle bioldgico. Motomura et al. (1997) isolaram bactérias do
solo com atividade in vitro contra o patogeno Fusarium moliniforme e
demonstraram ser essas bactérias mais eficazes no controle de doengas fiingicas
do arroz que fungicidas sintéticos, como benomyl, triflumizole, perfurazoate e
prochloraz.

Bactérias fluorescentes do género Pseudomonas sdo as rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) mais estudadas no mundo todo
quanto ao antagonismo a patogenos de plantas, apesar de outras rizobactérias

(algumas ainda ndo identificadas de forma precisa) também demonstrarem tal
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capacidade. As bactérias fluorescentes Pseudomonas fluorescens e P. putida sdo
capazes de colonizar diversas culturas e sdo antagonistas a varios patogenos de
solo (Kloepper & Schroth, 1981; Suslow & Schroth, 1982; Luz, 1996). Hebbar
et al. (1992a) avaliaram a capacidade antifungica da bactéria antagonista
Pseudomonas cepacia, em relagio a diversos patogenos como Fusarium
moniliforme, Fusarium graminearum, Rhizoctonia solani, Macrophomina
phaseolina, Colletotrichum lindemuthianum, evidenciando o potencial de
controle altemativo desses fungos.

As rizobactérias do género Bacillus sdo igualmente promissoras no
controle de diversos fitopatogenos e sdo conhecidas pela sua capacidade de
producio de compostos antibidticos com agdo antifiingica (Melo & Valarini,
1995; Bettiol et al., 1997; Batista Junior et al., 2002; Kupper et al., 2003).

E importante ressaltar que as plantas também produzem substincias de
defesa eficientes, porém, o conhecimento mais detalhado dos mecanismos
envolvidos é recente e ainda muito limitado. O desenvolvimento de tecnologias
especificas para ativa-los representa um desafio para a pesquisa agronémica.

No Brasil, a grande diversidade de espécies de plantas e de
microrganismos possibilita a ocorréncia de interagdes muiltiplas, mas sdo
escassos os estudos sobre a interagdo entre eles e sobre o efeito das substancias
produzidas. Essa é uma vertente promissora no controle altemativo de doengas
de plantas. Nesse aspecto, o controle biologico e a resisténcia induzida
constituem instrumentos de manejo inteligente a serem estudados
cientificamente e aprimorados em termos tecnologicos, para que possam ser
utilizados pelos agricultores.
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Conceitualmente, o controle biolégico esta relacionado a supressdo de

2.3.1 Controle biolégico

um microrganismo fitopatogénico pela agdo direta de um microrganismo
antagonico, por meio de processos de antibiose, parasitismo, competi¢ao,
predacdo ou hipoviruléncia (Cook & Baker, 1983).

O antagonismo de rizobactéras a fitopatogenos bacterianos ou fungicos
pode dar-se por antibiose, mecanismo associado a produgdo de substancias com
propriedades antibidticas. Os antibidticos sintetizados por bactérias podem
apresentar estruturas heterociclicas nitrogenados, como as fenazinas,
pirrolnitrina, piocianina e derivados do indol. Nielsen (1999), citado por Costa
(2000), cita os metabdlitos antifiingicos pertencentes ao grupo dos lipopeptideos
ciclicos, tais como a tensina e o viscisinamida. Dentre os antibidticos, incluem-
se ainda substancias como o 2,4-diacetilfloroglucinol (McLoughlin et al., 1992;
Pierson & Thomashow, 1992; Cattelan & Hartel, 2000).

Fungos como Fusarium, Phomopsis, Rhizoctonia, Sclerofinia,
Sclerotium e Macrophomina tiveram seu crescimento in vitro inibido na
presenga de isolados de Pseudomonas obtidos da rizosfera de soja. A
emergéncia de sementes de soja altamente infectadas pelos fungos foi
incrementada em 17% quando se adicionaram as sementes as substdncias
produzidas por um dos isolados (Cattelan, 1994). Um isolado de Pseudomonas
cepacia promoveu aumento da emergéncia do girassol na presen¢a do fungo
Sclerotinia sclerotiorum (McLoughlin et al., 1992). Essa bactéria produz um
antibidtico com caracteristicas antagonicas ao crescimento de patdgenos
fingicos (Papavizas & Lumsden, 1980; Lambert et al., 1987; Hebbar et al.,
1991).

Além da produgdo de antibiéticos, a liberagdo das enzimas quitinase e

B-1,3-glicanase esta relacionada ao antagonismo de algumas rizobactérias a
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fitopatogenos fingicos, uma vez que tais enzimas degradam a quitina e o 3-1,3-
glicana que compdem a parede celular dos fungos (Schroth & Hancock, 1981).
A capacidade de controlar Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e
Pythium ultimum de um isolado de Pseudomonas cepacia foi relacionada a
produgdo de f3-1,3-glicanase, ficando comprovado que a sintese dessa enzima
era estimulada na presenca de paredes celulares de fungos (Fridlender et al.,
1993). Uma estirpe da bactéria Stenotrophomonas maltophilia, isolada das
rizosferas de beterraba, trigo e feijao, excreta altos niveis de quitinase, glicanase,
lipase e protease. A estirpe é antagonista dos fungos Bipolaris sorokiniana,

Pythium ultimum e Rhizoctonia solani (Zhang & Yuen, 2000; Yuen, 2001).

2.3.2 Inducio de resisténcia

A inducdo de resisténcia em plantas contra varios patogenos € conhecida
desde 1930, quando Chester (1933) propds o termo “imunidade fisiologica
adquirida”. Naquela época, foi verificado que plantas inoculadas com
microrganismos ficavam protegidas contra infecgdes posteriores pelo mesmo
organismo ou contra outros semelhantes. Entretanto, apenas em tempos recentes
este fendmeno comecou a ser estudado com maior interesse, buscando uma
melhor compreens3o relacionada ao tema.

A resisténcia induzida é proporcionada por um agente indutor que aciona
mecanismos de defesa na planta, os quais encontram-se na forma latente
(Hammerschmidt & Kuc, 1982). Essa ativa¢do pode ser obtida pelo tratamento
da planta com agentes bidticos, como microrganismos viaveis ou inativados
(Stangarlin & Pascholati, 1997; Hoffand et al., 1996), ou ativadores quimicos,
como o acido aminobutirico (Cohen, 1996) e o Bion® (Ciba, 1995). O agente
indutor pode ser ainda um extrato de células de microrganismos (Romeiro &
Kimura, 1997; Leeman et al., 1995).



Moléculas que ativam alguma resposta de defesa da planta sdo
conhecidas como elicitores. Os elicitores podem ser exogenos, quando
purificados a partir de microrganismos, endogenos, se extraidos da propria
planta, e podem ser ainda de origem abidtica (Davis et al., 1986; Gustine et al.,
1995). Existe diversidade quanto a natureza quimica dos elicitores, demostrando
que ndo ha uma caracteristica estrutural unica responsavel por esta atividade
(Smith, 1996).

Mais recentemente, a atuagdo de RPCPs como indutoras de resisténcia
em culturas contra diversos patogenos tem sido demostrada (Wei et al., 1991;
Vidhyasekaran & Muthamilan, 1999). Pesquisas tém fornecido indicativos de
que as rizobactérias promovem uma resisténcia sistémica generalizada, pela qual
a planta fica protegida contra mais de um patogeno, ao contrario do controle
biolégico classico, que se apresenta sob uma forma mais especifica (Alstrom,
1991; Tuzun & kloepper, 1995; Wei et al., 1996;).

A lista de Pseudomonas tidas como indutoras de resisténcia sistémica
esta aumentando rapidamente e a indugdo € genotipicamente dependente, em
relagdo a bactéria e a planta (Bloemberg 2001). Os derivados bacterianos ligados
a ativagdo de mecanismos de resisténcia sistémica incluem sideroforos, antigeno
de lipopolissacarideo e o acido salicilico. Esse tultimo composto parece ser

efetivo mesmo quando presente em baixissimas quantidades (nanogramas).

2.4 Emprego de filtrados de rizobactérias no controle de fitopatogenos

Segundo Bloemberg (2001), a aplicagdo em larga escala de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas, por inoculagdo ou pulverizagdo das
culturas, pode ser vantajosa, uma vez que possibilita reduzir substancialmente o
uso de agroquimicos. Bactérias isoladas da rizosfera de uma determinada
espécie de planta podem favorecer o crescimento de outras espécies vegetais

(Freitas, 1989; Melo e Valarini, 1995). Ao que tudo indica, a presenga da
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rizobactéria viva junto a planta nfo é indispensavel para que ocorra o controle de
fitopatogenos, uma vez que esse beneficio pode ser alcangado com a aplica¢do
apenas das substincias extraidas de culturas rizobacterianas (Chet et al., 1990;
Cattelan, 1994; Bettiol et al., 1997; Kupper et al., 2003).

Considerando esse contexto, a utilizagdo de substancias obtidas a partir
de rizobacténias selecionadas e cultivadas em laboratorio apresenta um potencial
promissor no controle de doengas de plantas. Além da maior praticidade, uma
tecnologia dessa natureza teria a vantagem de ndo importar o aspecto de
“compatibilidade” da RPCP em relagdo a cultura de interesse, o que pode ser um
fator condicionante quando se trabalha com a inoculagio de rizobactérias. Nesse
caso, 0 que importa é basicamente a atividade antimicrobiana das substincias
produzidas pelas RPCPs.

A detecgdo do efeito antifingico de extratos de culturas de rizobactérias
representa o ponto de partida no desenvolvimento dessa tecnologia para a
cultura do café, o que certamente também favorecera a disseminag¢do do seu uso
para diversas outras culturas.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Inicialmente, foi realizado um
experimento in vitro visando selecionar filtrados de rizobactérias que
apresentassem agdo antimicrobiana contra o fungo Colletotrichum
gloeosporioides Penz., causador da “mancha manteigosa” do cafeeiro. Os
filtrados considerados mais promissores foram testados posteriormente num
experimento in vivo, no qual plantulas de café foram submetidas a tratamentos

combinando a aplicagdo dos filtrados e inoculagao com C. gloeosporioides.

3.1 Obtencgio dos filtrados de rizobactérias

As rizobactérias utilizadas nos experimentos foram obtidas de raizes de
plantas de capuxinha, café, tomate, pimentdo e de cacau. As raizes foram
lavadas em agua de tomeira, com o intuito de retirar o excesso de solo aderido &
superficie das mesmas e, em seguida, trituradas em liqitidificador com sulfato de
magnésio 0,1M. A mistura foi coada e a suspensdo transferida para placa de
petri contendo meio de cultura TSA (40g/L de agua) solido. As culturas ficaram
25°C incubadas por 24horas. Apos esse tempo, as colonias foram repicadas para
o meio de cultura TSB (40g/L de agua) liquido e transferidas para agitadores
tipo “shakers” a 100 rpm, assim permanecendo por 10 dias a temperatura de
28°C. Nesse periodo, as bactérias realizaram a exocitose, processo pelo qual
diversos compostos metabdlicos sdo liberados para o meio. Posteriormente, as
solugbes resultantes de cada cultura foram centrifugadas e os respectivos
sobrenadantes foram filtrados em membrana milipore. Os filtrados foram
mantidos em freezer a -10°C, sendo assim preservados até o momento de sua

utilizacdo nos testes i vitro e in vivo.



3.2 Obten¢io do inculo de Colletotrichum gloeosporioides

O inéculo de C. gloeosporioides utilizado nos experimentos foi obtido
da micoteca do Laboratério Controle de Doengas de Plantas do Departamento de
Fitopatologia da UFLA por ser um isolado patogénico. Este isolado foi isolado a
partir de folhas colhidas de plantas de café com sintomas da mancha manteigosa.
Os esporos (conidios) foram cultivados em meio de cultura MEA 2% (extrato de
malte e agar) durante 7 dias, em cimara de crescimento a 25°C. Apods a
esporulagdo, foi feita lavagem superficial das colonias com 5 mL de agua
destilada e esterilizada em cada placa de petri, promovendo a retirada dos
conidios com auxilio de um pincel, sendo a suspensdo resultante filtrada em
gase. As concentragdes das suspensdes foram ajustadas para 10* e 10° esporos

mL"', para os experimentos in vitro e in vivo, Tespectivamente.
3.3 Experimento in vitro

No experimento in vitro avaliaram-se 42 filtrados de culturas de
rizobactérias. Neste estudo nfio se procedeu a identificagdo das espécies de
bactérias presentes nos isolados a partir dos quais foram obtidos os filtrados,
haja vista que, num primeiro momento, o interesse principal foi o de avaliar a
atividade antifiingica dos materiais.

Cada filtrado foi testado na sua concentra¢do original (100%) e em
outras quatro concentragdes, sendo feitas diluigSes com agua destilada a fim de
se obter 50%; 25%; 12,5% ou 6,25% do filtrado na solugdo resultante.

O experimento foi montado em placas de petri, colocando-se no fundo
uma folha de papel de filtro umedecido com agua destilada e um suporte de
vidro e, sobre este, uma limina escavada com trés cavidades. Cada cavidade

representou uma repeti¢do. Os tratamentos foram aplicados colocando-se, nas
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cavidades das laminas escavadas, 40 pl da solugdo contendo o filtrado e 40 pl da
suspensdo de esporos do fungo. Para fins de comparagdo, utilizou-se uma
testemunha contendo apenas a suspensdo de esporos, sem a adi¢ao de filtrados,
constituindo um tratamento adicional.

Por necessidade operacional no laboratério, o experimento foi dividido
em trés baterias com tratamentos-testemunha individuais e conduzidas
independentemente, comparando, respectivamente, 27, 8 e 7 filtrados. Dessa
forma, trabalhou-se com trés ensaios no delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial testando-se filtrados e concentragdes, com um tratamento
adicional contendo apenas a suspensdo de esporos sem a adigdo de filtrados,
(Tx5+1; 8x5+1 e 27x5+1).

A atividade antifingica dos filtrados foi avaliada mediante analise
microscopica (microscopio de luz), verificando a ocorréncia de inibigdo da
germinacdo dos esporos de Colletotrichum em cada tratamento. Apos o tempo
necessario para que os esporos germinassem (8 horas de incubagdo), foram
adicionados 20 Ml de lactoglicerol (obtido pela mistura de 30mL de agua
destilada + 30mL de acido latico + 30mL de glicerina + 0,05mL de azul tripan)
para paralisar o processo, permitindo avaliar a germinacdo, evidenciada pela
emissdo do tubo germinativo. A superficie abaxial da cavidade da lamina
escavada (repeti¢do) foi marcada com caneta hidrocor, tendo sido determinados
cinco pontos para amostragem, sendo um no centro da cavidade e quatro nas
extremidades cardeais da mesma ( formato de cruz), fez-se contagem aleatoria
de 200 esporos, contabilizando o niumero de esporos germinados. Os valores

obtidos foram convertidos em porcentagem de germinagao.
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3.4 Experimento in vivo

Quatro dos filtrados mais promissores, selecionados a partir do
experimento in vitro, foram estudados para confirmagio de sua agdo antifingica
contra C. gloeosporioides e controle da mancha manteigosa em mudas de
cafeeiro. Tais filtrados sdo identificados pelos cédigos D1-5411, D1-5628, D1-
5825 e D1-5729, sendo o primeiro derivado de rizobactérias obtidas de raizes da
capuxinha e os demais do tomateiro. Nessa seqiiéncia, os filtrados serdo
referenciados ao longo do texto como F1, F2, F3 e F4, respectivamente. Até o
momento, ndo se dispde da classificagio exata das espécies de rizobacténias
associadas a cada filtrado, mas sabe-se que uma delas pertence ao género
Bacillus.

As plantas de café utilizadas no experimento in vivo foram da cultivar
Icatu Amarelo 1AC-3282, considerada moderadamente suscetivel ao
Colletotrichum gloeosporiodes (Orozco Miranda, 2003). Apds a retirada do
pergaminho, as sementes foram lavadas em agua corrente por um periodo de 48
horas. Em seguida, as sementes foram desinfestadas com alcool 50% por 1
minuto e em hipoclorito de sddio 1% por mais um minuto, sendo lavadas com
agua destilada esterelizada por trés vezes e colocadas sob papel de filtro
esterilizado para eliminar o excesso de agua na superficie do grdo. As sementes
foram entdo colocadas em placas de petri de 15 cm de didmetro contendo meio
de cultura BDA (batata, dextrose e agar) e incubadas a 25°C por cinco dias no
intuito de eliminar aquelas que apresentassem desenvolvimento de patogenos em
sua superficie.

Apds esse procedimento de incubagdo, as sementes aparentemente tidas
como isentas de patdgenos foram transferidas para bandejas de polietileno
contendo papel de filtro umedecido com agua destilada e esterelizada, sendo
cobertas por papel aluminio com furos provocados por estilete e colocadas em
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saco de polietileno formando uma cdmara umida. As bandejas foram mantidas
em BOD a 25°C, com o propodsito de obter uma germinagdo mais rapida e
uniforme sob condigdes controladas. No momento do surgimento da radicula, as
sementes foram transferidas para substrato comercial Bioplant” (substrato a base
de matéria organica de origem vegetal e vermiculita expandida com pH 5,2-6,0
produzido por Bioplant Misturadora Agricola Ltda) em copos plasticos de 200
mL, dispostas em numero de cinco por recipiente, permanecendo por 30 dias em
camara de crescimento a 25°C.

O experimento foi instalado em delineamento de blocos casualizados,
num esquema fatorial 4x4+2, combinando a pulverizacdo com cada um dos
quatro filtrados de rizobactérias (F1, F2, F3 e F4) e quatro modos de inoculagao
do cafeeiro com o C. gloeosporioides: 1- ausente (sem inoculagdo do patégeno
C. gloeosporioides), 2- antes (inoculagdo do patogeno dois dias antes da
aplicagio do filtrado), 3- junto (inoculagdo do patogeno no momento da
pulverizagio com filtrado) e 4- depois (inoculagao do patégeno dois dias depois
da aplicagdo do filtrado). Quando as plantulas apresentavam hipocétilos na fase
de “palito de fosforo”, com cerca de trés centimetros de altura, foram aplicados
os tratamentos. Em dois tratamentos adicionais foram empregadas uma
testemunha absoluta que recebeu pulverizagdo com agua pura € uma outra que
somente recebeu inoculagdo com C. gloeosporioides. Foram empregadas quatro
repetigdes, sendo cada parcela experimental constituida de dez copos plasticos
com cinco plantas cada (50 plantas por repeti¢ao).

Nos tratamentos pertinentes, a inoculagdo com Colletotrichum foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Van der Vossen et al.
(1977). As plantulas (hipocétilos) de cafeeiro foram colocadas em camara umida
24 horas antes da inoculagio, a qual foi efetuada com um pulverizador manual.
Ao final de cada operagdo dos modos de inoculagdo, retirou-se uma aliquota de

120 pl da suspensdo de conidios que foi transferida para laminas escavadas com
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o objetivo de avaliar o percentual de germinagdo do inéculo utilizado,
certificando sua viabilidade.

O experimento foi conduzido em cimara de crescimento a 25 + 2°C,
com fotoperiodo de 12 horas luz/escuro. As bandejas de polietileno contendo
hipocétilos inoculados permaneceram, por todo o periodo de condugio, com
umidade relativa préxima ao ponto de saturagio (100%), com o intuito de
favorecer a germinagdo dos esporos e penetragio no cafeeiro.

Aos 35 dias apos a aplicagdo dos filtrados, avaliou-se a severidade da
mancha manteigosa nos diversos tratamentos. Para tanto, foi usada uma escala
de notas adaptada e modificada de Van der Vossen et al. (1976) (Tabela 1). A
partir desses dados foi determinado o indice de doenga (ID), conforme férmula
proposta por Cirulli & Alexander, citados por Lima (1981):

ID=X (F x V) / (N x X) x 100, em que:

F= numero de plantas com determinado grau de sintomas;
V= grau de sintomas;

N= niimero total de plantas inoculadas;

X= grau maximo de sintoma.

TABELA 1 Critérios de avaliagdo do espectro de reagdo a Colletotrichum sp.

apresentado por plantas de café.
Nota (grau de sintomas) Severidade / Sintomas
1 Auseéncia de reagdo visivel
2 Lesdes iniciais nas folhas (Figura [A)
3 Lestes acentuadas nas folhas (Figura 1B)
4 Lesdes com inicio de estrangulamento no hipocétilo
5 Lesdes acentuadas no hipocétilo (Figura 1C)
6 Planta morta (Figura 1D)
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FIGURA 1. Sintomas de caracterizag@o do grau de severidade da mancha

manteigosa considerados na defini¢do da escala de notas.

Amostras de tecido das plantas que apresentaram os sintomas da mancha
manteigosa foram coletadas com a finalidade de se proceder ao reisolamento do
C. gloeosporioides, o que permitiu confirmar que a origem dos referidos
sintomas realmente estava ligada a infecgio da planta pelo fungo.

A altura das plantas foi medida e, em seguida, as mesmas foram colhidas
e separadas em parte aérea e raizes. O material foi seco em estufa a 60°C até

peso constante, determinando-se a matéria seca das partes.
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3.5 Analises estatisticas

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analises de
varidncia, testes de médias e regressdo utilizando-se o programa estatistico
Sisvar (Ferreira, 2000). Para os filtrados testados no experimento in vitro, foram
ajustados modelos de regressio para germinagdio de esporos de C.
gloeosporioides em fungio das concentragdes de filtrado no meio. Para cada
varidvel avaliada no experimento in vivo, as médias relacionadas aos tratamentos
que constituiram o fatorial foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (p <
0.05). Os tratamentos adicionais foram comparados & média do fatorial pzlo
teste de Scheffé (p < 0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Filtrados de rizobactérias com acdo antifingica in vitro

Nas trés baterias de teste que compuseram o experimento in vitro foi
detectada inibigdo da germinagdo dos esporos de C. gloeosporioides, havendo
interagdo significativa dos fatores filtrados e concentracdes (Tabelas 1A, 2A e
3A). O desdobramento da interagdo permitiu constatar que houve efeito da
concentragio dos filtrados de rizobactérias sobre a germinagdo de esporos do
fungo, para 18 dos 42 filtrados avaliados (Tabelas 4A, 5A e 6A). Os modelos de
resposta obtidos para a aplicagdo desses 18 filtrados sdo apresentados nas
Figuras 2, 3 e 4.

Com base nos resultados, verificaram-se distintos niveis de atividade
antifingica dos filtrados contra o agente causal da mancha manteigosa do
cafeeiro. Apesar de estatisticamente consistentes, os efeitos de varios dos
filtrados na germinagdo dos esporos de C. gloeosporioides foram pouco
expressivos, em termos agrondmicos, independentemente da concentragdo
empregada. Por outro lado, alguns filtrados demonstraram efetiva capacidade
esporos com o aumento da concentragdo do produto no meio (Figuras 2,3 e 1.

Essa grande variagdo nos resultados obtidos com os diferentes filtrados
era esperada e pode ser explicada pela enorme diversidade de bactérias que tém
¢omo habitat a rizosfera das plantas, onde podem estabelecer interagdes diversas
com outros microrganismos ou com a espécie vegetal (Silveira et al., 1995).
Como resultado dessas interacdes e influenciadas pelas demais caracteristicas
bidticas e abidticas do meio, as rizobactérias produzem uma gama de substancias
que podem ou n#o ter efeito antimicrobiano contra um patégeno de determinada

cultura.
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FIGURA 2 Germinagdo de esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides na
presenca de filtrados de rizobactérias concentragdes crescentes (1°

bateria do ensaio in vitro).
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FIGURA 4 Germinagdo de esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides na
presenca de filtrados de rizobactérias em concentragdes crescentes (3°
bateria do ensaio in vitro).
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Outros trabalhos também evidenciam grande variabilidade de resultados
em estudos de antagonismo de rizobactérias a fungos fitopatogénicos de diversas
culturas. Diferentes isolados, mesmo que pertencentes a um unico geénero ou
espécie de rizobactéria, apresentam efeitos variaveis no controle de um dado
patogeno (Wei et al., 1991; Freitas & Pizzinatto, 1997, Batista Junior et al.,
2002; Kupper et al., 2003). Caracteristicas como a composi¢do do meio de
cultivo usado para crescimento da rizobactéria e a idade da cultura bacteriana,
podem condicionar o tipo de metabdlito produzido, afetando a ocorréncia do
antagonismo in vitro (Wei et al., 1991; Hebbar et al, 1992b; Freitas &
Pizzinatto, 1997; Lucon & Melo, 1999).

Estima-se que somente 2% a 5% das bactérias isoladas de raizes podem
apresentar algum efeito favoravel ao crescimento de plantas (Schroth &
Hancock, 1981). Dai a necessidade de se avaliar grande numero de isolados,
como forma de aumentar a chance de encontrar agentes promissores para o
biocontrole de fitopatogenos (Lucon & Melo, 1999).

A complexidade associada a estudos desse tipo é aumentada ainda mais
pela reagdo distinta que as diferentes espécies fingicas podem apresentar frente
ao tratamento com rizobactérias ou com substancias por elas produzidas (Chet et
al., 1990; Wei et al., 1991; Cattelan, 1994; Batista Junior et al., 2002). Portanto,
a ocorréncia e a intensidade do efeito antimicrobiano de substancias presentes
em filtrados rizobacterianos e, conseqiientemente, 0s impactos sobre o
desenvolvimento de fingos fitopatogénicos, vdo depender também de
caracteristicas intrinsecas a espécie filngica em questio.

Dentre os mecanismos de antagonismo de rizobactérias a fitopatogenos,
a antibiose, possivelmente, € o que esta mais relacionado aos efeitos observados
no presente estudo. Substincias com propriedades antimicrobianas produzidas

durante o cultivo estariam presentes nos filtrados ou extratos dessas culturas

27



de que esses filtrados podem ter algum efeito estimulador do crescimento em
altura, o qual nio estaria ligado a mecanismos de bioproteggo.

Quando a inoculacdo com C. gloeosporioides foi realizada juntamente
com a aplicacdo dos filtrados de rizobactérias (modo de inoculagio “junto™), nio
observou-se diferenca entre estes (Tabela 2). Este resultado confirma a
similaridade dos resultados obtidos com os quatro produtos no experimento in
vitro, no qual o contato dos filtrados com os esporos do fungo também se deu de
forma direta e imediata. J& quando a inoculagdo foi feita antes ou depois da
pulverizacdo dos filtrados, os tratamentos com F4 apresentaram menor altura,
enquanto que F2 foi o produto que proporcionou maior crescimento (Tabela 2).

Essas respostas variaveis podem ser decorrentes da origem distinta dos
filtrados e das condigGes prevalentes no momento em que ocorreu o contato com
o fungo. De qualquer forma, em termos de valores absolutos, o filtrado F4
tendeu a ocasionar menores alturas para todos os modos de inoculagio, o que

pode ser indicativo de sua menor eficacia.

TABELA 2. Altura (cm) de plantas de cafeeiro em resposta & aplicagdo de
filtrados de rizobactérias e inoculagio com Colletotrichum

gloeosporioides.

Inoculagdo Filtrados
F1 F2 F3 F4 Média

Ausente 466a A 432aAB 463aA 392aB 4,38
Antes 388bAB  4,32aA 3,89b AB 347aB 3,89
Junto 387bA 361bA 3,74bA 3,75aA 3,74
Depois 384bAB 399abA 387bAB  348aB 3,79
Meédia 4,06 4,06 4,03 3,65
Testemunha absoluta 4,37 ns

Testemunha Colletotrichum 3,33 ns
Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula pa linha sfo estatisticamente
iguais pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns = a testemunha em quest3o ndo difere da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé
(p<0,05).
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As respostas do cafeeiro a aplicagdo dos tratamentos refletiram também
na produgdo de matéria seca. Os principais efeitos foram observados tanto no
peso seco total (Tabela 3), quanto nos compartimentos parte aérea (Tabela 4) e
raizes (Tabela 5). A testemunha absoluta foi estatisticamente superior a meédia
do fatorial. Na realidade, nenhum dos tratamentos do fatorial proporcionou
produgdo de matéria seca numericamente equiparavel a da testemunha absoluta,
evidenciando que, quando a planta recebeu aplicagdo de filtrado, na presenca ou
nio do inéculo de C. gloeosporioides, houve efeito depressivo para a
acumulacdo de matéria seca nas plantas. A auséncia de diferenca significativa da
testemunha C. gloeosporioides em relagdo a média dos tratamentos do fatorial €
indicativa de que um eventual controle do patogeno parece ndo ter resultado em
maior crescimento em termos de produgdo de matéria seca. Diante dessa
situacdo, as diferencas estatisticas detectadas entre alguns tratamentos (Tabelas
3, 4 e 5) ndo possibilitaram evidenciar tendéncias marcantes no que diz respeito
a atividade dos filtrados no biocontrole da mancha manteigosa.

Por ocasido das avaliacdes do experimento, observou-se que as plantas
de todos os tratamentos que foram pulverizados com filtrados apresentavam
manchas clordticas nas folhas, sintoma ndo presente nos dois tratamentos
testemunha (os tnicos que ndo receberam aplicagdo de filtrado). Isso sugere que,
na concentracdo em que foram utilizados, os filtrados podem ter provocado
algum distarbio fisiologico ou fitotoxidez ao cafeeiro. Bettiol et al. (1997)
obtiveram menor peso fresco de plantas quando uma solugdo com concentragao

mais elevada de metabolitos de Bacillus subtilis foi aplicada em pepino.



TABELA 3. Matéria seca (g) total de plantas de cafeeiro em resposta a aplicagio
de filtrados de rizobactérias e inoculagdo com Colletotrichum

gloeosporioides.

Inoculagio Filtrados
Fl F2 F3 F4 Média

Ausente 3,79a A 3.14aB 3,78a A 3.69a AB 3.60
Antes 338abAB 3,262 AB 36laA 294bB 3,30
Junto 3.02b AB 293aB 355aA 3,45ab AB 3,24
Depois 3,742 A 3,07aB 225bC 3,49ab AB 3,14
Meédia 3,48 3,10 3,30 3,39
Testemunha absoluta 4,50 *

Testemunha Colletotrichum 3.33 ns
Meédias seguidas de mesma letra miniscula na coluna e maiiscula na linha sio estatisticamente
iguais pelo teste de Tukey (p<0,05).
= a testemunha em questdo difere (>) da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé
(p<0.,05).
ns = a testemunha em questdo nio difere da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé
(p<0,05).

TABELA 4. Matéria seca (g) da parte aérea do cafeeiro em resposta a aplicagio
de filtrados de rizobactérias e inoculagio com Colletotrichum

gloeosporioides.

Inoculagdo Filtrados
Fl F2 F3 F4 Média

Ausente 295aA 247aA 295aA 296aA 2,83
Antes 2,67abA 2,59aA 2,73aA 227b A 2,56
Junto 2,38bA 2,18aA 268aA 2,69ab A 2,48
Depois 29aA 232aB 1,73bC 2,70 ab AB 2,43
Meédia 2,74 2,39 2,52 2,65
Testemunha absoluta 346 %

Testemunha Colletotrichum 2,57 ns
Meédias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha séo estatisticamente
1gua1s pelo teste de Tukey (p<0.05).

= a testemunha em questdo difere (>) da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé
(p<0.05)
ns= atstemunhaemqumiorﬁodlfmdamédmdosmtamemosdo fatorial pelo teste de Scheffé

(p<0,05).
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TABELA 5. Matéria seca (g) de raizes do cafeeiro em resposta a aplicagdo de
filtrados de rizobactérias e inoculagdo com Colletotrichum

gloeosporioides.

Inoculagdo Filtrados
F1 F2 F3 F4 Média

Ausente 084a A 067aA 083aA 0,74a A 0,77
Antes 0,71 ab AB 0.67aB 088aA 0.68aB 0.73
Junto 0.64bB 0.75a AB 0,87aA 0,76 a AB 0.75
Depois 0,78ab A 0,74 a A 0,53bB 0,792 A 0,71
Meédia 0,74 0,71 0,78 0.74
Testemunha absoluta 1,04 *

Testemunha Colletotrichum 0,76 ns
Médias seguidas de mesma letra miniscula na coluna e maidscula na linha sdo estatisticamente
iguais pelo teste de Tukey (p<0,05).
* = g testemunha em questio difere (>) da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Schefié
(p<0,05).
ns = a testemunha em questio ndo difere da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé
(p<0,05).

4.2.2 Severidade da mancha manteigosa

Na avaliagio da severidade da mancha manteigosa, por meio da
determinagdo do indice de doenga, a resposta aos tratamentos foi dependente
apenas do modo de inoculagdo, ndo havendo efeito de filtrados ou interagdo dos
fatores (Tabela 7A). Desse modo, considerando a média dos quatro filtrados, na
auséncia do C. gloeosporioides, o indice de doenga foi menor em relagdo a
presenca do fungo inoculado antes, junto ou apés a aplicagdo dos filtrados
(Tabela 6).

Na média dos tratamentos do fatorial, o indice de doenga ndo foi
significativamente diferente em relagdo a testemunha absoluta, mas foi menor
em relagdo a testemunha C. gloeosporioides (Tabela 6). Além disso, pode-se
verificar que, numericamente, os indices de doenga determinados para cada
tratamento do fatorial sempre ficaram abaixo do valor obtido para a testemunha

C. gloeosporioides. Portanto, depreende-se que a atuagdo dos metabolitos
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presentes nos filtrados rizobacterianos proporcionou redugio na incidéncia e
severidade da mancha manteigosa.

O uso de substancias derivadas do metabolismo de rizobactérias tem se
mostrado promissor no controle de doengas fimgicas em diversos patossistemas
como Hemileia vastatrix em cafeeiro (Bettiol et al., 1994), Sphaerotheca
Juliginea em pepino e abdbora (Bettiol et al., 1997), Colletotrichum acutatum
em citros (Kuper et al., 2003) e varios fungos em sementes de soja (Cattelan,
1994).

O controle da mancha manteigosa, resultante da aplicagio dos filtrados,
poderia estar associado 4 agdo de compostos antibidticos produzidos pelas
rizobactérias, havendo ainda a possibilidade da ocorréncia de indugio de
resisténcia, ou de ambos os mecanismos operarem simultaneamente (Sticher et
al., 1997; van Loon et al., 1998). No caso especifico da rizobactéria Bacillus
subtilis, a antibiose realmente parece ser o principal mecanismo de supressio de
fungos (Bettiol et al., 1997; Kupper et al., 2003).

TABELA 6 Indice de doen¢a (%) da mancha manteigosa do cafeeiro em
resposta a aplicagdo de filtrados de rizobactérias e inoculagio com
Colletotrichum gloeosporioides.

Inoculagdo Filtrados

Fl F2 F3 F4 Média
Ausente 16,77 16,78 16,95 17,04 16,88b
Antes 19,57 19,75 20,52 20,50 20,09 a
Junto 19,65 19,14 19,29 21,45 19,88 a
Depois 19,56 20,39 22,70 20,01 20,67 a
Média 18,89 A 19,01 A 1975 A 19,86 A
Testemunha absoluta 16,67 ns

Testemunha Colletotrichum 29,85 *
Meédias seguidas de mesma letra miniscula na coluna e maitiscula na linha sdo estatisticamente
iguais pelo teste de Tukey (p<0,05).
* = a testentunha em questio difere (>) da miédia dos tratantentos do fatoriad pelo (este de Scheffeé
(p<0,05).
ns = a testemunha em questio ndo difere da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé
(p<0,05).
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Houve alguma variagao nos valores absolutos do indice de doenga para
as combinagdes de filtrados e modos de inoculagcdo do C. gloeosporioides
(Tabela 6). E interessante observar que, mesmo na auséncia de inoculos do
patdgeno, os indices denotam a ocorréncia de algum dos sintomas da doenga que
constam na escala de notas usada na avaliagdo do experimento (Tabela 1). A
dificuldade de identificagdo visual dos sintomas da mancha manteigosa ou a
possibilidade da presenga endofitica do fungo nas sementes utilizadas (Orozco
Miranda, 2003) sio fatores que podem explicar tal resultado.

Nio ha diferencas nitidas entre os filtrados em relagdo a capacidade de
controle da mancha manteigosa (Tabela 6), o que esta coerente com a eficacia
similar dos quatro produtos, obtida no experimento in vitro. Entretanto, € preciso
observar que, no experimento com plantas, o controle da doenga pela
pulverizagdo dos filtrados foi apenas parcial, cerca de 35%.

A eficacia de alguns isolados de rizobactérias ou de seus metabolitos no
biocontrole pode ser restringida se as condigdes do ambiente forem altamente
favoraveis ao desenvolvimento do patogeno (Kupper et al., 2003). No caso da
mancha manteigosa, as condigdes experimentais de alta umidade (cdmara
umida) e temperatura proxima de 25°C e a idade do tecido ser altamente macio
quando inoculado, certamente favoreceram uma maior severidade da doenca.

Diversos autores tém relatado as dificuldades associadas aos estudos
com rizobactérias (Howie & Echandi, 1983; Chet et al., 1990; Cattelan, 1994;
Willians & Asher, 1996; Freitas & Pizzinatto, 1997, Luz, 2001). A ndo-
confirmagdo in vivo dos resultados obtidos in vitro e a enorme variagao das
respostas observadas em experimentos com diferentes plantas, patogenos e
condigdes de condugdo, bem como, em diferentes locais e época de avaliagdo,
representam grandes obsticulos ao desenvolvimento de tecnologias de

biocontrole aplicaveis.
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Embora a determina¢do do indice de doenca ndo tenha evidenciado
maiores diferencas entre os tratamentos combinando filtrados e modos de
inoculagdo (Tabela 6), a analise da Figura 4 permite verificar uma tendéncia de
maior mortalidade de plantas (aproximadamente 3%) no tratamento com F4 e C.
gloeosporioides aplicados no mesmo dia, e nos tratamentos em que o fungo oi

inoculado dois dias ap6s a aplica¢do do filtrado.
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Uma menor atividade antifingica de compostos rizobacterianos
aplicados com grande antecedéncia em relagdo a inoculagdo com o patogeno
também foi observada por Bettiol et al. (1997). Os autores detectaram menor
percentual (90%) de reducdo das lesGes nas folhas quando pulverizaram
metabolitos de Bacillus subtilis 24 horas antes da inoculagdo de Sphaerotheca
fuliginea em pepino. Quando a pulverizagdo foi feita uma hora antes, uma hora
depois ou 24 horas depois da inoculagdo, o controle das lesdes foi em torno de
99%.

E possivel que, quando a inoculagdo de C. gloeosporioides foi feita 48
horas depois da pulveriza¢do das plantas de café com filtrados, tenha ocorrido
alguma degradagdo das substincias antifingicas presentes nos mesmos,
reduzindo sua eficacia em proteger as plantas contra o patogeno. Por este
raciocinio, deduz-se que esses filtrados devem ter efeito principalmente curativo,
e ndo preventivo, da mancha manteigosa. Além disso, o mecanismo pelo qual os
filtrados atuariam no controle da doenga deve estar relacionado ndo a indugdo de
resisténcia, mas a acgdo direta exercida por substincias antimicrobianas,

provavelmente antibidticos, sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides.



5 CONCLUSOES

Nas condigGes experimentais desse estudo, conclui-se que:

. os filtrados de rizobactérias avaliados apresentaram ampla variagio quanto a
atividade antifingica in vitro contra Colletotrichum gloeosporioides. QOs
filtrados D1-5614, D1-5411, D1-5628, D1-5825 ¢ D1-5729 foram os mais
promissores, chegando a inibir totalmente a germinagdo de esporos do fingo;

. 0s quatro filtrados avaliados no experimento com plantulas de café tiveram

eficacia similar no controle da mancha manteigosa. Entretanto, o controle da

doenca foi parcial;

. os filtrados de rizobactérias avaliados mostraram efeito curativo no controle

de mancha manteigosa do cafeeiro;

. a aplicagdo dos filtrados resuitou em efeito depressivo para ao crescimento do

cafeeiro, proporcionando menor produgdo de matéria seca em relagdo a

testemunha absoluta;

. 0 mecanismo pelo qual os filtrados atuaram no controle, deve estar

relacionado a acdo direta exercida por substincias antimicrobianas

(antibiose).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Resultados promissores foram alcangados na avaliagdo in virro da
atividade antifungica de filtrados de rizobactérias contra Colletotrichum
gloeosporioides. Contudo, no experimento in vivo, as respostas observadas
quanto a capacidade de supressio da mancha manteigosa do cafeeiro ndo
repetiram o nivel obtido no laboratério e ndo permitiram discriminar os quatro
filtrados testados em termos de eficacia.

Outro aspecto a considerar no experimento in Vifro, seria testar um
maior numero de isolados por meio de uma técnica mais rapida, como a
cromatografia em camada fina (TLC), a qual permitiria maior agilidade na
selegdo de filtrados com agdo antifiingica.

Pelos resultados obtidos no presente estudo e corroborando outros
trabalhos mencionados ao longo da discussdo, ficou evidente a dificuldade de se
estabelecer padroes de resposta para a utilizagdo de produtos de origem
rizobacteriana no controle de fitopatogenos. Por outro lado, ficou claro também
que a continuidade dos estudos nessa linha podera fomecer subsidios para a
adequagio do uso de filtrados de rizobactérias no manejo de doengas,
potencializando os efeitos benéficos para as plantas.

E possivel que aplicagdes dos filtrados e avaliagdes dos seus efeitos
realizados em estadios mais avangados de desenvolvimento do cafeeiro possam
revelar resultados mais consistentes no controle da mancha manteigosa sem que
ocorram efeitos adversos dos proprios filtrados sobre o crescimento das plantas

de café.
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TABELA 1A. Resumo da analise de variancia para porcentagem de germinagio
de esporos de Colletotrichum gloeosporioides (1° bateria do
ensaio “in vitro”).

Fontes de variagiio G.L. oM
Porcentagem de germinagio

Filtrados 26 816,2520%*

Concentragdes 4 2588.1827*%*

Filtrados ¥ concentragoes 104 493,1635%*

Fatorial vs adicional 1 28.0028*

Tratamentos (135) 614,016957+*

Residuo 272 7.8073

Total 407

Coeficiente de variagdo (%) 3.38

* e ** =significativo a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.

TABELA 2A. Resumo da analise de variancia para porcentagem de germinagao
de esporos de Colletotrichum gloeosporioides (2° bateria do
ensaio “in vitro”).

Fontes de variagio G.L. QM
Porcentagem de germinacdo

Filtrados 7 1434,2286%*

Concentragdes 4 3288,1875%*

Filtrados * concentragdes 28 775,27321%%*

Fatorial vs adicional 1 228.37398%*

Tratamentos (40) 1128.2094**

Residuo 82 6.398374

Total 122

Coeficiente de variagido (%) 3.49

** = significativo a 1%, pelo teste F.



TABELA 3A. Resumo da analise de varidncia para porcentagem de germinagio
de esporos de Colletotrichum gloeosporioides (3* bateria do

ensaio “in vitro™).

Fontes de variagdo G.L. oM
Porcentagem de germinacio

Filtrados 6 128,9651%**

Concentragdes 4 449,8429%*

Filtrados * concentrages 244 51,9373%+

Fatorial vs adicional 1 53,3336*

Tratamentos (35) 110,6569%*

Residuo 72 8,4444

Total 107

Coeficiente de variagio (%) 4,01

* e ** = gignificativo a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 4A. Resumo da analise de variancia do desdobramento do fator
concentragdes dentro do fator filtrados (1* bateria do ensaio “in

vitro”).
Filtrado Codigo de identificacdo QM
1 DI - 5825 43202667 **
2 D1 -5629 3,0667 ns
3 D1 -5526 6.1667 ns
4 DI -8317 2.6667 ns
5 D1 - 5603 295667 **
6 D1 -8310 14,7333 ns
7 D1-35614 33,2333 **
3 D1 - 8423 1,7333 ns
9 D1 -5709 13,4333 ns
10 D1 - 8402 15,9333 ns
11 DI1-8318 2.7667 ns
12 D1 -5411 4221,6667 **
13 D1 -5726 57667 ns
14 D1 -5621 214333 *
15 D1 - 5530 2,7333 ns
16 D1 - 5423 5.5667 ns
17 D1 -5616 8.7667 ns
18 D1 - 5403 3.1000 ns
19 DI - 6204 3,0000 ns
20 D1-6220 5,5667 ns
21 D1 -5614 46574333 **
22 D1 -5528 19751000 **
23 D1 - 8429 28,1667 **
24 Dl - 5810 6,4333 ns
25 D1 -5417 6,4333 ns
26 D1 -5527 10,6000 ns
27 D1 - 5410 5,1000 ns
Residuo 7,8073

ns = ndo significativo
* ¢ ** = sionificativo a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.



TABELA 5A. Resumo da analise de varidncia do desdobramento do fator
concentrag¢Ges dentro do fator filtrados (2* bateria do ensaio “in

vitro”).
Filtrado Cddigo de identificagio oM
1 D1-7017 3,5667 ns
2 D1 - 5729 3325,1667 **
3 D1 - 8314 1672,2333 **
4 D1-7013 20,2667 *
5 D1-7018 8,9333 ns
6 D1 - 5401 5,9333 ns
7 D1-5702 35,8333 **
8 D1 - 5628 3643,1667 **
Residuo 6,3984

ns = nio significativo
* ¢ ** = significativo a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.

TABELA 6A. Resumo da analise de variincia do desdobramento do fator
concentragdes dentro do fator filtrados (3 bateria do ensaio “in

Vvitro”).
Filtrado Codigo de identificacdo oM

1 DI -6905 17,3333 ns
2 D1 -5423 34,2333 **
3 D1 -6201 5,1667 ns
4 D1 - 5515 309,7333 **
5 D] -2303 303,9000 **
6 D1 -5715 68,8333 **
7 D1 -2313 22,2667 *
Residuo 8,4444

ns = ndo significativo
* e ** =ignificativo a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 7A. Resumo das analises de varidncia para altura, produgiio de matéria seca (MS) total da parte aérea e de
raizes do cafeeiro, e indice de doenga em relagio a incidéncia da mancha manteigosa. (Ensaio “in vivo”

Fontes de Variagio G.L. oM

Allura MS total MS parte .1ére‘| MSralzes Indlcc dcdounqa
Filtrados 3 0,6352 *x 0,4383 ** 0,3785 ** 0,0131 ns 4,0060 ns
Modos de inoculagfio 3 1,3820 ** 0,6313 ** 0,5159 ** 0,0095 ns 46,0600 **
Filtrados x modos 9 0,1857 ** 0,7800 ** 0,4741 ** 0,0492 ** 3,1382 ns
Fatorial vs adicionais 2 0,7673 ** 2,6279 ** 1,4677 ** 0,1716 ** 2271862 **
Tratamentos CTan T osaaes 09109 %% 0,5815 ** 0,0502 **  372045%F
Blocos 3 0,0992 ns 0,1019 ns 0,0981 ns 0,0146 ns 0,8868 ns
Residuo 51 0,0658 0,0930 0,0747 0,0093 3,3063
'I‘ola'lmn 71 T T
C.V. tratamentos (%) 6,49 9,01 10,42 12,69 9,18

ns = ndo significativo

** = significativo a 1% pelo teste I,






