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RESUMO

O café ¢ um dos produtos agricolas de maior geracao de riquezas do PIB agricola mundial.
Dentre as doencas bacterianas que afetam a cultura, a mancha aureolada, causada por
Pseudomonas syringae pv. garcae, ¢ umas das principais devido as perdas que causa na
producdo. Em func¢do da importancia econdmica da cultura e da escassez de informacgdes sobre
o controle bioldgico de P. syringae pv. garcae, teve-se como objetivo avaliar a eficiéncia de
isolados de Bacillus spp. no manejo da mancha aureolada no cafeeiro em condi¢des de campo.
O experimento foi conduzido em lavoura de café (Coffea arabica) cv. Mundo Novo entre junho
de 2019 e outubro de 2019 em Monte Carmelo-MG. Os tratamentos foram dispostos em blocos
casualizados (DBC) com cinco repetigdes, compostos por isolados de Bacillus spp: B18 (B.
subtilis), B22 (B. thuringiensis serovar israelensis), B05 (B. methylotrophicus), B53 (B.
safensis), B202 (B. subtilis) e B33 (B. subtilis); fungicida cuprico e testemunha (dgua). Foram
realizadas oito pulverizacdes e avaliada a severidade da doenca a cada 15 dias. Os tratamentos
ndo diferiram significativamente entre si quanto a severidade da mancha aureolada em cafeeiro
no experimento em campo, os mesmos isolados obtiveram controle significativo em

experimento em casa de vegetacao.

Palavras-chave: Pseudomonas syringae pv. garcae; Coffea arabica; Severidade.
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea spp.) € uma planta perene pertencente a familia Rubiaceae, tem
como espécies mais cultivadas Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre. E um dos produtos
agricolas de maior geracdo de riquezas, possuindo grande importincia econdmica
(ESPADALE; LAMPURLANES; AUBERT, 2008). O Brasil ¢ o maior produtor de café do
mundo, produzindo em torno de 59 milhdes de sacas de 60 kg (FARRER, 2019).

O cafeeiro apresenta suscetibilidade a varios patogenos. Dentre as doengas bacterianas
que afetam a cultura, a mancha aureolada, causada por Pseudomonas syringae pv. garcae, &
uma das principais devido as perdas que causa na producao (RODRIGUES et al., 2013). Tem-
se tornado limitante em regides mais frias, em face exposta ao vento (SERA, 2001). No cerrado
ocorre em areas de maior altitude e expostas ao vento.

A doenga incide sobre folhas, rosetas, frutos novos e ramos do cafeeiro, atingindo mudas
em viveiros e plantas mais novas no campo. Nas folhas mais velhas, os sintomas consistem em
manchas de conformacao irregular, de coloragdo pardo-escura, envolvidas por halo amarelo,
caracteristico da doen¢a. Em folhas novas, o halo amarelo nas lesdes circulares pode nao ser
notado, mas € possivel perceber uma transparéncia desta regido observando as folhas atacadas
contra a luz. No viveiro, a doenca provoca queima das folhas e necrose dos tecidos jovens
(ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

O controle quimico ¢ a principal medida empregada atualmente, com uso de produtos
pouco eficientes para o controle da bacteriose, com a pulverizag¢do de antibioticos, fungicidas
cupricos e bacteriostaticos (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014).

Como os sintomas da doenca podem ser confundidos com aqueles provocados por
outras doengas fingicas, como mancha de Phoma/Ascochyta, tem-se observado alguns casos
em que foi orientado o uso de produtos de forma incorreta, sendo este um fator agravante
(MATIELLO; ALMEIDA, 2013).

De acordo com Silva et al. (2019), o emprego de bactérias do género Bacillus spp. €
uma possibilidade potencial para o controle bioldégico da mancha aureolada.

Isolados de Bacillus spp. produzem uma estrutura de resisténcia chamada enddsporo, a
qual possibilita a sua maior sobrevivéncia no ambiente e maior vida de prateleira de bioprodutos
e apresentam multiplos mecanismos antagdnicos (antibiose, competicdo por espago €
nutrientes, sintese de substancias antimicrobianas, produ¢do de compostos inespecificos como
amonia, acido cianidrico e sider6foros) contra fitopatogenos (LANNA; FERRO; PINHO,
2010).



A mancha aureolada torna-se preocupante pela auséncia de medidas adequadas de
controle, que leva a perdas econdmicas e ao aumento no custo de produgdo em regides mais
favoraveis a sua incidéncia. A falta de informagdes sobre a dinamica desta doenca, a auséncia
de produtos especificos registrados ¢ o desenvolvimento de resisténcia do patdégeno a
antibioticos tém dificultado o controle da mesma (JESUS JUNIOR et al., 2002).

Considerando que atualmente existe a necessidade de busca pelo desenvolvimento
sustentavel e o emprego de formas menos impactantes de producdo (SANTOS, 2009), a
utilizagao de Bacillus spp. no controle bioldgico da mancha aureolada do cafeeiro pode ser uma
importante ferramenta dentro de um programa de manejo integrado da doenga, em sistema de
cultivo convencional ou organico (SILVA et al., 2019).

Em trabalho anterior realizado por Silva et al., (2019) obteve-se que, os isolados B18
(B. subtilis), B22 (B. thuringiensis serovar israelensis), B05 (B. methylotrophicus), B53 (B.
safensis), B202 (B. subtilis) e B33 (B. subtilis), da cole¢do de bactérias do LAMIF (Laboratorio
de Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal de Uberlandia/Campus Monte
Carmelo), reduziram em mais de 80% a severidade da mancha aureolada em casa de vegetacao.
Além disso, esses isolados produziram in vitro amoénia, 4cido cianidrico e sideroforos.
Experimentos em condigdes de campo precisavam ser conduzidos para corroborar o potencial

desses isolados para o manejo da mancha aureolada.

2 OBJETIVO

Em fun¢do da importancia econdmica da cultura e da escassez de informagdes sobre o
controle biologico de P. syringae pv. garcae € dos promissores resultados encontrado por Silva
et al. (2019) em casa de vegetacdo, teve-se como objetivo nesse trabalho avaliar a eficiéncia
dos isolados de Bacillus spp. no controle bioldégico da mancha aureolada no cafeeiro em

condi¢des de campo.

3 REFERENCIAL TEORICO

O cafeeiro ¢ uma cultura de extrema importancia na economia brasileira, tanto no
mercado interno (graos verdes, torrados e moidos) quanto externo (graos verdes), gerando renda
e emprego. O Brasil ¢ o maior produtor dessa commodity (UNITED STATES DEPARTMENT
AGRICULTURE, USDA, 2018). A regido do Sul/Sudoeste de Minas Gerais tem grande aptidao



e tradi¢do na cafeicultura, destacando-se a nivel nacional. O cerrado mineiro também se destaca
pela produgdo de café especial (VALE; CALDERARO; FAGUNDES, 2014).

A mancha aureolada do cafeeiro, causada por P. syringae pv. garcae, ¢ uma bacteriose
que esta presente nas principais regioes produtoras de café como Sao Paulo, Parand e Minas
Gerais, especialmente nas regides do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba (BELAN; POZZA;
SOUZA, 2014).

Nas lavouras implantadas em regides de altitudes maiores e desprotegidas da ac¢ao de
ventos frios, ou em épocas de temperaturas amenas ¢ com alta umidade relativa do ar, a mancha
aureolada provoca desfolha e seca necrética de ramos laterais e, em casos mais graves, de ramos
verticais ou ortotropicos, reduzindo, consequentemente, o crescimento e a producdo. A doenga
incide nas folhas, frutos novos e extremidades de ramos em crescimento. Nas folhas mais
velhas, os sintomas consistem de manchas de conformacdo irregular, de coloracdo pardo-
escura, envolvidas por halo amarelo (ZAMBOLIM et al., 1997).

A disseminagdo ocorre a curtas distancias pela agcdo dos respingos de chuva, ventos e
granizos. Nessas condigdes, a bactéria ¢ disseminada na mesma planta ou de uma planta para
outra. A longas distancias, a disseminagdo acontece por meio de mudas infectadas com o
patogéno. A disseminacao também ¢ favorecida em lavouras em formagdo com plantas com
trés a quatro anos de idade e em cafezais em reforma com podas que estdo sujeitos a ventos
constantes e frios e apds longos periodos de umidade elevada e em viveiros de mudas adensados
e com excesso de umidade (RODRIGUES et al., 2013).

O fitopatdgeno consegue sobreviver em restos de cultura presentes no solo em periodos
de baixa pluviosidade, sobrevivendo como microrganismo epifita € permanece na superficie
abaxial das folhas sem penetrar nos tecidos vegetais, nao causando assim a doenga na planta
até que encontrem condi¢des ideias para causarem infec¢des (ZOCOLLIL;, TAKATSU;
UESUG]I, 2011).

Essa bactéria ¢ Gram-negativa, aerébia estrita, apresenta células em formato de
bastonete, movimenta-se por flagelos polares e variam de 0,5-1,0 um de didmetro e 1,5-5,0 um
de comprimento. Pertence ao filo Proteobacteria, classe Gamma Proteobacteria, ordem
Pseudomonadales, familia Pseudomanadaceae, género Pseudomonas, espécie P. syringae e P.
syringae pv. garcae. Em meio de cultura as colonias apresentam cor branca a creme com bordas
irregulares e ao redor do crescimento apresentam coloragdo marrom devido a producdo de
melanina (BARTA; WILLIS, 2005).

Compostos cupricos vém sendo utilizados para controle devido a sua relativa eficacia,

ao baixo custo e baixo efeito toxico em mamiferos, o que os torna econdmica e ecologicamente



adequados (ARAUIJO et al., 2003). Entretanto, esses fungicidas devem ser aplicados antes do
estabelecimento da doenga na planta, pois atuam como protetores (ITHIRU et al., 2013).
Também sdo utilizadas cultivares resistentes para o plantio de mudas, dentre as quais se destaca
a IPR 102, a qual apresenta resisténcia completa (SERA; SERA; FAZUOLI, 2017). Ja as
cultivares IPR 108, IPR 104, IAPAR 59 e IPR 103 apresentam resisténcia parcial (ITO et al.,
2007). Também se utilizam quebra-vento e produtos bacteriostaticos (BELAN; POZZA;
SOUZA, 2014).

Os viveiros devem ser isentos da doenca, instalados em locais livres de ventos frios,
realizando o correto manejo da adubacdo e irrigacdo e escolher a implantacdo de cultivar
resistente a bactéria (SERA, 2004).

Em relagdo ao controle biologico, resultados positivos com uso de Bacillus spp. em casa
de vegetagdo no biocontrole de diversos fitopatdgenos foram evidenciados por alguns autores,
0s quais constataram a reducdo da severidade de diversas doencas (LANNA; FERRO; PINHO,
2010). Em estudo realizado por Silva et al. (2019), os isolados B18 (B. subtilis), B22 (B.
thuringiensis serovar israelensis), B05 (B. methylotrophicus), B53 (B. safensis), B202 (B.
subtilis) e B33 (B. subtilis), da cole¢do de bactérias do LAMIF (Laboratorio de Microbiologia
e Fitopatologia da Universidade Federal de Uberlandia/Campus Monte Carmelo), reduziram
em mais de 80% a severidade da mancha aureolada em casa de vegetacdo, o que justifica a

continuidade dos experimentos em campo.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em lavoura cafeeira cv. Mundo Novo entre junho e
outubro de 2019, na Fazenda ALCAAN em Monte Carmelo, MG, Brasil (18°48°50.4” S e
47°26°26.3” W) a 977 m de altitude. As plantas tinham sete anos de idade, 2,40 m de altura e o
espacamento da cultura de 3,8 m entre linhas e 0,7 m entre plantas. A lavoura era irrigada por
gotejamento e nao apresentava carga pendente devido a recente poda por esqueletamento a 30
cm do ramo ortotropico, realizada no més de agosto de 2018. A 4rea apresenta historico
frequente da ocorréncia da mancha aureolada. Os tratamentos foram dispostos em blocos
casualizados (DBC) com cinco repeti¢cdes. As parcelas experimentais foram caracterizadas por
uma fileira com nove plantas e comprimento de 6,3 m. As avaliagdes foram feitas em ramos do
terco médio marcados de cinco plantas centrais em cada parcela, sendo quatro ramos no lado
do poente e quatro ramos do lado do nascente. Os tratamentos foram:

1) BI18 — Bacillus subtilis,



2) B22 — Bacillus thuringiensis;

3) BOS — Bacillus methylotrophicus;

4) BS53 — Bacillus safensis;

5) B202 — Bacillus subtilis;

6) B33 — Bacillus subtilis,

7) Fungicida cuprico — Hidroxido de cobre;
8) Testemunha — Agua;

A dose utilizada para os tratamentos a base de Bacillus foi de 0,5 L ha' de uma
suspensdo contendol x 10° UFC mL"!, com um volume de calda 500 L ha''. A dose do fungicida
cuprico foi de 2,5 Kg ha'!, com um volume de calda 500 L ha™!. Para a testemunha utilizou-se
um volume de calda de 500 L ha™.

Os isolados fazem parte do acervo do LAMIF. Os isolados foram cultivados em frascos
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL por frasco do meio de cultura liquido 523 proposto
por Kado & Heskett (1970). Os erlenmeyers, apos a repicagem de cada isolado, foram
acondicionados em um agitador orbital (shaker) a 150 rpm, a temperatura de 28°C durante cinco
dias no escuro. A concentragdo de cada suspensdo dos antagonistas foi ajustada em
espectrofotometro (A 540 nm = 0.2) até obter a concentragio de 10° UFC mL"!.

Em todas as pulverizacdes, de todos os tratamentos, foi adicionada sacarose (agucar
cristal comercial) na concentragio de 1g L', com a finalidade de espalhante adesivo.

As pulverizagdes foram realizadas com um pulverizador atomizador costal Stihl SR 420.
Foi realizada uma pulverizagdo a cada 15 dias, durante quatro meses, sendo a primeira realizada
dia 24 de junho de 2019 e a ultima no dia 06 de outubro de 2019, no periodo da tarde.

A primeira avaliagdo da bacteriose foi realizada no dia da primeira pulverizacao e as
demais avaliagdes, 15 dias apos a primeira pulverizacdo e de 15 em 15 dias até o final do
experimento. Foi avaliada a severidade da doenga, seguindo a escala de Belan et al. (2014).

Os dados foram integralizados na 4rea abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD) calculada pela formula: AACPD = Y ((Yi + Yi+1)/2) (ti+tl — ti ), onde: Y € a
intensidade da doenga (nota atribuida de acordo com a escala diagramética usada) (BELAN et
al., 2014); t ¢ o tempo (intervalo entre as avaliagdes, em dias); e i representa o numero de
avaliagdes no tempo. Foram realizados os testes de Shapiro-Wilks e Bartlett para testar a
normalidade e homogeneidade das variancias, respectivamente. Foi realizada a analise de
variancia (ANOVA, Teste F a 5% de probabilidade) utilizando o software estatistico R (R

development team, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenca significativa para a area abaixo da curva de progresso da mancha
aureolada causada por P. syringae pv. garcae em cafeeiro em fungdo dos diferentes isolados
testados e do fungicida cuprico, apresentando resultado significativamente igual a testemunha
(Tabela 1), demonstrando, dessa forma, que os tratamentos ndo controlaram a doenca, nas

condigdes do experimento.

Tabela 1. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em cafeeiro para os diferentes

tratamentos

Tratamentos AACPD
T3 - B05 154,50 a
T8 - Testemunha 153,00 a
T2 -B22 151,55 a
T7 - Fungicida cuprico 147,00 a
T1-BI8 144,00 a
T4 - B53 142,50 a
T5 - B202 142,50 a
T6 - B33 140,70 a

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de F ao nivel de 5%

de probabilidade.

Uma das principais caracteristicas dos fungicidas cupricos € a de ser protetor, de contato,
pouco absorvido pela cuticula e ndo sistémico. Por atuarem como protetores, os fungicidas
cupricos devem ser aplicados antes do estabelecimento da doenga na planta (ITHIRU et al.,
2013) ou seja, antes mesmo da planta manifestar os sintomas. Quando o experimento se iniciou
todas as plantas apresentavam folhas com sintomas da doenga, estando enquadradas no nivel 2
(1,0 a 2,0% em média) (Tabela 2). O fato do cobre ter sido pulverizado quando as plantas ja
manifestavam esses sintomas pode justificar a baixa eficiéncia e aumento da severidade da
mancha aureolada no tempo. Apesar do cobre proteger tecidos vegetais ainda sadios, esse

aspecto nao foi observado nesse trabalho.
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Tabela 2. Avaliacdo da severidade da mancha aureolada em cafeeiro, segundo escala de Belan

(2014), no inicio do experimento (24/06/2019)

Tratamentos Severidade média
T3 - B05 1,82%
T5 - B202 1,75%
T2 - B22 1,70%
T7 - Fungicida cuprico 1,68%
T1-BI8 1,64%
T8 - Testemunha 1,60%
T6 - B33 1,60%
T4 - B53 1,49%

A bula de alguns produtos utilizados no controle biologico a base de Bacillus spp.
recomenda evitar aplicagdes em condigdes de baixa umidade relativa do ar (menores que 60%)
e altas temperaturas (maiores que 30°C). Nas trés ultimas aplicagdes foram registradas
temperaturas acima do limite recomendado. A umidade relativa do ar também foi inferior ao
recomendado em duas das aplicagdes (Tabela 3). As aplicagdes foram realizadas em horarios
distintos, muitas vezes coincidindo com alta incidéncia de radiacao solar e alta temperatura no
periodo da tarde, podendo ter influenciado na sobrevivéncia dos isolados bacterianos na

superficie vegetal.

Tabela 3. Dados meteoroldgicos registrados nas datas das aplicagdes (2019)

Data da aplicacao Temperatura (°C) Umidade Relativa (%)
24/06 26,5 76
08/07 24,9 65
22/07 24,9 70
11/08 29,8 63
26/08 29,0 69
07/09 30,3 55
22/09 35,4 48
06/10 32,8 61

Fonte: Sismet Cooxupé.
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Em condi¢des ambientais adversas, como baixa umidade relativa do ar e alta radiacdo
solar, o efeito benéfico proporcionado por bactérias pode ndo ser alcancado de modo
satisfatorio, pois tais condigdes ambientais podem ser deletérias as atividades bacterianas
(FERRAZ et al., 2015).

Outro fator limitante se refere a forma de produgdo dos isolados de Bacillus spp. no
laboratorio, que apesar de ter acontecido em condig¢des controladas, ndo contou com ajustes de
parametros especificos, tais como oxigénio dissolvido e controle de pH, como ocorre nas
producdes industriais. Vale destacar que os isolados utilizados no presente trabalho nao sao
comerciais, portanto ndo possuem uma formulagdo adequada, tais como adicao de adjuvantes,
umectantes e protetores contra radiacdo UV. Uma sugestdo para futuros trabalhos seria
adicionar um tratamento com um produto comercial a base de Bacillus sp.

Em trabalho realizado por Silva et al. (2019), em condi¢des de casa de vegetagdo, os
mesmos isolados de Bacillus (B05, B18, B22, B33, B53 e B202) foram eficientes no controle
da mancha aureolada, diminuindo significativamente a severidade da doenga e ndo diferiram
significativamente entre si. Esses isolados controlaram em 84,3%; 86,3%; 84,3%; 80,4%;
80,4% e 80,4%, respectivamente, os sintomas da mancha aureolada em mudas de cafeeiro. Um
dos possiveis motivos dos resultados ndo terem sido corroborados em campo, € que em casa de
vegetacao as condi¢des de temperatura e molhamento foliar do experimento foram controladas
(temperatura de 25°C e molhamento foliar de 48 horas apés as pulverizagdes (Silva et al. 2019),
0 que ndo aconteceu em campo. Outro fator importante ¢ que no experimento realizado por
Silva et al. (2019) P. syringae pv. garcae foi inoculada nas plantas de cafeeiro apos as
pulverizagdes com os diferentes isolados de Bacillus sp, ou seja, as aplicagdoes dos antagonistas
foram preventivas. Nesse caso, as bactérias antagonistas podem colonizar a superficie vegetal
sadia e produzir metabdlitos previamente a colonizag@o da bactéria fitopatogénica, inibindo seu
crescimento, consequentemente sua penetracdo no tecido vegetal. J& no presente trabalho as
plantas do experimento j& estavam infectadas por P. syringae pv. garcae e o local
apresentava condigdes favoraveis a disseminacao da bactéria pelo vento (altitude acima de 900
m).

Resultados positivos com uso de Bacillus spp. em casa de vegetagdo no biocontrole de
diversos fitopatogenos foram evidenciados por alguns autores, os quais constataram a redugao
da severidade de diversas doengas. Atualmente, bioprodutos a base de B. subtilis mostram-se
efetivos na reducdo de doengas no campo, além de serem menos agressivos ao meio ambiente.

Pautando assim, na principal tendéncia mundial, que visa estudos com microrganismos no
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controle de doengas, almejando a reducao drastica de produtos quimicos que causam disturbios

ambientais importantes (LANNA; FERRO; PINHO, 2010).

6 CONCLUSAO

No presente trabalho, osisolados de Bacillus spp. (B05, B18, B22, B33, B53 ¢ B202)
ndo foram eficientes em diminuir a severidade da mancha aureolada do cafeeiro em

condi¢des de campo.
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ANEXO A — Escala diagramética para avaliar a severidade de Pseudomonas syringae pv.

garcae.
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