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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de filtrados derivados de culturas de rizobactérias na inibicdo da germinagdo de esporos de
Colletotrichum gloeosporioides e confirmar sua agdo antifungica em relagdo 4 mancha manteigosa em mudas de cafeeiro. Foram
conduzidos ensaios in vitro para testar 42 filtrados, identificando-se os de maior capacidade de inibir a germinagdo de esporos do
fungo. Plantulas de café foram submetidas & inoculagdo com Colletotrichum e pulverizagdo com quatro dos filtrados mais
promissores. Os tratamentos constituiram um fatorial 4x4+2, combinando a aplicacdo de quatro filtrados com quatro modos de
inoculagdo do fungo (auséncia de inoculacdo e inoculacdo dois dias antes, junto, ou dois dias depois da aplicagdo dos filtrados).
Uma testemunha absoluta e outra que recebeu somente o indculo do fungo constituiram tratamentos adicionais. Apos 35 dias,
foram avaliados o crescimento do cafeeiro e a severidade da mancha manteigosa. Os filtrados apresentaram ampla variacdo
quanto a atividade antifiingica in vitro e cinco deles inibiram completamente a germinagdo dos esporos. No experimento com
planta, os filtrados tiveram eficacia similar contra a mancha manteigosa, com controle parcial da doenga (35%). A aplicagdo dos
filtrados teve efeito depressivo ao crescimento do cafeeiro, proporcionando menor produgdo de matéria seca em relagdo a
testemunha absoluta.

Termos para indexagdo: Mancha manteigosa, biocontrole, antibiose, doenga fungica, substancias naturais.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of rhizobacteria metabolites on Colletotrichum gloeosporioides
spores germination and to confirm their antifungic activity against the buttery spot disease in coffee seedlings. In vitro bioassays,
carried out with 42 rhizobacteria filtrates, allowed the identification of filtrates able to completely inhibit the spore germination.
Coffee seedlings were inoculated with Colletotrichum and sprayed with four of the most promising filtrates. The treatments were
organized in a 4x4+2 factorial scheme, combining the application of the four filtrates with four procedures of Colletotrichum
inoculation (inoculation absence, inoculation two days before, together, or two days after the filtrates application). A check
treatment (1) without filtrate or pathogen and other check (2) that received only the pathogen inoculation constituted the
additional treatments. After 35 days, the vegetative growth of the seedlings and the severity of the buttery spot were assessed. All
four filtrates showed similar effectiveness in the control of the buttery spot. The disease control was partial (35%). The filtrates
application was harmful to coffee growth, providing less dry matter production in relation to the check treatment (1).

Index terms: Buttery spot, biocontrol, antibiosis, fungic disease; natural substances.

(Recebido para publicagdo em 10 de maio de 2004 e aprovado em 22 de marco de 2005)

INTRODUCAO lavouras de Coffea arabica L. do municipio de

Cristais MG, causando manchas nas folhas e morte

A ocorréncia de espécies de Colletotrichum tem  dos cafeeiros. Na maioria das regides produtoras do

sido relatada nas regides cafeeiras brasileiras com certa  pais, tem aumentado a incidéncia dessa doenga
freqiiéncia (ALVES & CASTRO, 1998; FIQUEIREDO provocada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides,
& MARIOTTO, 1978; OROZCO MIRANDA, 2003). a qual pode causar perdas significativas de
No inicio da década de 1990, Dorizzoto & Abreu (1993)  produtividade. Nechet & Abreu (2002) relatam, como
constataram a presenca de “mancha manteigosa” em  sintomas da mancha manteigosa em folhas jovens,
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a presenga de manchas circulares de 2-10 mm de
didmetro, ndo-necroticas, de coloracdo verde-clara a
amarela, ligeiramente deprimidas e menos brilhante que
a superficie normal da folha. Em estagio avancado, uma
necrose apresenta-se no centro das manchas que
coalescem e a folha cai. Em ramos e frutos, surgem
lesdes menores, deprimidas e necrdticas, de cor
marrom-clara e bordas irregulares. Folhas e ramos
novos sdo objeto de ataques mais intensos. As folhas
caem, 0S ramos secam progressivamente e da-se a morte
da planta. Em lavouras adultas, com mais de 4 anos, as
plantas muito susceptiveis ja estdo mortas.

E crescente a busca por técnicas de biocontrole
de doencas na agricultura. Pesquisas tém sido realizadas
para identificar substdncias naturais bioativas que
possam ser empregadas no manejo fitossanitario, com
menos efeitos negativos no ambiente (CASTRO, 1989).
A rizosfera ¢ um ambiente na interface solo-raiz onde
proliferam numerosos microrganismos, 0s quais
normalmente apresentam alguma relagdo com a planta,
em maior ou menor grau de interacdo, podendo resultar
em efeitos maléficos, nulos ou benéficos para o
desenvolvimento vegetal (MOREIRA & SIQUEIRA,
2002). Entre os fatores pelos quais certas rizobactérias
favorecem o crescimento das plantas, tem-se o potencial
de supressdo de fitopatogenos por meio de diferentes
processos, os quais podem envolver antibiose por
produtos do metabolismo secundario (antibidticos) e a
ativagdo de mecanismos de defesa da propria planta
(CATTELAN & HARTEL, 2000). As rizobactérias do
género Bacillus sdo promissoras no controle de diversos
fitopatogenos e sdo conhecidas pela sua capacidade de
producdo de compostos antibidticos com acdo
antifungica (BATISTA JUNIOR et al., 2002; BETTIOL

et al., 1997, KUPPER et al., 2003; MELO &
VALARINI, 1995;). Freitas (1989) wverificou que
plantulas de café inoculadas com isolados de
rizobactérias do  género  Pseudomonas  foram

beneficiadas, apresentando maior peso de matéria seca
em relagdo aquelas ndo inoculadas. Contudo, os
processos envolvidos nesse estimulo do crescimento
ndo foram caracterizados.

Quando cultivadas em laboratorio, em meios
apropriados, algumas rizobactérias realizam a exocitose,
processo pelo qual diversos compostos metabolicos sdo
liberados para o meio, permitindo que sua extracdo e
purificagdo venham a ser feitas com relativa facilidade.
O potencial do uso de substancias derivadas do
metabolismo de rizobactérias no controle de doengas
fungicas tem sido evidenciado em alguns trabalhos
(BETTIOL et al., 1997; CATTELAN, 1994; KUPPER

et al., 2003). O pressuposto basico ¢ que, uma vez
colocadas em contato com as plantas de interesse, as
substancias presentes em extratos de culturas de
rizobactérias sdo capazes de desencadear processos
naturais de supressdo de fitopatégenos, reduzindo a
severidade ou eliminando o risco de infec¢do por
fungos.

Com este trabalho teve-se por objetivo avaliar o
efeito de filtrados derivados de culturas de rizobactérias
na inibigéo da germinagéo de esporos de Colletotrichum
gloeosporioides e confirmar sua agdo antifungica em
relacdo a mancha manteigosa em mudas de cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Inicialmente, foi realizado um experimento in
vitro visando a selecionar filtrados de rizobactérias com
acdo antimicrobiana contra o fungo Colletotrichum
gloeosporioides, causador da mancha manteigosa do
cafeeiro. Posteriormente, os filtrados mais promissores
foram testados num experimento in Vvivo, no qual
plantulas de café foram submetidas a tratamentos
combinando a aplicacdo dos filtrados e inoculagdo com
C. gloeosporioides.

As rizobactérias utilizadas nos experimentos
foram obtidas de raizes de plantas de capuchinha
(Tropaeolum majus L.), planta medicinal de flores
comestiveis, café (Coffea arabica L.), tomate
(Lycopersicum esculentum Mill.), pimentdo (Capsicum
annuum L.) e de cacau (Theobroma cacao L.). As raizes
foram lavadas, trituradas em liqiiidificador com sulfato
de magnésio 0,1 M. A suspensao foi coada e transferida
para meio de cultura TSA (“Tryptic Soy Agar”, meio de
cultura comercial utilizado na propor¢ao de 40g/L de
agua) solido. Apés 24 horas, as colonias formadas
foram repicadas para o meio de cultura TSB (“Tryptic
Soy Broth”, meio de cultura comercial utilizado na
propor¢ao de 40g/L de 4gua) liquido, permanecendo em
agitadores a 100 rpm por dez dias. Nesse periodo, as
bactérias realizaram a exocitose, liberando compostos
metabolicos para o meio. As solugdes resultantes de
cada cultura foram centrifugadas e os sobrenadantes,
filtrados. Os filtrados foram mantidos a -10°C até o
momento de sua utilizagdo nos testes in vitro e in vivo.

O in6culo de C. gloeosporioides foi isolado de
folhas colhidas de plantas de café com sintomas da
mancha manteigosa. Os esporos (conidios) foram
obtidos de uma cultura do fungo em meio de cultura
MEA (extrato de malte) 2%. Apds a esporulacdo, foi
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feita lavagem das colonias com 5 mL de 4&gua
esterilizada, retirando-se os conidios com auxilio de um
pincel. As concentragdes das suspensdes foram
ajustadas para 10* e 10° esporos mL’, para os
experimentos in Vitro e in vivo, respectivamente.

No experimento in vitro, avaliaram-se 42
filtrados de rizobactérias, testados na sua concentra¢do
original (100%) e em outras quatro concentragdes,
sendo feitas diluicdes com agua destilada a fim de se
obter 50%; 25%; 12,5% ou 6,25% do filtrado na
solucdo resultante. Os testes foram feitos em laminas
escavadas com trés cavidades. Cada cavidade
representou uma repeticdo. Os tratamentos foram
aplicados colocando-se, nas cavidades das laminas, 40
ul da solugdo contendo o filtrado e 40 pl da suspensdo
de esporos do fungo. Utilizou-se ainda uma testemunha
contendo apenas a suspensdo de esporos, sem a adi¢do
de filtrados. A atividade antifiingica dos filtrados foi
avaliada mediante analise microscopica aleatoria de 200
esporos, verificando a ocorréncia de inibicdo da
germinacao deles.

Quatro dos filtrados mais promissores,
identificados pelos cédigos D1-5411, D1-5628, D1-—
5825 ¢ D1-5729 (referenciados no texto como F1, F2,
F3 e F4, respectivamente), foram estudados para
confirmagdo de sua agdo antifingica contra C.
gloeosporioides e controle da mancha manteigosa em
mudas de cafeeiro. As plantas de café utilizadas no
experimento in vivo foram da cultivar Icatu Amarelo
TIAC-3282, considerada moderadamente suscetivel ao
Colletotrichum gloeosporiodes (OROZCO MIRANDA,
2003). As sementes foram desinfestadas com alcool e
com hipoclorito de sdédio, sendo entdo colocadas em
meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar) e
incubadas a 25°C por cinco dias, no intuito de eliminar
aquelas que apresentassem desenvolvimento de
patégenos em sua superficie. As  sementes

aparentemente isentas de patogenos foram postas a
germinar em papel de filtro umedecido. No momento do
surgimento da radicula, foram transferidas para
substrato comercial Bioplant® em copos plasticos de
200 mL, dispostas em niimero de cinco por recipiente,
permanecendo por 30 dias em camara de crescimento a
25°C.

Quando as plantulas apresentavam hipocdtilos na
fase de “palito de fosforo”, com cerca de trés
centimetros de altura, foram aplicados os tratamentos. O
experimento foi instalado em delineamento de blocos
casualizados com quatro repeticdes, num esquema
fatorial 4x4+2, combinando a pulverizagdo com cada
um dos quatro filtrados de rizobactérias (F1, F2, F3 e
F4) e quatro modos de inoculagio com o C.
gloeosporioides: 1- ausente (sem inoculagdo do
patoégeno), 2- antes (inocula¢do do patdgeno dois dias
antes da aplicacdo do filtrado), 3- junto (inoculagdo do
patégeno no momento da pulverizagdo com filtrado) e
4- depois (inoculacdo do patdogeno dois dias depois da
aplicagdo do filtrado). Em dois tratamentos adicionais,
foram empregadas uma testemunha absoluta, que
recebeu pulverizagdo com agua pura, ¢ uma outra, que
somente recebeu inoculagdo com C. gloeosporioides.
Cada parcela experimental foi constituida de dez copos
plasticos com cinco plantas cada um (50 plantas por
repeticdo). Nos tratamentos pertinentes, a inoculagao foi
realizada com pulverizador manual, sendo as plantulas
de cafeeiro colocadas em camara imida 24 horas antes.
O experimento foi conduzido em camara de crescimento
a 25 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas luz/escuro e
umidade relativa préoxima ao ponto de saturacdo
(100%).

Aos 35 dias apés a aplicagdo dos filtrados,
avaliou-se a severidade da mancha manteigosa nos
tratamentos. Foi usada uma escala de notas adaptada e
modificada de Vossen et al. (1976) (Tabela 1).

TABELA 1 — Critérios de avaliagdo do espectro de reacdo a Colletotrichum sp. apresentado por plantas de café.

Nota (grau de sintomas)

Severidade / Sintomas

1 Auséncia de rea¢do visivel

Lesoes iniciais nas folhas

Lesoes acentuadas nas folhas

Lesdes acentuadas no hipocotilo

2
3
4 Lesdes com inicio de estrangulamento no hipocétilo
5
6

Planta morta
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Considerando-se esses dados, foi determinado o
indice de doenga (ID) (CIRULLI & ALEXANDER,
citados por LIMA, 1981), aplicando-se a formula ID=%
(FxV)/(NxX)x 100, em que F é o nimero de plantas
com determinado grau de sintomas; V representa o grau
de sintomas; N é numero total de plantas inoculadas; e
X corresponde ao grau maximo de sintomas. Foram
determinadas também a altura das plantas e a matéria
seca da parte aérea e das raizes.

Os dados obtidos nos experimentos foram
submetidos a analises de variancia. Para os filtrados
testados no experimento in vitro, foram ajustados
modelos de regressdo para germinagdo de esporos de C.
gloeosporioides em fungdo das concentragdes de
filrado no meio. Para cada varidavel avaliada no
experimento in Vivo, as médias relacionadas aos
tratamentos que constituiram o fatorial foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

9 4
9 75 D1-5825
S 60
I
£ 45
E 30 =-0,0174x> +0,9914x + 75,908
8 15 R2=0,9881
0 -+ . . . »
0 25 50 75 100
Concentracao do filtrado (%)
—~ 90 <
X :I
S 75 Vb—-’\\ D1.5411
2 60
&
£ 45
E 30 y=-0,0153x"+0,7409x + 78,961
8 15 R?=0,9956
0 - : : : »
0 25 50 75 100
Concentracéo do filtrado (%)
= 90 ‘
RS
<75 D1—5614
R 60
&
c 45
E 30 y=-0,0175x*+0,9552x +80,078
3 15 R?=0991
0 4 : : »
0 25 50 75 100

Concentracao do filtrado (%0)

Os tratamentos adicionais foram comparados a média
do fatorial pelo teste de Scheffé (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Filtrados de rizobactérias com acéo antifingica

in vitro

Houve interacdo significativa entre filtrados e
concentragdes na inibi¢do da germinagdo dos esporos de
C. gloeosporioides. Verificaram-se distintos niveis de
atividade antifungica dos filtrados, e alguns
apresentaram efetiva capacidade inibitéria do fungo.
Dos 42 filtrados testados, cinco chegaram a impedir
completamente a germinagdo dos esporos, o que
ocorreu quando o filtrado foi utilizado sem diluigéo
alguma (Figura 1). Desse modo, definiu-se que 100%
seria a concentracdo Otima a ser utilizada no
experimento in vivo.
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FIGURA 1 - Germinac¢do de esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides na presenca de filtrados de

rizobactérias em concentragdes crescentes.
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Em outros trabalhos também se evidencia grande
variabilidade de resultados em estudos de antagonismo
de rizobactérias a fungos fitopatogénicos de diversas
culturas. Diferentes isolados, mesmo que pertencentes a
um unico género ou espécie de rizobactéria, apresentam
efeitos variaveis no controle de um dado patogeno
(BATISTA JUNIOR et al, 2002; FREITAS &
PIZZINATTO, 1997, KUPPER et al., 2003; WEI et al.,
1991). Entre os mecanismos de antagonismo, a
antibiose, possivelmente, € o que estd mais relacionado
aos efeitos observados no presente estudo. Substincias
com propriedades antimicrobianas produzidas durante o
cultivo estariam presentes nos extratos dessas culturas
(BETTIOL et al., 1997; CATTELAN, 1994; KUPPER
et al., 2003) e exerceriam efeito antifungico quando em
contato com os esporos do C. gloeosporioides.

Efeito de filtrados de rizobactérias no controle
da mancha manteigosa

Houve interagdo significativa dos fatores,
filtrados de rizobactérias ¢ modos de inoculagdo do C.
Gloeosporioides, para as variaveis de crescimento do
cafeeiro. Quanto a altura de planta, na média, os
tratamentos do fatorial ndo diferiram significativamente
da testemunha absoluta ou da testemunha inoculada
com o fungo (Tabela 2). Na auséncia do C.
gloeosporioides, as plantas que receberam os filtrados
F1 e F3 apresentaram tendéncia de maior crescimento
em relagdo a testemunha absoluta. Esse fato ¢ indicativo
de que esses filtrados podem ter algum efeito
estimulador do crescimento em altura, o qual ndo estaria
ligado a mecanismos de bioprotegao.

Quando a inoculagdo com o fungo foi realizada
juntamente com a aplicagdo dos filtrados (modo de
inoculagdo “junto”), ndo se observou diferenga entre
esses (Tabela 2). Esse resultado confirma a similaridade
dos resultados obtidos com os quatro filtrados no
experimento in vitro, no qual o contato dos produtos
com os esporos de Colletotrichum também se deu de
forma direta e imediata. J& quando a inoculagéo foi feita
antes ou depois da pulverizacdo dos filtrados, os
tratamentos com F4 apresentaram menor altura, ao
passo que F2 foi o produto que proporcionou maior
crescimento (Tabela 2). Em valores absolutos, o filtrado
F4 tendeu a ocasionar menores alturas para todos os
modos de inoculagdo, o que pode ser indicativo de sua
menor eficacia, além de um possivel efeito fitotdxico,
visto que esse filtrado também proporcionou menor
altura na auséncia do patogeno.

Em termos de produgdo de matéria seca, os
principais efeitos de tratamentos foram observados tanto
no peso seco total (Tabela 3), quanto isoladamente, na
parte aérea e nas raizes. A testemunha absoluta foi
estatisticamente superior a média do fatorial. Na
realidade, nenhum dos tratamentos do fatorial
proporcionou producdo de matéria seca numericamente
equiparavel a da testemunha absoluta, evidenciando que
quando a planta recebeu aplicagdo de filtrado, na
presenga ou ndo do inoculo de C. gloeosporioides,
houve efeito depressivo para a acumulagdo de matéria
seca nas plantas. A auséncia de diferenca significativa
da testemunha Colletotrichum em rela¢ao ao fatorial é
indicativa de que um eventual controle do patdgeno
parece ndo ter resultado em maior crescimento das
plantas.

TABELA 2 — Altura (cm) de plantas de cafeeiro em resposta a aplicacdo de filtrados de rizobactérias e inoculagdo

com Colletotrichum gloeosporioides.

Filtrados

Inoculacao = > = F2 Média
Ausente 4,66 a A 4,32 a AB 4,63aA 392aB 4,38
Antes 3,88 b AB 432aA 3,89 b AB 3,47aB 3,89
Junto 387bA 3,6lb A 3, 74b A 3,75a A 3,74
Depois 3,84b AB 3,99 ab A 3,87 b AB 348a8B 3,79
Média 4,06 4,06 4,03 3,65
Testemunha absoluta 4,37 ns
Testemunha Colletotrichum 3,33 ns

Me¢édias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha sdo estatisticamente iguais pelo teste de

Tukey (p<0,05).

ns = a testemunha em questdo ndo difere da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé (p<0,05).
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TABELA 3 — Matéria seca (g) total de plantas de cafeeiro em resposta a aplicag@o de filtrados de rizobactérias e

inoculag¢do com Colletotrichum gloeosporioides.

Inoculacao Filtrados Média

F1 F2 F3 F4

Ausente 3,79a A 3,14aB 3,78a A 3,69 a AB 3,60

Antes 3,38 ab AB 3,26 a AB 3,61laA 294bB 3,30

Junto 3,02b AB 293 aB 355aA 3,45 ab AB 3,24

Depois 3,74a A 3,07aB 2,25bC 3,49 ab AB 3,14

Média 3,48 3,10 3,30 3,39

Testemunha absoluta 4,50 *

Testemunha Colletotrichum 3,33 ns

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maiuscula na linha sdo estatisticamente iguais pelo teste de

Tukey (p<0,05).

* = a testemunha em questdo difere (>) da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé (p<0,05).
ns = a testemunha em questdo ndo difere da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé (p<0,05).

Por ocasido das avaliagdes do experimento,
observou-se que as plantas de todos os tratamentos que
foram pulverizados com filtrados apresentavam
manchas cloréticas nas folhas, sintoma ndo presente nos
dois tratamentos testemunha. Isso sugere que, na
concentragdo em que foram utilizados, os filtrados
podem ter provocado algum distarbio fisioloégico ou
fitotoxidez ao cafeeiro. Bettiol et al. (1997) obtiveram
menor peso fresco de plantas quando uma solugdo com
concentra¢do mais elevada de metabolitos de Bacillus
subtilis foi aplicada em pepino.

Na avaliagdo da severidade da mancha
manteigosa, por meio do indice de doenca, a resposta
aos tratamentos foi dependente do modo de inoculagdo,
ndo havendo efeito de filtrados ou interagdo dos fatores.
Desse modo, considerando a média dos quatro filtrados,
na auséncia do C. gloeosporioides, o indice de doenga
foi menor em relagdo a presenca do fungo inoculado
antes, junto ou apo6s a aplicag@o dos filtrados (Tabela 4).
Na média do fatorial, o indice de doenga ndo foi
significativamente diferente em relacdo a testemunha
absoluta, mas foi menor em relagdo a testemunha
Colletotrichum. Além disso, pode-se verificar que,
numericamente, o indice de doenga determinado para
cada tratamento do fatorial sempre ficou abaixo do
valor obtido para a testemunha Colletotrichum (Tabela
4). Portanto, depreende-se que os metabdlitos presentes
nos filtrados rizobacterianos proporcionaram reduc¢do na
severidade da mancha manteigosa.

Nao ha diferengas nitidas entre os filtrados em
relacdo a capacidade de controle da mancha manteigosa
(Tabela 4), o que estd coerente com a eficacia similar
dos quatro produtos, obtida no experimento in vitro.
Entretanto, é preciso observar que, no experimento com
plantas, o controle da doenga pela pulverizacdo dos
filtrados foi apenas parcial, ou seja, cerca de 35%. A
eficacia de alguns isolados de rizobactérias ou de seus
metabolitos no biocontrole pode ser restringida se as
condi¢des do ambiente forem altamente favoraveis ao
desenvolvimento do patéogeno (KUPPER et al., 2003).
No caso da mancha manteigosa, as condicdes
experimentais de alta umidade (cdmara umida), a
temperatura proxima de 25°C e a idade do tecido (muito
tenro) no momento da inoculagdo podem ter favorecido
uma maior severidade da doenga.

O uso de substancias derivadas do metabolismo
de rizobactérias tem se mostrado promissor no controle
de doencas fungicas em diversos patossistemas como
Hemileia vastatrix em cafeeiro, Sphaerotheca fuliginea
em pepino (Cucumis sativus L.) e abdobora (Curcubita
pepo L.) (BETTIOL et al, 1997), Colletotrichum
acutatum em citros (Citrus spp.) (KUPER et al., 2003) ¢
varios fungos em sementes de soja (Glycine max (L.)
Merrill) (CATTELAN, 1994). No caso especifico da
rizobactéria Bacillus subtilis, a antibiose parece ser o
principal mecanismo de supressao de fungos (BETTIOL
et al., 1997; KUPPER et al., 2003). Contudo, diversos
autores tém relatado dificuldades associadas as
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pesquisas com rizobactérias (CATTELAN, 1994; CHET
et al., 1990; FREITAS & PIZZINATTO, 1997; HOWIE
& ECHANDI, 1983; LUZ, 2001; WILLIANS &
ASHER, 1996;). A nao-confirmagdo in vivo dos
resultados obtidos in vitro e a enorme varia¢do das
respostas observadas em estudos com diferentes plantas,
patoégenos e condigdes experimentais, bem como em
diferentes locais e épocas de avaliagdo, representam
grandes obstaculos ao desenvolvimento de tecnologias
de biocontrole aplicaveis.

Embora a determina¢do do indice de doenga ndo
tenha evidenciado maiores diferencas entre os
tratamentos (Tabela 4), verificou-se uma tendéncia de
maior mortalidade de plantas (aproximadamente 3%) no
tratamento com F4 e C. gloeosporioides aplicados no
mesmo dia, e nos tratamentos em que o fungo foi
inoculado dois dias apds a aplicagdo dos filtrados
(Figura 2).

Uma menor atividade antifungica de compostos
rizobacterianos aplicados com grande antecedéncia em
relacdo a inoculagdo com o patéogeno também foi
observada por Bettiol et al. (1997). Os autores
detectaram menor percentual (90%) de redugdo das

lesdes nas folhas quando pulverizaram metabolitos de
Bacillus subtilis 24 horas antes da inoculagdo de
Sphaerotheca fuliginea em pepino. Quando a
pulverizagdo foi feita uma hora antes, uma hora depois
ou 24 horas depois da inoculagdo, o controle das lesdes
foi em torno de 99%.

No presente estudo, ¢ possivel que quando a
inoculagdo de Colletotrichum foi feita 48 horas depois
da pulverizacdo das plantas de café¢ com os filtrados,
tenha ocorrido alguma degradagcdo das substancias
antifungicas presentes, reduzindo sua eficacia em
proteger as plantas. Por esse raciocinio, deduz-se que
esses filtrados devem ter efeito principalmente curativo,
e ndo preventivo, da mancha manteigosa. Além disso, o
mecanismo pelo qual os filtrados atuariam no controle
da doenga deve estar relacionado a acdo direta de
substancias antimicrobianas, provavelmente
antibioticos, sobre o desenvolvimento do fungo.

A atuag@o dos filtrados sobre processos fisiologicos
das plantas justifica o desenvolvimento de pesquisas
adicionais para extragdo, purificacdo e identificacio de
compostos, visando a elucidar a natureza quimica dos
metabolitos contidos nos filtrados testados.

TABELA 4 — indice de doenca (%) da mancha manteigosa do cafeeiro em resposta a aplicagdo de filtrados de
rizobactérias e inoculagdo com Colletotrichum gloeosporioides.

Filtrados
Inoculacao Média
F1 F2 F3 F4

Ausente 16,77 16,78 16,95 17,04 16,88 b
Antes 19,57 19,75 20,52 20,50 20,09 a
Junto 19,65 19,14 19,29 21,45 19,88 a
Depois 19,56 20,39 22,70 20,01 20,67 a
Média 18,89 A 19,01 A 19,75 A 19,86 A
Testemunha absoluta 16,67 ns
Testemunha Colletotrichum 29,85 *

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha sdo estatisticamente iguais pelo teste de

Tukey (p<0,05).

* = a testemunha em questdo difere (>) da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé (p<0,05).
ns = a testemunha em questdo ndo difere da média dos tratamentos do fatorial pelo teste de Scheffé (p<0,05).
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FIGURA 2 — Numero médio de plantas mortas nos tratamentos do experimento com o cafeeiro.

CONCLUSOES

Os filtrados de rizobactérias apresentaram ampla
variagdo quanto a atividade antifingica in vitro contra
Colletotrichum gloeosporioides, sendo cinco mais
promissores, chegando a inibir totalmente a germinagao
de esporos do fungo.

Os quatro filtrados avaliados em plantulas de
café tiveram eficacia parcial no controle da mancha
manteigosa. A aplicacdo dos filtrados resultou em efeito
depressivo ao crescimento do cafeeiro.
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