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RESUMO

O cafeeiro é de importancia social e econdmica paBaasil. Porém,
muitas doengas acometem a cultura. Dentre elasodese a mancha aureolada,
causada poPseudomonas syringgw. garcae,uma doenca emergente que tem
causado danos aos viveiros e lavouras. Ainda s#@icapoas estratégias de
manejo disponiveis e o controle biolégico podeaspntar mais uma ferramenta
no manejo da doenca, como ja € observado parasodb@ncas bacterianas.
Objetivou-se, neste trabalho, selecionar fungosébaps para o controle da
mancha aureolada e determinar os mecanismos deeagalvidos no controle.
Foram utilizados fungos saprdbios oriundos da wgatipara o controle
preventivo e curativo da doenca, pelo tratamentplalgtas ja sintomaticas para
a mancha aureolada e plantas inoculadas sete piiss catratamento com o
fungo saprébio. Como controle positivo utilizaraen@s produtos comerciais
Greenforce® (15mL pc/L) e Acibenzolar-S-metil — B® (0,05g/L) e como
controle negativo a agua. As plantas foram ent@liaalas, semanalmente por
gquatro semanas, para a altura de plantas e saederiiadoenca. Os dados de
severidade obtidos foram usados para calculo da abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD). Para determinacaontianismos de acao
envolvidos no controle, para o fungo selecionadmaanais promissor para
reducdo da AACPD, foi avaliada a contribuicdo d#ibaose e inducdo de
resisténcia. A antibiose foi medida pela inibicAmetd da bactéria por
antibiograma, realizado com o sobrenadante do ioresto flngico e pela
producdo de volateis em placa bipartida. Para mi@tacdo da contribuicdo da
inducdo de resisténcia, foi medida a atividade ef@ldlanina aménia liase,
peroxidase e ascorbato peroxidase.gdeaio curativo, os fungddemnoniella
echinatae M. levisporareduziram a AACPD (48 e 46%). No ensaio preventivo
tanto para reducéo (40-72%) da AACPD quanto panaeatp (40%) da altura
de plantas, o fungd®hialomyces macrosporufoi aquele que garantiu os
resultados mais promissores. Aos dois dias apdbagéio, esse fungo produziu
volateis que reduziram o crescimento do patdgers, compostos ndo volateis
nado foram capazes de inibir o crescimento da bactératividade da POX e
PAL foi maior que a testemunha aos sete dias ap@iamento com o saprébio
e a APX foi maior aos 14 dias. Portarffo,macrosporusem potencial para ser
usado no manejo integrado da mancha aureoladafdeircana producédo de
mudas e o mecanismo de acdo envolve possivelmense acombinacdo da
antibiose e inducéo de resisténcia.



Palavras-chave: Biocontrole. ISR. SARffea arabicaBacteriose
ABSTRACT

Coffee is of social and economic relevance in Brazowever, many
diseases interfere in the crop yield. Among thento halight, caused by
Pseudomonas syringgey. garcae,is an emerging disease that has caused many
damages in nurseries and in the field. Few aresttaegies available for its
management, and biological control may represeatrmaore tool in managing
this disease, as is already verified for other dréat diseases. The objective of
this work was to select saprobe fungi for contngilhalo blight and determining
the mechanisms involved in this control. Saprolgirated from the caatinga
region were selected for the curative and preventontrol of the diseases, by
treating already symptomatic plants for the diseagkinoculating the pathogen
seven days after the saprobe treatment. As postomrol, we used the
commercial products Greenforce® (15mL cp/L) andbg&oizolar-S-methyl —
Bion® (0.05¢g/L), and as negative control, watere Titants were then assessed
weekly for four weeks for plant height and diseaseerity. The data obtained
for severity were used to calculate the area umitkerdisease progress curve
(AUDPC). In order to determine the action mechasismvolved in the control,
for the fungus selected as most promising for AUDB@uction, we evaluated
the contribution of antibiosis and resistance itidmc Antibiosis was measured
by the direct inhibition of the bacterium through antibiogram performed with
the supernatant of the fungal growth and the prigluof volatiles in bipartite
plate. In order to determine the contribution obistance induction, we
measured the activities of phenylalanine ammonasdy (PAL), peroxidase
(POX) and ascorbate peroxidase (APX). In the cugatrial, Memnoniella
echinataand M. levisporareduced the AUDPC (48 and 46%). In the preventive
trial, both for the reduction of AUDPC (40-72%) athé increase in plant height
(40%), P.macrosporugguaranteed the most promising results. Two-dayr afte
incubation, this fungus produced volatiles whicldused pathogen growth.
However, non-volatile compounds did not inhibit thecteria. POX and PAL
activities were higher than the witness at severs a@déter the treatment with the
saprobe, and the APX was higher after 14 days.€efbwr,P. macrosporudas
the potential to be used in the integrated manageofeoffee halo blight in the
production of seedlings, and the mechanism of acpossibly involves a
combination of antibiosis and resistance induction.

Keywords: Biocontrol. ISR. SARCoffea arabicaBacteriosis.
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro € um dos principais itens de exportaddoagronegocio
brasileiro. A estimativa da producéo brasileirasadra de 2013 é de 48,59
milhSes de sacas, representando uma reducédo deefbélacdo a temporada
anterior. A queda na producdo pode ser explicada pilo de baixa
bienalidade na maioria das areas de café araldoaegime de chuvas irregular
aliado as altas temperaturas (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2013).

Ainda ndo ha uma quantificacdo das perdas decesel® doencas ou
0s gastos decorrentes de seu controle, mas satpgesema diversidade de
doencas acomete o cafeeiro, sendo as principaisigéam alaranjada causada
por Hemileia vastatrix(VARZEA et al., 2002); a cercosporiose, causada po
Cercospora coffeicola(SERA, 2001; SERA; ALTEIA; PETEK, 2002), a
mancha de phoma, causada pBhoma spp. (POZZA; CARVALHO;
CHALFOUN, 2010) e, a antracnose, causada @wnlletotrichum spp.
(PARADELA FILHO et al., 2001) e mais recentementenancha aureolada,
causada poPseudomonas syringa®/. garcae(SERA, 2001; SERA; ALTEIA;
PETEK, 2002). Para algumas delas como a ferrugerstfase obtendo controle
satisfatério com o controle quimico, mas para andas emergentes como a
mancha aureoladaP¢eudomonas syringaev. garcag ainda sdo poucas as
estratégias com comprovada eficiéncia para seu jmdRODRIGUES et al.,
2012).

Nos ultimos anos, a mancha aureolada tornou-se Ilfatitante para o
cultivo do café em regies mais frias e expostayvetio, em lavouras em
formacdo ou recém-podadas, e em viveiros, printipale nas regides
produtoras dos estados do Parana e Sao Paulo eirmas Merais. Em Minas

Gerais tem sido crescente o relato da doenca aslssca perdas expressivas de
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producdo no Sul, Tridngulo Mineiro, Alto do Parmai® Cerrado (MOHAN,
1976; PATRICIO et al., 1999; SERA; ALTEIA; PETEKO®; SERA et al.,
2004; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).

Dentre as estratégias que podem ser empregadasoparanejo de
doencas de plantas, notadamente as bacterianasi@ude dificil controle, estdo
os indutores de resisténcia. A inducéo de resist&haefinida como sendo a
ativacdo de mecanismos que resultam na capacidagdadta em atrasar ou
evitar a entrada ou a subsequente atividade de atdggno em seus tecidos
(ATHAYDE SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005; NOJGA;
RESENDE; RESENDE, 2005). A resisténcia induzida) (&h plantas pode
ocorrer por meio do tratamento com agentes bidti@mdratos vegetais,
microrganismos ou parte desses) ou abibticos @uotiss quimicas)
(CAVALCANTI et al.,, 2005; RESENDE et al., 2004). d&s estratégia de
controle pode ser uma alternativa de amplo espef#r@acdo que possa ser
utilizada no manejo integrado de doencas do cafeeir

Dentre os indutores de resisténcia, 0 mais amplemasado é o
acibenzolar-S-metil (ASM). Ele foi também o prineeindutor de resisténcia
liberado para uso comercial (LYON; NEWTON, 1997ksde entdo, muitos
outros produtos foram desenvolvidos com mecanismoagfio semelhante,
alguns deles baseados no uso de microrganismos wuoseus derivados.
(RESENDE et al., 2006).

Os microrganismos usados para inducéo de resiatpodiem mobilizar
varias estratégias para induzir a resisténcia aetqd, desde moléculas por ele
produzidas ou até seus proprios componentes asiisitu

Além do mais, é um beneficio do uso de microrgaossno manejo de
doencas de plantas, o fato do mecanismo de ac&o faotionar como indugéo
de resisténcia ou como uma diversidade de outrammsamos, que culminam

no controle da doenca e maior vigor e produtividdalelanta.



14

Outra importante vantagem no uso destes microngasis® seu uso
tanto para a agricultura organica quanto conveatianque garante o sucesso
comercial de um produto gerado a partir dessesoBingados isoladamente ou
em combinacao.

Em cafeeiro, um exemplo de fungo recentemente st gerou um
produto comercial denominado Cladosporin®, cujmgipio ativo é o fungo
saproébio Cladosporium cladosporioidgsque tem a capacidade de preservar a
qualidade de bebida de café e ja esta em fasausfdréncia de tecnologia da
iniciativa publica (EPAMIG) para a privada (ANGELD; 2012).

Portanto, h4& uma demanda pelo uso destes fungoébgap para o
manejo de doencas em cafeeiro. Se esses fungos fwhendos de regibes de
mudancas bruscas de umidade de temperatura coraatiaga, aumentam as
chances de estabelecimento do fungo na planta anatem¢@o do controle de

doencas importantes, como a mancha aureolada.
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2 OBJETIVOS

Objetivou-se, neste trabalho, selecionar fungososégs, obtidos da
regido semiarida nordestina, com atividade de himote da mancha aureolada
do cafeeiro e avaliar a contribuicdo da antibiosedecdo de resisténcia como
mecanismos de controle do fungo selecionado, coaie promissor agente de

controle bioldgico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A cultura do cafeeiro

O Cafeeiro é uma cultura amplamente cultivada rasiBrcom grande
importancia social e econémica. O gén€offeaapresenta mais de 100 espécies
botanicas conhecidas e entre as espécies cultiv&l#fea arabica(café
arabica) e Coffea canephora(café robusta) sdo as mais importantes
economicamente. Segundo a CONAB (2013), a esp€xriearabica é
responsavel por mais de 74% da producdo naciomadloso estado de Minas
Gerais seu maior produtor.

As cultivares Mundo Novo, Catuai e Bourbom sdo icemadas
suscetiveis @seudomonas syringapv. garcae (CARDOSO; SERA, 1983;
MOHAN; CARDOSO; PAIVA, 1978; MORAES et al., 1974gente etioldgico
da mancha aureolada.

A cultivar Mundo Novo é resultante de um cruzameratural entre as
cultivares Sumatra e Bourbon Vermelho, caractedasse por elevada
producdo de café beneficiado, aliada ao 6timo éspesgetativo. A cultivar
Catuai Vermelho originou-se como produto de recoagdio, a partir do
cruzamento artificial entre cafeeiros selecionageda produtividade das
cultivares Caturra Amarelo, IAC 476-11 e Mundo Nd#&C 374-19, deC.
arabica possuindo elevado vigor (CARVALHO et al., 2008ymbas as
cultivares sao amplamente plantadas. A primeirasielm preferida em areas de
colheita mecanizada pelo maior porte e a segumdasi@o mais indicada para

areas de colheita manual ou com auxilio de dericad
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3.2 Mancha aureolada do cafeeiro

A doenca é mais comumente atribuiddseudomonas syringagv.
Garcae, embora alguns relatos apontem para outras bactéc@ms
sintomatologia semelhante, comRseudomonas cichoriniciativas de pesquisa
na Universidade Federal de Lavras (UFLA) estdo dndt explicar a
variabilidade do patégeno, em termos filogenéteepidemioldgicos.

E empiricamante estabelecido que a mancha aurealadeafeeiro
(Pseudomonas syringgev. garcag incide severamente em folhas e brotacbes
jovens, ja o crestamento bacteriano das folRagydomonas cichoyiincide
com mais frequéncia em folhas velhas (OLIVEIRA, 8P8A resisténcia ou
suscetibilidade poderia ser atribuida a difereteeses de compostos fendlicos
em folhas novas e velhas (GODMAN; KIRALY; WOOD, B8MISAGHI,
1980).

Os sintomas caracterizam-se por manchas de comaspa&ircundadas
por um grande halo amarelo, o que caracteriza erdermancha aureolada. As
areas lesionadas, quando localizadas nas bordasfottess, normalmente
desprendem-se do limbo foliar dando um aspecto ilneid (POZZA,
CARVALHO; CHALFOUN, 2010).

Até o momento, sabe-se que lavouras cafeeiradadataem locais de
maiores altitudes e desprotegidas da acdo dos sverdidlo mais sujeitas a
doenca. Os ventos promovem ferimentos nas folheem®s novos, abrindo
portas para a penetracdo da bactéria. A ocorréiecthhuvas de granizo e o frio
podem provocar les6es nas plantas, o que tambdiitafacentrada da bactéria.
Na primavera (outubro a dezembro), junto com agasdwotacdes, as condigbes
ambientais (temperatura, umidade relativa e prec@o) favorecem a
ocorréncia da doenca (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN,12)).
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A disseminacdo da bactéria ocorre dentro da plantde planta para
planta, pela acdo de respingos de chuva e chuwas fZAMBOLIM et al.,
1997).

De acordo com Paradela et al. (2000), para o dentta doenca nas
mudas devem ser realizadas aplicacdes quinzengisodatos, contendo como
principio ativo, o antibiético cloridrato de casogeina, 300mL do produto

contendo 2% do P.A. em 100L de &gua, podendo smcatadas com
pulverizacbes com oxicloreto de cobre (0,3%), edtase a selecdo e
proliferacdode linhagens resistentes da bactéréantiloiotico.

Em um estudo realizado no campo, foi avaliado @cefle tratamentos
guimicos para o controle da mancha aureolada eidoregpntanhosa (Caconde,
SP). Os autores relataram reducdo da incidénciadadmca nas parcelas
pulverizadas com casugamicina (1,5L/ha), casugamii,5L/ha) + hidréxido
de cobre (2,5kg/ha), entre outros tratamentos ¢0legetais e minerais, adesivo
siliconado e acibenzolar-S-methyl). Porém, nas gbascexpostas ao vento, a
incidéncia da doenca foi maior, independentemente mrodutos utilizados,
demonstrando a importancia da utilizacdo de medidasontrole cultural, e
também, principalmente de quebra-ventos (PATRIQIAl.£1999).

3.3 Controle Biol6gico

As culturas estdo sujeitas a uma série de doengapagem acarretar
graves prejuizos. O manejo convencional de doethggdantas, muitas vezes,
leva ao uso abusivo e continuo de produtos quimigesndo selecdo de
patdgenos resistentes (MEINERZ et al., 2008), aléracorrerem desequilibrios
no agroecossistema e problemas na satude humanaIBETGHINI, 2003).

Portanto, faz-se necessaria a utilizacdo de métadtesnativos no

controle de doencas. Dentre esses métodos altematestacam-se a inducdo



19

de resisténcia em plantas (BONALDO; PASCHOLATI; RBIRO, 2005) e o
controle bioldgico, podendo tanto aproveitar-seoatile bioldgico natural
quanto for realizada a introducdo de um agenteioeotrole (MORANDI;
BETTIOL, 2009).

O controle biolégico de doencas de plantas é acéedula soma de
in6culo ou das atividades determinantes da dogmgapcada por um patdgeno,
realizada por um ou mais organismos que ndo o ho(@DOK; BAKER,
1983).

A atuacdo de microrganismos como agentes de bimtentde
fitopatbgenos pode ser resultante de competicdoeppaco e nutrientes na
planta hospedeira (SCHARDL; PHILLIPS, 1997), prailucde compostos
antimicrobianos (STROBEL et al., 2002) e induc&oresisténcia sistémica
(VANLOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).

A inducéo de resisténcia em plantas contra pat&yeepresenta um
método no controle de doencas, que ativa os megaside defesa latentes na
planta. A resisténcia de um hospedeiro pode samid&fcomo a capacidade da
planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a substy atividade de um
determinado patégeno em seus tecidos (PASCHOLATEITE, 1995).
Geralmente, essa inducéo ocorre pela ativacaords gpie codificam proteinas
relacionadas a patogénese e enzimas envolvidasnteses de fitoalexinas e
lignina, como fenilalanina amébnia-liase (PAL), alémle peroxidases
(REGLINSKI et al., 1997).

As peroxidases (EC1. 11.1.7) sao glicoproteinasé&mea funcdo basica
de catalisar a oxidacdo do perdxido de hidrogéaigqpartir de numerosas
espécies de substratos organicos e inorganicos.

Outras moléculas capazes de detoxificar espécaivae de oxigénio
sao as peroxidases de ascobarto (APX, EC 1.11.4uEl®liminam perdxido de

hidrogénio as custas de ascorbato formado durangraressos bioguimicos
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normais ou durante a imposicao de estresses lHdicabiodticos a planta. A
atividade de APX est4 correlacionada positivamantenecanismo de defesa da
planta, dada sua capacidade de atuar em um mecadisnalivio oxidativo
(MITTLER; ZILINSKAS, 1993; PEIXOTO et al., 1999).

A fenilalanina amdnia liase (PAL, EC 4.3.1.5) é umportante enzima
componente indireta do mecanismo de defesa daapldfasa enzima é
responsavel pela conversdao da fenilalanina, prewémi da rota do &cido
shikimico, em acido transcindmico, o qual representa um primeiro
fenilpropanéide-chave nas vias de sintese de kgnén acido salicilico
(SHARMA, 1998). Além de fitoalexinas, a PAL parfiai entdo, da sintese de
compostos fendlicos que estédo diretamente envavidadefesa da planta contra
0 ataque de patdgenos, podendo participar tantalefesa local, quanto na
defesa sistémica vegetal (HAMMOND-KOSACK; JONES)@D

A resisténcia induzida consiste no aumento do nélelresisténcia
através da utilizacdo de agentes externos (indi)tosendo esses agentes
bidticos ou abioticos (RESENDE et al., 2004). Demts agentes abidticos mais
utilizados destacam-se o acibenzolar-S-metil e idoasalicilico (BENATO,
2003; RESENDE et al., 2000), assim como o acidmesco (OLIVEIRA et
al., 2006) e o etileno (BOLLER, 1991).

O acibenzolar-S-metil (ASM) é um produto utilizadomo indutor
guimico que possibilita protecdo as plantas comtm@a ampla gama de
patdgenos, dentre eles fungos, virus e bactéri@iN@DO; PASCHOLATI;
ROMEIRO, 2005; GORLACH et al., 1996). Foi demongtraue as plantas de
café respondem aos varios indutores de SAR (GUZZD,e1993).

O 4&cido salicilico, jasmonatos e etileno tém siétatados como
elementos envolvidos na transducéo de sinais diaddires, convertendo sinais
recebidos em respostas especificas celulares (CAMNTI; BRUNELLI;
STANGARLIN, 2005).
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Os agentes bidticos (microrganismos vidveis ouiviadbs) podem
ativar mecanismos de defesa da planta (STANGARBINSCHOLATI, 1994).
O uso de extratos de fungos também reduz a sedlerdttadiversas doencas em
variadas culturas (CAMPOS et al., 2009; SILVA, 200ECELLI et al., 2009).
Esses microrganismos podem produzir moléculasadlicas, seus préprios
componentes estruturais serem reconhecidos peltagl2OW et al., 2009), ou
uma enzima hidrolitica produzida pelo fungo podeertar componentes
estruturais da planta, esses por sua vez seremmhexidos pela planta e
disparada a resposta de defesa (RESENDE et a1).201

Para entender este Ultimo mecanismo, é importantbrar que a parede
celular, lamela média e cuticula possuem imporsafleacées nos processos
vegetais contra patégenos em potencial. Os vaodlisspcarideos presentes na
parede celular (celulose, pectina e hemicelulosdem servir como substrato
para enzimas hidroliticas, secretadas por variogdgpaos (TUGAYE;
BOUDART; BERNARD, 2000). Os oligossacarideos detos da degradacao
de polissacarideos presentes na parede celuldadiagpou fungos constituem
uma classe de eliciadores bem caracterizados quealguns casos, podem
induzir respostas de defesa em concentracfes nhaiikas (SHIBUYA;
MINAMI, 2001). Sabe-se que enzimas de fungos hisiaah componentes da
parede celular das plantas gerando oligofragmentas,sédo reconhecidos por
receptores transmembrénicos que desencadeiam sdugdo de sinal, que
culmina com a resisténcia de plantas. As pectatdiatuam, portanto como
eliciadores de defesa de plantas contra patégenBSAERT; BELIEN;
VOLCKAERT, 2009). Garcia et al. (2011) testaram Gca antagonista de
fungos saprébios contra o patégererticillium dahlie Como resultado, cinco
dos fungos saprobios testados podem ter hidrolizadoponentes da parede
celular de raizes de tomate, gerando compostosaide peso molecular que

podem atuar como elicitores de defesa covitrdahliae
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Os fungos saprébios tém recebido recentemente tengd® especial
como potenciais indutores de resisténcia e agetescontrole bioldgico
(YEDIDIA et al., 2003), pois, similarmente a patags, séo capazes de secretar
pectatoliases, induzir a liberagcédo de oligogalactisteos e ativar a resposta de
devesa de plantas. Como ndo produzem toxinas, &dcapazes de causar
doenca e podem, portanto, atuar como indutoresedist@&ncia de plantas,

conforme ilustrado na Figura 1.
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Figural Representacdo esquemédtica dos mecanismatagle de patdgenos
necrotréficos e da acdo de saprébios na decomposigdmatéria
organica morta, apresentando as semelhangas stdgsengecanismos
de acéo

Conforme demonstrado, estes fungos saprobios psdemsados para
inducao de resisténcia de plantas contra patogEana.selecionar isolados com
potencial antagdnico é necessario que se trabaifmeucn grande nimero de
individuos nos testes de seleg¢do, aumentando ageahale sucesso. Faz-se
entdo, necessdria a realizacdo de ensaio em cemdogitroladas, que torne

possivel a manipulacdo de um grande nimero dedsdlaom dispéndio de
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pouco espaco fisico (Guetskyl et al., 2002). S#évaal. (2012) selecionaram
fungos e bactérias endofiticas para o controle eleudem e promocgéo de
crescimento do cafeeiro através de folhas destac&dmetodologia permite a
rapida selecdo de um grande ndamero de isoladoshemasempre pode refletir
o resultadan vivo devido a interacdo microrganismo benéfico-planta.

Os fungos saprébios podem ser obtidos a partir atéria organica em
decomposicdo. Quanto mais hostil o ambiente de atelefoi recuperado,
maiores as chances de sobrevivéncia do agente deonlriole no
agroecosistema. Neste sentido, em um trabalhoadpeecdo da biodiversidade
fungicas do semiarido, um grupo de cientistas diderpelo Professor Luis
Fernando Gusmao identificou varios fungos sapréluas serrapilheira de
diversas florestas da caatinga do Nordeste (LEABGHHHRA et al., 2013).
Estes fungos estdo sendo agora testados no prSJ&BIOTA/FAPESP,
coordenado pelo Professor Sérgio F. Pascholati pa@ntrole de doengas em

diversos patossistemas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Producéo de mudas

Sementes de café (Cultivar Mundo Novo IAC 376-4 Gatuai
Vermelho) foram obtidas da EPAMIG e semeadas enddjas contendo areia.
Apés o estagio derelha de oncafoi feito o transplante das plantulas para
saquinhos de cultivo. Para o substrato foram atlis terra e areia, na
propor¢cdo 3:1. Adicionaram-se os adubos Super $8nf@00g) e o formulado
04-14-08 (900g) na mistura.

4.2 Isolados de fungos saprébios

Os fungos saprébio®ithomyces chartarum, Curvularia inaequalis,
Curvularia eragrostidis, Memnoniella echinata, Pdebotrytis terrestris,
Lappodochium lageniforme, Gonytrichum clamydosporiu Memnoniella
levispora, Phialomyces macrosporus, Dictyochaetderoderae, Moorella
speciosa, Volutella minima, Myrothecium roridumacBylidium bicolor,
utilizados nesse estudo foram isolados do semiaridodestino e estéo
depositados na CCMB (Colecdo de Culturas de Miarisgnos da Bahia),
situada na Universidade Estadual de Feira de Sart8M.

O fungo saprébio foi primeiramente cultivado em CKenoura 30,09
- Milho 30,0g - Agar 20,0g - 1L de agua). Apo6s @gliadicionou-se um disco,
contendo micélio e esporo do fungo, em erlenmae@rtendo 100mL de meio
CM liquido (Cenoura 30,0g, Milho 30,0g, 1L de agu@) erlenmeyer foi
mantido por 10 dias em Shaker (25-27° C), em rotaig 120rpm. Apds o
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cultivo, todo o conteddo do erlenmeyer foi trittwvad homogeneizado em
liquidificador. Foi feita a quantificacéo através diluigdo em série de unidades
formadoras de colbnia, determinando-se uma coragdur padrdo para
pulverizacdo em mudas. A concentracdo padronizada pulverizacao foi

3x10" ufc/mL.

4.3 Pseudomonas syringae pv. garcae

O isolado deP. syringae pv. garcae foi obtido da colecdo de
microrganismos do Laboratério de Bacteriologia Mabeda UFLA -
Universidade Federal de Lavras. Antes de montam @atsaio, as bactérias
foram inoculadas e reisoladas de mudas de caf@ntiyado-se a patogenicidade.
A bactéria foi preservada em agua mineral.

O isolado deP. syringaepv. garcaeutilizado nos ensaios foi cultivado
em meio MB1 - Kado 523 (KADO; HESKETT, 1970).

4.4 Controle Curativo

Mudas naturalmente infectadas cdPseudomonas syringapv. garcae
foram tratadas curativamente com os fungos samoBithomyces chartarum,
Curvularia inaequalis, Curvularia eragrostidis, Meaaniella echinata,
Pseudobotrytis  terrestris, Lappodochium  lageniformeGonytrichum
clamydosporium, Memnoniella levispoi@omo controle positivo utilizaram-se
0s produtos comerciais Greenforce® (15ml pc/L) eb@gzolar-S-metil —
Bion® (0,05g/L) e como controle negativo utilizog-&@ agua. Os fungos
saprébios foram cultivados conforme descrito nmi#1.2. As mudas foram

pulverizadas até o ponto de escorrimento. O detireto experimental foi em



26

blocos casualizados, e esses foram separados peridsele das manchas
foliares, em 3 blocos. Cada parcela continha 6tatanAs avaliagbes de
severidade e altura foram feitas a cada 7 dias ®avaliacdo da severidade,
utilizou-se uma escala adaptada de Sidhu e Wel§$8f7), com nota O
(auséncia de sintoma), nota 1 (1 — 25% de lesdiesef®), nota 2 (26 — 50% de
lesdes foliares), nota 3 (51 - 75% de lesbes &djamota 4 (76 — 100% ; queda
das folhas). Ao final do experimento (5 semanaalcutou-se a AACPD e
avaliou-se o peso seco de folhas e de caule er @eedorofila. Para avaliar o
teor de clorofila, utilizou-se o aparelho SPAD. &Pas analises estatisticas,

utilizou-se o programa SISVAR®.

4.5 Controle Preventivo

Foram realizados 3 ensaios de selecéreénings)em mudas de
cafeeiro, visando selecionar fungos saprébios catengial acdo de biocontrole
contra o patdgenB.syringaepv. garcae.Os fungos estudados fordburvularia
eragrostidis, Gonytrichum clamydosporium, Phialogg/c macrosporus,
Dictyochaeta heteroderae, Moorella speciosa, Vdatminima, Pseudobotrytis
terrestris, Myrothecium roridum, Stachylidium bieol Como controle positivo
utilizou-se Bion® e Greenforce®; e como controlegateyo a agua.O
delineamento experimental foi em blocos casualigadds mudas foram
distribuidas em 3 blocos. Cada parcela continhda@tgs. As avaliagcdes de
severidade e altura foram feitas a cada 7 dias ®avaliacdo da severidade,
utilizou-se a escala adaptada de Sidhu e Web<3@7)escrita no item 4.2.1.
Ao final do experimento (5 semanas) ,calculou-#A&LPD segundo formula
proposta por Shaner e Finney (1977) ,de acordoadquacao 1. Avaliou-se
também o peso seco de folhas e de caule. Paralasearestatisticas utilizou-se
0 programa SISVAR®.
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n—1
(Y, + Y,zq)
AACPD = E Ti* (Tysy -T,)

i=1

Em que:
AACPD= 4rea abaixo da curva de progresso da doéfiggproporcao
da doenca na i-ésima observac¢ge;t€mpo em dias na i-nésima observacao; n=

ndmero total de observacdes.
4.6 Métodos de Inoculagéo

Foram feitos testes preliminares para adaptar uretbdulogia para
inoculacéo dé&. syringaepv. garcae Os métodos de injecédo, tesoura, ferimento
com areia e apenas pulverizacdo foram testados @iagrda cultivar Mundo
Novo e Catuai. De forma a se obter infec¢do, nadicdes mais préximas do
campo, optou-se por testar o método de atomizagadiferentes condigdes,
adaptado de Patricio et al. (1999). Testaram-seregifes concentracdes de
in6culo do patégeno em diferentes ambientes: camdararescimento com
nebulizacdo, casa de vegetacdo com temperaturaaa(@ér25°C) e com
temperatura elevada (25-30). Em todos esses testes foi mantida camara Umida
24 horas antes e 24 horas depois da inoculagéo.

Para os ensaios de avaliagdo da atividade de esyzioiautilizado um

ambiente controlado tipo Fitotron (22-22 UR+70%) sem camara Umida.

4.7 Antibiograma
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O Antibiograma foi realizado para avaliar o efalantibiose direta do
fungo saprébio selecionad®hialomyces macrosporusobre o patégen®.
syringae pv. garcae O fungo foi selecionado devido a seu alto desaimpe
como agente de biocontrole, em 2 ensaios de seleghrados.

O isolado Phialomyces macrosporufoi cultivado em erlenmeyer,
contendo CMA liquido, por 10 dias, a°@5e sob agitagdo de 120 rpm. A
suspensdao foi filtrada com papel filtro esteriliaas posteriormente, utilizou-se
o filtrado como tratamento.

O isolado deP. syringaepv. garcae foi cultivado em erlenmeyer,
contendo meio MBL1 liquido, por 48 horas &Q@4 sob agitacdo de 90 rpm.
Ap6s o cultivo, o inéculo foi adicionado a um frascontendo MB1 sdlido com
temperatura amena.

Em placas de petri foi adicionada uma fina camadaghr-agua, e por
cima, adicionou-se uma aliquota padrdao de MB1,ecwtt indculo da bactéria.
Apo6s a solidificacdo do meio, os tratamentos fopapetados na mesma placa,
seguindo uma disposi¢cdo circular. Os tratamentamnfo Casugamicina,
Estreptomicina, meio CMA, agua, e 4 concentrac@efidgo saprobio (5, 10,
50 e 100%). ApOs 48 horas, avaliou-se a presencauséncia de halo de
inibic&o.

4.8 Producéo de Volateis

Para avaliar a producdo de volateis pelo saprdivalomyces
macrosporus utilizaram-se placas de plastico estéreis e tiizex. Em um dos
lados da placa verteu-se o meio MB1 para o culiedactéria. Foi feito um
pequeno furo na regido da tampa que estava sobmeio MB1 e,
posteriormente o furo foi tampado com fita adeso@m o intuito de evitar a

passagem de volateis.
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No outro lado da placa bipartida, verteu-se o npeica 0 cultivo de
saprébio. Os meios CMA e BDA foram testados. Oguoniista foi repicado para
as placas (disco de micélio), simultaneamente? lias antes do patdégeno.

O delineamento foi inteiramente casualizado, comtrgurepeticoesA
bactéria foi cultivada em MB1, por 48 horas, eifmculada em um lado da
placa (perfurada). Com uma seringa plastica desadrigraduada (0,3mL),
inseriu-se uma aliquota de 10uL, através do peqderm As avaliacdes
gualitativa e quantitativa foram feitas apds 48akata inoculagédo da bactéria.
A avaliacdo consistiu apenas em analisar macrasmmginte 0 crescimento da

colonia bacteriana.

4.9 Atividade enzimatica

Para avaliacdo da inducdo de resisténcia, assino coafeito de pré-
condicionamentopfiming), as amostras de folhas jovens das plantas deirafe
foram coletadas aos 7 e 14 dias ap0s a inoculag@m, os tratamentos
Phialomyces macrosporuBion® e Agua. As amostras foram armazenadas em
papel aluminio, rapidamente congeladas em nitrog€Np) liquido e, em

seguida, armazenadas em ultrafreezer a -80°Cppatarior anélise.

4.9.1 Ascorbato Peroxidase — APX

Para a obtencéo dos extratos utilizados na detagdinda atividade das
enzimas APX e POX, amostras de 0,2 g de tecidarfédram maceradas com
N, liquido em almofariz, com adi¢do de polivinilplidmna (PVP) 1% (p/v) até
a obtencdo de um po6 fino. O pd obtido foi homogeads com 1300uL de
tampéo de extracdo - fosfato de potassio 400mM7 BHEDTA 10mM; 4cido
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ascorbico 200mM; agua. O homogeneizado foi ceggifio a 14.000 g por 25
min a 4°C e o sobrenadante foi usado para as detgy@es enzimaticas.
Adicionaram-se 20uL do sobrenadante de cada amastratrés
pocinhos da placa de Elisa (placa U.V). Acresagst®o tampao de incubacgéo
— Fosfato de Potassio 200mM, pH 7,0; Acido Asc@arbi®mM; Perdxido de
Hidrogénio 2mM; agua. A absorbancia foi medida @ 2%, em Elisa, durante o
periodo de 3 min (leitura de 15 em 15 min) apdsdddo extrato a mistura. A
temperatura para a leitura foi de°@50 coeficiente de extingdo molar de 1,4
mM-1 cm-1 foi usado para calcular a atividade daXA® qual foi expressa em

mM produzida por min mg-1 de proteina.

4.9.2 Peroxidase de guaiacol — POX

Para a obtengdo do sobrenadante, seguiu-se o mémdextracdo
descrito no item 4.4.1.

Adicionaram-se 40ul do sobrenadante de cada amostra trés
pocinhos da placa de Elisa. Acrescentou-se o tardpéreacdo — Fosfato de
Potassio 100mM, pH 7,0; Guaiacol 50mM; Peréxiddiidrogénio 125mM. A
absorbancia foi medida a 420 nm, em Elisa, duramteriodo de 2 min (leitura
de 15 em 15 min), apés adicdo do extrato & mistutamperatura para a leitura
foi de 30C. O coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM-11cfoi dividido
por 2 (1,235) e usado para calcular a atividade@# (CHANCE; MAEHLEY,
1955), a qual foi expressa em mM produzida pormgnrl de proteina.

4.9.3 Fenilalanina Amoénia-liase — PAL

A atividade da fenilalanina amdnia-liase (PAL) foedida de acordo

com Mori, Sakurai e Sakuta (2001). Para cada lgamestra macerada,
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acrescentou-se 3ml do tampdo de extracdo — Fadda®ddio 50mM, pH 6,5;
1mM PMSF; 1% PVP. Uma mistura de reacdo foi prefmradicionandose
tampao Tris-HCI, pH 8,8; Fenilalanina 40mM e 5ul eldrato enzimatico. A
mistura de reacéo foi incubada por 20 min (leile& em 2 minutos) a 37°C. A
leitura foi feita em 280nm. Os valores foram expossem unidade de atividade

por miligrama de proteina, por minuto.

4.9.4 Proteinas Totais

A concentragdo de proteina total soltvel foi aeicdm a utilizagéo de
uma curva padrdao de albumina sérica bovina (BSAhfacme ensaio de
Bradford (1976).
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio para controle curativo da doenca

As mudas que foram tratadas curativamente lglmmnoniella echinata
Memnoniella levisporae com os produtos comerciais Greenforce® e
Acibenzolar-S-metil (Bion®) apresentaram menores valores de AACPD, em
relacdo a testemunha dgua. Ambos os fungos e psotkgtados apresentaram
resultado semelhante para todas as variaveis asstaduziram a AACPD (35-
48%) e aumentaram o peso seco de folhas (31-62f0jekacdo a testemunha
agua. As outras variaveis testadas (peso secor eleeolorofila) ndo tiveram

efeito significativo.
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Gréafico 1 Area abaixo da curva de progresso da haaaareolada do cafeeiro
em func¢do da aplicacdo de diferentes tratamentos

Nota: Os tratamentos seguidos de mesma letraiféferd entre si pelo teste de Scott-
Knot a 5% de probabilidade. Tratamentos: Curvularia inaequalis Cue —
Curvularia eragrostidis Mee — Memnoniella echinataPst — Pseudobotrytis
terrestris Lal — Lappodochium lageniforme Goc — Gonytrichum
clamydosporiumMel —Memnoniella levispora (Pvalor = 0,0044).

5.2 Ensaios para o controle preventivo da doenca

No primeiro screening o efeito dos tratamentos foi significativo e o
isoladoPhiamolyces macrosporudiferenciou-se estatisticamente dos controles
positivos (Bion e Greenforce). Ele reduziu a AACPBI8 42% e contribuiu
para 0 aumento no tamanho das mudas na presengatdigeno em 40%,
comparado a testemunha inoculada. Ja os fungosbbsaprCurvularia

eragrostidise Gonytrichum clamidosporiurmaumentaram a area abaixo da curva
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de progresso da severidade da doenca em relaedtemtnha dgua e reduziu o

tamanho das mudas, favorecendo a doenca.
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Grafico 2 Area abaixo da curva de progresso da haaaareolada do cafeeiro

em func¢do da aplicacdo de diferentes tratamentos

Nota: Os tratamentos seguidos de mesma letraiféferd entre si pelo teste de Scott-

Knot a 5% de probabilidade. Tratamentos: CuU&uvularia eragrostidis Goc —
Gonytrichum clamydosporiumPhm — Phialomyces macrosporusDih —
Dictyochaeta heteroderaédlos —Moorella speciosaVom — Volutella minima
Bion - Acibenzolar-S-meti - Bion®; Green - Greerfe®; Agua; CMA — Meio
cenoura-milho; (Pvalor = 0,0001).
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Grafico 3 Altura das mudas de cafeeiro. Os tratdomseneguidos de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Kaot% de
probabilidade

Nota: Tratamentos: Cue —Curvularia eragrostidis Goc - Gonytrichum
clamydosporium Phm — Phialomyces macrosporusDih — Dictyochaeta
heteroderag Mos — Moorella speciosa Vom — Volutella minima Bion -
Acibenzolar-S-meti - Bion®; Green - Greenforce®;uhg CMA — Meio cenoura-
milho; (Pvalor = 0,0001).

No segundo screening, os fungos sapréBibgmlomyces macrosporus
Stachybotrys chartarume Gonytrichum clamydosporiundiferenciaram-se
significativamente da testemunha agua, reduzinée, B5% e 56% a AACPDS.
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Gréafico 4 Area abaixo da curva de progresso da haaaareolada do cafeeiro
em funcdo da aplicacdo de diferentes tratamentos

Nota: Os tratamentos seguidos de mesma letra féi@mi entre si pelo teste de Scott-
Knot a 5% de probabilidade. Tratamentos: Medemnoniella echinataLal —
Lappodochium lageniformeGoc — Gonytrichum clamydosporiumPhm —
Phialomyces macrosporusStc — Stachybotrys chartarumMos — Moorella
speciosa Bion - Acibenzolar-S-meti - Bion®; Green - Greerfe®; Agua;
(Pvalor = 0,0001).

No terceiro screening, os fungo®seudobotrytis terrestrise
Stachylidium bicolor, ndo se diferenciaram estatisticamente dos cestrol
positivos (Bion e Greenforce) nem da testemunha &gportanto nenhum dos

tratamentos foi capaz de reduzir a severidade elagao
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Grafico 5 Area abaixo da curva de progresso da haaareolada do cafeeiro,
em funcédo da aplicacdo de diferentes tratamentos

Nota: Os tratamentos seguidos de mesma letra féi@mi entre si pelo teste de Scott-
Knot a 5% de probabilidade. Tratamentos: PBseudobotrytis terrestrjs3/om —
Volutella minimaMyr — Myrothecium roridumStb —Stachylidium bicolarBion
- Acibenzolar-S-meti - Bion®; Green - Greenforce®jua; (Pvalor = 0,0002).

5.3 Fenilalanina Amoénia-liase — PAL

A atividade da feninalanina amoénia-liase foi medids 7 e 14 dias,
apés o tratamento com o fungo sapréBibialomyces macrosporus foi
observada interacao significativa (Pvalor = 0,04d8)re os tratamentos e o
periodo de coleta. Para o desdobramento dos tratasndentro cada periodo
amostrado, a atividade da enzima Fenilalanina Aabiase foi significativa aos
7 dias (Pvalor = 0,0284). Aos 14 dias, a atividdelssa enzima decresceu, para

todos os tratamentos.
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Gréfico 6 Atividade enzimatica da Fenilalanina améiase, em funcdo dos
tratamentos e dos dias ap0s a inoculagédo

Nota: Os tratamentos seguidos de mesma letra oudéliséo diferem entre si aos 7 dias
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.tr@mamentos seguidos de
mesma letra mindscula ndo diferem entre si aosasipklo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. Tratamentos: PhiRhialomyces macrosporusion -
Acibenzolar-S-meti - Bion®; Agua; (Pvalor interacdo 0,0442; Pvalor
desdobramento tratamento dentro de coleta = 0,0284)

5.4 Peroxidase de Guaiacol — POX

A atividade da peroxidase (POX) foi medida aos ¥4edias apds o
tratamento com o fungo saprobRhialomyces macrosporus foi observada
interagcdo significativa (Pvalor = 0,0001), entret@gamentos e o periodo de
coleta. Para o desdobramento dos tratamentos démtrada periodo amostrado,
a atividade da enzima peroxidase foi significatiea 7 dias (Pvalor = 0,0001).
Aos 14 dias, a atividade dessa enzima decrescea psr tratamentos



39

Phialomyces macrosporus Bion®; e se manteve estivel para a testemunha
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Gréfico 7 Atividade enzimatica da Peroxidase deiagped, em funcdo dos
tratamentos e dos dias ap0s a inoculagdo

Nota: Os tratamentos seguidos de mesma letra ouddisdo diferem entre si aos 7 dias
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.tr@smentos seguidos de
mesma letra mindscula ndo diferem entre si aosdstmblo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. Tratamentos: PhiRhialomyces macrosporusion -
Acibenzolar-S-meti - Bion®; Agua; (Pvalor interacd® 0,0442; Pvalor
desdobramento tratamento dentro de coleta = 0,0284)

5.5 Ascorbato peroxidase

A atividade da enzima Ascorbato peroxidase foiiigativa aos 14 dias

apoés o tratamento com o fungo saprddianacrosporus
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Gréfico 8 Atividade enzimatica da Ascorbato perasiE] em funcdo dos
tratamentos e dos dias ap0s a inoculagdo

Nota: Os tratamentos seguidos de mesma letra mit&iséo diferem entre si aos 7 dias
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.tr@mmentos seguidos de
mesma letra mailscula nao diferem entre si aodas4mblo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. Tratamentos: PhrRhialomyces macrosporugion -
Acibenzolar-S-meti - Bion®; Agua; (Pvalor = 0,05).

5.6 Antibiograma

Para o teste de antibiose somente a testemunhtiv@pa&ulfato de
estreptomicina) teve agéo direta contra o patddgdonave formacédo de um halo
bem definido. J4 no tratamento Casugamicina fotisaslo um halo ténue.

Na figura abaixo, podemos notar a presenca doss ldmente nos

tratamentos Estreptomicina e Casugamicina.
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Casugamicina

Sulfato de r . 100%Phm
Estreptomicina 3

CMA 50% Phm

Agua
10% Phm

5% Phm

Figura 2 Antibiograma com as concentracdesPdeanacrosporuse com 0S
controles positivos e negativos.

5.7 Producéo de Volateis

No teste de producdo de volateis, observa-se uniiscdn no
crescimento da bactérizseudomonas syringgey. garcaequando inoculada na
presenca do fungo sapréi®o macrosporusObservou-se uma inibigdo tanto do
P. macrosporugm meio BDA quanto em meio CMA. Em ambos os meios,
controle do patdgeno foi maior quando esse foilitamn dois dias apds a

inoculagé@o do antagonista.
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Figura 3 Teste de producao de volateis

Nota: Figura A: Testemunha aos tempos 0, ldiadm® (primeira linha); Antagonista
desafiando patégeno (BDA) aos tempos 0, ldia e @egunda linha). Figura
B: Testemunha aos tempos 0, ldia e 2 dias (prinleite); Antagonista
desafiando patégeno (CMA) aos tempos 0, 1dia @®(@egunda linha).
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6 DISCUSSAO

No contexto da reducdo de uso de defensivos ensaltiedade do
agronegocio, os fungos saprébios podem ser maisemamenta para protecao
de plantas contra a mancha aureolada, particulaenaeprote¢cdo de mudas. No
presente estudo, determinamos que diversos furegmélsos tém potencial de
reducdo do progresso da doenca em mudas.

O seu uso parece surtir efeito tanto em aplicapdegentivas quanto
curativas. Contudo, como controle biolégico é unsiragégia cujo uso €
recomendado preventivamente, a maior parte doslivad descreeningse
concentraram nessa forma de aplicacdo. Supreenusmie os fungodv.
levisporae M. equinata,que apresentaram potencial para redu¢do no psagres
da doenca curativamente (35 e 48%) e aumentaraes@geco de folhas (31 e
62%) nao foram capazes de proteger a planta cemi@ncha aureolada.

Através da selecdo para uso preventivo, conseguiselecionar
candidatos a agentes de biocontrole da manchaladeedo cafeeiro. Dentre
eles, Phialomyces macrosporufoi aquele que apresentou resultados mais
consistentes de controle. Reduziu a AACPDS (42%6) ®aumentou a altura de
plantas (40%).

O aumento do crescimento de plantas pode seradeuda promocao de
crescimento da planta, controle da doenca ou askutie ambos 0s mecanismos
de acdo. Estudos posteriores irdo avaliar o patkende promocédo de
crescimento da planta na auséncia do patégenopdglorepresentar uma razao
a mais para o produtor adotar o uso desse funtpvoara cafeeira.

Um outro mecanismo gque pode estar envolvido norglentla doenga é
a producdo de compostos volateis com acdo inibitddma inibicdo do
desenvolvimento de colbnias bacterianas foi obgenguando se cultivou o
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antagonista dois dias antes do patégeno. Em estadestes com esse fungo,
esta sendo observado que um aumento em diversidadeantidade de

metabdlitos volateis ocorre com maior intensidaai® © aumento do tempo de
cultivo do saprébio, com pico maximo aparentemeltes® para o 6° dia de
cultivo.

Ainda em relagéo a inibicdo direta do patdgenoifiveu-se também
que compostos nao volateis ndo sdo capazes deadnkitégeno. Contudo, faz-
se necessario avaliar posteriormente se essead@sseé mantém para diferentes
isolados do patégeno, pois o controle positivo gasicina, relatado como
inibidor do crescimento da bactéria (PARADELA ef aD00; PATRICIO et al.,
1999), teve uma inibicdo muito fraca, quando coa@@ estreptomicina.

Um outro mecanismo de a¢do encontrado, e,muito apedmente
envolvido no controle da doenca pBlomacrosporug a inducao de resisténcia;
Em outros estudos com inducgdo de resisténcia,icarise que o indutor de
resisténcia requer um tempo antes da aplicac& digparar as respostas de
defesa (MEDEIROS et al., 2011). Diversos marcaddeesesposta de defesa
podem ser avaliados e quantificados. Neste trapabrificou-se que, aos sete
dias, ou seja, no momento em que ocorreu a indonlda bactéria nos ensaios
de selecdo (Grafico 6 e 7), a planta tratada ca@apodbio obteve niveis mais
altos de PAL e POX. Esse acumulo cessa sete diss mas isso ndo significa
que a planta ndo estaria pronta para responder aoum ataque aos 14 dias
apdés o tratamento, pois niveis mais altos de unt@ @nzima envolvida na
tolerancia a estresse, a APX, teve seu nivel msnd segundo periodo
amostrado (Graéfico 8).

A aplicacéo do indutor de resisténcia ASM proporaiprotecdo contra
H. vastatrix em mudas de cafeeiro das cultivares Mundo Novo tiaCa
Vermelho M-99 (GUZZO; HARAKAVA; TSAIl, 2009; MARCHI;
BORGES; RESENDE 2002) mas, em nossos estudos, nao foi verificado
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aumento na atividade das enzimas testadas (Gr&i8psapesar de se observar
controle da doenca (Graficos 1 e 4). Essa repostke per ocorrido mais
rapidamente, mas ndo ter sido duradoura, extingesed o estimulo com
absorcéo do produto.

Uma caracteristica que pode garantir o efeito nthisadouro da
atividade dessas enzimas apds o tratamento conprobéas (uma atividade
melhor que os indutores abidticos usados como aestipositivos) é que esse
fungo ja foi relatado como endofitico de sementes chfé (AHMAD;
THARAPPAN; BONGIRWAR, 2003). Se o fungo saprébio laroza
saprofiticamente ou simbioticamente a planta deé gadde garantir uma
protecdo da planta mais duradoura que a simpldsag@id de um indutor
quimico, explicando os resultados obtidos (HARMAZRO0).

Além do mais, com o aumento da atividade de erwiradutoras de
espécies reativas de oxigénio pode-se esperar déerolerancia a estresse
bidtico, uma tolerancia a estresse abiético, emegpécies reativas de oxigénio
sdo acumuladas, por exemplo, quando a planta eidasa estresse hidrico
(MEDEIROS et al., 2010).

A partir dos resultados obtidos das enzimas podeamodém lancar
perspectivas para estudos futuros avaliando a sideee de reaplicacdo do
produto. A atividade enzimética da PAL sofreu urardscimo aos 14 dias em
relacdo a atividade aos 7 dias, levando-nos a pgusaseria necessaria uma
reaplicacdo do fungo saprébio a cada 7 dias pamutercido da protecao,
protegendo-se as mudas contra possiveis infecciiegiue nao havendo
inoculacdo aos 7 dias, como estratégia para pamengia, a planta deixa de
mobilizar repostas de defesa do metabolismo sedonda

Outros grupos de pesquisa estdo avaliando a dieelside metabdlitos
produzidos pelos fungos saprébios que poderiam est@lvidos no controle da

doenca. Uma estratégia que pode estar envolvidaliciagdo de plantas € a
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producdo de pectatoliases. Essas enzimas podeiialidar componentes da
lamela média da planta liberando oligogalacturarsdque seriam reconhecidos
pela planta e disparariam as respostas de defesa.

Portanto oP. macrosporustem potencial para controle da mancha
aureolada do cafeeiro, pelo menos na producdo dasn® mecanismo de acao
possivelmente envolve uma combinacgdo de acdo gicetaompostos volateis e
a ativacdo de respostas de defesa da planta pumatite relacionadas a defesa

de plantas contra patdgenos; e até mesmo a prordegitescimento de plantas.
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7 CONCLUSAO

Os fungos saprébiddemnoniella echinatd. levisporapodem reduzir
0 progresso da mancha aureolada, quando as mudfatsélas curativamente.

Phialomyces macrosporusjuando usado preventivamente reduziu o
progresso da mancha aureolada e aumentou o crescidas plantas.

P. macrosporusproduz compostos organicos volateis com acao
inibitéria aPseudomonas syring@®. garcae

Este fungo, quando aplicado sobre plantas de icafiézem um aumento
na atividade de fenilalanina aménia liase, permedaascorbato peroxidase.

Os fungos saprobiosCurvularia eragrostidis e Gonytrichum
clamidosporiumaumentaram a area abaixo da curva de progressevdadade
da doenca em relacdo a testemunha agua e reduzsimanho das mudas,

favorecendo a doenca.
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