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RESUMO

Fungos saprobios podem contribuir para o controle de doengas de
plantas e esse controle pode se dar pela protecdo de plantas tratadas
preventivamente ou pela reducdo da sobrevivéncia de patégenos necrotroficos
nos restos culturais. Fungos saprobios foram avaliados quanto a habilidade em
inibir o desenvolvimento de Cercospora coffeicola em restos culturais, bem
como os mecanismos de acdo envolvidos no biocontrole. Em um primeiro
ensaio, foi selecionado o fungo saprobio, considerado mais promissor no
controle de C. coffeicola. Utilizou-se como controle positivo, nesse ensaio, o
produto comercial Compost-Aid® em associagdo com Soil Set, e, o controle
negativo, agua. No segundo ensaio, foi avaliada a habilidade do saprobio em
controlar a doenca, quando exposto a condigdes de estresse abidtico, com o
objetivo de simular condi¢des de campo. Os periodos de interrupcdo do
molhamento foliar foram as zero e 61 horas ap6s a aplicagdao dos tratamentos.
Em seguida, as folhas foram incubadas e, posteriormente, foi determinada a
viabilidade e quantidade de conidios do patégeno. Para a determinagdo dos
mecanismos de a¢do utilizados no biocontrole, foi avaliada a contribui¢do da
antibiose. A antibiose e producdo de volateis em trés diferentes meios de cultura
foi avaliada pela inibi¢cdo direta do patégeno em placas durante 10 dias. Para
antibiose, as varidveis respostas analisadas foram crescimento micelial € nimero
de conidios, ja, para a produ¢do de volateis, as varidveis foram crescimento,
germinagao e quantidade de conidios. Para verificar o mecanismo de competicao
por nutrientes, foi realizada analise da determinag@o e quantificacdo de enzimas
pectinoliticas. A partir desses resultados, avaliou-se a contribuigdo exclusiva dos
conidios, sobrenadante, conidios + sobrenadante e do sobrenadante contendo a
enzima poligalacturonase, produzida pelo fungo saprobio, na aceleracdo da
degradacdo do tecido foliar. Para isso, foram coletadas amostras de folhas de
café naturalmente infectadas por C. coffeicola. Ap6s o periodo de incubagdo, foi
determinado o niimero de conidios de C. coffeicola e a contribui¢do de cada
tratamento, na aceleracdo da degradagdo das lesdes. O fungo Phialomyces
macrosporus foi o mais eficiente na reducdo da viabilidade do patégeno em
restos culturais. Esse fungo reduziu a viabilidade dos conidios do patégeno em
40%. Nao foi possivel determinar a contribui¢do de cada estrutura fingica na
diminuicdo do nimero de conidios do patogeno, tampouco na aceleracdo da
degradacao da lesdo de mancha de olho pardo. Portanto, P macrosporus tem
potencial para ser utilizado na reducdo da viabilidade de C. coffeicola em restos
culturais, sendo os possiveis mecanismos de acdo utilizados por esse bioagente a
produ¢do de compostos antimicrobianos.

Palavras-chave: Phialomyces macrosporus. Sobrevivéncia. Biocontrole. Mancha
de olho pardo. Coffea ardbica.



ABSTRACT

Saprobic fungi might contribute to in controlling plant diseases and this
control might occur by means of the protection of plants preventively treated or
by the reduction of the survival of necrotrophic pathogens in the culture residue.
Saprobic fungi were evaluated regarding the ability of inhibiting the
development of Cercospora coffeicola in culture residue, as well as the action
mechanisms involved in the biocontrol. In a first trial, a saprobic fungi
considered the most promising in controlling C. caffeicola was selected. In this
trial, the commercial product Compost-Aid® was used as positive control in
association with Soil Set and, as negative control, water. In the second trial, the
ability of the saprobic in controlling the disease when exposed to abiotic stress
conditions was evaluated, with the objective of simulating field conditions. The
interruption of foliar wetting periods were zero and 61 hours after applying the
treatments. Subsequently, the leaves were incubated and, posteriorly, the
viability and quantity of pathogen conidia were determined. To determine the
action mechanism used in the biocontrol, the contribution of antibiosis was
evaluated. The antibiosis and the production of volatiles in three different culture
mediums was evaluated by direct inhibition of the pathogen in dishes during 10
days. For the antibiosis, the analyzed response variables were mycelial growth
and number of conidia, which for the production of volatiles the variables were
growth, germination and number of conidia. To verify the nutrient competition
mechanism, analyses of the determination and quantification of the pectinolytic
enzymes was performed. With these results, the exclusive contribution of the
conidia, supernatant, conidia + supernatant and the supernatant containing the
polygalacturonase enzyme, produced by the saprobic fungi in the acceleration of
foliar tissue degradation, were evaluated. In order to do this, samples of coffee
leaves naturally infected by C. coffeicola were collected. After the incubation
period, the number of C. coffeicola conidia and the contribution of each
treatment in the acceleration of lesion degradation were evaluated. The
Phialomyces macrosporus fungi was the most efficient in reducing the viability
of the pathogen in culture residue. This fungus reduced the viability of the
pathogen conidia in 40%. It was impossible to determine the contribution of
each fungal structure in the decrease in the number of pathogen conidia, as well
as in the acceleration of lesion degradation of the brown-eye spot. Therefore, P
macrosporus has potential for use in the reduction of the viability of C.
coffeicola in culture residue, with the possible action mechanisms used by this
bioagent being the production of antimicrobial compounds.

Keywords: Phialomyces macrospores. Survival. Biocontrol. Brown-eye spot.
Coffea Arabica.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador mundial de
café, sendo essa cultura uma das principais commodities produzidas no pais.
Destacam-se as espécies Coffea arabica e Coffea canéphora como as mais
importantes economicamente (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF THE UNITED NATIONS, 2014). A estimativa de producdo para a safra
2014, no Brasil, é de, aproximadamente, 44,56 milhdes de sacas, sendo a
producdo de café ardbica correspondente a 75,1% do volume total produzido
pelo pais, o qual tem como maior produtor o estado de Minas Gerais
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2014).

Uma série de fatores limitam a produtividade da cultura do café, tais
como condicdes climaticas adversas, deficiéncias nutricionais e, principalmente,
a presenca de pragas e doengas (KUTYWAYO et al., 2013). A cercosporiose do
cafeeiro, causada pelo fungo Cercospora coffeicola Berkeley e Cooke ¢ um
fungo necrotrofico exclusivo do género Coffea. Os danos ocasionados pela
doenga podem ser quantitativos, como a reducdo no rendimento e producdo da
cultura e, qualitativos depreciando o produto ¢ a qualidade da bebida (LIMA;
CUSTODIO; GOMES, 2008, ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

O controle da cercosporiose envolve, basicamente, o uso de fungicidas,
os quais, além de aumentar os custos da producdo, também contaminam o meio
ambiente e sdo toxicos a0 homem (CARVALHO et al., 2008). Assim, a adogao
de métodos alternativos no controle de doengas ¢ importante para diminuir o uso
de agrotoxicos. Dentre esses, o biocontrole por meio da utilizacdo de
microrganismos se destaca, em razdo da diversidade de mecanismos de acao que
podem atuar em conjunto no controle da doenga.

Os fungos saprobios tém recebido atencdo especial no biocontrole de

doengas do cafeeiro. Acredita-se que, pelo fato destes terem sido isolados de
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regides de clima adverso, eles possuam a capacidade de estabelecimento e
manutencdo do controle em ampla faixa de temperatura e umidade. Esses
fungos, além de serem promissores agentes de biocontrole de doengas, também
desempenham importante fun¢do na manutencdo do equilibrio do ecossistema,
por meio da decomposicao de compostos organicos (MOORE et al., 2004).
Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de selecionar fungos
saprobios na supressdo de Cercospora coffeicola presente em restos culturais,

bem como determinar o (s) seus(s) mecanismo(s) de controle.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura do cafeeiro

O café ¢ uma planta originaria do continente africano, das regides de
altitude elevada na Etiopia (OLIVEIRA; OLIVEIRA; MOURA, 2012). E uma
planta de porte arbustivo ou arboéreo, de caule lenhoso, lignificado, reto, com
sistema radicular pivotante (MATIELLO et al., 2005). E perene de clima
tropical, adaptada a sombra, pertencente a familia Rubiaceae ¢ ao género Coffea
(BRIDSON, 1994). Dentre as espécies, apenas duas sdo cultivadas
comercialmente: Coffea arabica L. e Coffea canephora P., sendo a primeira
responsavel por 75% da produ¢do mundial, enquanto a segunda, apenas por 25%
dessa produgdo (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2014).

O café ¢ uma das commodities mais negociadas no comércio
internacional e o Brasil encontra-se, atualmente, como maior produtor e
exportador mundial dessa cultura (FURLAN JUNIOR et al., 2007). Segundo a
Companhia Nacional de abastecimento — CONAB (COMPANHIA NACIONAL
DE ABASTECIMENTO, 2014) estima se que o Brasil produzira entre 46,53 e
50,15 milhdes de sacas de café. A producdo de café arabica correspondente a
75,1% do volume de café produzido pelo pais, o qual tem como maior produtor
o estado de Minas Gerais. No entanto, sua producdo é frequentemente afetada

por diversas doengas dentre estas, destaca-se a cercosporiose do cafeeiro.
2.2 Cercosporiose do cafeeiro
A mancha-de-olho-pardo ou cercosporiose, cujo agente causal é a

Cercospora coffeicola, ¢ uma das doengas mais antigas do cafeeiro. A doenga foi

reportada, primeiramente, na Jamaica, em 1881 ¢ em 1901.Esta ja se encontrava
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no Brasil, em plantas de café¢ cultivadas na regido de Araraquara e Campinas no
estado de Sdo Paulo (NOACK, 1901).

A doenca pode ocorrer tanto em viveiros como em plantas ja
estabelecidas no campo sendo considerada mais severa em situagdes de estresse
hidrico ou/e deficiéncias nutricionais (GARCIA JUNIOR, 2003; CARVALHO et
al., 2008). A cercosporiose do cafeciro era considerada doenga secundaria
relacionada a deficiéncias nutricionais, no entanto, nas ultimas décadas, com a
implantagdo de lavouras nas regides do cerrado e em regides altas com solos
pouco férteis a doenga vem ganhando cada vez mais importancia (RICCI;
ARAUJO; FRANCH, 2002).

O agente causal da doenca ¢ patdgeno necrotrofico, o qual pertence a
classe dos fungos mitosporicos, ordem Moniliales e familia Dematiaceae
(ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

A fase teleomorfica do patdégeno é desconhecida. As caracteristicas
morfologicas de C. coffeicola sao formacdo de estruturas reprodutivas,
conidiéforos e conidios no centro das lesdes em ambas as faces das folhas
(ZAMBOLIM et al., 1997). Os conidioéforos sao cilindricos e septados,
agrupando-se em conformacdo de esporodoquio. Na extremidade de cada
conidioforo formam-se conidios hialinos, multisseptados, de extremidade afilada
(CHUPP, 1953; GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997).

As condi¢oes favoraveis ao desenvolvimento da doenca sdo umidade
relativa em torno de 80% e temperatura média entre 18 e 24 °C (POZZA;
ALVES; 2008). Periodo de molhamento foliar de 6 a 12 horas, resulta em
maxima severidade da cercosporiose, sendo o periodo de incubacdo médio de 16
dias (FERNANDES et al., 1991). Os conidios de C. coffeicola podem
permanecer vidveis por quase nove meses em restos culturais (FERNANDES,

1988), aguardando condigdes favoraveis para sua germina¢do, como
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temperaturas otimas, em torno de 24 °C, para, entdo, dar inicio a novas
infecgoes.

O fungo pode infectar folhas e frutos. Os sintomas nas folhas
manifestam-se pelo aparecimento de manchas circulares, de coloragdo castanho-
claro a escura, com o centro branco acinzentado, quase sempre envolvidas por
um halo amarelo. J4, nos frutos, aparecem manchas escuras com o aspecto seco
(SOUZA et al., 2011). As lesdes coalescem formando areas necroticas e ocorre
assim, a desfolha precoce da planta. J4, nos frutos, as lesdes surgem proximas a
maturagdo, caracterizadas por pequenas manchas necroticas, deprimidas de
coloragdo marrom ou arroxeada, dando aos frutos uma aparéncia de
ressecamento, além de causar a maturagdo acelerada dos frutos, reduzindo sua
qualidade (CASTANO, 1956; ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005). Na
falta de um manejo adequado e sob condigdes favordveis para o
desenvolvimento da doenga as perdas na produgdo de café¢ podem chegar a 50%
(ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

As medidas de manejo dessa doenga, estdo praticamente restritas ao uso
de fungicidas e a praticas culturais, como formag¢ao de viveiros em local arejado,
utilizacdo de substratos balanceados em nutrientes, controle da irrigagdo e do
excesso de insolacdo nas mudas. Ja, em relacdo ao controle quimico da
cercosoporiose, podem ser utilizados fungicidas cupricos, benzimidazodis e
estrobirulinas. Sdo utilizados fungicidas cupricos alternados com fungicidas
sistémicos (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005; PATRICIO et al., 2008).

Assim, um dos maiores desafios para os pesquisadores tem sido
determinar métodos de controle eficientes, os quais acarretem baixo impacto
ambiental, procurando preservar a microbiota e garantir a qualidade final do
produto. Dessa forma, o controle bioldgico seria uma interessante ferramenta a

ser utilizada no manejo da doenga.
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2.3 Controle biologico

A exigéncia por produtos saudaveis associada a preservacao ambiental,
tem atraido grande atencdo para formas de controle alternativo de doencas.
Nesse contexto, o controle bioldgico de doengas de plantas se destaca como uma
importante ferramenta. O controle bioldgico ¢ definido como a redugdo do
inéculo ou das atividades determinantes da doenga, realizado por meio de um ou
mais organismos que ndo seja o homem (HELYER; CATTLIN; BROWN, 2014).

As interagdes antagoOnicas envolvidas no biocontrole de patdogenos
necrotroficos podem ser, de maneira geral, producdo de compostos
antimicrobianos, micoparasitismo e competi¢cdo por nutriente, podendo ocorrer
apenas um mecanismo ou uma associacdo entre estes (KOHL; FOKKEMA,
1998).

A antibiose pode ser definida como uma interagdo especifica em que o
microrganismo alvo ¢ suprimido por compostos toxicos provenientes do
metabolismo secundario do antagonista (ALABOUVETTE et al., 2009; HAAS;
DEFAGO, 2005).

As moléculas volateis sdo compostas com baixa massa molecular e
podem pertencer a diversas classes quimicas como dalcoois, aldeidos, cetonas,
ésteres, lactonas, terpenos e compostos de enxofre (CHIRON; MICHELOT,
2005; KORPIL; JAMBERG; PASANEN, 2009; ORTIZ-CASTRO et al., 2009).

Compostos antimicrobianos produzidos pelo isolado E325 de Pantoea
aglomeras, quando aplicados em estigma de flores de maga, foram responsaveis
pela supressdo do patogeno Erwinia amylovora, demonstrando ter importante
fun¢@o no biocontrole desse patogeno (PUSEY, 2011).

Carolina et al. (2014) avaliaram a acdo antagdnica de espécies de
Trichoderma contra os patogenos Sclerotium rolfsii e Verticilium dahliae.

Algumas espécies do antagonista em estudo chegaram a suprimir o
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desenvolvimento do patégeno em até 70%, sendo a antibiose considerada um
dos principais mecanismos de agdo desse bioagente.

A aplicacao dos metabolitos de bioagentes obtidos via cultivo massal ou
por meio de sintese quimica, pode viabilizar a obten¢ao de novos biofertilizantes
e biopesticidas, baseados em compostos bioativos. Assim, esses compostos, em
associacdo com a tecnologia “Omica” representam nova fronteira de
bioprospecgdo, sendo uma area extremamente promissora no controle de
doengas de plantas (SHANNON et al., 2012).

O biocontrole por meio do micoparasitismo resulta em complexa
interag@o entre o patdgeno e o agente de controle biologico, o que envolve uma
sequéncia de eventos, incluindo reconhecimento, ataque e subsequente
penetragdo e morte do hospedeiro, por meio de produgdo ou ndo de enzimas
hidroliticas (LI et al., 2002).

Em relagdo ao mecanismo de competi¢do, uma nova abordagem esta
sendo feita por meio da utilizagdo de enzimas hidroliticas, produzidas por
microrganismos, na aceleracdo da degradagdo de residuos organicos (SCHIMPF
et al., 2013). A parede celular dos vegetais ¢ estrutura complexa e dindmica
dividida em trés regides estruturais: parede primaria, parede secundaria e lamela
média (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011). Essas regides
estruturais sdo constituidas em maior abundancia por polissacarideos, proteinas
e, algumas vezes, por lignina (CAFFAL; MOHNEN, 2009). Os polissacarideos,
por sua vez, sdao, geralmente, divididos em celulose, hemicelulose e pectina,
sendo a ultima responsavel por 30% da composicao da parede celular (CAFFAL;
MOHNEN, 2009). A pectina, apesar de heterogenia ¢ bem definida, sendo
composta por homogalacturano, ramnogalacturano I, ramnogalacturano 1 e
xilogalacturano, os quais sdo ligados entre si por meio de ligagdes covalentes. A
quantidade de cada unidade de polissacarideo varia de acordo com a espécie, no

entanto, de maneira geral, homogalacturano constitui aproximadamente 65% da
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estrutura de pectina (HARHOLT; SUTTANGKAKUL; SCHELLER, 2010).
Considerando a heterogeneidade da pectina, ¢ necessario um conjunto de
enzimas pectinoliticas atuando em conjunto, de forma coordenada para sua
completa degradacdo (YADAV et al., 2009).

As pectinases sao classificadas segundo alguns critérios, com base no
modo de acdo, podendo ser poligalacturonases, pectina esterase, pectina liase e
pectato liase dependendo se as clivagens sao aleatorias ou longitudinalmente
(endo ou exo) e com base nos requisitos de pH ideal para a atividade enzimatica,
temperatura entre outros fatores (FALMY et al., 2008; AHLAWAT et al., 2009).

Essas enzimas sdo utilizadas em larga escala, na industria alimenticia,
durante as etapas de maceragdo ou extracdo de suco de frutas e vinhos, dentre
outras aplicagdes (PEDROLLI et al., 2009).

Entretanto, além do uso das enzimas pectinoliticas para a industria
alimenticia, alguns trabalhos relatam sua eficacia na aceleracdo da degradacdo
de compostos organicos (WANG; DAI, 2011).

Os géneros Phoma, Phomopsis e Alternaria isolados de
Colophospermum mopane apresentaram atividade celulosica, acelerando a
deiscéncia de vagens o que resultou em rapida germinacdo das sementes
(JORDAAN; TAYLOR; ROSSENKLAN, 2006).

Diversos estudos comprovam a eficacia dos fungos saprobios na
degradacdo da matéria organica, por meio da produ¢do de enzimas hidroliticas,
tendo, portanto, importante fungdo no equilibrio do ecossistema. Esses fungos
tém recebido atencdo especial em relagdo ao seu uso no controle bioldgico de
plantas, seja como potenciais indutores de resisténcia ou outros mecanismos

(MOORE et al., 2004).



18

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenc¢ao das mudas

Sementes de café (Cultivar Mundo Novo IAC 376-4) foram adquiridas
da EPAMIG e semeadas em bandejas de plastico contendo areia como unico
substrato. Posteriormente, as mudas foram transferidas para sacos de cultivo,
contendo como substrato terra e areia, na propor¢do de 3:1, juntamente com os
adubos Super simples (300g) e N.PK (900G) na mistura. As mudas

permaneceram em casa de vegetagdo durante todo o experimento.
3.2 Cultivo e ajuste da concentraciio dos fungos saprobios
Os fungos saprobios foram obtidos da Colegdo de Culturas de

Microrganismos da Bahia (CCMB), situada na Universidade Estadual de Feira
de Santana-BA (Tabela 1).

Tabela 1 Classificagdo e local de coleta de fungos saprobios

Fungo Classificacio Local de coleta
Phialomyces macrosporus Ascomycota Buique, Pernambuco
Curvularia inaequalis Ascomycota Serra da Jiboia, Bahia
Curvularia eragrostidis Ascomycota Serra da Jibodia, Bahia

Os fungos foram cultivados em meio CMA (Cenoura 30,0g; Milho
30,0g; Agar 20,0g; 1 L de agua) durante 7 dias. Apds esse periodo, retirou-se um
disco contendo micélio e esporo do fungo, o qual foi adicionado em Erlenmeyer
contendo 100mL de meio CMA liquido. O Erlenmeyer foi mantido por 10 dias
em Shaker (25-27° C), em rotagdo constante de 120 rpm. Apds o cultivo, o

contetido foi triturado e homogeneizado em liquidificador. Foi feita a
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quantificacdo por meio da dilui¢do em série, de unidades formadoras de coldnia.
Sendo a concentragio utilizada nas pulverizagdes padronizadas para 3x10 *

ufc/mL.

3.3 Cercospora coffeicola

O isolado foi obtido da colegdo de Cercospora coffeicola do Laboratorio
de Fisiologia do Parasitismo, localizado na Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Foi utilizada, com algumas modificagdes, a técnica da secagem
micelial para induzir a esporulacdo de C. coffeicola (SOUZA; MIZUBUTI;
MAFFIA, 2005). Sete discos de micélio (cada um com 1 cm de diametro) foram
transferidos para frascos de Erlenmeyer, contendo 10 mL de V8 e,
permaneceram sob agitagdo constante em Shaker (25° C) a 120 rpm, durante
quatro dias. Posteriormente, o conteido do Erlenmeyer foi transferido para
placas de Petri, contendo agar — agua (15g agar- 1L agua) as quais, foram
incubadas camara de crescimento tipo B.O.D por dois dias, com o objetivo de
induzir a esporulacdao do fungo. Apos dois dias, 10mL de agua destilada foi
adicionada a cada placa e, com o auxilio de um bastdo de vidro foram,
superficialmente, raspadas. A suspencdo obtida foi filtrada em gaze, ¢ a
concentracdo de esporos determinada por meio da contagem de esporos em

hemocitometro.

3.4 Selecio dos isolados

A selecdo dos fungos saprobios foi realizada em duas etapas.
Primeiramente, plantas de café foram inoculadas com o patéogeno a uma
concentragdio de 3x10* conidios/mL. Apés a inoculagdo, as plantas

permaneceram por dois dias em cadmera umida e, posteriormente, foram
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transferidas para casa de vegetacdo, onde permaneceram para a realizagdo dos
ensaios. A partir do aparecimento dos primeiros sintomas caracteristicos da
cercosporiose, as mudas foram pulverizadas com os fungos saprébios (10*
conidios/mL), dando inicio as primeiras avaliagdes.

As avaliagdes foram feitas aos 0, 7 e 14 dias, apds o aparecimento dos
sintomas. Dez folhas sintomaticas foram coletadas por cada tratamento, estas
foram transferidas para sacos plasticos juntamente com algoddo umedecido e,
permaneceram a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C e fotoperiodo de
12 horas) por 14 dias consecutivos.

A quantidade e viabilidade dos conidios de C. coffeicola foi determinado
em cada periodo de avaliacdo. A lesdo de cada folha foi recortada, e os
fragmentos transferidos, juntamente com 1 mL de agua destilada, contendo
Tween a 20% (v/v), para tubos de ensaio com capacidade para 10 mL. Os tubos
foram agitados em vortex, durante um minuto e, a partir dessa amostra, foi
retirada uma aliquota para se fazer a quantificagdo dos conidios em
hemocitdmetro e, também, para avaliar a sua viabilidade.

Aliquotas de 400 pL da suspensdo final de cada tratamento foram
transferidas para placas de Petri de 90x15mm de didmetro, contendo,
aproximadamente, 5 mL de 4gar-dgua a 2%. As placas foram mantidas em
B.0.D. e, ap6s 6 h, aferiu-se o numero de esporos germinados com o auxilio de
microscopio otico, a 100X. Foram considerados como conidios germinados
aqueles que apresentaram tubo germinativo igual ou maior que a metade do
comprimento do esporo (BECKMAN; PAYNE, 1983).

Nessa etapa, foram utilizados trés isolados de fungos saprobios. Agua
destilada e o produto comercial Compost-Aid® (20g/L), juntamente com Soil
set (SmL/L) como um unico tratamento, foram utilizados como testemunhas
negativa e positiva respectivamente. O produto comercial utilizado nos

experimentos ¢ um maturador de compostos, com potencial de uso para acelerar
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a decomposicao de folhas de citros (BELLOTTE et al., 2009). Foi considerado
um isolado promissor para o controle da doenca, aquele que diminuiu a
esporulagdo ou viabilidade dos esporos do patdgeno. O delineamento
experimental utilizado foi de blocos inteiramente casualizados, sendo trés blocos

contendo cinco plantas em cada tratamento.

3.5 Efeito da aplicacido do fungo selecionado na supressao da esporulacao

de C. coffeicola sobre condi¢des de estresse abidtico

Nesta etapa, foi utilizado o fungo selecionado no item 3.4, o qual foi
testado quanto a sua habilidade em controlar a doenga sobre estresse abidtico, ou
seja, sob variacao de umidade e luz. A metodologia utilizada para a avalia¢ao foi
adaptada a partir do trabalho de Kohl et al (1995).

A quantidade e viabilidade dos conidios de C. coffeicola foi determinado
a cada periodo de avaliacdo. A partir do aparecimento dos sintomas as folhas
foram coletadas e acomodadas em caixas de Gerbox, contendo duas folhas de
papel filtro previamente umedecidas com 4 mL de agua destilada esterilizada. O
ensaio foi instalado em camara de crescimento a 25 °C e fotoperiodo de 12
horas.

Com o objetivo de simular estresse abiotico, as caixas de Gerbox
permaneceram abertas, durante 9 horas, em camara de fluxo laminar com luz
continua. Durante esse periodo, o molhamento foliar foi suspenso nos tempos
zero ¢ 61 horas, apds a aplicacdo do antagonista. A temperatura e umidade foram
registradas com o auxilio de termo higrometro.

Apos o periodo de estresse, as folhas de papel filtro foram novamente
umedecidas com 4 mL de agua destilada esterilizada e as caixas de Gerbox
foram acomodadas em camara de crescimento A partir do item 3.4, foi

determinado que o periodo de incubagdo de sete dias é o mais eficaz no controle
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da doenca pelo antagonista. Assim, apos esse periodo, foram feitas as avaliagdes
referentes a quantidade e viabilidade dos conidios do patégeno. Por meio dos
dados coletados com o auxilio de um termohigrometro, pode-se observar que a

média da umidade relativa para o experimento foi de 60 %.

3.6 Producao de volateis

Para avaliar a producdo de volateis pelo saprobio selecionado,
utilizaram-se placas de plastico estéreis e bipartidas. Em um dos lados, verteu-se
o meio V8 para o cultivo da C. cofeeicola e, no outro lado da placa verteu-se o
meio para o cultivo do saprobio. Os meios testados para o saprobio foram V8§,
CMA e BDA. O antagonista foi repicado para as placas simultaneamente com o
patoégeno. As placas foram incubadas em B.O.D. durante 10 dias a 25°C, luz
constante. O ensaio foi realizado em esquema fatorial (3x2), o delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado, com 4 repetigdes. A cada dois dias, foi

avaliado o diametro da coldnia do patogeno.

3.7 Teste de antagonismo com confrontacio direta

Discos de micélio e esporo de P. macrosporus foram colocados em
placas de Petri (90 mm), contendo os meios V8, CMA e BDA a uma distancia de
aproximadamente 1 cm da borda. Simultaneamente, realizou-se a repicagem de
C. coffeicola na posi¢ao oposta a colonia do antagonista. As culturas foram
incubadas em B.O.D. durante 10 dias a 25°C, luz constante. Avaliou -se, a cada
dois dias, o diametro da colonia do patoégeno. O ensaio foi realizado em esquema
fatorial (3x2), o delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repetigdes por
tratamento. Ao final das avaliagdes, foi registrada a taxa de esporulagcdo do

patdgeno.
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3.8 Analise do isolado Phialomyces macrosporus quanto a producao de
pectinase total em meio sélido por meio do halo de degradacao de

pectina

O fungo foi cultivado em meio mineral tamponado 55mM, pH 7,2 (2,0 g
KH,P0,,7,0 g K;HPO,, 1,0 g (NH4),SO,4, 1,0 g MgS0O,4.7H,0, 3,0 g pectina
citrica, extrato de levedura 0,06% (p/v), 13 g agar em 1000 mL de agua
destilada.) a 27°C por cinco dias. Em seguida, discos de 7 mm de diametro
contendo micélio foram transferidos para meio s6lido com tampao Mac Ilvaine
(0,2 M NaHPO,, 0,1 M 4&cido citrico, 13 g/L 4gar- pH 6,0), acrescido com
pectina citrica (0,25%) e incubados a 40°C por 48 horas. Apds o periodo de
incubagdo, as placas foram retiradas da estufa e coradas com solucdo
Iodo/Iodeto (5g de KI, 1g de lodo em 330 mL de agua destilada), para a
deteccao do halo de degradagdo de pectina.

3.9 Manutenc¢ao da cultura

Para a determinagdo das atividades da enzima poligalacturonase (PG) e
producdo micelial de P. macrosporus o fungo foi cultivado a 25°C por 7 dias, em
placas de Petri, contendo meio minimo sélido (MM) (6,0 g NaNOs; 1,5 g
KH,PO,; 0,5 g KCL; 0,5 g MgS0,4.7H,0; 0,01 g FeSOy; 0,01 g ZnSOy4; 10,0 g
glicose; 15 g de agar em 1000 mL de agua destilada, pH 6,8).

Apds o crescimento, foi feito suspensdo de esporos em solugao contendo
Tween 80 a 0,2% (v/v) e agua estéril. A suspensao foi homogeneizada em Vortex

~ . 6
e, a concentragdo de esporos padronizada para 10° esporos /mL.
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3.10 Condigoes de cultivo de Phialomyces macrosporus em agitador orbital

para a producio da enzima poligalacturonase

O fungo foi cultivado em meio mineral ndo tamponado, contendo
K,HPO4; KH,PO,; (NH,),SO,, extrato de levedura, sendo, ambos,
suplementados com MgSO,.7H,O 0,1 % e adicionada pectina citrica nas
concentragdes de 1% ou 2%. O meio mineral, o MgS0O,.7H,0O ¢ a fonte de
carbono foram esterilizados, separadamente, a 120 °C durante 20 minutos. O
experimento foi conduzido em shaker, a 26 °C ,a uma agitacao constante de 120

rpm. Foram coletadas amostras de 100 mL a cada 24 horas, durante 120 horas.

3.11 Avaliacio da producio de massa micelial

A metodologia utilizada foi de acordo com o trabalho de Calam (1969).
A produg¢do de massa micelial foi quantificada por meio de filtracdo das
amostras coletadas, em peneira de 400 malhas/pol’ (37 pm), seguida por
lavagem em agua destilada, sendo, posteriormente, acondicionada em forminhas
de papel-aluminio, as quais foram secadas a 105 C por 24 horas.

O sobrenadante foi estocado a -20 °C para a posterior utilizagdo nas

dosagens das atividades enzimaticas.

3.12 Determinacio da atividade de poligalacturonase

Para verificar a produgdo de poligalacturonase (PG), foi realizado um
ensaio enzimatico. A mistura da reagdo constitui-se de 1,5 mL de acido
poligalacturénico 1,33% P-3889 (p/v) em tampao acetato de sodio e NaCl 2,5
M, pH 4,8 ¢ 0,5 mL do sobrenadante da cultura mantidos a 40 °C por 20

minutos. Aliquotas de 0,125mL foram retiradas nos tempos 0 e 20 minutos e
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adicionadas em 0,5 mL de DNS (Acido Dinitrossalicilico). A atividade de
poligalacturonase foi determinada pela dosagem de agucar redutor, segundo o
método do DNS, descrito por Miller (1959). O 4acido poligalacturdnico foi
utilizado na determinagdo da curva padrdo de agucar redutor para atividade de
PG. Uma unidade de PG foi definida como a quantidade de &cido

poligalacturénico, em pmoles, liberado na mistura da reagdo por minuto.

3.13 Efeito da contribuicio exclusiva dos conidios, sobrenadante, conidios
+ sobrenadante e do sobrenadante, contendo a enzima
poligalacturonase produzida pelo fungo saprdébio, a aceleracio da

degradacao do tecido foliar

Neste ensaio, objetivou-se determinar qual o efeito dos conidios, do
sobrenadante da enzima poligalacturonase e do sobrenadante do fungo
selecionado, (todos cultivados durante 120 horas) na supressdo dos conidios do
patdgeno e na aceleracdo da degradacéo do tecido foliar.

Folhas com sintomas caracteristicos da mancha de olho pardo foram
coletadas de campo de café livre da aplicagdo de fungicidas. As lesdes presentes
nas folhas foram recortadas e separadas em blocos, de acordo com o tamanho da
lesdo. Blocos que contivessem lesdes maiores teriam 5 lesdes por tratamento e,
aqueles que contivessem lesdes menores, teriam 8 lesdes por tratamento.

Foi determinado, inicialmente, o ntimero de conidios (descrito no item
3.4) e o peso inicial da metade de cada lesdo. Posteriormente, foi feita a
aplicagdo dos tratamentos, por meio de um pulverizador manual, estes
consistiam em: conidios de P. macrosporus cultivado em meio sélido por 120
horas; sobrenadante da enzima poligalacturonase as 120 horas; P. macrosporus
cultivado em meio liquido durante 120 horas; P. macrosporus cultivado em meio

liquido por 120 horas e, posteriormente, centrifugado e agua.
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Apos a aplicacdo dos tratamentos, a outra metade da lesdo
correspondente a cada tratamento foi acomodada em caixas de Gerbox, contendo
duas folhas de papel filtro previamente umedecidas com 4 mL de 4gua destilada
esterilizada. O ensaio foi instalado em camara de crescimento a 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas.

Depois do periodo de incubacdo de sete dias, foram realizadas as
avaliagoOes referentes a quantidade de conidios e o peso da metade da lesdo, os
ultimos foram determinados com o auxilio de balanca de precisdo. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos inteiramente casualizados,

sendo quatro blocos contendo de cinco a oito lesdes por cada tratamento.
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4 RESULTADOS

4.1 Selecao dos isolados saprébios

Foram analisadas as variaveis referentes ao nimero e a germinagao de
conidios em folhas com sintomas da mancha de olho pardo (Cercospora
coffeicola), para a selecdo do saprobio mais promissor para a reducdo da
sobrevivéncia do patogeno. As avaliagoes foram feitas aos 7 e 14 dias apds o
tratamento com os fungos saprobios.

Para a varidvel ntimero de conidios produzidos pelo patégeno, nao
foram observadas diferengas significativas para a interagdo (p= 0,4681) ou
quaisquer dos fatores (p= 0,2184 ¢ p= 0,0014). A média do nimero de conidios
produzidos foi de 2,53 x 10* cm/ml, independente do periodo de avaliagdo ou
tratamento.

Em relagdo a variavel germinag¢do de conidios do patéogeno, ndo foi
observado efeito significativo para a interagdo tratamentos x periodo de
avaliagdo (p =0,1465), assim como ndo houve efeito significativo para o fator
periodo em que foram feitas as avaliagdes (p= 0,0335). No entanto, ainda para
essa mesma variavel, foi encontrada diferenca significativa (p=0,0003).entre os
trés fungos saprobios testados em relacdo as testemunhas positiva (Compost-
Aid® + Soil Set ) e, a testemunha negativa agua.

Quando as médias dos tratamentos foram comparadas, verificou-se que
o tratamento com o fungo saprobio P. macrosporus, independente da época de
avaliagdo (7 ou 14 dias) diminuiu a taxa de germinagdo do patdégeno em 40%.
Em relagdo ao tratamento Compost-Aid® + Soil Set embora tenha diminuido a
taxa de germinacdo do patégeno (20%), sua média ndo diferiu

significativamente do tratamento adgua (Figura 1).
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conidios de Cercospora coffeicola avaliados nos tempos 0, 7 ¢ 14
dias apds a aplicagao dos saprobios. Os tratamentos seguidos de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

4.2 Efeito da aplicaciio do fungo selecionado na supressao da esporulacio

de C. coffeicola sobre condicdes de estresse abidtico

A partir dos resultados do ensaio do Item 4.1, em que o antagonista P.

macrosporus reduziu a viabilidade dos conidios do patégeno em estudo

independente do periodo de avaliagdo, as demais avaliacdes foram, entdo,

realizadas aos 7 dias de a aplicagdo do saprobio, e, este foi testado quanto a sua

habilidade em suprimir a esporulacdo do patégeno sobre condi¢des artificiais de

estresse abiotico.

Nao houve interagdo entre os fatores tratamentos X épocas de

interrup¢do do molhamento foliar (zero e 61 horas) para a varidvel nimero de
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conidios (p=0,8221), assim como para a varidvel germinacdo de conidio de C.
coffeicola (p=0,9546).

Em relagdo a variavel nmimero de conidios de C. coffeicola ndo houve
efeito significativo (p=0,1844) entre o tratamento com o antagonista P
macrosporus, quando comparado ao controle negativo (plantas tratadas somente
com agua) em relagdo a variavel resposta nimero de conidios.

Para a variavel germinagdo de conidios, quando as médias foram
comparadas, verificou-se diferenca significativa entre os tratamentos
(p=0,0054), sendo observada redugdo de 37,73% da viabilidade dos conidios do
patdgeno, quando tratados com o isolado P. macrosporus.

Ainda em relagdo a variavel resposta nimero de conidios germinados,
pode-se observar diferenca significativa entre as épocas em estudo (p=0,0369).
Sendo a exposi¢do ao estresse imediato apds a aplicacdo dos tratamentos (zero
horas), o periodo em que observou-se maior redugdo no nimero de esporos
germinado, em torno de 26% em relagdo a 61 horas, apos a aplicagdo dos

tratamentos.

4.3 Antagonismo com confrontacio direta

A partir dos resultados dos Itens 4.1 e 4.2 os proximos ensaios foram
feitos com o objetivo de determinar qual o(s) possivel(s) mecanismo(s) de a¢ao
utilizado(s) pelo saprobio para o controle da doenga. Podendo ser competigdo
por espaco ¢ nutrientes na planta hospedeira e produgdo de compostos
antimicrobianos (STROBEL, 2002).

Para o teste de antagonismo com confrontagdo direta, observou-se, para
todos os meios utilizados no ensaio, reducdo significativa no crescimento
micelial de C. coffeicola , quando na presenca de P. macrosporus em relagdo a

testemunha (Figuras 2 ¢ 4).
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Figura2 Crescimento do fungo C.coffeicola com e sem a presenca de P
macrosporus nos meios BDA, CMA e V8. Grafico referente a analise
do desdobramento dos tratamentos (C.coffeicola ¢ C.coffeicola + P
macrosporus) em de cada nivel do fator meio de cultura

Para variavel resposta numero de conidios pode-se observar que houve
diferenca significativa para o tratamento C. coffeicola com P. macrosporus em
relacdo a testemunha, somente quando cultivados nos meios CMA e V8§

(Figura 3).
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Figura3 Numero de conidios do fungo C. coffeicola com e sem a presenca de
P macrosporus nos meios BDA, CMA e V8. Grafico referente a
analise do desdobramento dos tratamentos (C. coffeicola ¢ C.
coffeicola + P. macrosporus) dentro de cada nivel do fator meio de
cultura. Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P<0.05)

4.4 Producao de volateis

No teste de producdo de volateis, observou-se inibi¢do no crescimento
do patogeno quando inoculado na presenca do antagonista P. macrosporus,
independente do meio de cultura utilizado. Além da redugdo no crescimento
micelial do patdgeno, também foi observada diminui¢do no ntimero de conidios

e reducdo na viabilidade dos mesmos (Figura 4 A, B e C).
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Figura4 Produgdo de volateis. Os graficos A, B e C representam germinacao
de conidios (%), numero de conidios e crescimento micelial (cm) do
fungo C. coffeicola com ou sem a presenca de P. macrosporus

4.5 Producio de pectinase total em meio solido

Dentre os mecanismos de controle da doenga utilizado pelo fungo, um
deles poderia ser a competi¢do por nutrientes. Assim, foi feita a determinagao da
atividade de enzimas relacionadas a degradacdo do tecido da planta.

A degradagao dos substratos contendo acido galacturénico e &cido

poligalacturdnico como indutores de pectinases, pode ser visualizada por meio
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da formacdo de um halo resultante da producdo de enzimas pectinoliticas
(Figura 6).
As médias dos didmetros do halo formado foi de 0,93 para acido

poligalacturdnico e de 0,70 para o 4cido galacturdnico.

4.6 Determinacao da atividade de enzima poligalacturonase e massa

micelial

Na Figura 5, mostra-se a massa micelial seca e atividade de PG, ao
longo do tempo de 120 horas de cultivo. A maior massa micelial seca foi
observada no tempo de 120 horas de cultivo.

A atividade enzimatica de PG, detectada no sobrenadante da cultura,
apresenta aumento gradual, ao longo do tempo de cultivo, sendo a maior

atividade (7442,685 U/mL) em 120 horas (Figura 5 A e B).
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Figura5 Analise da curva de crescimento e da atividade de PG do fungo
Phialomyces macrosporus. (A) Massa micelial seca. (B) Atividade de

PG no sobrenadante da cultura
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4.7 Efeito da contribuicio exclusiva dos conidios, sobrenadante, conidios +
sobrenadante e do sobrenadante contendo a enzima poligalacturonase
produzida pelo fungo saprobio, o na aceleraciio da degradacao do tecido

foliar

Em relacdo a diferenca entre o peso inicial e final das lesdes de cada
tratamento, ndo foi encontrada diferenga significativa entre os tratamentos
(p=0,9156). Assim como para a variavel nimero de conidios produzidos por C.
coffeicola nenhum dos tratamentos diferiu entre si (p=0,4437), sendo a média do

ntmero de conidios de 7,2 x 10* cm/mL.



36

5 5 DISCUSSAO

Os ensaios in vivo demonstraram que a aplicacdo de P. macrosporus
sobre lesdes causadas pelo patégeno reduziu a viabilidade de C. coffeicola em
40%, a partir dos 7 dias e, esse efeito perdura por, pelo menos, 14 dias apos a
aplicacdo do antagonista em estudo (Figura 1), demonstrando que o fungo
saprobio ndo apenas é capaz de reduzir a viabilidade do patogeno, mas que esse
efeito ocorre ja aos 7 dias apos o tratamento. Odile, Daniel e David-Mathieu
(2006) trabalharam com isolados de Microsphaeropsis ochacea em lesdes de
folhas de cebola em processo de senescéncia, e verificaram a reducdo da
esporulagdo de Botrytis squamosa, a partir de dez dias de aplicacdo do
antagonista.

No presente trabalho, ndo foi avaliada a contribui¢do da redugdo do
inoculo de Cercospora na epidemia da mancha de olho pardo no campo, mas
trabalho semelhante, realizado por Galletti et al. (2008) mostraram que quando
Trichoderma sp. foi aplicado sobre folhas de beterraba infectados com
Cercospora beticola, foi observada diminuicdo da viabilidade dos conidios do
patdgeno, o que resultou em atraso da epidemia na safra seguinte.

No presente trabalho, independente do momento (zero ¢ 61 horas) em
que P. macorporus foi exposto ao estresse, este foi capaz de reduzir a viabilidade
dos conidios do patogeno em até 37,72 %. Isso pode estar relacionado com o
fato desses fungos terem sido isolados da regido semiarida do nordeste, o que
garante a estes, sobrevivéncia em ambientes hostis e, portanto, demonstrarem
atividade biologica independente do regime hidrico presente, conforme
demonstrado por Yohalem et al. (2004), que avaliou a supressao da esporulacio
de Botrytis aclada por Ulocladium atrum em tecido morto de cebola infectado
em condi¢des de interrupg¢des de umidade, com redugdes de 90 a 100% depois

de seis e oito dias de incubacio.
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Ainda n3o avaliamos a contribuicdo da variacdo da temperatura na
eficiéncia do fungo saprobio na redugdo da sobrevivéncia do patégeno, mas
Kohl et al. (1995) observaram resultados semelhantes de manutengdo de
biocontrole, com diferentes periodos de interrup¢ao de molhamento e, também,
verificou esse mesmo efeito, para a variacao de umidade e temperatura.

Em relacdo ao patdogeno, quando este foi exposto as condigdes de
estresse imediato (zero horas), apds a aplicacdo dos tratamentos, ocorreu
diminui¢do do numero de esporos germinados. Ja, 61 horas apds a aplicacdo do
antagonista, resultou em maior esporulagdo, possivelmente o maior tempo sob
condicdes favoraveis ao patégeno antes da exposicdo ao estresse abidtico,
garantiu maior estabilidade ao fungo e, consequentemente, maior esporulagao.
Trabalhos de Echandi (1959) e Fernandes et al. (1991) demonstraram que
C.coffeicola necessita de 6 a 12 horas de periodo de molhamento foliar e
umidade relativa de 92% para que se inicie a esporulacdo e que se tenha a
maxima severidade da doenga.

Além da avaliacdo do potencial do fungo saprobio em controlar o
patdgeno independente do estresse em que este ¢ exposto, a qual visa a busca da
sustentabilidade da técnica de controle, devem-se avaliar os mecanismos de agao
do agente de biocontrole. Um dos mecanismos mais comuns de reducdo da
sobrevivéncia de patogenos ¢ a antibiose. Yoshida et al. (2002) observaram
reducdo na sobrevivéncia de Colletotrichum dematium em folhas de amora
infectadas, quando tratadas com Bacillus amyloliquefaciens, confirmando ser a
producdo de compostos antifugicos, o principal mecanismo de agdo utilizado
pelo antagonista em estudo.

Em ensaios in vitro em que foram testadas as produgdes de nao-volateis,
constatou-se interacdo positiva entre os meios de cultura V8 e CMA ¢ a
producdo de compostos nao-volateis, resultando em maior controle do patdégeno

(Figuras 3 e 4). Dessa forma, sugere-se que tais meios de cultura induzam a
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producdo de maior quantidade ou diversidade de compostos com ag¢ao inibitdria
a C. coffeicola.

A utilizagdo do fungo P. macrosporus como agente de biocontrole de
doengas no cafeeiro foi notificada por outros autores. Botrel ¢ Medeiros (2013)
observou em teste de producdo de volateis inibi¢do do crescimento de
Pseudomonas syringae pv. Garcae, quando inoculada na presenca de P.
macrosporus cultivado tanto em meio BDA, como em CMA. Pinto, Abreu e
Medeiros (2013) inoculou o patéogeno Colletotrichum gloeosporioides na
presenca de P. macrosporus e observou redugdo de 57% no IVCM e 42,5% na
esporulagdo do patogeno, quando comparado com a testemunha.

A reducdo no niimero de conidios produzidos pelo patogeno somente foi
observada em ensaios in vitro, quando ambos foram cultivados simultaneamente,
0 que sugere que a associacdo entre aplicagdo curativa e preventiva poderia
diminuir ainda mais a incidéncia e severidade da doenca. Heyens et al. (2010)
trabalharam com a mofo- cinzento do tomateiro e observaram reducdo de 30 %
no progresso da doenga, quando aplicado de forma curativa, ja, quando a
aplicacao foi feita preventivamente, observou-se redugdo de 90 % das infeccdes.

O mecanismo de competicdo entre os microrganismos em colonizar a
area necrosada foi testado, a partir da determinagdo e quantificacdo de enzimas
pectinoliticas. Essas enzimas degradam o tecido vegetal morto e liberam
nutrientes tanto para o patdogeno quanto o saprébios. Trane et al (2000)
monitoraram, por meio de transformagao genética, a colonizag¢do de isolados do
fungo saprobio Trichoderma em plantas de pepino, quando infectadas por
Pythium ultimum e observaram que ambos os isolados de Trichoderma foram
capazes de absorver os nutrientes presentes no tecido vegetal de maneira mais
eficiente que o patdgeno, e, portanto, confirmaram ser a competicdo por

nutrientes um mecanismo importante no biocontrole desse patossistema.
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Sabe-se, por meio de trabalhos realizados por Ahmad et al. (2003), que
P macroporus foi encontrado colonizando frutos de café tanto na variedade
robusta como na arabica. Dessa forma, acredita-se que, assim como isolados do
fungo, também endolitico do café, Cladosporium sp possui a capacidade de
proteger os frutos de café¢ contra a agdo deletéria de diversos fungos, P
macrosporus tenha a habilidade de produzir enzimas pectinoliticas ¢ que possa,
de alguma forma, ser também um agente de biocontrole de doengas associadas a
essa cultura.

No presente trabalho, foi identificada a produgcdo das enzimas
poligalacturonase, por meio da formagdo do halo correspondente a producdo da
enzima. No entanto, quando comparamos P. macrosporus com microrganismos
que possuem a capacidade de secretar grandes quantidades de proteinas,
podemos afirmar que, em relagdo a enzima poligalacturonase, esse fungo nao ¢
considerado um grande produtor.

Diversos estudos comprovam a eficacia de enzimas pectoliticas na
degradacdo de matéria organica. Kenneth et al. (2009) observaram que o
endofitico Acremonium zeae produz quantidade suficiente de enzimas
hidroliticas para uso na conversdo de biomassa lignoceluldsica em matéria-
prima para a industria.

No presente trabalho, verificou-se que a aplicacdo do sobrenadante de
PG cultivado a 120 horas, quando foi observado o maximo de producdo dessa
enzima (Figura 8B), ndo foi eficaz na degradacdo do tecido lesionado, assim
como nenhum componente fungico, no tempo de avaliagdo de 7 dias, cultivado
durante o mesmo periodo, sugerindo a necessidade de maior tempo de cultivo
para um tratamento eficiente e essa enzima possa ter efeito com maior tempo de
exposicdo do fungo ao residuo vegetal e ter um efeito sinergistico no

biocontrole.
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A producdo das enzimas pectinoliticas pelo bioagente representa
potencial para a competicdo por nutrientes com o patégeno. No entanto, ndo foi
evidenciado esse mecanismo como o principal para a reducao da sobrevivéncia
de C. coffeicola, pelo menos em relagdo a enzima poligalacturonase.

Portanto, o fungo saprobio selecionado, Phialomyces macrosporus tem
potencial para controle de doengas do cafeeiro (Botrel e Pinto), esse efeito é
independente do periodo de molhamento e funciona pela redugdo da viabilidade
de conidios associados a restos culturais, atuando, provavelmente, pela produgao
de substancias antimicrobianas.

Por meio dos resultados obtidos neste trabalho, surgem novas
perspectivas para o manejo integrado da mancha de olho pardo, uma vez que P.
macrosporus possui um amplo espectro de agcdo sobre o patdgeno, sendo esta

uma das caracteristicas cruciais parra o sucesso de um bioagente.
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6 CONCLUSOES

P. macrosporus quando aplicado em folhas de café¢ em estado de
senescéncia, possui a capacidade de suprimir a esporulagdo de C. coffeicola.
O possivel mecanismo de biocontrole ¢ a antibiose pela producdo de

compostos volateis e ndo-volateis.
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