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RESUMO
HADDAD, Fernando, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2008.
Controle bioldgico da ferrugem do cafeeiro. Orientador: Luiz Antonio Maffia.
Co-orientadores: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Reginaldo da Silva Romeiro.

Este trabalho integra um programa de controle biologico da ferrugem (Hemileia
vastatrix, Hv) em cafezais organicos. Em duas lavouras, durante 3 anos, compararam-se
isolados bacterianos. O B157 (Bacillus sp.) e o P286 (Pseudomonas sp.) reduziram a
intensidade da doenca em relacdo a testemunha; a eficiéncia do B157 foi similar a de
hidroxido de cobre. Para definir mecanismo(s) de antagonismo, apds cultivar cada
isolado em meio liquido 523 de Kado & Heskett, compararam-se os tratamentos: i-caldo
do cultivo; ii-sobrenadante da centrifugacgdo; iii-células centrifugadas ressuspensas em
solugdo salina; iv-células inativadas por radiagdo ultravioleta; v-meio 523; e vi-solucdo
salina. A germinacdo de uredinidsporos e a severidade da ferrugem decresceram nos
tratamentos 1 a iii. Aplicou-se cada isolado em diferentes concentracdes e intervalos de
tempo antes de inocular Hv em folhas. A eficiéncia de controle reduziu-se nas
concentragdes menores € nos intervalos maiores. Os isolados ndo protegeram mudas de
infecgdes por Cercospora coffeicola. Houve protegao a Hv com aplicagdo dos isolados e
inoculacdo de Hv nas mesmas folhas, mas ndo com aplicacdo e inoculacdo separadas
espacialmente. Estudou-se a sobrevivéncia de B157 no filoplano de cafeeiros, em casa
de vegetacdo e campo. Pulverizou-se suspensdo, semanalmente amostraram-se folhas e
determinou-se o nimero de unidades formadoras de colonia em meio seletivo. A
populagdo decresceu ja na primeira semana pds-aplicacdo, mais abruptamente no
campo, mas recuperaram-se colonias até 30 dias apds aplicagdo. Para avaliar o efeito de
fungicidas cupricos na sobrevivéncia, pulverizou-se hidroxido de cobre em mudas em
casa de vegetacdo e sulfato de cobre em cafeeiros adultos no campo. Apds 30 dias,

pulverizaram-se células de B157. Nos dois locais, ambos os fungicidas reduziram a

vi



populagdo de B157 ao longo do tempo. Como concluséo, o isolado B157 de Bacillus sp.
exerce antibiose a Hv e pode controlar a ferrugem em cultivos organicos de cafeeiro.
Nao se deve alternar pulverizagdes do isolado e de fungicidas clpricos, a ndo ser que,

em calendarios de pulverizacdes, inicialmente aplique-se a bactéria.
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ABSTRACT
HADDAD, Fernando, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2008. Biological
control of coffee rust. Adviser: Luiz Antonio Maffia. Co-advisers: Eduardo Seiti
Gomide Mizubuti and Reginaldo da Silva Romeiro.

This thesis is part of a research program aiming to biocontrol coffee rust
(Hemileia vastatrix, Hv) in organically-grown coffee. Efficiency of bacterial isolates
was compared in two plantations, during 3 years. Isolates B157 (Bacillus sp.) and P286
(Pseudomonas sp.) reduced disease intensity relative to the control; B157 was as
efficient as copper hydroxide. To define mechanism(s) of antagonism, each isolate was
grown in liquid 523 Kado & Heskett medium, and six treatments were compared: i-
growth broth; ii-supernatant of centrifugation; iii-centrifuged cells resuspended in saline
solution; iv-cells inactivated by ultraviolet radiation; v-523 medium; and vi-saline
solution. Urediniospores germination and rust severity decreased in treatments i to iii.
Each isolate was applied in leaves at different concentrations and time intervals before
inoculating Hv. Control efficiency decreased at the smallest concentrations and largest
intervals. The isolates did not protect plants from infection by Cercospora coffeicola.
Leaves were protected against Hv by applying the isolates on the same leaves Hv was
inoculated; there was no protection when application and inoculation were spatially
apart. B157 survival on the phylloplane was studied under greenhouse and field
conditions. Bacterial suspension was spread, leaves were weekly sampled, and the
number of colony forming units was assessed in a selective medium. Bacterial
population decreased after 7 days of application at both conditions, steeper in the field,
although colonies were recovered up to 30 days after application. Plants were sprayed
with copper hydroxide (greenhouse) or copper sulphate (field), and, after 30 days, with
B157 cells. Both fungicides reduced B157 population throughout time. In conclusion,

Bacillus sp. B157 isolate has antibiosis to Hv and is a biocontrol agent to rust in coffee
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organic systems. Alternating sprays of cupric fungicides and B157 is not feasible, unless

the bacterium is firstly applied in a calendar spray schedule.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial de café (Mapa, 2007). Na
safra 2006/2007, o pais produziu 42,5 milhdes de sacas de 60 kg, sendo metade da
producao concentrada no Estado Minas Gerais (Mapa, 2007). Em 2007, as exportagdes
foram de 28 milhdes de sacas, que renderam ao pais 3,9 bilhdes de dolares (Mapa,
2007). Ha uma demanda crescente, principalmente pelo Japao e paises europeus e norte-
americanos, pelos denominados “cafés especiais”, inclusive o produzido organicamente,
que tem alto valor agregado e pode atingir preco duas vezes superior ao dos cafés
tradicionais (Caixeta, 2002). Segundo a Associagdo de Cafeicultura Organica do Brasil
(ACOB), a taxa de crescimento anual da produ¢do de café organico ¢ de 50%, estando
concentrada em Minas Gerais.

A cafeicultura orgéanica tem normas oficiais de produgdo (Brasil, 1999), como a
proibicdo de uso de pesticidas e de organismos geneticamente modificados no controle
de doencas, o que pode aumentar sua intensidade. A principal doenga do cafeeiro ¢ a
ferrugem (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), que pode causar perdas na produgdo
superiores a 50% (Zambolim et al., 1997). Na cafeicultura organica, pode-se manejar a
ferrugem com cultivares resistentes e produtos a base de cobre, se autorizado pela
entidade certificadora (Carvalho et al., 2002). O controle da ferrugem por meio de
variedades resistentes ¢ promissor (Zambolim et al., 1997), porém, a variabilidade
fisioloégica do patdégeno compromete a durabilidade da resisténcia (Van der Vossen,
2005). Em vista da dificuldade de obter resisténcia duradoura, de a maioria das areas
serem plantada com cultivares suscetiveis e do aumento nas restrigdes para aos produtos
a base de cobre (Carvalho et al., 2002), ha necessidade de alternativas para manejo da
ferrugem. O controle bioldgico é uma alternativa viavel, pois o cultivo organico ¢ um

sistema apropriado para desenvolvimento e comercializacdo de produtos bioldgicos



(Harman, 2000), inclusive daquelas com potencial de uso no controle bioldgico de
doengas (Pedine, 2000).

Controle bioldgico pode ser definido “como a redug¢dao da soma de inoculo ou
das atividades determinantes da doenca provocada por um patdgeno, realizada por um
ou mais organismos que ndo o homem” (Cook e Baker, 1983). No controle biologico,
comumente utilizam-se antagonistas, definidos como microorganismos ndo patogénicos
que interferem na sobrevivéncia ou atividades determinantes de doengas causadas por
patogenos (Cook e Baker, 1983). Ha escassez de produtos contendo agentes de
biocontrole, principalmente pela dificuldade de obter um antagonista efetivo em
condi¢des de campo (Guetsky et al., 2001). Como as bactérias tém crescimento rapido,
utilizam diversas fontes de nutrientes e sobrevivem em ampla faixa de condigdes,
espera-se que sejam potenciais agentes de biocontrole (Cook e Baker, 1983). Haddad
(2004) selecionou sete isolados bacterianos eficientes no biocontrole da ferrugem do
cafeeiro em casa de vegetacao. Esses isolados foram provisoriamente identificados, pela
analise do perfil de acidos graxos, como sendo espécies de Pseudomonas ¢ Bacillus
(Haddad, 2004).

Espécies de Pseudomonas e de Bacillus sdo eficazes no biocontrole de varias
doengas (Saravanan et al., 2004; Radjacommare et al., 2004; Bolwerk et al., 2003;
Raaijmakers et al., 1999; Chin-A-Woeng et al., 1998; Flaishman et al., 1996), inclusive
da ferrugem do cafeeiro (Costa et al., 2007; Shiomi et al., 2006; Bettiol et al., 1994;
Bettiol ¢ Varzea, 1992; Porras, 1999). Para espécies de Pseudomonas ¢ Bacillus, é
relatada a producdao de compostos com agdo antimicrobiana (Romero et al., 2007;
Raaijmakers et al., 1999; Duffy e Défago, 1999; Chin-A-Woeng et al., 1998; Flaishman
et al., 1996; Bettiol et al., 1994; Bettiol e Varzea, 1992) e indugdo de resisténcia

sistémica — ISR (Ongena et al., 2007; Teixeira et al., 2005; Silva et al., 2004; Saravanan



et al., 2004; Radjacommare et al., 2004; Bolwerk et al., 2003; Porras, 1999) entre outros
mecanismos de agdo. Outro aspecto importante € que, para ser eficiente, um agente de
biocontrole nao depende apenas de sua agdao antagdnica, mas também da sua capacidade
de se manter na superficie da planta hospedeira, ou seja, de competir com a microflora
ja existente, multiplica-la e persistir sob condi¢des adversas (Fokkema, 1990).

Apesar dos varios trabalhos realizados para controle bioldgico da ferrugem do
cafeeiro, os antagonistas utilizados nao sdo especificos para cultivos organicos e nao
foram feitos em nivel de campo. Com isto, o primeiro objetivo deste trabalho foi
avaliar se as bactérias selecionadas sdo eficientes no controle da ferrugem do cafeeiro
em condigdes de campo. Posteriormente, o(s) melhore(s) isolados foram avaliados
quanto ao mecanismo de agdo e em que fase do ciclo de vida de H. vastatrix esse(s)
antagonista(s) estdo atuando em acordo com sua dindmica populacional no filoplano do

cafeeiro.
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Abstract

Organic coffee production has been on the increase in Brazil, especially in
Minas Gerais state (MG). Rust (Hemileia vastatrix) is the most important coffee disease
regardless of crop system. Rust control is based on chemicals. Because of the
characteristics of the organic crop system, alternatives are required for disease control,
and a program to obtain agents for rust biocontrol was established. Seven bacterial
isolates, previously selected in greenhouse tests, were evaluated under commercial
organic crop conditions in Machado, MG, in 2005 (E1) and 2006 (E2). Ten treatments
(the bacteria isolates, copper hydroxide, calcium silicate and water) were applied as
three (Expl) or four (Exp2) monthly pulverizations. Rust severity and incidence were
evaluated monthly. In Expl, the pulverizations started in January 2005, and no
treatment reduced rust progress. In November 2005, the incidence reached nearly 7.5%
and sprays for Exp2 began. There were differences between treatments (P<0.0001)
regarding maximum incidence and severity (assessed in June 2006), rate of increase of
the incidence between November 2005 and June 2006 and on the area under disease
progress curve for both incidence and severity. Lower values for the three variables
were obtained in the plots treated with copper hydroxide or a Bacillus sp. isolate (B157)
and intermediate values with a Pseudomonas sp. isolate (P286). In a third experiment
set in Ervalia, MG, in 2007, isolates B157 and B286 were also evaluated. Isolate B157
reduced rust intensity as efficiently as copper hydroxide, and is a potential biocontrol
agent of coffee rust for organic crop systems.
Key words: Coffea arabica, Hemileia vastatrix, Pseudomonas, Bacillus, biocontrol,

disease management.



1. Introduction

Brazil is the biggest coffee producer and exporter worldwide: in 2006/2007, 42.5
million bags were produced and, in 2007, Brazil exported 28 million bags, earning 3.9
billion dollars (Mapa, 2007). There is increasing demand, especially from Japan and the
European and North American countries, for the so-called “special coffees”, including
organic coffee, which has a high added value and can attain a price twice that of
traditional coffee (Caixeta & Pedini???, 2002). According to the Brazilian Organic
Coffee Association (ACOB), the annual growth rate for organic coffee production is
50%, concentrated in Minas Gerais, the major coffee producing state in Brazil.

The organic coffee crop system has an official standard, which prohibits the use
of pesticides and the use of genetically modified organisms to control diseases. Even the
use of copper-based products, which are normally allowed in organic systems, are being
restricted (Carvalho et al., 2002). Organic crop systems favor human health and the
environment, but intensity of diseases is expected to be higher in these systems because
of the restrictions on pesticide usage. Leaf rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br) is the
main coffee disease and can cause yield losses up to 50% (Zambolim et al., 1997).
When organic and conventional growing systems were compared regarding progress of
diseases, higher coffee rust intensity was recorded in the organic system (Botelho,
2006).

Rust control by resistant varieties is promising, but physiological variability of
the pathogen hinders durability of resistance (Van der Vossen, 2005). Considering that
most coffee areas are planted with susceptible cultivars and the fact that restrictions on
copper-based products have grown tighter, new alternatives for rust management are
necessary. Biological control is a viable alternative, as organic crop is a feasible system

for the development and commercialization of biological products (Fravel, 2005;
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Harman, 2000; Pedine, 2000). In this paper, we will emphasize biological control by
means of antagonists, non-pathogenic microorganisms that interfere in pathogen
survival or in determinant activities of the disease (Cook & Baker, 1983).

Considering the lack of products to manage coffee rust in organic systems, we
started a research program in 2003 aiming to find agents for disease biocontrol. A total
of 393 microorganisms (154 bacteria and 239 fungi) were isolated from leaves, leaf
residues and soil of organic coffee crop systems in three Minas Gerais localities.
Seventeen isolates reduced the H. vastatrix infection frequency and sporulation in
leaves of 6-month old ‘Catuai’ plants by more than 70% (Haddad et al., 2004a). These
isolates were sprayed on coffee plants up to 16 days before H. vastatrix inoculation;
seven bacterial isolates reduced rust severity as efficiently as copper sulphate (Haddad
et al., 2004b). Through fatty acids profile, six isolates were identified as Bacillus spp.
and one as Pseudomonas sp.

Although rust biocontrol has been investigated (Shiomi et al., 2006; Bettiol et
al., 1994; Bettiol & Varzea, 1992), no study was specifically addressed to the organic
system and none was conducted under field conditions. Therefore, we aimed to
determine if the seven selected bacteria are efficient biocontrol agents of coffee rust
under field conditions. Partial results were previously presented at a meeting on

biological control of fungal and bacterial plant pathogens (Haddad et al., 2007).
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2. Material and Methods

The experiments were conducted for three years in two commercial coffee
plantings that follow organic rules in two localities in the Minas Gerais state: Machado
(876m altitude, 21°36°09°°S and 45°48°15>°W), containing 20-year-old plants of ‘Novo
Mundo’; and Ervalia (839 m altitude, 20°54°56°°S and 42°37°20°°W), with 20-year-old
plants of ‘Catuai’. Machado experiments (E) were conducted from January to
November 2005 (E1) and from November 2005 to September 2006 (E2), whereas
Ervalia experiment was from January to November 2007 (E3).

Ten treatments were compared in E1 and E2: treatments 1 to 7 consisted each of
seven bacterial isolates (B10; B25; B157; B175; B205; B281; and P286, where B or P
stand for Bacillus or Pseudomonas, respectively); treatment 8 was copper hydroxide
(0.88g/plant); treatment 9 was calcium silicate (0.14g Si/plant); and treatment 10 was
water (control). Considering the results obtained in E1 and E2, sprays of four treatments
were compared in E3: isolate P286 (Pseudomonas sp.), isolate B157 (Bacillus sp.),
copper hydroxide (0.88g/plant) and water. All treatments were diluted in saline solution
(0.85%) with Tween 20 (0.05%). Calcium silicate was included in E1 and E2 because it
was commonly sprayed by the organic grower who wanted to find out whether it was
effective in controlling rust. All treatments were applied (400mL of each per plant)
using a backpack sprayer with a hollow cone-type nozzle (600 and 800 L/ha in
Machado and Ervalia, respectively). Sprays were on a monthly basis, according to the
growers’ spray schedule. The treatments were sprayed three times in E1 (beginning in
January 2005, when incidence was above 23.8%), four times in E2 (beginning in
November 2005, when incidence averaged 7.6%), and four times in E3 (beginning in
January, when incidence averaged 5%). The bacterial isolates were preserved at 4°C on

medium 523 (Kado & Hesket, 1970) in tubes. To prepare bacterial suspensions, each
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isolate was seeded in medium 523 in plates, and incubated at 30°C in the dark. At the
application time, normally one day after seeding, bacterial cells were washed from the
culture medium using saline solution (0.85%) + Tween 20 (0.05%). The concentrated
bacterial suspensions were transported to the field in thermo-boxes with ice and a final
dilution (to O.D.s40nm=0.2) was done before application.

The experiments were set in a randomized complete block design, with four
replications (one experimental unit was constituted by eight or six plants, in Machado or
Ervalia experiments, respectively). Each block followed a planting row (planted at 4.5 x
1.5 m in Machado and 2.5 x 2 m in Ervalia). One planting row was used as border
between blocks and one border plant was left at each end of the plots in a block.

Monthly, 60-leaf samples (10 leaves/plant, 5 from each side) in E1 and E2 and
40-leaf samples in E3 (10 leaves/plant, 5 from each side) were collected from branches
from the middle third of plants in each plot. In the laboratory, both disease incidence
(Inc), as the percentage of diseased leaves, and severity (Sev) were evaluated. To
evaluate Sev, images of the leaves were digitalized and the percentage of area diseased
was estimated with a grading scale (Kushalappa & Chaves, 1978).

For each experiment, we calculated the area under disease progress curve for both
Inc (AUDPClInc) and Sev (AUDPCSev). We also estimated the values of initial (yolnc
and yoSev), maximum (YmaxInc and ymaxSev) and increment (Alnc and ASev) for Inc and
Sev, respectively. The increments were calculated as ymax - yo. All variables were
subjected to analysis of variance, using SAS System v. 9.1. Treatment means for E1 and
E2 were compared through Scott-Knott test (o = 0.01), using the SAEG system, and for

E3 through Tukey test (o = 0.01), using SAS.
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3. Results

Experiment 1- Progress curves of Inc and Sev followed the same trend: both rose from
January to April (harvest time), when ym.x was achieved, and dropped from April to
November (Figure 1). The treatments did not differ regarding yolnc, yoSev, ymaxSev,
Alnc, ASev and AUDPCSev. Values of ymaxInc were lower with copper hydroxide and
isolates P286, B281, B205, B157, B175, and B10 than calcium silicate, isolate B25, and
the control (Table 1). Values of AUDPClInc were lower with isolates P286, B281, B205,
B175, B157 and B10 than copper hydroxide, calcium silicate, isolate B25, and the
control (Table 1).

Experiment 2- Progress curves of Inc and Sev followed a trend similar to El: they
increased from November 2005 to June 2006 (harvest time), when the maximum was
achieved, and dropped from June to September (Figure 1). The treatments did not differ
regarding yoInc and yoSev, but differed (P<0.0001) regarding ymaxInc, ymaxSev, Alnc,
ASev, AUDPClInc, and AUFPCSev (Table 1). Considering the last six variables, lowest
values were always attained with copper hydroxide and B157. These two treatments did
not differ from P286 for yn.Sev and Amax. Isolate P286 effect was intermediate
between the two best treatments above and the group formed by B25, B10, B281, B175,
B205, calcium silicate, and the control that generated the largest values, especially of
VYmaxINC, YmaxSev, Alnc and ASev (Table 1).

Experiment 3- Progress curves for Inc increased from January to June (harvest time),
when the maximum was achieved, and dropped from June to November; for Sev the
increase was from January to May or July, depending on the treatment, and dropped
until November (Figure 1). The treatments did not differ regarding yoInc and y,Sev, but

differed (P<0.0001) regarding the other variables. As in E2 lowest values of those
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variables were attained with copper hydroxide and B157. P286 values were

intermediate, and highest values were with the control treatment (Table 2).

4. Discussion

The biocontrol agents selected were efficient in reducing the intensity of leaf
rust under field conditions. Disease incidence was greatly reduced. Rust progress has
been thoroughly studied in Brazilian conditions, and the disease can be assessed either
by severity or incidence. Severity assessments through grading scales are difficult to
accomplish and can be influenced by the skill of the evaluator (Madden et al., 2007).
Incidence is easier to estimate, is related to severity (Silva-Acufa et al., 1999), is less
influenced by subjectivities, and its use can speed up evaluations. Thus rust intensity in
coffee experiments is commonly assessed by incidence, and this discussion will be
mostly based on incidence values.

In general, the trends of disease progress curves of both incidence and severity
were similar in the three experimental years, and were also similar to the trends found
elsewhere (Costa et al., 2006; Pinto et al., 2002). Differences in the time of maximum
intensity and curve shapes were found, which could be attributed to changes in
environmental conditions, such as temperature, relative humidity, and rain intensity, as
well as differences in coffee yield between years (Costa et al., 2006; Pinto et al., 2002).

In the first experiment, no treatment reduced rust intensity. Although some
isolates reduced disease intensity when compared to the control, all values of maximum
incidence were above 20%, which is unacceptable for successful disease control
(Gargon et al., 2004; Zambolim et al., 1997). When the sprays started in January 2005,
incidence was 23.8%, above the limit to start the sprays, which is 5% for protectant

fungicides (Carvalho et al., 2002; Zambolim et al., 1997). The isolates exerted a
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protectant effect against H. vastatrix (Haddad, et al., 2004b) by reducing urediniospores
germination (unpublished data). Considering the regular threshold that “triggers” sprays
of protectant fungicides, the treatments should have been applied earlier. Therefore, the
low efficacy of treatments including the bacterial isolates was related to the delay in
starting the sprays. In the second and third experiments, treatment sprays started when
disease incidence ranged from 5 to 8%. Therefore, the B157 Bacillus sp. isolate was as
efficient as the cupric fungicide in controlling rust. It seems that the epidemiological
effect of this isolate on rust control is similar to the effect of fungicides. For polycyclic
diseases, such as coffee rust, the reduction of progress rate has the most remarkable
epidemiological effect on management (Zadoks & Schein, 1979). This effect is clear in
the third experiment, in which rust progress curves in plots sprayed with either B157 or
copper hydroxide were similar.

Reduction in rust intensity was expected to be achieved with all bacterial
isolates, since they protected coffee plants against H. vastatrix for at least 16 days under
greenhouse conditions (Haddad et al., 2004). Probably the inefficiency of the six
isolates was due to a lack of adaptability to unfavorable conditions. Besides the
antagonistic effect, an efficient biocontrol agent must survive on the phylloplane,
competing with phylloplane residents, and must reproduce and survive under
unfavorable conditions (Fokkema, 1990). Four Bacillus isolates efficient in controlling
pumpkin powdery mildew (Podosphaera fusca) remained viable on the phylloplane for
at least 16 days (Romero et al., 2004), whereas the population of a B. subtilis antagonist
to Cercospora beticola declined sharply in the first 4 days of application, which reduced
its efficiency (Collins et al., 2003). Therefore studies related to the dynamics of leaf

populations of microorganisms as well as ecological studies of presumed biocontrol
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agents are essential to direct strategies of diseases that affect the aerial plant parts
(Kinkel, 1997). These studies are being pursued.

Pseudomonas and Bacillus species are effective in the biocontrol of several rusts
(Teixeira et al., 2005; Flaishman et al., 1996), including coffee rust (Shiomi et al., 2006;
Bettiol et al., 1994; Bettiol & Varzea, 1992; Porras, 1999). In the greenhouse, B. subtilis
suspensions, sterilized or not, sprayed 24h before inoculating H. vastatrix reduced rust
severity on coffee plants (Bettiol & Varzea, 1992). Metabolite extracts produced by B.
subtilis in growth medium reduced rust severity by almost 100% when sprayed 24h
before inoculating the pathogen (Bettiol et al., 1994). However, there is a lack of
products containing biocontrol agents, especially because of the difficulties to obtain an
effective antagonist under field conditions (Guetsky et al., 2001). As bacteria grow fast,
use several nutritional sources and survive at a large range of temperatures, they are
expected to be good biocontrol agents in the field (Cook & Baker, 1983). Moreover,
Bacillus spp. produce endospores resistant to unfavorable conditions, such as ultraviolet
radiation, drying, high temperatures and organic solvents, helping the antagonist’s
survival in the phylloplane (Driks, 2004; Raaijmakers et al., 2002; Emmert &
Handelsman, 1999). Additionally, endospore formation facilitates the preparation of
commercial formulations, increasing the Bacillus spp. potential of use (Fravel, 2005;
Raaijmakers et al., 2002). Some Bacillus species are formulated as biofungicides and
are successfully commercialized in the USA (Fravel, 2005).

Coffee rust control is strongly based on fungicides. Under organic systems, only
cupric fungicides are allowed, which may lead to an accumulation of copper in the soils
(Chaignon, 2003) and may be detrimental to human health and the environment
(Flemmeng & Trevors, 1989). As a result, the use of biological control with the B157

isolate of Bacillus sp. may become a viable alternative to coffee rust management.
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Bacillus spp. are used to control insects and diseases, including rust, in several crops.
The isolate B157 was isolated and tested for five years under greenhouse and field
conditions, and was successful in controlling coffee rust. Further studies, including
toxicological ones, are required to define strategies for coffee rust management with this
isolate. It is foreseen that the results gained will not be restricted to organic coffee
production and may be used in general coffee crop systems, to support a more

sustainable and ecologically correct crop production.
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Table 1 Coffee leaf rust incidence (Inc) and severity (Sev) values: initial (yp), maximum (ymax), increment (A) and area under disease
progress curve (AUDPC). Experiments conducted in an organic coffee plantation in Machado, MG, from January to November 2005 (E1)

and from November 2005 to September 2006 (E2).

Treatment January to November 2005 November 2005 to September 2006
Yo (%) Ymax (%0) A (%) AUDPC (% . days) Yo (%) Ymax (%0) A (%) AUDPC (% . days)

Inc Sev  Inc Sev Inc Sev Inc Sev Inc Sev Inc Sev Inc Sev Inc Sev
CuH' 19a° 048a 46b 1.50a 27a 1.02a 7323a 205a 7.50a° 0.14a 2lc  0.78b  l4c  0.64b 4135d 121d
B157° 24a  0.52a 48b 1.44a 24a 0.92a 6791b 187a 6.67a 0.15a 28c 1.25b 21c  1.10b 4830d 158d
P286 272 0.63a 37b 138a 10a 0.74a 6210b 189a 833a 0.20a 39 1.64b 31b 1.45b 6154c 217c
B25 26a  0.54a 52a 192a 26a 138a 7591a 222a 7.50a 0.16a 57a  3.19a 49a 3.03a 8567a 359a
B10 28a 0.63a 46b 1.71a 18a 1.08a 7146b 205a 7.50a 0.17a 50a  2.50a 42a 233a 7622b 296b
B281 22a 0.57a 38b 140a 16a 0.82a 6275b 189a 833a 0.12a 53a 2.87a 45a 2.75a 8l16b 326b
B175 3la  0.64a 41b 1.60a 10a 0.96a 6634b 191a 7.50a 0.16a 50a 2.83a 43a 2.67a 7979 327b
B205 24a  0.59a 40b 1.71a 16a 1.12a  6293b 200a 6.67a 0.19a S54a 292a 48a 2.73a 7936b 320b
SiCa* 172 043a S57a 222a 40a 1.79a 8120a 237a 7.92a 0.15a 53a 293a 452 2.79a 8895a 363a
Control 20 0.44a 65a 2.65a 44a 22la 8624a 255a 7.92a 0.15a 53a  3.02a 45a 2.87a 9042a 385a

'Copper hydroxide; “means with the same letter/column are not different (Scott-Knott test, 0=0.01); ° B or P= isolates of Bacillus or

Pseudomonas, respectively; * Calcium silicate.
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Table 2 Coffee leaf rust incidence (Inc) and severity (Sev) values: initial (yp), maximum

(Ymax), increment (A) and area under disease progress curve (AUDPC). Experiment

conducted in an organic coffee plantation in Ervalia, MG, from January to November

2007.
Treat vo (%) Vmax (%0) A (%) AUDPC (% . days)
Inc Sev Inc Sev Inc Sev Inc Sev
Cu(OH),! 4.38a” 0.08a 23¢ 0.60c 18¢c  0.52c  3564c 88¢c
B157° 3.75a 0.05a 25c¢ 0.60c 21c 0.55¢  3350c T4c
P286 5.00a 0.05a 34b 1.01b 29b 0.96b  4886b 156b
Control 5.00a 0.05a 50a 1.80a 45a 1.75a 7114a 259a

'Copper hydroxide; “means with the same letter/column are not different (Tukey test,

a=0.01); °B or P= isolates of Bacillus or Pseudomonas, respectively.
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Figure 1 Leaf rust progress in organically grown coffee plants, in experiments
conducted in Machado, MG, from January to November 2005 (Expl) and from
November 2005 to September 2006 (Exp2) and in Ervalia, MG, from January to

November 2007 (Exp3). B or P = Bacillus or Pseudomonas.
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Resumo

Dois isolados bacterianos (Ib), um de Pseudomonas sp. ¢ um de Bacillus sp., foram
eficientes no biocontrole da ferrugem (Hemileia vastatrix) em casa de vegetagdo e
cultivos organicos de cafeeiro. Efetuaram-se testes in vitro e em mudas de cafeeiro para
entender o(s) mecanismo(s) de acdo desses isolados. Apds cultivar cada isolado em
meio liquido 523 de Kado & Heskett, avaliaram-se a germinacdo de uredinidsporos e a
severidade da doenca com seis tratamentos: i-caldo fermentado do cultivo; ii-
sobrenadante da centrifugagao; iii-ressuspensao de células bacterianas centrifugadas em
solugdo salina; iv-células inativadas por radiagdo ultravioleta; v-meio 523; e vi-solugdo
salina (v e vi foram considerados como testemunhas). A germinagdo ¢ a severidade
reduziram-se significativamente nos tratamentos i a iii em relacdo as testemunhas.
Aplicou-se cada Ib em diferentes concentragdes e intervalos antes de inocular H.
vastatrix. A eficiéncia dos Ib no controle da doenca reduziu nas menores concentragdes
e nos maiores intervalos. Os Ib ndo protegeram cafeeiros de infecgdes por Cercospora
coffeicola. Em experimentos de separagdo espacial entre cada Ib ¢ H. vastatrix, nao
houve protecdo sistémica de mudas de cafeeiro. Houve protecdo somente com a
aplica¢ao dos Ib no mesmo local da inoculacdo do patégeno. Considerando os efeitos
obtidos, acredita-se que os Ib atuem produzindo composto(s) com agao antifungica.
Palavras-chave: Coffea arabica, cafeeiro, ferrugem, controle bioldgico, Pseudomonas,

Bacillus.
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Abstract

Two bacterial isolates (BI), a Pseudomonas sp. and a Bacillus sp., controlled efficiently
coffee rust (Hemileia vastatrix) under greenhouse and commercial organic crop
systems. Experiments in vitro and with coffee plants were conducted to define the
mechanism(s) of action of both isolates. Each BI was grown in liquid Kado & Heskett
523 medium, and urediniospores germination and disease severity were evaluated
following six treatments: i-growth broth; ii-supernatant from centrifugation; iii-bacterial
cells centrifuged and ressuspended in saline solution; iv-bacterial cells inactivated
through ultraviolet radiation; v-523 medium; and vi-saline solution (treatments v and vi
were considered as controls). Spore germination and disease severity were reduced
significantly with treatments i to iii relative to the controls. Each BI was applied in
varying concentrations and time intervals before H. vastatrix inoculation. The efficiency
in controlling rust was reduced at the lowest concentrations and largest intervals. The BI
did not protect coffee plants from Cercospora coffeicola infections. In experiments of
spatial separation between each BI and H. vastatrix, no systemic protection was
achieved in coffee plants. Protection was achieved only when each BI was applied in
same place where H. vastatrix was inoculated in the leaf. In view of the findings, it is
believed that the mechanism of of antagonism of both BI is through the production of
antifungal compounds against H. vastatrix.

Keywords: Coffea arabica, coffee, rust, biocontrol, Pseudomonas, Bacillus.
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1. Introducgéo

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial de café (Mapa, 2007). Ha uma
demanda crescente pelos denominados “cafés especiais”, dentre eles o produzido
organicamente, o qual, além do alto valor agregado, contribui para reduzir o impacto
ambiental causado pelo uso de pesticidas (Caixeta, 2002). Dentre as varias doengas que
reduzem a produtividade do cafeeiro, a principal é a ferrugem (Hemileia vastatrix Berk.
& Br). Para essa ferrugem, a fase uredinial ¢ que é a importante para a ocorréncia de
epidemias no campo.

Na cafeicultura organica, pode-se manejar a ferrugem com cultivares resistentes
e produtos a base de cobre (Carvalho et al., 2002). Contudo, ¢ dificil obter resisténcia
duradoura a H. vastatrix em vista da variabilidade do patogeno (Van der Vossen, 2005)
e da dificuldade de associar resisténcia as caracteristicas agrondmicas desejaveis. Outro
fator complicador ¢ o aumento nas restrigdes de uso de produtos a base de cobre em
cultivos organicos (Carvalho et al., 2002). Por essas razdes, o controle biologico €
alternativa vidvel no manejo racional de doengas em sistemas organicos de cultivo
(Harman, 2000), como a ferrugem .

Isolados de Pseudomonas sp. (P286) ¢ Bacillus sp. (B157) foram eficientes no
controle da ferrugem do cafeeiro em condigdes de casa de vegetagdo e campo (Haddad
et al.,, 2004; Haddad et al., 2007). Espécies de ambos os géneros sdo eficientes no
biocontrole de varias doencas (Han et al., 2006; Han et al., 2005; Kim et al., 2004; Cho
et al., 2003).

Os mecanismos mais freqiientemente associados a espécies de Bacillus e de
Pseudomonas sdo a produgdo de compostos com ac¢do antimicrobiana (Tendulkar et al.
2007; De La Fuente et al., 2006; Shiomi et al., 2006; Raaijmakers et al., 1999; Duffy e

Défago, 1999; Bettiol et al., 1994) e a indugdo de resisténcia sistémica — IRS (Ongena et
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al.,, 2007; Teixeira et al.,, 2005; Romeiro et al., 2005; Saravanan et al., 2004;
Radjacommare et al., 2004; Bolwerk et al., 2003). O lipopepitio surfactina, secretado
por B. licheniformis, inibiu a germinagdo e o crescimento micelial de Magnaporthe
grisea, agente causal da brusone do arroz (Tendulkar et al. 2007). Para Pseudomonas
sp., identificou-se o antibidtico 2,4-diacetil foroglucinol como o composto responsavel
pela supressividade natural dos solos (Raaijmakers et al., 1999). Outros compostos
produzidos por Pseudomonas spp., como pioluteorin (Duffy & Défago, 1999) e
pirrolnitrin (Cui & Harling, 2006; Duffy & Défago, 1999), também sdo importantes no
controle de doencas de plantas.

Considerou-se a IRS como o provavel mecanismo de acdo de duas espécies de
Pseudomonas a Puccinia psidii, agente da ferrugem do eucalipto (Teixeira et al., 2005).
Outros espécies de Pseudomonas foram relatadas como indutoras de resisténcia no
cafeeiro a H. vastatrix (Porras, 1999). Bacillus spp. podem, também, ativar a ISR.
Bacillus mycoides, isolado de folha de beterraba, reduziu a severidade da cercosporiose
da beterraba agucareira em condi¢des controladas e de campo, e o efeito foi atribuido a
ISR (Bargabus et al., 2002). A germinagdo de uredinidosporos de H. vastatrix reduziu-se
com a aplicacdo de produto comercial a base de B. thuringiensis, e obteve-se efeito
protetor da bactéria em discos de folha inoculados com o patégeno, que durou até 16
dias (Cristancho, 1995). Para o autor, houve indugdo de resisténcia do cafeeiro a
ferrugem, apesar de os resultados nao terem sido conclusivos.

Para auxiliar a definir estratégias de manejo da ferrugem do cafeeiro com os
isolados de Bacillus sp. e de Pseudomonas sp. eficientes no controle da ferrugem
(Haddad et al., 2004; Haddad et al., 2007), ¢ necessario compreender o mecanismo de
antagonismos de ambos. Assim, esse trabalho objetivou determinar o(s) mecanismo(s)

de acdo dessas bactérias antagonistas e avaliar se alguns dos critérios propostos por
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Steiner ¢ Schombeck (1995) para confirmar a ISR sdo eficientes para determinar o

mecanismo de acao de ambas as bactérias.

2. Material e Métodos

2.1. Procedimentos gerais

Para definir o(s) mecanismo(s) de antagonismo de cada isolado bacteriano (Ib),
avaliaram-se os critérios: i) auséncia de efeitos toxicos do agente indutor sobre o
patdgeno; ii) ndo relagdo entre a magnitude da resisténcia e quantidades crescentes do
indutor aplicado; iii) necessidade de intervalo de tempo entre a exposi¢ao da planta ao
agente indutor e a expressdo da resisténcia; iv) padrdo de resposta da resisténcia, se
local ou sistémica (Steiner e Schombeck, 1995).

De mudas de cafeeiro ‘Catuai’ cultivadas em casa de vegetacdo, retiraram-se
folhas com pustulas esporulantes de ferrugem e, com pincel, coletaram-se
urediniésporos, que foram peneirados, ajustando-se a concentracdo para 1 mg de
urediniésporos/mL de dgua destilada esterilizada (ADE). Agitou-se a suspensdo foi
agitada por 40 min, em agitador magnético. Executavam-se os procedimentos da coleta
a agitacdo toda vez que se inoculava H. vastatrix.

Usaram-se dois isolados: B157 de Bacillus sp. ¢ P286 de Pseudomonas sp.Os Ib
eram mantidos em meio batata-dextrose-agar (BDA) em tubos de cultura armazenados a
5°C. Para a aplicagdo, repicava-se cada isolado para meio liquido 523 (Kado e Heskett,
1970) em erlenmeyers, agitando-se em agitador orbital a 150 rpm, a 30 °C, por 24 h.

Nos experimentos, usaram-se mudas de café¢ ‘Catuai’ com seis meses de idade,
cultivadas em sacos plasticos com solo esterilizado, condi¢des de telado. Nessas mudas,
inoculou-se H. vastatrix e/ou aplicaram-se os tratamentos dos Ib, por atomizagao, até o

ponto de escorrimento.
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2.2. Germinacdo de urediniosporos de Hemileia vastatrix em presenca de células
bacterianas e de possiveis metabolitos produzidos pelas células

Para cada Ib, conduziu-se um experimento com os tratamentos: 1) caldo do
cultivo (resultante do crescimento bacteriano em meio 523 liquido); ii) sobrenadante
(resultante da centrifugacdo a 14.000 rpm, por 20 min, do caldo de cultivo); iii) células
bacterianas resultantes de centrifugacdo efetuada no tratamento ii e ressuspendidas em
solugdo salina; iv) células bacterianas do tratamento iii, inativadas pela exposi¢do a
radiagdo ultravioleta por 30 min.

Em placas de Petri de 5 cm de didmetro, contendo agar-agua 1,5 %,
depositaram-se 10 puL de cada tratamento + 10uL de suspensdo de uredinidsporos.
Incluiram-se trés tratamentos-testemunha: 1- 10uL de solucdo salina + 10ulL da
suspensao de urediniosporos; 2- 10uL de hidréxido de cobre (2,2 g i.a./L) + 10 uL da
suspensdao de uredinidsporos; e 3- 10uL de meio 523 + 10uL da suspensdao de
uredinidsporos. As placas foram mantidas a 22 °C, no escuro. Apos 16 h, adicionaram-
se SuL de lactofenol em cada gota para interromper a germinagdo dos uredinidsporos.
Em campos de microscopio quantificou-se a germinacdo de 100 urediniésporos. Um
urediniésporo foi considerado germinado quando o comprimento de seu tubo
germinativo era aproximadamente igual ou superior ao seu comprimento. Avaliou-se a
eficiéncia de cada tratamento na reducdo da germinacdo relativa ao tratamento-
testemunha correspondente. Os tratamentos iii e iv foram comparados a testemunha
solugdo salina + uredinidésporos, enquanto os tratamentos i e ii, a testemunha meio 523
+ uredinidsporos.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com trés

repeticdes (uma placa de Petri = uma unidade experimental).
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2.3. Severidade da ferrugem na presenga de células bacterianas e de possiveis
metabdlitos produzidos pelas antagonistas

Na face abaxial do segundo e terceiro pares de folhas de mudas, aplicou-se cada
tratamento usado no ensaio anterior. As mudas permaneceram em camara de nevoeiro a
25 °C, no escuro e, apos 48 h, foram inoculadas com H. vastatrix, no mesmo local de
aplicagdo. Apods 48 h em camara de nevoeiro a 25 °C, no escuro, as mudas foram
levadas para casa de vegetagdo. Incluiram-se trés tratamentos-testemunha: 1- aplica¢ao
de solugdo salina e inoculacdo do patdgeno; 2- aplicagdo de hidroxido de cobre e
inoculacdo do patégeno; e 3- aplicagdo de meio 523 e inoculagdo do patdogeno. Apods 40
dias da inoculagdo, coletaram-se as folhas inoculadas, e suas imagens foram
digitalizadas e analisadas quanto a severidade da ferrugem, com o programa Quant
(Vale et al., 2003).

Avaliou-se a eficiéncia de cada tratamento na redu¢ao da severidade da ferrugem
relativa ao tratamento-testemunha correspondente: os tratamentos iii e iv foram
comparados a testemunha solu¢do salina + Hv, enquanto os tratamentos i e ii, a
testemunha meio 523 + Hv.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com

trés repetigdes (uma planta = uma unidade experimental).

2.4. Germinacdo de uredinidsporos de Hemileia vastatrix na presenca das bactérias
antagonistas, em mudas de cafeeiro

No momento da aplicagdo de cada Ib, ajustou-se a concentracdo de células
bacterianas, em solucdo salina (0,85 %) + Tween 20 (0,05%), para D.O.540,m=0,2, em
espectrofotometro. Na face abaxial do segundo par de folhas, aplicou-se cada

antagonista e, imediatamente apos, inoculou-se H. vastatrix, no mesmo local. As plantas
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permaneceram em camara de nevoeiro a 25°C, no escuro. O tratamento-testemunha
consistiu da aplicacdo de meio 523 + solucdo salina (0,85 %) + Tween 20 (0,05%),
seguida da inoculagdo do patdgeno.

Com microscopia de luz, avaliou-se a germinacao, preparando-se cada amostra
segundo Silva et al. (1999). Partes das folhas onde se aplicou cada tratamento foram
cobertas com esmalte incolor apds 0, 3, 6, 12, 18 e 24h da inoculagdo. Apds a secagem,
removeu-se o esmalte, ¢ montou-se a pelicula formada em laminas, com uma gota de
azul de lactofenol. Em seis campos de observagdo, cada um com 100 uredinidsporos,
determinou-se o numero de esporos germinados. Avaliou-se a eficiéncia de cada isolado
na redu¢do da germinagdo relativa a testemunha.

Para o isolado B157, a partir dos resultados do ensaio anterior, apds 12h da
inoculacdo, analisaram-se amostras das folhas em microscopia eletronica de varredura.
Transferiram-se fragmentos de folhas para solugdo fixativa (glutaraldeido 25% em
tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,2), a 5 °C. Apo6s 24h, no minimo, efetuaram-se
trés lavagens sucessivas de 15min em tampdo cacodilato de sodio 0,IM (pH 7,2),
desidrataram-se os fragmentos em uma série etandlica (30, 50, 70, 80, 90, 95 ¢ 100%,
duas vezes em 100%), durante 10min. Os discos foram secos ao ponto critico, em
aparelho Balzers modelo TEC-030, e montados com a face abaxial para cima em topos
do aluminio, para posterior revestimento com ouro, em equipamento Balzers modelo
FDU-010. Em microscopio eletronico de varredura LEO VP1430, visualizaram-se as
amostras e registraram-se digitalmente suas imagens. Observou-se a distribui¢do dos
antagonistas ¢ de urediniésporos no filoplano e comparou-se a germinagdo de

urediniosporos na folhas tratadas com o isolado B157 a do tratamento-testemunha.
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2.5. Relacgéo dose - resposta

Para cada isolado, definiu-se a relagdo entre a concentragdo da suspensao das
células bacterianas e a intensidade de reducdo da ferrugem, em trés intervalos de
aplicacdo do isolado e inoculagdo de Hv. No momento da aplicagdo, ajustou-se a
concentragdes em solugdo salina (0,85 %) + Tween 20 (0,05%) para D.O.s4onm de O
(sem o isolado); 0,001; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; ¢ 1,0, em espectrofotdmetro. No segundo ¢
terceiro pares de folhas de mudas, atomizou-se cada tratamento. Inoculou-se Hv nos
tempos 0 (imediatamente apds), 15 ou 30 dias apoés a aplicacdo de cada tratamento.
Apo6s 40 dias, coletaram-se as folha e avaliou-se a severidade da ferrugem, como ja
descrito. Obteve-se a eficiéncia de cada isolado em reduzir a severidade da ferrugem em
relagdo ao tratamento-testemunha.

Para cada isolado, efetuou-se um ensaio em esquema fatorial (concentracdo x
intervalo de aplicag¢do) e em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes

(uma planta = uma unidade experimental).

2.6. Separacao espaco - temporal dos antagonistas e Hemileia vastatrix

Definiu-se a rela¢do entre a separagdo espago/temporal de cada Ib ¢ H. vastatrix
na intensidade de reducdo da ferrugem. No momento da aplicacdo, ajustarou-se a
concentragdo usando solugdo salina (0,85%) + Tween 20 (0,05%) para D.O.s4onm = 0,2,
em espectrofotometro. Para cada Ib, conduziu-se um ensaio, com o0s tratamentos: 1)
aplicag¢ao do Ib na face abaxial do segundo par de folhas ja formadas a partir do apice e
inoculagdo de H. vastatrix no terceiro par; ii) aplicacdo na face abaxial do terceiro par
de folhas e inoculagdo no segundo par; iii) aplicacdo na face abaxial do segundo e
terceiro pares de folhas do lado direito da planta e inoculagcdo no segundo e terceiro

pares de folhas no lado esquerdo da planta; iv) aplicacdo no solo (30mL/muda) e
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inoculagdo no segundo e terceiro pares de folhas; v) aplicagdo e inoculagdo no segundo
e terceiro pares de folhas; vi) pulverizacdo de hidréxido de cobre (2,2 g i.a./L) e
inoculagdo no segundo e terceiro pares de folhas; e vii) atomizagdo de meio 523 +
solucdo salina e inoculagaono segundo e terceiro pares de folhas. Recobriram-se as
folhas sem aplicagdo do antagonista ou sem inoculagdo de H. vastatrix com filme
plastico.

Inoculou-se H. vastatrix nos tempos 0 (imediatamente apds), 3, 6, 9 ou 12 dias
apos aplicar cada tratamento. As mudas tratadas permaneceram em camara de nevoeiro
a 25°C, no escuro. Apos 48h, foram transferidas para camara de crescimento a 22°C,
fotoperiodo de 12h.

Aos 40 dias da inoculagdo, coletaram-se as folhas onde se inoculou H. vastatrix,
suas imagens foram digitalizadas e analisadas quanto a severidade da ferrugem, com o
programa Quant (Vale et al., 2003). Comparou-se a eficiéncia de cada tratamento em
reduzir a severidade da ferrugem ao tratamento vii (apenas com inoculagdo de H.
vastatrix).

O experimento foi em esquema fatorial (tempo de inoculagdo x local de
aplica¢do), em delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes (uma muda =

uma unidade experimental).

2.6 Anélise dos dados

Excetuando-se a analise por microscopia eletronica de varredura, todos os
experimentos foram executados por duas vezes. Avaliou-se a homogeneidade de
variancias (teste de Levene) das duas execugdes e, quando houve homogeneidade,
analisaram-seos resultados em conjunto. Compararam-se os tratamentos quanto a

eficiéncia em reduzir a germinagao de uredinidsporos de H. vastatrix ¢ a severidade da
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ferrugem, procedendo-se a analise de varidncia. Quando adequado, compararam-se as
médias dos tratamentos com o teste de Tukey (a = 0,05). Para todas as analises, usou-se

o programa SAS System v. 9.1.

3. Resultados
Houve homogeneidade de variancias entre as duas execug¢des de todos os

experimentos, e os resultados de ambas foram agrupadas para a andlise estatistica.

3.1. Germinacgdo de urediniésporos de Hemileia vastatrix em presenca de células
bacterianas e de possiveis metabolitos produzidos pelas células

O uso de meio de cultura como testemunha ndo interferiu na germinagao de
uredinidsporos de Hv e na intensidade da ferrugem em rela¢do ao uso de solucdo salina
(dados ndo mostrados). Os os tratamentos foram eficientes em reduzir a germinagdo de
uredinidsporos de Hv, exceto quando células bacterianas dos isolados foram inativadas
(Tabela 1). Para B157, o sobrenadante e o caldo fermentado de cultivo reduziram mais a
germinagdo que células bacterianas, enquanto para P286, os trés tratamentos ndo

diferiram entre si (Tabela 1).

3.2. Severidade da ferrugem na presenca de células bacterianas e de possiveis
metabolitos produzidos pelas antagonistas

O uso de meio de cultura como testemunha nao afetou a intensidade da ferrugem
em relagdo ao uso de solucao salina (dados ndo mostrados). Para os dois isolados, o
sobrenadante, caldo do cultivo e as células bacterianas reduziram significativamente a

severidade da doenca (Tabela 1).
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3.3. Germinacdo de uredinidsporos de Hemileia vastatrix na presenca das bactérias
antagonistas, em mudas de cafeeiro

Os dois isolados bacterianos reduziram em 100% a germinacdo de
uredinidésporos (na testemunha, a germinagdo média foi de 32%; dados ndo
apresentados). O isolado B157 afetou a formacao de tubos germinativos e inibiu a

germinagdo de uredinidsporos (Figura 1).

3.4. Relacgdo dose - resposta

Para ambos os isolados, houve interacdo significativa da concentragdo e
intervalo de tempo entre a aplicacdo do isolado e a inoculagdo do patdgeno. Para ambos,
a eficiéncia tendeu a aumentar com o aumento da concentragao ¢ tendeu a reduzir com o

aumento do intervalo de aplicacdo (Figura 2).

3.5. Separacéo espaco - temporal dos antagonistas e Hemileia vastatrix

Para os dois isolados, houve efeito significativo do fator tratamento (P<0,0001),
mas nio de intervalo de aplicacdo e nem da interagdo tratamento x intervalo de
aplicagao. Nenhum tratamento em que houve separacao espacial entre os isolados ¢ Hv
reduziu a severidade da ferrugem. Os isolados foram tdo eficientes quanto o hidréxido
de cobre em reduzir a severidade da ferrugem apenas quando aplicados no mesmo local

da inoculacao (Tabela 2).
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4. Discusséo

Credita-se a inibi¢do da germinagdo de uredinidosporos de H. vastatrix ¢ a
redu¢do na severidade da ferrugem a produgdo de substancia com acao antifungica pelas
bactérias antagonistas. Esta conclusdo baseia-se no fato de o sobrenadante, livre de
células bacterianas, ser tdo eficiente quanto o caldo do cultivo in vitro e in vivo. Quando
se usaram células inativadas, ou seja, incapazes de produzir compostos com agio
antifungica, ndo houve redugdo na germinagao e na intensidade da doenca. Ha relatos de
espécies de Pseudomonas e Bacillus, cujo mecanismo de antagonismo seja a produgao
de compostos com acdo antifingica (Raaijmakers et al., 2002). Para B. subtilis,
caracterizou-se o antibidtico, itaurina, responsavel pelo antagonismo a Gloeosporium
gloeoesporioides (Cho et al., 2003). Apenas com base no resultado obtido no presente
trabalho ndo se pode afirmar que as antagonistas atuem somente por antibiose direta,
pois substancias com ac¢do antifingica também sdo relatadas como indutoras de
resisténcia sistémica em plantas. O antibidtico de amplo espectro 2,4-diacetil
foroglucinol, produzido por Pseudomonas sp., ¢ responsavel pela supressividade natural
de solos, com efeito direto sobre patdogenos (Raaijmakers et al., 1999). Este composto
produzido por P. fluorescens induziu resisténcia em plantas de Arabidopsis thaliana a
Peronospora parasitica (Lavicoli et al., 2003). A substancia surfactina, produzida por
B. licheniformis, tem efeito direto sobre a germinagdo ¢ o crescimento micelial de
Magnaporthe grisea (Tendulkar et al. 2007). Este mesmo composto, quando produzido
por B. subtilis, induziu resisténcia em feijoeiro a Botrytis cinerea (Ongena et al., 2007).
Portanto, um composto com acdo antifingica também pode atuar como indutor de
resisténcia de plantas.

Em menores concentragdes de células das antagonistas, houve queda na

eficiéncia do controle da doenga, provavelmente por haver queda na concentragdo do
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composto de acdo antifungica. Provavelmente haja degradacdo desse composto com o
tempo, pois a eficiéncia decresceu ao longo do tempo, principalmente nas concentragdes
menores. Em condigdes de campo, os isolados aplicados com D.O.ss0 nm de 0,2
reduziram significativamente a incidéncia e a severidade da ferrugem (Haddad et al.,
2007). Esta diferenca de resultados entre experimentos talvez esteja relacionada a
qualidade e a concentrag¢do do inoculo de H. vastatrix, pois a concentragdo do indculo ¢
a germinabilidade de uredinidsporos usados em casa de vegetacdo sdo maiores que
aquelas normalmente encontradas no campo (dados ndo apresentados). Ademais, nos
experimentos em casa de vegetacdo inocula-se apenas uma vez e com alta concentracdo
de in6culo, enquanto no campo o inoculo ¢ depositado gradualmente ao longo do tempo
e em menor concentragdo. Para um isolado de Fusarium sp., antagonista a F.
oxysporum, quando se aumentou a concentragdo de inoculo do patégeno, o controle da
murcha do tomateiro reduziu-se, mesmo quando a concentracdo do antagonista foi
maior (Larkin e Fravel, 1999). Efetuar-se-d30 novos testes, em que se aumente a
concentragdo de células das antagonistas e o intervalo de aplicagdo, para melhor
entendimento da relagdo entre concentragdo e intervalo de aplicagao.

E necessario estabelecer se o efeito da concentragio no controle poderia afetar a
ocorréncia de IRS (Steiner e Schombeck, 1995). Quando se usaram diferentes
concentragdes do composto 2R, 3R butanodiol, produzido por P. chlororaphis,
responsavel pela indugdo de resisténcia de plantas de fumo a Erwinia carotovora subsp.
carotovora, houve efeito da concentracdo do agente indutor sobre o controle da doenga
(Han et al., 2006). Ja quantidades crescentes da populacdo de Lyzobacter enzymogenes
ndo se correlacionaram ao aumento da inibi¢do da germinagdo de esporos de Bipolaris

sorokiniana (Kilic-Ekici & Yuen, 2003). Tanto a ISR quanto a antibiose direta podem
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depender da concentracdo usada do agente de biocontrole. Neste trabalho, a
concentragdo do antagonista afetou a sua eficiéncia no controle da doenga.

Os dois isolados ndo protegeram o cafeeiro de infec¢des por C. coffeicola (dados
nao mostrados). Outros patogenos desafiantes deverao ser testados frente a antagonistas,
para ampliar o teste de espectro de protecdo. Porém, questiona-se a validade do espectro
de prote¢do como um critério valido para separar IRS do antagonismo direto. O
composto 2,4-diacetil foroglucinol, que protege plantas contra diversos patégenos, tem
acdo direta sobre nematdides (Cronin et al., 1997a), bactérias (Cronin et al., 1997b),
oomicetos (Souza et al., 2003) e fungos (De La Fuente et al., 2006), mas também induz
resisténcia. O composto 2R-3R butanodiol, produzido por P. chlororaphis, que induz
resisténcia de plantas de fumo a E. carotovora subsp. carotovora, ndo protegeu estas
mesmas plantas contra P. syringae pv. tabaci (Han et al., 2006), havendo assim
especificidade de protecdo. A produgcdo de uma macromolécula por B. cereus induziu
resisténcia sist€émica em tomateiro contra todos os patégenos foliares testados, incluindo
a bactéria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e dois fungos Alternaria solani e
Corynespora cassiicola (Romeiro et al., 2005). Portanto, a inespecificidade de protegdo
pode depender do patossistema em estudo e ndo do mecanismo de agao.

Na maioria dos trabalhos em que ISR ¢ o mecanismo de agdo do antagonista,
este ¢ aplicado espacialmente separado do patégeno. Com isto, espera-se haver um
intervalo de tempo entre a exposi¢do da planta ao agente indutor e a expressdo da
resisténcia. Porém, quando o antagonista é aplicado no mesmo local da inoculagdo, a
resposta pode ser imediata. Quando a antagonista L. enzymogenes foi aplicada no
mesmo local da inoculagdo do patdgeno, a resposta de resisténcia foi imediata, e, com
separagdo espacial, este efeito foi retardado em 2 dias (Kilic-Ekici & Yuen, 2003). A

sistemicidade de resposta ¢ critério essencial para determinagdo de ISR, pois ndo
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havendo protecao sistémica, ndo ocorrera ISR. No presente trabalho, como os isolados
ndo protegeram sistemicamente os cafeeiros e houve produg¢ao de compostos com agao
antifingica tanto in vitro quanto in vivo, conclui-se que eles nao atuem por ISR.

Em vista dos resultados obtidos, propde-se que, se determinado antagonista
protege sistemicamente uma planta contra um patdgeno e nao tem efeito toxico direto
sobre ele, provavelmente o mecanismo de acdo seja IRS. Esta conclusdao vai nortear
futuros experimentos para comprovagdo da provavel IRS, focando principalmente o
genotipo da planta e o composto indutor. Propde-se, ainda, que, se o antagonista nao
protege sistemicamente a planta e tem efeito direto sobre o patdgeno, como no presente
trabalho, deve-se procurar identificar o composto com acdo antifingica, ou seja,
devem-se focar os trabalhos na interagdo entre o antagonista € o patéogeno. Se o
antagonista protege sistemicamente a planta e tem efeito direto sobre o patégeno, deve-
se verificar se genes de resisténcia da planta estdo sendo induzidos e se ndo esta
havendo translocacao do composto que tem agdo direta sobre o patogeno.

O uso de bactérias que produzam substincias antifingicas deletérias a
germinagdo ¢ a formacdo de tubos germinativos € estratégia eficiente para biocontrole
da ferrugem do cafeeiro. Um ponto fundamental para o sucesso do controle biologico €
aplicar o antagonista na fase mais vulneravel do patégeno (Fravel, 2005). Para alguns
autores, a eficiéncia do agente de controle biologico esta diretamente ligada a
interferéncia nas primeiras etapas do estabelecimento da doenga (Guetsky et al. 2001;
Yoshida et al., 2001). Esta ectapa ¢ afetada principalmente por microrganismos
produtores de compostos antimicrobianos. A proxima etapa do trabalho ¢ identificar e
caracterizar a(s) substancia(s) produzidas por B157 e P286, para assim confirmar o

mecanismo de acdo das antagonistas.
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Tabela 1
Eficiéncia de diferentes tratamentos em relacdo ao tratamento testemunha (%) na
reducdo da germinagdo de urediniosporos (EficGerm) de Hemileia vastatrix ¢ reducdo

da severidade da ferrugem (EficSev) em mudas de cafeeiro.

Tratamento EficGerm EficSev EficGerm EficSev

Bacillus sp. (B157) Pseudomonas sp.(P286)

Células bacterianas 78.61b 94.65a 76.11a 95.03a
Sobrenadante 93.02a 99.24a 73.74a 95.29a

Caldo do cultivo 95.53a 99.71a 76.53a 98.25a
Células bacterianas inativadas 0.83c -6.21b -0.55b 6.18b

Em cada coluna, as médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste Tukey,
a=0,05). Hidroxido de cobre: reducdo de 94,41% na germinacdo e de 98,66% na

severidade.
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Tabela 2
Eficiéncia de deferentes tratamentos em relagdo a testemunha (%), na reducdo da severidade da ferrugem (EficSev) em mudas de cafeeiro, com e

sem separagdo espacial entre a aplicacdo dos isolados bacterianos (Ib) e a inoculagdo de Hemileia vastatrix (Hv).

Tratamento Bacillus sp. Pseudomonas sp.
Ib e Hv no 2° e 3° pares de folhas, no mesmo local 99.16a 99.35a
Ib no 3° par e Hv no 2° 3.75b 3.70b
Ib no solo € Hv no 2° e 3° pares 0.86b 2.30b
Ib no 2° par e Hv no 3° -6.79b -4.62b
Ib no lado direito da planta e Hv no esquerdo, ambos no 2° e 3° pares -19.64b -5.01b

Em cada coluna, as médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste Tukey, a=0,05); Hidroxido de cobre: reducao de 98,88%
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Figura 1. (A). Redu¢do na germinag¢do de urediniésporos de Hemileia vastatrix em
presenca de células bacterianas e de possiveis metabolitos produzidos por Bacillus sp.
As setas indicam a concentragdo de células bacterianas proéximas a tubos germinativos

de H. vastatrix. (B). Germinagao de urediniésporo sem a presen¢a da antagonista.
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Figura 2. Eficiéncia de controle da ferrugem do cafeeiro em diferentes combinagdes de
concentragdo de células bacterianas e intervalo de tempo entre a aplicagdo das células e

a inoculac¢do de Hemileia vastatrix. (A). Bacillus sp. (B). Pseudomonas sp.
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Resumo

O isolado B157 de Bacillus sp. foi eficiente no biocontrole da ferrugem do
cafeeiro em casa de vegetagdo e em cultivos organicos no campo. Para definir
estratégias de uso do biocontrole no campo, estudaram-se a dindmica de sobrevivéncia
do isolado B157 no filoplano de cafeeiro e o efeito de fungicidas cupricos na
sobrevivéncia do isolado. Em casa de vegetacdo, pulverizou-se o isolado (concentragdo
de D.O.s40 nm=0,2) em folhas de cafeeiro e, semanalmente, amostraram-se folhas e
quantificaram-se as unidades formadoras de colonia em meio seletivo. A populagdo da
bactéria decresceu em aproximadamente 18% na primeira semana pds-aplicacdo, mas
foi recuperada até 30 dias pés-aplicacdo. Em condi¢des de campo, a queda na populacao
foi mais acentuada, apesar de se recuperar a bactéria até 21 e 30 dias apods aplicada, no
primeiro e segundo més, respectivamente. Para verificar o efeito de fungicidas cupricos
na sobrevivéncia de B157, pulverizou-se hidroxido de cobre em mudas ou sulfato de
cobre em cafeeiros adultos, em casa de vegetacdo ou campo, respectivamente. Apds 30
dias, pulverizou-se o isolado B157 (D.O.s40nm=0,2). Em ambas as condigdes
experimentais, a aplicagdo de fungicida, independente do principio ativo, reduziu a
populacdo da bactéria ao longo do tempo e o periodo de sobrevivéncia de B157. Em
casa de vegetacdo, na primeira semana, a populacdo de B157 reduziu-se, em média, 10 e
52% nas parcelas sem e com fungicida, respectivamente. A pulverizagdo dos fungicidas
reduziu o tempo de sobrevivéncia da bactéria, em casa de vegetacdo e no campo. Para
controle da ferrugem no campo, poder-se-iam adotar duas estratégias: i.pulverizar
apenas o isolado B157 ou ii. aplicar o isolado nas primeiras pulverizagdes e fungicidas
cupricos, posteriormente.

Palavras-chave: Coffea arabica, ferrugem do cafeeiro, controle biologico,

manejo integrado.
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Abstract

Isolate B157 of Bacillus sp. was efficient in the control of coffee leaf rust in
greenhouse and organic crop systems. To help setting strategies for rust biocontrol in
the field, we studied the dynamics of survival of B157 isolate on coffee phylloplane
under greenhouse and field conditions and the effect of cupric fungicides on survival. At
the greenhouse, the isolate was sprayed (concentration of O.D.ss nn=0.2) in coffee
leaves, leaves were sampled weekly, and the amount of colonies forming units was
counted in a selective medium in Petri dishes. Bacterial population decreased about
18% after the first week, although cells were recovered up to 30 days after application.
Under field conditions, the population dropped more sharply, although bacterial cells
were recovered 21 and 30 days after application, at the first and second months,
respectively. To evaluate the effect of cupric fungicides on survival, we sprayed copper
hydroxide on young plants in the greenhouse or copper sulphate on adult plants in the
field. After 30 days, B157 was sprayed (O.D.sq nn=0.2) on the same leaves. At both
experimental conditions, fungicide application, regardless of active ingredient, reduced
the population throughout time and the survival time of B157. At the first week in the
greenhouse, average reductions in B157 population were 52 and 10% with and without
fungicide spray, respectively. Fungicides sprays reduced the survival time of B157, at
both greenhouse and field. To achieve rust control in the field two strategies could be
adopted: i.just sprays of B157 isolate or ii.start using the B157 and use cupric fungicides
in the next sprays.

Keywords: Coffea arabica, coffee leaf rust, biological control, management.
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1. Introducgéo

A ferrugem (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) ¢ a principal doeng¢a do cafeeiro, ¢
pode causar perdas na producdo superiores a 50% (Zambolim et al., 1997). Em cultivos
convencionais, controla-se a ferrugem basicamente com fungicidas (Zambolim et al.,
1997). Em cultivos organicos, apenas produtos a base de cobre podem ser usados.
Apesar dos esforcos para desenvolver variedades resistentes, ainda ¢ dificil obter
resisténcia durdvel a doenga, em vista da alta variabilidade do patégeno (Van der
Vossen, 2005). Em trabalhos anteriores, selecionou-se uma espécie de Bacillus, que
reduziu a intensidade da ferrugem do cafeeiro em casa de vegetagdo e campo, sendo
uma alternativa ao controle quimico da doenca (Haddad et al., 2004; Haddad et al.,
2007a).

Estudos de processos associados a dinamica de populagdes foliares, como
imigragdo, emigracao, crescimento ¢ morte, bem como estudos ecoldgicos dos possiveis
agentes de biocontrole, podem direcionar estratégias de controle de doengas da parte
aérea (Kinkel, 1997). Para ser eficiente, um agente de biocontrole ndo pode depender
apenas de sua agdo antagoénica. Depende, também, da sua capacidade de permanecer
viavel na superficie da planta hospedeira, ou seja, de competir com a microbiota
existente e de multiplicar e persistir sob condigdes adversas (Fokkema, 1990). Bacillus
spp. produzem enddsporos, que resistem a condi¢cdes adversas como irradiagdo
ultravioleta, dessecagdo, temperaturas altas e solventes organicos (Raaijmakers et al.,
2002). Tais caracteristicas sdo desejaveis para um antagonista, pois facilitam sua
sobrevivéncia no filoplano. Enddsporos facilitam a formulacao de produtos comerciais,
0 que aumenta o potencial de uso de Bacillus spp. no biocontrole de doengas
(Raaijmakers et al., 2002; Emmert & Handelsman, 1999). Ja se verificou ocorrer

variagdo na sobrevivéncia de isolados de Bacillus spp. Quatro isolados de Bacillus sp.
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controlaram o oidio da abdbora, causado por Podosphaera fusca, em pelo menos 16
dias (Romero et al., 2004). Esses autores, utilizando microscopia eletronica de
varredura, constataram células bacterianas aderidas a conidios germinados e hifas de P.
fusca, apos 48h. Para um isolado de B. subtilis, antagonista de Cercospora beticola,
houve declinio acentuado em sua populacdo ja nos primeiros 4 dias da aplicagdo
(Collins et al., 2003).

Outra questdo importante releciona-se as restricoes no uso de fungicidas
cupricos na agricultura organica. Ha uma restricdo na quantidade desses produtos usada
anualmente em pulverizagoes do cafeeiro (Carvalho et al., 2002). Assim, a adogdo de
um agente de controle bioldgico poderia diminuir a quantidade de fungicidas cupricos
usada, sem prejudicar a eficiéncia de controle da doenga. Para tanto é preciso verificar a
compatibilidade entre o agente de controle biologico e fungicidas cupricos, que sao
também usados no controle de doencgas bacterianas. Em vista do exposto, este trabalho
objetivou avaliar a sobrevivéncia de Bacillus sp. no filoplano de cafeeiros. Avaliou-se,
também, o efeito de fungicidas cupricos na sobrevivéncia da bactéria, em condi¢des de

casa de vegetacdao e campo.

2. Material e Métodos

2.1. Sobrevivéncia de Bacillus sp. no filoplano de cafeeiros em casa de vegetacao
Selecionaram-se antibidticos aos quais o isolado B157 de Bacillus sp. era

naturalmente insensivel (B157-I+), por meio de antibiograma em disco de papel.

Repicou-se a bactéria para meio 523 em erlenmeyers, mantendo-se em agitador orbital a

150 rpm, a 30°C. Apos 24 h, adicionaram-se 100uL do crescimento em 6mL de meio

523 semi-so6lido, e verteu-se em meio agar-agua em placas de Petri. Posteriormente,

distribuiram-se diferentes antibidticos sobre o meio onde o isolado foi incorporado.
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Considerou-se como insensivel ao antibidtico, o isolado que cresceu por cima do disco
contendo dado antibioético, sem haver halo de inibigao.

Em todos os experimentos seguintes, cultivou-se o B157-I+ em meio liquido 523
contendo os antibioticos selecionados (amoxicilina e ampicilina, 100pg de cada.mL™)
em erlenmeyers, mantendo-se em agitador orbital, a 150rpm e 30°C. Apds 24 h,
centrifugou-se o crescimento bacteriano (8.000rpm/20 min), descartou-se o
sobrenadante, ressuspenderam-se as células bacterianas em solucdo salina, e ajustou-se
a concentragao em solugdo salina (0,85%) + Tween 20 (0,05%) para D.O.s540nm = 0,2, em
espectrofotometro.

Em folhas de mudas cultivadas em casa de vegetagdo, aplicou-se a suspensao
acima, até o ponto antes do escorrimento, uma ou duas vezes em intervalo de 30 dias.
No tratamento controle, aplicou-se apenas solu¢do salina (0,85%) + Tween 20 (0,05%).
Apds permanecerem em camara de nevoeiro por 24 h no escuro, transferiram-se as
mudas para a casa de vegetacdo. Semanalmente, durante 60 dias, de cada planta coletou-
se uma folha, da qual retiraram-se 20 discos (1cm de didmetro), que foram transferidos
para 40mL de solucdo salina (0,85%) em erlenmayer, mantendo-se por 60min em
agitador orbital a 150rpm. De cada amostra, semearam-se 100uL em meio 523 contendo
100ug de cada antibiotico selecionado, em placas de Petri, incubando-se a 30°C. Apos

24 a 48h, determinou-se o nimero de unidades formadoras de colOnia.

2.2. Sobrevivéncia de Bacillus sp. no filoplano de cafeeiros tratados com fungicidas
cupricos
2.2.1. Experimento em casa de vegetacao

Executou-se o experimento durante 2 meses. Em folhas de mudas cultivadas em

casa de vegetagdo, compararam-se 0os seguintes tratamentos: i- uma aplicacdo de B157-
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I+, no primeiro més; ii- duas aplicagdes de B157-I+ (uma no primeiro € outra no
segundo meés); iii- uma aplicagdo de B157-I+, no segundo més; iv- aplicagdo de
hidréxido de cobre e apos 30 dias a aplicacao de B157-1+; v- aplicagdo de Calda Vigosa
(5g de sulfato de cobre /L) e apos 30 dias a aplicacdo de B157-1+; e vi- aplicacdo de
solugdo salina (0,85%) + Tween 20 (0,05%). As plantas foram mantidas em cdmara de
nevoeiro por 24h apos a aplicagdo de B157-1+.

Para avaliar a sobrevivéncia de B157-1+, semanalmente durante 60 dias (nos
tratamentos 1 e ii) ou 30 dias (nos tratamentos iii e iv), coletou-se uma folha/planta, da
qual retiraram-se 20 discos (lcm de didmetro), que foram transferidos para 40ml de
solugdo salina (0,85%) em erlemmayer, mantendo-se por 60min em agitador orbital a
150rpm. Aliquotas de 100ul das amostras foram individualmente semeadas em meio
523 com 100pug de cada antibidtico selecionado, em placas de Petri, incubando-se a
30°C. Apo6s 24 a 48h, determinou-se o nimero de unidades formadoras de coldnia.

Na folha restante inoculou-se H. vastatrix aos 0, 15, 30, 45 ou 60 dias apos
aplicar cada tratamento. Apds a inoculacdo, transfereiram-se as mudas para camara de
nevoeiro a 25°C, no escuro. Apos 48h, reconduziram-se as mudas para em casa de
vegetacdo. Apos 40 dias da inoculacdo, coletaram-se as folhas onde houve a inoculagao
de H. vastatrix, e suas imagens foram digitalizadas e analisadas quanto a severidade da
ferrugem, com o programa Quant (Vale et al., 2003). Cada tratamento foi comparado
quanto a eficiéncia em reduzir a severidade da ferrugem em relagdo ao tratamento em

que aplicou-se solu¢do salina (0,85%) + Tween 20 (0,05%) e inoculou-se o patégeno.

2.2.2. Experimento de campo

Conduziu-se o experimento em duas condigdes: i — cultivo convencional de

‘Catuai Vermelho’ com 12 anos, localizado na Universidade Federal de Vigosa, em
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Vigosa, MG, altitude de 667 m, latitude sul de 20° 44’ 43" ¢ longitude oeste de 42° 50
58’’. Considerou-se a lavoura como sendo de cultivo convencional, pois houve
adubac¢do quimica e controle quimico de plantas invasoras, mas nao houve aplicacao de
produtos para controle de pragas e doengas; e ii- cultivo organico de ‘Catuai’ com 20
anos, em Ervalia-MG, altitude de 900m, latitude sul de 21° 36” 09" ¢ longitude oeste de
45° 48’ 15”°. Em Ervalia, o produtor pulverizou calda vigosa em toda a area em
novembro de 2007. Apo6s 30 dias desta pulverizagdo, aplicou-se o isolado B157I+
(0,4L/planta) com um pulverizador costal.

Apos a aplicacdo, e semanalmente durante 30 dias, em lados opostos de cada
planta, coletaram-se duas folhas, das quais retiraram-se 20 discos (Icm de diametro),
que foram transferidos para solugdo salina em erlenmayer, mantendo-se por 60min em
agitador orbital a 150rpm. Semearam-se 100ul de cada amostra em meio 523 com
100ug de cada antibiotico selecionado, em placas de Petri, incubando-se a 30°C. Apos
24 a 48h, determinou-se o nimero de unidades formadoras de colOnia.

Em Vicosa, os tratamentos ¢ avaliagdo da sobrevivéncia foram similares aos
efetuados no experimento de casa de vegetagdo. Em ambas as localidades, mensalmente
(durante 4 meses) coletaram-se 40 folhas (20 folhas/planta, 10 em lados opostos), em
ramos plagiotrépicos do terco médio da planta de cada parcela. No laboratério, avaliou-
se a incidéncia de ferrugem (porcentagem de folhas doentes).

Os experimentos foram em delineamento de blocos ao acaso, com quatro
repeticdes (duas plantas = uma unidade experimental). Cada bloco foi montado
seguindo a linha de plantio. Uma fileira de plantio foi mantida como bordadura entre os

blocos e, dentro de cada bloco, duas plantas foram bordaduras entre os tratamentos.
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2.3. Anélise dos dados

Descreveu-se o efeito do tempo na sobrevivéncia de BI157-I+ por meio de
modelos de regressdao linear simples, para cada periodo estudado. Para ajuste dos
modelos, transformaram-se os dados de UFC em log (UFC+1)/cm® Avaliou-se a
adequabilidade dos modelos por meio do coeficiente de determinagdo, quadrado médio
do residuo e analise de residuos. Compararam-se a taxa de decréscimo na populagdo em
funcdo do tempo (r-pop) e a populagdo inicial (Pop-In), estimados pelo modelo
ajustado, segundo Madden et al. (2007). Para o experimento em que se avaliou o efeito
de fungicidas cupricos na sobrevivéncia de Bacillus sp., calculou-se a area abaixo da
curva de sobrevivéncia (AACS). Submetram-se os valores de AACS a andlise de
variancia, ¢ compararam-se as médias dos tratamentos com o teste Tukey (a = 0,05).

Nas analises estatisticas, usou-se o programa SAS System v. 9.1.

3. Resultados

3.1. Sobrevivéncia de Bacillus sp. no filoplano de cafeeiros em casa de vegetacao
Recuperou-se o isolado B157-1+ até, no maximo, 30 dias apods a aplicagdo, nos

dois periodos avaliados no experimento, ¢ a populagdo de B157-I+ reduziu-se

rapidamente com o tempo (Fig. 1).

3.2. Sobrevivéncia de Bacillus sp. no filoplano de cafeeiros tratados com fungicidas
cupricos
3.2.1. Experimento em casa de vegetacao

No primeiro més, quando ndo se aplicou fungicida cuprico, houve queda
acentuada da populacdo nas primeiras semanas (Figura 2). Nao houve diferenga entre a

pop-in e r-pop entre os dois tratamentos quando se aplicou somente B157-1+ (dados nao
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mostrados). No segundo més, obtiveram-se dois grupos bem definidos de padrao de
curva de sobrevivéncia (Figura 2 A-F). A sobrevivéncia foi maior nos tratamentos onde
nao se aplicou cobre, e a populacao inicial foi maior quando ndo se aplicou fungicida
cuprico (Tabela 1). Houve maior decréscimo da populacao do antagonista nas mudas
em que se pulverizou fungicida ctprico, independeente do principio ativo (Tabela 1). A
AACS foi maior nos tratamentos sem fungicida ctprico (Tabela 1). Houve correlagao

positiva (r = 0,88) entre a eficiéncia de controle ¢ a densidade populacional da bactéria.

3.2.2. Experimento de campo

No cultivo organico de Ervalia, ndo se obteve uma curva para comparagao, mas
a tendéncia geral foi similar ao ocorrido nos tratamentos que receberam fungicida
cuprico no cultivo convencional (Figura 1 e 3 — E e F). A aplicagdo desses fungicidas
reduziu a sobrevivéncia da bactéria.

Em Vigosa, os resultados em campo foram similares aos obtidos em casa de
vegetagdo. No primeiro més, recuperou-se a bactéria até 21 dias (Figuras 2-A, 2-B,
Figuras 3-A e 3-B), a partir de quandoa populacdo declinou acentuadamente em relacao
ao experimento em casa de vegetagdo (Figuras 2-A, 2-B, Figuras 3-A e 3-B). Para
AACS, r-pop e Pop-in, os resultados foram semelhantes aos obtidos no experimento em
casa de vegetacao (Tabela 1). A ferrugem ndo ocorreu durante toda a condugdo do

estudo de sobrevivéncia.
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4. Discusséo

Monitorou-se a sobrevivéncia de Bacillus sp. ao longo do tempo no filoplano de
cafeeiro, visando determinar formas eficientes de usar o antagonista no controle da
ferrugem. Ao contrario do esperado para uma espécie bacteriana que produza
enddsporos, a populagdo de B157 caiu rapidamente ja nas primeiras semanas, tanto em
casa de vegetacdo quanto no campo. Em geral, o isolado B157 nao sobreviveu mais que
30 dias e, em determinada situagdo no campo, ndo sobreviveu além de 21 dias. Dessa
forma, ndo houve acumulo da populagdo de um més para outro, apesar de se efetuarem
pulverizagcdes por dois meses consecutivos. Ha relatos de reducdo acentuada das
populagdes de Bacillus spp. apods aplicados. A populagao de um isolado de B. subtilis,
antagonista de Cercospora beticola, declinou acentuadamente, ja nos primeiros 4 dias
da aplicacdo. Como houve correlagdo entre a populacao de B157 e o controle da doenga,
provavelmente a eficiéncia do controle dependa da bactéria viva no campo (Collins et
al., 2003). Quatro isolados de Bacillus sp. foram eficientes no controle do oidio da
abobora (Podosphaera fusca) por, pelo menos, 16 dias (Romero et al., 2004). A agdo
dos antagonistas foi creditada a antibiose, e observou-se que esses isolados
permaneceram no filoplano em niveis populacionais similares ao aplicado, por, pelo
menos, 16 dias. Suspensdes de células de B. subtilis, esterilizadas ou ndo, pulverizadas
24 h antes de inocular H. vastatrix, reduziram a severidade da ferrugem em cafeeiros em
casa de vegetagdo (Bettiol & Varzea, 1992). Para os autores, houve maior eficiéncia de
controle quando se aplicaram células vivas do antagonista.

Quando a densidade populacional dos antagonistas relaciona-se a eficiéncia no
controle da doenga, é necessario manter essa populagdo em nivel suficiente para obter
um controle efetivo. Dependendo do patossistema, essa populacdo pode ser mantida

mais facilmente. Quando Scherm et al. (2004) usaram B. subtilis no patossistema
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Vaccinium myrtillus - Monilinia vaccinii-corymbose, a populagao da antagonista
diminuiu bruscamente nos primeiros 4 dias. Como o patogeno infecta flores que
permanecem abertas por pouco tempo, a manutengao do isolado em um nivel que exerca
controle ¢ mais facil. Entretanto, no patossistema H. vastatrix - cafeeiro, a planta
permanece exposta a infecgdes pelo patdogeno por longo tempo. Como supde-se que o
antagonista atue inibindo a germinagdo dos esporos do patéogeno pela producdo de
compostos antifungicos (Haddad et al., 2007b) ¢ necessario que a densidade
populacional do antagonista esteja em determinado nivel para que esse efeito persista
por um longo periodo de tempo. Quando o principal mecanismo de a¢do do antagonista
¢ a antibiose, espera-se uma correlagcdo entre densidade populacional do antagonista e
eficiéncia no controle da doenga (Collins et al., 2003). Assim, estudos futuros deverao
focar o bindmio concentragdo e intervalo de aplicagdo, para garantir a durabilidade da
eficiéncia do agente de biocontrole, apesar de o isolado B157 ter sido tdo eficiente
quanto o hidroxido de cobre no controle da doenga em condicoes de campo (Haddad et
al., 2007a).

Ha, também, necessidade de estudos de requerimento ecoldgicos do isolado,
para que se aumente sua eficiéncia. Entender a influéncia de fatores bidticos e abiodticos
na expressao da sintese de antibidticos abre uma possibilidade de manipular estes
fatores, para maior produ¢do do antibidtico e, conseqiientemente, aumentar assim a
eficiéncia do agente de biocontrole (Raaijmakers et al., 2002). Outro aspecto que
demanda estudos ¢ o da formulagdo. A aplicagdo do antagonista em formulagdes
adequadas tem papel decisivo na eficiéncia final de produtos a base de Bacillus spp.
(Schisler et al., 2004). Deve-se explorar o uso de nutrientes que possam aumentar a
sobrevivéncia da bactéria. Estes nutrientes podem aumentar a sobrevivéncia do

antagonista, bem como sua multiplicagdo (Sabaratnam & Traquair, 2002). Em estudos
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in vitro, a glicose estimulou a produ¢do do antibidtico 2,4-diacetylphloroglucinol e
reprimiu a producao de pioluteorin (Duffy & Défago, 1999), e a quantidade do
antibidtico produzido por P. fluorescens esta directamente relacionada a sua densidade
populacional e a sua capacidade de colonizar a rizosfera de plantas de trigo
(Raaijmakers et al., 1999). Espera-se, portanto, que a adi¢ao de glicose em um produto
formulado para essa estirpe da antagonista tenha efeito na colonizagdo e eficiéncia do
agente.

As condi¢des ambientais podem afetar a capacidade de controle de doencgas por
agentes de biocontrole (Guetsky et al., 2001). Pode-se aumentar a eficiéncia do
biocontrole com a aplicagdo de antagonistas que atuem por mais de um mecanismo,
separadamente ou conjuntamente e tenham requerimentos ecoldgicos diferenciados
(Guetsky et al., 2001). Com esta combinagdo, melhora-se a durabilidade e a eficiéncia
do controle bioldgico, pois patogenos podem responder ao ataque dos agentes de
biocontrole e diminuir a eficiéncia desses agentes (Duffy et al., 2003). Portanto, um
programa de controle biolégico deve procurar selecionar outros microorganismos
eficientes no manejo da ferrugem, para uso em alternancia ou em conjunto com o
isolado B157. Esse isolado atua diretamente, reduzindo a germinacao de uredinidsporos
de H. vastatrix. Se apos uma selegdo de potenciais agentes de biocontrole, encontrar-se
algum que atue por outros mecanismos, o uso combinada deste isolado ao B157
provavelmente aumentaria a eficiéncia do controle. A aplicagdo de B. pumilus, B.
subtilis e Curtobacterium flaccumfaciens, em mistura, foi mais eficiente no controle de
doencas do pepino que a aplicagdo separada (Raupach e Kloepper, 1998). O uso
simultaneo de Pichia guilermondii e B. mycoides em folhas de morangueiro foi mais

eficiente no controle de Botrytis cinerea, efeito atribuido ao sinergismo dos
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antagonistas, com modos de acdo e requerimentos ecologicos diferentes (Guetsky et al.,
2001).

O controle bioldgico seria uma alternativa viavel para reduzir a quantidade de
fungicidas clpricos na agricultura organica, apesar de ter-se observado redugdo na
sobrevivéncia do isolado B157 por fungicidas ctupricos. Como a populacdo de células
vivas correlacionou-se ao controle da doenca, provavelmente fungicidas cupricos
diminuam a eficiéncia do biocontrole. Poder-se-ia contornar esse problema com a
aplica¢ao do isolado B157 antes das pulverizagdes cupricas. Para controle da ferrugem,
recomendam-se de quatro a cinco pulverizagdo com fungicidas cupricos, em intervalos
mensais. Assim, aplicar-se-ia o isolado B157 na(s) primeira(s) pulverizagdes e
pulverizar-se-ia um fungicida cuprico nas posteriores, visto que o cobre ¢ importante
para a agricultura, principalmente por ser um nutriente relacionado ao aumento da
produtividade no cafeeiro (Zambolim et al., 1997). Como observado, o biocontrole da
ferrugem do cafeeiro com o isolado B157 ¢ alternativa viavel. A disponibilizagdo do
isolado para uso comercial depende de resolver algumas questdes, como obter um
produto formulado. Deve-se, também, manter a procura por novos isolados eficientes

para ser obter um manejo adequado da doenga, sem agredir o ambiente.
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Tabela 1 — Populagao inicial de Bacillus sp. (B157-1+), area abaixo da curva de sobrevivéncia de B157-1+ (AACS) e taxa de decréscimo na

sobrevivéncia (r) estimada com o modelo linear simples, no filoplano de cafeeiros em casa de vegetagao (CVeg) e no campo. Aplicaram-se

os tratamentos no periodo de dois meses

Tratamento Populagao AACS** r-pop*
inicial*
Campo CVeg Campo CVeg Campo CVeg
Duas aplicagoes de B157-I+ em intervalos mensais (valores no segundo més) 52a 5,0a 102,7a 106,7a -0,115a -0,105a
Uma aplicagdo de B157-1+ no segundo més 51a 51a 103,2a 107,7a -0,118a -0,098 a
Aplicagao de hidroxido de cobre e, 1 més ap6s, aplicagao de B157-1+ 44b 43Db 48,7 46,3b -0,173b -0,170Db
Aplicagao de Calda Vigosa e, 1 més ap6s, aplicagdo de B157-I+. 43b 42b 450D 450b -0,172b -0,165b

* Os valores de populagdo inicial e r-pop seguidos da mesma letra ndo diferem entre si, segundo o intervalo de confianga (a0 = 95%). **

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste Tukey, a=0.05).
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Figura 1. Sobrevivéncia de Bacillus sp. (B157-1+-1+) em cafeeiros em condig¢des de

campo (Ervalia-MG).
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Figura 2. Sobrevivéncia de Bacillus sp. (B157-I+) no filoplano de cafeeiros em casa de

vegetacdo. A — uma aplicacdo de B157-I+; B — primeira aplicagdo de B157-I+, no

primeiro més; C — segunda aplicacdo de B157-1+; D — aplicacdo de B157-1+ no segundo

més; E - aplicacdo de hidroxido de cobre e, 1 més apos, aplicacdo de B157-I+; F -

aplicacdo de sulfato de cobre e, 1 més apds, aplicacao de B157-1+.
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Figura 3. Sobrevivéncia de Bacillus sp. (B157-I+) em plantas de cafeeiro em condigdes

de campo (Vigosa-MG). A — uma aplicagdo de B157-I+, no primeiro més; B — primeira

aplica¢ao de B157-1+; C — segunda aplicacdo de B157-1+; D — aplicagdo de B157-I+ no

segundo més; E - aplicagdo de hidroxido de cobre e, 1 més apos, aplicacdo de B157-1+;

F - aplicagdo de sulfato de cobre e, 1 més apos, aplicagdo de B157-1+.



CONCLUSOES GERAIS

O isolado de Bacillus sp. foi tao eficiente quanto o hidroxido de cobre no
controle da ferrugem do cafeeiro em condi¢des de campo. Portanto, esse isolado tem

potencial para biocontrole da ferrugem em cafezais organicos.

Os isolados de Pseudomonas sp. e de Bacillus sp.ndo protegeram

sistemicamente cafeeiros e, segundo os resultados, produziram substancia(s) com agao

antifingica a H. vastatrix, in vitro ¢ in vivo.

A sobrevivéncia de Bacillus sp. no filoplano de cafeeiros decresceu rapidamente

ao longo do tempo.

Fungicidas ctpricos reduziram o tempo de sobrevivéncia de Bacillus sp. no

filoplano.

Devem-se efetuar estudos ecologicos e de formulagdes de Bacillus sp., para

aumentar sua sobrevivéncia no filoplano e sua eficiéncia no controle da ferrugem.
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