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Resumo:

Considerando-se a necessidade de alternativas a fungicidas para controle de doengas em cafézais sob cultivo organico,
na UFV iniciou-se um programa de pesquisa que objetiva avaliar a eficiéncia do controle bioldgico para essas doengas.
Apresentar-se-30 os resultados obtidos com o projeto de biocontrole da ferrugem. De amostras de folhas (doentes e sadias),
restos de folhas e solo sob a saia de cafeeiros, coletadas em lavouras sob cultivo organico, isolaram-se 393 microrganismos
(154 bactérias e 239 fungos). Em condi¢des controladas, 19 isolados reduziram, em niveis superiores a 70%, a freqiiéncia de
infecg¢do e o niimero de uredindsporos produzidos por folha. Dos 19 isolados, seis de Bacillus sp. e um de Pseudomonas sp.
foram os mais eficientes em reduzir a severidade de ferrugem em mudas de ‘Catuai’, principalmente quando aplicados antes de
inocular H. vastatrix. Os sete isolados foram avaliados em experimento de campo em cultivo organico em 2005 (E1) e 2006
(E2). Dez tratamentos (os isolados bacterianos, hidroxido de cobre, silicato de célcio e agua) foram aplicados em trés (E1) ou
quatro (E2) pulverizagdes mensais, e mensalmente quantificou-se a incidéncia da ferrugem. Em E1, as pulveriza¢des iniciaram-
se em janeiro/2005, e nenhum tratamento reduziu o progresso da ferrugem. Em novembro/2005, a incidéncia atingiu 5%, e as
pulverizagdo para o E2 iniciaram-se. Houve diferengas entre os tratamentos (P<0,0001) quanto a incidéncia em junho/2006,
incremento na incidéncia no periodo dezembro/2005- junho/2006 e area abaixo da curva de progresso da ferrugem. Obtiveram-
se menores valores das trés varidveis na parcelas tratadas com hidréxido de cobre, um isolado de Bacillus sp. e com o isolado
de Pseudomonas sp. Estudos mais detalhados estdao sendo conduzidos com as duas bactérias.
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BIOLOGICAL CONTROL OF LEAF RUST IN ORGANICALLY-GROWN COFFEE

Abstract:

Alternatives to chemicals are required to disease control on coffee grown organically. Thus we started a research
program aiming at leaf rust (Hemileia vastatrix) biocontrol. A total of 393 microorganisms (154 bacteria and 239 fungi) were
isolated from leaves, debris, and soil samples form organic coffee farms. Under controlled conditions, 17 isolates reduced both
the infection frequency and the number of spores produced/leaf by more than 70%. Seven isolates (six Bacillus sp. and one
Pseudomonas sp.) were the most efficient in reducing rust severity on ‘Catuai’ plants, mainly when applied before H. vastatrix
inoculation. These seven isolates were evaluated in a field experiment set in an OC farm in 2005 (E1) and 2006 (E2). Ten
treatments (the bacterial isolates, copper hydroxide, calcium silicate, and water) were applied via 3 (E1) or 4 monthly sprays
(E2) and rust incidence was assessed monthly. At E1, sprays started in January/2005, and no treatment reduced rust progress. In
November/2005, rust incidence reached 5%, and treatment sprays for E2 started. Treatments differed (P<0,0001) regarding rust
incidence in June/2006, increment in rust incidence from December/2005 to June/2006, and area under disease progress curve.
Lowest values of the three variables were recorded in plots treated with copper hydroxide, one isolate of Bacillus sp. and the
isolate of Pseudomonas sp. More detailed studies are being porsued with both bacteria.
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Introducdo

O café (Coffea arabica L.) ¢ uma commodity importante para o Brasil, que ¢é o maior produtor mundial. Ultimamente,
a demanda por cafés produzidos organicamente aumentou. Considerando as perspectivas de mercado, é importante investir na
aquisicdo de dados experimentais quanto a cafeicultura orgénica, principalmente visando aumentar a sua produtividade. Para
tanto, ha que se considerarem as doengas, as quais a maioria das variedades comerciais ¢é suscetivel. Independente do sistema de
cultivo, a principal doenga do cafeeiro ¢é a ferrugem (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), que pode reduzir a produgio em até 40%
(Zambolim & Vale, 2000).

Para controle das doengas do cafeeiro, utilizam-se fungicidas intensivamente. Segundo dados do IMA, quase 50% do
custo de producdo de café é gasto com fertilizantes e agrotoxicos (Caixeta, 2000). Como as lavouras de café organico devem
estar isentas do uso de agroquimicos, durante 3 anos pelo menos (Carvalho, 2000), devem-se procurar medidas alternativas de
manejo de doengas para cultivos organicos. Para esses cultivos, uma alternativa é o controle biologico (Harman, 2000).

Ha poucos trabalhos de controle bioldgico de patogenos do cafeeiro. Ha alguns fungos freqiientemente citados como
hiperparasitas de H. vastatrix, principalmente espécies de Verticillium (Eskes, 1989; Gonzalez & Martinez, 1996; Vizcaino &



Rodriguez, 1996). No Brasil, ja se conduziram trabalhos para biocontrole de H. vastatrix (Moraes et al., 1976; Guzzo et al.,
1987; Roveratti et al., 1989), e se obtiveram resultados promissores com Bacillus subtilis (Bettiol et al., 1994). Nio se
obtiveram relatos da eficiéncia de biocontrole de patégenos do cafeeiro em condi¢des de campo.

Em vista da necessidade de medidas alternativas de manejo de doencas, levantou-se a hipdtese de que microrganimos
que ocorrem em cultivos organicos sdo efetivos no controle bioldgico da ferrugem nesses cultivos. Assim, para esse trabalho,
delinearam-se os seguintes objetivos: efetuar o isolamento de microrganismos que ocorrem naturalmente em folhas e restos de
folhas de cafeeiros cultivados organicamente e testa-los, em condigdes controladas e de campo quanto a eficiéncia no
biocontrole da ferrugem do cafeeiro em sistemas organicos de cultivo.

Material e Métodos

Isolamento de Microrganismos. Coletaram-se amostras de folhas de cafeeiro com e sem ferrugem, restos de folhas e solo sob
a saia de cafeeiros, a 5 ¢ 10 cm de profundidade, em lavouras com cultivo organico, em trés municipios: Manhumirim (Zona da
Mata), Machado (Sul de Minas) e Patrocinio (Tridngulo Mineiro). Discos das folhas, lavados dos discos e suspensao do solo
foram plaqueados por meio de diferentes procedimentos e em diferentes meios de cultura. As colonias de microrganismos que
surgiram foram repicadas para BDA em tubos, que foram armazenados a 10°C.

Selegdo inicial de potenciais antagonistas. Pulverizou-se suspensio de cada isolado fiingico (10° esporos/ml) ou bacteriana
(D.0s49=0.2) na face abaxial de folhas de mudas de 'Catuai' com 6 meses. Apds 48h em cidmara umida a 25°C, inoculou-se H.
vastatrix, as plantas permaneceram em cdmara imida no escuro. Apos 48h, foram transferidas para cAdmara de crescimento a
22°C, fotoperiodo de 12h. Quantificaram-se: periodo latente médio (PL), freqiiéncia de infecgdo (FI), produgdo de
urediniosporos por folha (ES) e germinagdo dos uredinidsporos produzidos (GU). O experimento foi em delineamento
inteiramente casualizado, com duas repeti¢des (uma planta = uma unidade experimental). Compararam-se os tratamentos
quanto a eficiéncia de redugdo (Efic) das variaveis avaliadas em relagdo a testemunha néo tratada mas inoculada.

Efeito de antagonistas quando aplicados antes da inoculagdo do patégeno. Os microrganismos selecionados no item
anterior foram aplicados como ja descrito. Apos 48 h, as mudas foram retiradas da cdmara de nevoeiro, conduzidas a camara de
crescimento a 22°C, e se inoculou H. vastatrix na face abaxial do segundo e terceiro pares de folhas (mesmo local da aplicacao
dos antagonistas) imediatamente apos (dia 0), 4, 8, 12 ou 16 dias da aplicacdo de cada antagonista. Mantiveram-se as mudas em
camara de nevoeiro, a 25°C, no escuro. Apos 48 h, foram reconduzidas & cAdmara de crescimento a 22 °C, fotoperiodo de 12 h.
Os tratamentos controle foram similares aos do ensaio anterior, mas incluiu-se o fungicida sulfato de cobre (2 g/l). O
experimento foi em delineamento inteiramente casualizado, no esquema fatorial (isolados x tempos de aplicag@o), com quatro
repeticdes (uma planta= uma unidade experimental). Avaliou-se a Efic dos tratamentos, como no ensaio anterior.

Efeito de antagonistas quando aplicados apds a inoculagdo do patdgeno. Inoculou-se H. vastatrix, mantiveram-se as mudas
em camara de nevoeiro a 25°C, no escuro. Aplicaram-se os antagonistas imediatamente apds (dia0), 4, 8, 12 ou 16 dias da
inoculagdo de H. vastatrix. Os procedimentos restantes foram similares ao do experimento anterior. Incluiu-se, como
comparador, o fungicida sistémico epoxiconazole,

Eficiéncia de agentes de biocontrole em condic¢bes de campo. O experimento foi conduzido em cultivo organico de ‘Mundo
Novo’, com 23 anos de idade, em Machado, MG. A lavoura segue normas ¢ praticas de producdo organica, segundo
certificacdo do Instituto Biodindmico. Compararam-se sete isolados bacterianos selecionados anteriormente. Suspensoes das
bactérias (D.0O.54=0,2), foram aplicadas nas plantas (400mL/planta), com pulverizador costal motorizado com bico tipo cone,
quando o produtor efetuava o controle quimico da ferrugem. Houve trés tratamentos-testemunha, com pulverizagio de: i - agua
(0,4 L/planta), ii - hidroxido de cobre (0,88 g/planta) e iii — silicato de calcio (0,14g Si/planta). O experimento foi no
delineamento de blocos ao acaso, com quatro repeti¢des (seis plantas = uma unidade experimental). Em intervalos mensais,
durante dois anos, avaliou-se a intensidade da doenca. Para tanto, de cada parcela coletaram-se amostras de 60 folhas (10
folhas/planta) em ramos plagiotrépicos do terco médio da planta. Avaliaram-se a incidéncia (porcentagem de folhas doentes) e
a severidade da doenca. Registraram-se imagens das folhas e se quantificou a severidade com escala de notas. Os tratamentos
foram comparados quanto a redugdo da incidéncia e da severidade da ferrugem em relagdo a testemunha “i” (pulverizacdo de
agua). Obtiveram-se valores de: area abaixo da curva de progresso da ferrugem (AACPF), incremento da doenca e de
incidéncia maxima. Efetuaram-se todas as analises estatisticas com o Programa SAS V. 9.1.

Resultados

Isolamento de Microrganismos. Obtiveram-se 393 microrganismos (154 bactérias e 239 fungos). Isolaram-se 28, 16, 18, 20,
2,36 e 34 bactérias de lavado de folhas, lavado de folhas tratado a 80 °C por 20 min, lavado de restos, lavado de restos tratado a
80 °C por 20 min, discos de folhas, lavado de solo e lavado de solo tratado a 80 °C por 20 min, respectivamente. Obtiveram-se
36 isolados fungicos de lavado de folhas, 69 de lavado de restos, 37 de discos de folhas e 97 de lavado de solo.



Selecdo inicial de potenciais antagonistas. Os isolados ndo foram eficientes em reduzir o PL (variou de 26 a 28 dias) nem a
GU (variou de 36 a 42%). Quanto a FI, 279 isolados tiveram eficiéncia menor que 25%, 69 entre 25 e 50%, 25 de 50 a 70% e
19 acima de 70%. Esses 19 isolados também tiveram mais de 70% de eficiéncia em reduzir a ES. Dois dos 19 isolados eram de
fungos filamentosos, que ndo foram utilizados nos ensaios seguintes, pois perderam a capacidade de esporular apds
armazenados. Dos 17 isolados restantes, oito eram bactérias e nove, fungos filamentosos.

Efeito de antagonistas quando aplicados antes da inoculacéo do patdgeno. A interagdo intervalo de aplicagéo e isolado foi
significativa (P<0,0001), para eficiéncia na reducdo da FI (Efic-FI) e eficiéncia na redugdo da ES (Efic-ES). Seis isolados de
Bacillus sp. e um de Pseudomonas sp. foram os mais eficientes, e ndo diferiram de sulfato de cobre, em todos os intervalos de
aplicacao (Tabela 1).

Tabela 1. Eficiéncia de tratamentos (Trat) em reduzir a freqiiéncia de infecgdo (FI) e o numero de urediniésporos produzidos
por folha (ES) em mudas de ‘Catuai’. Os tratamentos foram aplicados entre 0 e 16 dias antes de inocular Hemileia vastatrix

Trat Eficiéncia em reduzir a FI (%) Eficiéncia em reduzir a ES (%)

0! 4 8 12 16 0 4 8 12 16
sC™ 99a" 98a  94a  93a  92a 100a 992  99a 972 97a
B157*  100a 88a  90a  85a  84a 100a  92ab  96a 90ab  84a
P286 100a 98a 89a 82a 71a 100a 99a 97a 83ab 8la
B25 100a 97a 76a 79a 77a 100a 99ab 91a 97a 93a
B10 99a 90a 84a 77a 85a 98a 88b 95a 93a 90a
B281 92a 92a 90a 75a 75a 98a 89ab  95a 83ab  88a
B175 99a 94a 86a 77a 68a 97a 98ab  94a 79ab  83a
B205 96a 79a 8la 60a 58a 99a 89ab  85a 52b 39b

“'Dias antes da inoculagdo; “Sulfato de cobre; “médias seguidas da mesma letra em cada coluna ndo diferem estatisticamente
(Teste de Tukey, 0=0.05); **B ou P= isolados de Bacillus ou Pseudomonas, respectivamente.

Efeito de antagonistas quando aplicados apds a inoculacdo de Hemileia vastatrix. A intera¢do intervalo de aplicagdo e
isolado foi significativa (P<0,0001), para Efic-FI e Efic-ES. Houve decréscimo acentuado de ambas a partir dos 12 dias de
aplicagdo, para a maioria dos isolados. Um isolado de Bacillus sp. e um de Pseudomonas sp. foram tdo eficientes quanto o
fungicida epoxiconazole, até o intervalo de 8 dias. Cinco isolados de Bacillus sp. foram tdo eficientes quanto o epoxiconazole
até o intervalo de 4 dias (dados ndao mostrados).

Eficiéncia de agentes de biocontrole em condi¢des de campo. Quando se iniciaram as pulverizagdes no campo em El
(janeiro 2005), a incidéncia da ferrugem (IF) estava acima de 15%. As tendéncias das curvas de progresso foram similares para
todos os tratamentos: a incidéncia aumentou, atingiu o pico em maio e decresceu posteriormente. Nao se detectou diferenca
significativa entre os tratamentos. Apds junho, os valores de RI decresceram. Em novembro, todos os tratamentos tiveram
curvas de progresso similares, e a incidéncia atingiu 5% (limiar para o inicio do controle quimico). Assim, iniciaram-se as
pulverizagdes dos tratamentos para E2. Os tratamentos ndo diferiram (P=0,72) quanto a incidéncia em dezembro/2005, mas
diferiram (P<0,0001) quanto & incidéncia em junho/2006. Diferiram, também, quanto ao incremento em incidéncia de
dezembro a junho e quanto 8 AACPF. Em geral, menores valores das trés variaveis foram estimados nas parcelas tratadas com
hidréxido de cobre, um isolado de Bacillus sp. e o isolado de Pseudomonas sp. Essas diferengas refletiram em progresso da
ferrugem mais lento nesses tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2 - Incidéncia inicial, incidéncia maxima, incremento médio no periodo dezembro/2005-junho/2006 e area abaixo da
curva de progresso da ferrugem (AACPF), em cafeeiros sob cultivo organico em que se pulverizaram diferentes tratamentos
(Trat), em dois anos experimentais (E1- 2005 e E2- 2005/2006)

Trat Incidéncia Inicial Incidéncia Maxima Incremento Médio AACPF

El E2 El E2 El E2 El E2
Cu(OH)," 0,192 0,07a 0,46a 021c 0,27a 0,14d 19,88a  28,43d
B157" 0,24a 0,05a 0,48a 0,28¢ 0,24a 0,23cd 18,00a  30,20cd
P286 0,27a 0,06a 0,37a 0,39b 0,10a 0,33bc 16,75a  35,24c
B25 0,25a 0,06a 0,52a 0,57a 0,27a 0,51a 20,00 52,75b
B10 0,282 0,06a 0,462 0,50a 0,18a 0,44ab 19,63a  50,45b
B281 0,22a 0,06a 0,38a  0,53a 0,16a 0,47a 16,44a  52,01b
B175 0,31a 0,05a 0,41a 0,50a 0,10a 0,45a 17,87a  49,47b
B205 0,24a 0,06a 0,40a 0,54a 0,16a 0,48a 15,44a  52,25b
Water 0,20a 0,07a 0,64a 0,53a 0,44a 0,46a 19,81a 58,69a

“"Hidroxido de cobre; “Em cada coluna, as médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente (Teste de Tukey,
0=0.05); B ou P= isolados de Bacillus ou Pseudomonas, respectivamente.



Discussao

Antagonistas a H. vastatrix foram obtidos de diferentes localidades e materiais coletados. Agentes de biocontrole de
doengas da parte aérea ja foram isolados de diversos tipos de materiais. Pantoea agglomerans e Stenotrophomas maltophilia,
eficientes no controle da ferrugem do feijoeiro, provieram de flor de feijdo e folha de grama, respectivamente (Yuen et al.,
2001). Um isolado de B. subtilis obtido de solo controlou a ferrugem do feijoeiro (Baker et al., 1985). Verticillium lecanii e
Cladosporium cladosporioides, micoparasitas de Uromyces appendiculatus, provieram do solo (Sultana et al., 2000). Assim,
deve-se procurar obter microrganismos de diferentes materiais e localidades. Nesse trabalho, obtiveram-se isolados de onde ¢é
previsto o seu uso, o que possivelmente confere vantagens no estabelecimento dos mesmos (Blakemam e Fokkema, 1982).

Sete isolados bacterianos foram de Bacillus. Bacillus spp. produzem enddsporos, que resistem a condi¢des adversas do
ambiente e sobrevivem no filoplano, o que facilita obter formulagdes comerciais (Melo, 1998). Também ¢ importante
considerar que Bacillus spp. tém varios modos de agdo, principalmente antibiose, como B. subtilis em H. vastatrix (Bettiol et
al., 1994) e em Uromyces appendiculatus (Baker et al., 1985; Mizubuti et al., 1995). O outro isolado bacteriano ¢ do género
Pseudomonas, que inclui espécies utilizadas no biocontrole de fitopatdgenos. Pseudomonas spp. tém diferentes modos de agdo:
indugdo de crescimento e de resisténcia sistémica de plantas, produgdo de antibioticos, entre outros (Melo, 1998; Teixeira et al.,
2005). Pseudomonas sp. foi relatada como indutora de resisténcia de cafeeiro a H. vastatrix (Porras, 1999). Em vista dos
aspectos apontados, espécies de ambas as bactérias t€ém potencial em programa de controle bioldgico da ferrugem do cafeeiro.

Isolados de Bacillus e de Pseudomonas protegeram mudas de cafeeiro da infec¢do por H. vastatrix por pelo menos 16
dias. Ocorreu protegdo sistémica de cafeeiros a H. vastatrix com produto comercial a base de B. thuringiensis (Roveratti et al.,
1989), que se estendeu até 16 dias apos a aplicagdo (Cristancho & Leguizamon, 1995). Em vista da possibilidade de substituir
fungicidas cupricos por bactérias, executam-se ensaios em que o intervalo entre a aplica¢@o das bactérias e a inoculagdo de H.
vastatrix se estenda a 30 dias, intervalo usado na aplicagdo dos clpricos para controlar a ferrugem. Seria ideal que o efeito se
estendesse até a pos-inoculagdo. Um isolado de Bacillus e um de Pseudomonas, mesmo aplicados apds 8 dias de inocular H.
vastatrix, reduziram a intensidade da doenga, e o de Bacillus ainda foi eficaz quando aplicado apds 12 dias da inoculagao.
Atualmente, averigua-se a possibilidade de esses isolados estarem atuando por meio de indugdo de resisténcia..

Aspecto importante na selecdo de agentes de biocontrole ¢ validar sua eficiéncia em condi¢des de campo. Assim, os
sete isolados bacterianos selecionados em casa de vegetagdo foram avaliados em condig¢des de cultivo organico comercial,
durante dois anos. No primeiro ano, ndo houve efeito das bactérias em reduzir a taxa de progresso da ferrugem. Porém, a
incidéncia da doenca era de 15% quando as aplicac¢des se iniciaram, e nem o fungicida cuprico foi eficiente. No segundo ano,
um isolado de Pseudomonas e um de Bacillus foram téo eficientes quanto o fungicida cuprico em reduzir a intensidade e a taxa
de progresso da ferrugem. Como o cafeeiro é cultivo perene e alterna anos de alta e de baixa produgfo, dados experimentais
obtidos em dois anos podem ser insuficientes, e os estudos de campo continuam. Ambas as bactérias continuam a ser avaliadas,
quanto a outros aspectos, para uso com seguranca ¢ eficiéncia no campo. Na agricultura organica, ndo se permite o uso de
agrotoxicos, e espera-se que o biocontrole seja alternativa viavel no manejo racional de doencas do cafeeiro. Mesmo na
cafeicultura convencional, a ado¢do do controle bioldgico vai minimizar o risco de surgir populagdes do patdgeno resistentes a
fungicidas e diminuir a contaminag¢ao do homem e do ambiente.

Conclusoes

Obtiveram-se antagonistas a H. vastatrix de diferentes localidades e materiais coletados. Dentre esses, isolados de
Bacillus e de Pseudomonas protegeram mudas de cafeeiro da infecgdo por H. vastatrix por pelo menos 16 dias. Durante dois
anos, avaliaram-se sete isolados de ambos os géneros, em condi¢des de cultivo organico comercial. No primeiro ano, ndo
houve efeito das bactérias em reduzir o progresso da ferrugem. No segundo ano, dois isolados bacterianos (um de Pseudomonas
e um de Bacillus) foram tdo eficientes quanto o fungicida cuprico em reduzir a intensidade e a taxa de progresso da ferrugem.
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