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1 RESUMO

O aumento da concentragdo de CO, atmosférico previsto para as
préximas décadas poderd provocar alteragcbes nas relacBes patdgeno-hospedeiro e,
consequentemente, no manejo das doengas de plantas. Devido as alteragcBes dos processos
fisiologicos e metabdlicos da planta, distribuicdo temporal e espacial da doenca, os agentes de
biocontrole também estdo sujeitos a essas alteracfes. Assim, € necessario conhecer os efeitos
dessas mudancas nas doencas de plantas e sobre os agentes de biocontrole, para adogédo de
medidas de adaptacdo. O efeito do aumento da concentragcdo de CO, (380, 430, 700 e 1300
ppm de CO;) sobre controle bioldgico da ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix) com
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Lecanicillium longisporum foi avaliado sobre a
esporulacdo do patdgeno e a severidade da doenca em discos foliares (1,5 cm). Os
antagonistas foram aplicados 24 horas antes, simultaneamente e 24 horas apos a inoculacao do
patégeno em discos foliares mantidos em camaras com fotoperiodo de 12 horas, a 22 °C e
100% de umidade relativa. Para avaliar o efeito do gas sobre o periodo latente da ferrugem,
plantulas de cafeeiro foram mantidas nas concentragdes de 400, 500, 700 e 900 ppm de CO, e

inoculadas com urediniosporos do patégeno. Além do periodo latente, foram avaliados o



diametro do caule, a area foliar e a altura das plantulas. Os antagonistas B. subtilis, B. pumilus
e L. longisporum ndo foram afetados pelo aumento da concentracdo de CO,. B. subtilis foi
efetivo no controle da ferrugem independentemente da concentracdo de CO, atmosférico,
sendo mais efetivo quando aplicado antes e simultaneamente a inoculagdo do patogeno. B.
pumilus independente do CO, e do momento de aplicacdo, nao influenciou o crescimento da
doenca, representado pela &rea abaixo da curva do progresso de esporulacdo (AACPE) e pela
porcentagem da area foliar lesionada. Em L. longisporum observou-se a reducéo da AACPE e
da porcentagem da area foliar lesionada, independente da concentracdo de CO,. O periodo
latente médio da ferrugem do cafeeiro foi de 36,4; 21,2; 21,3 e 18,6 dias para as concentraces
de 400, 500, 700 e 900 ppm de CO, em condigdes de 100% de umidade relativa e temperatura
a22°C.

Palavras-chave: mudangas climaticas, CO,, Hemileia vastatrix, controle bioldgico.
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2 SUMMARY

The rising concentration of atmospheric CO; for the coming decades
may cause changes in pathogen-host relationships, and therefore the management of diseases
of plants. Due to changes in physiological and metabolic processes of the plant, temporal and
spatial distribution of the disease, the biocontrol agents are also subject to these amendments.
Thus, it is necessary to know the effects of changes in diseases of plants and on the biocontrol
agents, for adoption of adaptation measures. The effect of rising concentration of CO, (380,
430, 700 and 1300 ppm CO,) on biological control of coffee rust (Hemileia vastatrix) with
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus and Lecanicillium longisporum was evaluated on the
sporulation of the pathogen and the severity of disease in leaf discs (1.5 cm). The antagonists
were applied 24 hours before, simultaneously and 24 hours after inoculation of the pathogen in
leaf discs incubated in chambers with a photoperiod of 12 hours at 22 °C and 100% relative
humidity. To evaluate the effect of gas on the latent period of rust, coffee seedlings were
maintained at concentrations of 400, 500, 700 and 900 ppm CO, and inoculated with

uredospores of the pathogen. Besides the latent period were measured the diameter of stem,



leaf area and seedling height. The antagonists B. subtilis, B. pumilus and L. longisporum were
not affected by increasing the concentration of CO,. B. subtilis was effective in controlling
rust regardless of the concentration of atmospheric CO,, which is more effective when
released before, while the inoculation of the pathogen. B. pumilus independent of CO, and the
time of application did not influence the growth of the disease, represented by the area under
the curve of progress of sporulation (AUCPS) and the percentage of leaf area injured. In L.
longisporum observed the reduction of AUCPS and the percentage of leaf area injured,
regardless of the concentration of CO,. The average latent period of rust coffee was 36.4, 21.2,
21.3 and 18.6 days for concentrations of 400, 500, 700 and 900 ppm of CO; under 100%

relative humidity and temperature at 22 °C.

Keywords: climate change, CO,, Hemileia vastatrix, biological control.



3 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a intensificacdo das atividades antropicas tem
resultado em maior emissdo de gases do efeito estufa. O aumento das concentra¢des dos gases
de efeito estufa, como o didxido de carbono (CO,), 0z6nio (O3), metano (CH,) e 6xido nitroso
(N20), causa a elevacdo da temperatura na superficie do planeta e, consequentemente, o
aumento do nivel do mar e alteracfes na intensidade e distribuicdo de chuvas e ventos, alem
de outras alteracbes. Essas mudancas interferem diretamente na agricultura, modificando o
zoneamento agricola, a produtividade e técnicas de manejo em diversas culturas. Com isso, a
economia e a sociedade podem sofrer graves consequéncias.

Dentre os gases do efeito estufa, 0 CO, é o g4s mais emitido pela acéo
do homem. Desde a Revolucdo Industrial, a concentragdo de CO, na atmosfera aumentou
cerca de 30%, oriunda principalmente da queima de combustiveis fosseis e mudanca no uso da
terra. Segundo o IPCC (2007), a concentracao desse gas tende a aumentar em até 1000 ppm no
cenario futuro, caso ndo ocorra uma mudanga de comportamento e a reducdo da emisséo

destes gases para a atmosfera.



Estudos demonstram que a elevagdo da concentracdo do CO; provoca
efeitos benéficos no desenvolvimento das plantas, por promover alteracbes no metabolismo,
crescimento e processos fisioldgicos. Essa mudanca pode ocasionar um efeito positivo,
negativo ou neutro na ocorréncia e severidade de doencas de plantas. O manejo das doencas
também pode ser alterado devido as modifica¢cBes na microbiota, distribuicdo geografica e
interagdo com outros microrganismos que interagem com as plantas, como 0s agentes de
controle bioldgico. Existem poucos relatos sobre os efeitos do CO, sobre as doencas de
plantas e os agentes de controle bioldgico. Assim, faz-se necessaria a realizagdo de estudos
relacionados ao assunto.

O café é considerado um dos principais produtos agricolas do Brasil, 0
qual é o maior produtor e exportador. O cafeeiro esta sujeito a incidéncia de vérias doencas,
entre elas, a ferrugem causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix, que é a principal
doenca desta cultura. O uso de agentes de controle biologico € uma alternativa promissora
para o controle da ferrugem, visto que embora o controle quimico seja eficiente mostra-se
agressivo ao ambiente.

No Brasil, ha relatos sobre os impactos das mudancas climaticas no
cafeeiro, referentes ao zoneamento agroclimatico (ASSAD et al., 2004) e as doencgas e pragas
(POZZA; ALVES, 2008; GHINI et al., 2008c). Assim, o presente trabalho tem por objetivo
verificar os efeitos do aumento de CO, atmosférico sobre a eficacia de antagonistas no

controle da ferrugem do cafeeiro e sobre o periodo latente da doenca.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Mudancas climaticas: impactos sobre doencas de plantas e controle bioldgico

Com o advento da Revolugdo Industrial e a intensificacdo das
atividades antrépicas, a concentracdo de dioxido de carbono vem aumentando de maneira
drastica, e desta forma interferindo no ambiente. Amostras retiradas das geleiras da Antartica
revelam que as concentracdes atuais de carbono sdo as mais altas dos Gltimos 420.000 anos.
Desde 1750, o CO, aumentou 30%, e mais da metade desse crescimento ocorreu nos Ultimos
cinguenta anos (MARENGO, 2006; IPCC, 2007).

Além do aumento da concentragdo de CO, devido principalmente a
queima de combustiveis fosseis e a mudanca no uso da terra, outros gases de efeito estufa
promovem a ocorréncia das mudangas climéticas. Sdo eles: metano (CH,4), 0zdnio (O3),
monodxido de carbono (CO), oOxido nitroso (N,O), derivados principalmente da agricultura
(IPCC, 2007). Segundo Marengo (2006), os modelos globais do Painel Intergovernamental de
Mudancas Climaticas (IPCC) mostram que ha um aumento na temperatura global, devido a

grande liberacdo dos gases do efeito estufa, o que evidencia as mudancgas climaticas como:



seca, enchentes, furacGes, causando impactos no ambiente. Nos Gltimos onze anos (1995 a
2006), as temperaturas médias do planeta foram as mais altas desde 1850 (IPCC, 2007).

O Brasil é considerado o quarto maior emissor de gases do efeito
estufa do planeta, devido as intensas queimadas por desmatamento e 0 uso de combustiveis
fosseis. O pais é vulneravel a mudanca climatica e necessita que as medidas de mitigagdo e
adaptacdo sejam integradas nas politicas ambientais para que se minimizem os efeitos ja
observados, como as chuvas intensas (MARENGO, 2006; MARENGO et al., 2007). O
desenvolvimento sustentavel, aliado aos estudos sobre a vulnerabilidade das regibes e setores
produtivos, pode reduzir a vulnerabilidade & mudanca do clima, aumentando a capacidade de
adaptacdo e a resiliéncia do sistema (IPCC, 2007).

A vulnerabilidade de uma regido a mudanca climatica pode ser
avaliada através de modelos climaticos globais que se baseiam nas propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas de seus componentes. Devido a variabilidade de cada regido, esses
modelos apresentam vérias limitacOes, pois as mudangas previstas devem ser tanto sazonais
quanto espaciais (GHINI; HAMADA, 2008). No Brasil, as estimativas dos modelos climaticos
globais observados sdo de aumento na temperatura ndo uniforme e diminuicéo da precipitacéo
que varia em regides e meses do ano (HAMADA et al., 2008).

As mudancas climaticas podem ou ndo ter efeito sobre problemas
fitossanitarios. Assim, 0s impactos na sociedade, economia e ambiente podem ser positivos,
negativos ou neutros (GHINI, 2005). Garret et al. (2006) afirmam que com as mudancas
climaticas, a pressdo de selecdo nas populacbes de hospedeiros podem resultar na diversidade
de resisténcia genética. Os fitopatdgenos podem ser potencialmente incapazes de migracdo ou
rapida adaptacdo as mudancas nas condi¢des climaticas, mas a maioria tera vantagem sobre as
plantas por terem um tempo de geracdo mais curto e, em muitos casos, a habilidade de se
dispersarem rapidamente pelo vento (JEGER; PAUTASSO, 2008).

Entre as culturas de interesse agrondémico no Brasil, o cafeeiro se
destaca por sua importancia econdmica e social. Assad et al. (2004) relataram os impactos das
mudancas climaticas no zoneamento agroclimatico dessa cultura. As atuais regides produtoras
de café serdo reduzidas drasticamente, caso ndo se altere as condi¢des genéticas e fisioldgicas
das atuais variedades. Pozza e Alves (2008) estudaram os impactos das mudancas climaticas

em relacdo a intensidade de doengas fungicas do cafeeiro. O comportamento das doencas seré



modificado devido ao aumento de temperatura e a concentragdo de chuvas em alguns meses
do ano. Com o deslocamento do cultivo de café para &reas mais adequadas, podem surgir
novas doencas e a selecdo de patdgenos mais adaptados, que geram maiores custos de
producdo da cultura. Ghini et al. (2008c) observaram que havera maior infestagdo por espécies
de Meloidogyne incognita e Leucoptera coffeella no cafeeiro, quando comparados no clima
futuro.

Atualmente, os impactos das mudancas climaticas sobre o controle
bioldgico de doencas de plantas baseiam-se em observacdes indiretas (BETTIOL, 2008). Na
literatura praticamente ndo existem estudos sobre esse assunto (GHINI, 2005). Manning e
Tiedemann (1995) sugerem que o aumento das concentracdes dos gases CO, e O3 e da
radiacdo ultravioleta modifica as comunidades da microbiota da rizosfera e filosfera. As
mudancas na diversidade das plantas e consequentemente na comunidade microbiana podem
alterar a ocorréncia de doengas por meio do controle biolégico natural (COAKLEY et al.,
1999, GRUTER et al., 2006). As variacdes de temperatura e precipitagdo exigem a selecdo de
antagonistas que atuem efetivamente no cenario futuro em diferentes regides. Ghini et al.
(2008b) afirmam que o controle bioldgico natural e introduzido serdo beneficiados com as
mudancas climaticas, visto que a tendéncia a reducdo da emissdo de gases poluentes que
minimizam os problemas ambientais, levam a um determinado equilibrio biolégico, o qual

facilita a introducdo de um agente de biocontrole.

4.2 Efeitos do CO, sobre doencgas de plantas

Os efeitos das mudancas climaticas podem atuar tanto no hospedeiro
quanto no patdgeno e também na interagdo de ambos, de maneira direta ou indireta (AGRIOS,
2004). A alteracdo da distribuicdo geografica pelas variacdes de temperatura e precipitacdo, os
danos causados pelas doencgas (com perdas de produtividade) e a eficacia dos métodos de
controle influenciam na ocorréncia de doencas devido ao aumento da concentracdo de CO,
(GHINI, 2005). A severidade da doenca pode ser determinada pela alteracdo da resisténcia do
hospedeiro, que retarda a penetracdo do patogeno, e pela maior disponibilidade de sitios de
infeccdo, que permite um microclima favoravel para seu desenvolvimento. A longo prazo,

com o aumento da esporulagdo e agressividade do patdgeno e a alteracdo da resisténcia do
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hospedeiro demonstram as adaptacGes decorrentes das relagdes patdgeno-hospedeiro
(CHAKRABORTY et al., 2008).

As mudancas decorrentes do incremento de CO, causam modificacfes
no metabolismo, crescimento e processos fisiologicos das plantas. Essas alteracfes provocam
efeitos benéficos como aumento da biomassa e densidade da copa, que resulta em maior area
para desenvolvimento do patdgeno e limitagdo na disponibilidade de nutriente e &gua. A
modificacdo na estrutura da parte aérea da planta influencia os componentes epidemiol6gicos
das doencas por alteracdo do microclima (GHINI, 2005).

Chakraborty et al. (2000a) evidenciam que as mudancgas provocadas
em Stylosanthes scabra pelo aumento da concentracdo de CO, como a reducgdo da densidade
de estdmatos, o aumento do teor de carboidratos nas folhas e maior camadas de ceras e células
epidermais influenciam nas relag¢6es patdgeno-hospedeiro. O aumento do teor de carboidratos
estimula patogenos dependentes de agucares, como as ferrugens. Porém, a reducédo de abertura
dos estdmatos inibe a penetracdo dos mesmos (MANNING; TIEDEMANN, 1995). As
alteracOes na fisiologia das plantas podem influenciar os mecanismos de resisténcia das
relacbes patdgeno-hospedeiro devido ao aumento da concentracdo de CO, (GHINI et al.,
2008a). Estudos realizados com os fitopatdgenos Erysiphe graminis e Colletotrichum
gloeosporioides submetidos a concentracdo de 700 ppm reduzem a severidade da doenca em
relacdo a concentracdo de 350 ppm possivelmente pelo atraso no desenvolvimento inicial do
patdbgeno e sua reducdo na penetracdo no hospedeiro (HIBBERD et al., 1996;
CHAKRABORTY et al., 2000b).

Goldson (2006) afirma que possivelmente as mudangas climaticas
terdo um impacto potencial no estabelecimento do controle bioldgico em diferentes zonas
climaticas. Os microrganismos presentes na filosfera sofrerdo modificagdes, mas ainda nédo
estdo completamente esclarecidos, pois as mudancgas que ocorrerdo na fisiologia da planta
podem alterar os mecanismos de resisténcia, como também seu equilibrio (GHINI, 2005).
Coakley et al. (1999) concluiram que os efeitos das mudancas climéaticas no manejo de
doencas de plantas podem ser menos importantes do que mudangas nos padrdes de uso da
terra, melhoramento de plantas e disponibilidade de produtos para controle quimico. Os efeitos
das mudancas climaticas tendem a ser diferentes para cada patossistema em diferentes

localidades.
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Os métodos de experimentagdo para avaliar o efeito do aumento da
concentracdo do CO, e também de outros gases podem ser realizados em ambientes
controlados. Apesar de apresentarem limitagdes, por permitirem apenas uma variavel
estudada, os experimentos em camaras controladas solucionam hipoteses sobre quais 0s
efeitos que esse gés pode causar em doencas de plantas, nas relacbes patdgeno-hospedeiro e
nos metodos de controle. As estufas de topo aberto (open-top chambers — OTC) sdo uma
alternativa para criar um ambiente mais realista. Porém, o microclima em seu interior €
alterado pela estrutura de plastico que envolve as estufas. Experimentos conduzidos em campo
do tipo FACE (Free Air Carbon Dioxide Enrichment) permitem uma resposta sem alteracédo

do microclima, com extensa area de amostragem (GHINI, 2005).

4.3 Cultura do café

O Brasil produz cerca de 33,7 milhdes de sacas de café beneficiado e é
considerado o maior produtor e exportador de café. Minas Gerais vem se destacando como o
Estado maior produtor de café do pais. No sul de Minas esta concentrada cerca da metade da
producédo do Estado (CHACUR et al., 2007). Trata-se de uma planta perene de clima tropical,
pertencente a familia das Rubiaceas e ao género Coffea que reine mais de 100 espécies
descritas e duas espécies de importancia econémica: C. arabica e C. canephora (ZAMBOLIM
et al., 2005).

O cafeeiro, para se desenvolver normalmente, necessita de umidade
disponivel no solo durante o periodo de setembro/outubro a abril/ maio, épocas coincidentes
da floracdo até o enchimento dos grdos. As condi¢cBes ambientais favoraveis ao seu
desenvolvimento variam entre as espécies. A temperatura quando esta abaixo de 16°C e acima
de 24°C, no caso de café arabica, s&o inadequadas para o cultivo (BOLDINI, 2001).

Os principais fatores climaticos envolvidos no processo de ocorréncia
e desenvolvimento das doengas séo temperatura, umidade, vento, luz e radiagdo solar. Esses
fatores podem influenciar em menor ou maior intensidade, na severidade das doencas que, de
alguma forma, podem ser manejadas, obtendo-se assim, um aumento na resisténcia dos
cafeeiros as doencas ou uma promocao das condi¢fes menos favoraveis ao desenvolvimento
dos patégenos (VALE et al., 2000; CARVALHO et al., 2002). Lin (2007) verificou que a
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presenca de arvores para sombreamento do cafeeiro pode ser aplicada em regifes as quais as
mudancas climéticas sdo acentuadas, como a temperatura elevada, 0 que minimiza os danos a
cultura pelo estresse hidrico.

H& uma série de doencas prejudiciais a cultura cafeeira, causadas por
bacterias, virus, nematoides e principalmente por fungos, entre eles destacam-se Hemileia
vastatrix, Cercospora coffeicola, Phoma costaricensis, Rhizoctonia solani, Fusarium spp.,
Ascochyta coffeae e Rosellinia spp.. Esses patdgenos sao capazes de causar desde a reducdo no
desenvolvimento das plantas como raquitismo, seca dos ponteiros, queda elevada de folhas,
murcha, reducdo na producao, até a morte — dependendo do agente etioldgico, das condicdes
climéticas e da suscetibilidade do hospedeiro (ZAMBOLIM et al., 2005). Dentre as doencas
que ocorrem na cultura do café, a ferrugem é considerada de maior importancia, por causar

grandes prejuizos em todas as regides produtoras.

4.4 Ferrugem do cafeeiro

A ferrugem do cafeeiro é causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk
& Br (Ordem: Uredinales; Familia: Pucciniaceae). Foi constatada pela primeira vez em 1868
por Berkeley no Sri Lanka. No Brasil, em 1970, no Sul da Bahia, Medeiros relatou seu
primeiro foco. O fungo é considerado um biotrofico especifico do cafeeiro. As caracteristicas
que distinguem essa especie sdo: seu habito de esporulagdo e penetracdo pelos estdmatos
(ZAMBOLIM et al., 2005).

Os principais prejuizos ocasionados pela doenca sdo: reducdo na area
foliar, pela formagdo de lesdes e queda precoce das folhas e a seca dos ramos laterais,
provocando gradualmente a deformacdo das plantas. A desfolha provoca uma reducdo no
florescimento e na frutificacdo, afetando a produtividade (CARVALHO et al., 2002; GUZZO,
2004).

Os sintomas da ferrugem manifestam-se nas folhas, aproximadamente
entre 0 7° e 15° dia ap0s a penetracdo do patégeno, dependendo da suscetibilidade da planta e
temperatura para seu desenvolvimento (BOLDINI, 2001). Na face inferior de limbo foliar,
formam-se pequenas manchas cloréticas translicidas, que evoluem para massas pulverulentas

de coloracdo amarelo-alaranjado. Na face superior do limbo sdo observadas manchas
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cloréticas amareladas, no limite da pustula inferior, que necrosam as folhas posteriormente
(AGRIQS, 2004).

A presenca das pustulas nas folhas reduz a area fotossintética da
planta, aléem de uma abscisdo prematura dessas folhas, algumas vezes precedida por uma
clorose generalizada. A doenca pode, ocasionalmente, atacar as extremidades de ramos das
brotacGes novas e os frutos verdes. Quando ocorre a desfolha antes do florescimento, ha
interferéncia na formacdo dos botdes florais e frutificagdo. Se ocorrer durante o
desenvolvimento dos frutos acontecerda a ma formacéo dos graos, comprometendo a produgédo
da safra seguinte (BOLDINI, 2001, ZAMBOLIM et al., 2005).

O ciclo de vida da ferrugem é incompleto, pois ocasionalmente os
teliosporos sdo formados e produzem basididsporos cujo hospedeiro intermediario é
desconhecido até o momento. Os esporos assexuais (urediniosporos) sdo reniformes
equinulados dorsalmente, lisos ventralmente e infectam continuamente e sucessivamente as
folhas do cafeeiro (AGRIOS, 2004; ZAMBOLIM et al., 2005).

A germinacdo e penetragdo dos urediniosporos ocorrem pelos
estdmatos da folha, em condi¢des de temperatura variaveis entre 21 a 23 °C (sendo 6tima a
22 °C), alta umidade relativa e sob baixa luminosidade. O alongamento do tubo germinativo s6
ocorre a 30 °C. O periodo de incubacgéo varia de 29 a 62 dias e o periodo latente de 38 a 70
dias (ZAMBOLIM, et al., 2005).

Os fungos Verticillium hemileiae, Cladosporium hemileiae e
Glomerella cingulata parasitam as pustulas de ferrugem nas regiGes onde o clima é favoravel
a0 seu desenvolvimento: alta umidade relativa e cafezais sombreados (CARVALHO et al.,
2002; ZAMBOLIM et al., 2005).

Para ocorréncia de uma doenca sdo necessarios diversos fatores,
bidticos e abioticos, atuando em conjunto. Esses fatores sdo: da planta hospedeira, do
patdgeno e do ambiente (AGRIOS, 2004). Os fatores ambientais relacionados com o
hospedeiro e patdgeno influenciam no sistema epidemioldgico. E sdo importantes que sejam
conhecidos os indices de incidéncia e a evolucdo da doenca para que possam ser aplicadas
medidas de controle (GARCON, et al., 2004).

O controle da ferrugem do cafeeiro envolve o uso de fungicidas

sistémicos e protetores, além de variedades resistentes. O uso de fungicidas, embora eficientes,



14

atuam de modo agressivo ao ambiente. Os sistemas de previséo de doengas séo utilizados para
aperfeicoar e racionalizar a aplicagdo desses produtos. E ainda, auxiliam na tomada de
decisdo, por indicarem os periodos favoraveis de ocorréncia das doencgas e, consequentemente,
0S momentos mais apropriados a realizacdo das pulverizagbes (OLIVEIRA, 2005;
ZAMBOLIM et al. 2005).

O uso de variedades resistentes, como Icatu, Oeiras MG 6851, Obatd,
Tupi, lapar 59, Catucai, Katip6, € uma alternativa vidvel de controle, pois apresentam
resisténcia vertical e horizontal a ferrugem do cafeeiro (CARVALHO et al., 2002;
ZAMBOLIM et al., 2005). Ressalta-se que algumas variedades estdo perdendo gradualmente

sua resisténcia a H. vastatrix devido ao aumento de sua viruléncia (SILVA et al., 2006b).

4.5 Controle bioldgico da ferrugem do cafeeiro

O controle bioldgico tem-se apresentado promissor ao controle da
ferrugem do cafeeiro através da introducdo de organismos que combatem o patégeno
(MARTINS, 1991; BETTIOL et al. 1994). As interacGes entre o agente de biocontrole e o
patdgeno podem ocorrer por antibiose, parasitismo, competicdo, predacdo, hipoviruléncia e
inducdo de defesa do hospedeiro. O antagonista pode apresentar mais de um mecanismo de
acao sobre o patogeno (BETTIOL, 1991).

As bactérias sdo os microrganismos mais frequentes encontrados em
associacdo com as plantas (SILVA et al., 2006a). As bactérias endofiticas sdo utilizadas para
proteger o hospedeiro ao ataque do patdgeno obtendo-se grande eficiéncia, podendo causar
efeitos benéficos em seu hospedeiro, como a inducdo de resisténcia e também a promocéo de
crescimento (ROMEIRO, 2007). A aplicacdo desses microrganismos isolados de locais onde é
previsto o seu uso confere vantagens no estabelecimento dos mesmos, influenciando no
desenvolvimento do patégeno (BLAKEMAN, FOKKEMA, 1982).

A eficiéncia do agente de biocontrole para o controle da ferrugem do
cafeeiro depende do momento de sua aplicacdo. Por exemplo, bactérias endofiticas quando
aplicadas antes do aparecimento dos sintomas apresentam maior potencial de acdo do que
quando a doenga ja se estabeleceu. Sugere-se que as agbes dos antagonistas ocorrem por

antibiose e/ou lise das estruturas do patogeno e/ou competicdo e/ou inducdo de resisténcia.
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Mais estudos sdo necessarios para determinar 0 modo de acdo dessas bactérias, como a
densidade populacional para aplicacdo e a melhor forma de introducdo no hospedeiro. Devem-
se considerar os impactos que possam causar, Vvisto que algumas bactérias aumentam a
severidade da doenca (SHIOMI et al. 2006, SILVA et al., 2008a).

O género Bacillus é amplamente estudado como agente de biocontrole
por obter ampla faixa de desenvolvimento em diferentes temperaturas. Com o aquecimento
global oriundo das mudancgas climaticas esse género possivelmente nao alterara em seu modo
de acdo (BETTIOL, 2008). O B. subtilis atua como indutor de resisténcia sobre o hospedeiro,
induzindo-o a expressar mecanismos de resisténcia e também por possuir compostos
antifangicos que inibem a germinacéo de urediniosporos (MARTINS, 1991; BETTIOL, et al.
1994).

A inducdo de resisténcia é uma alternativa muito utilizada para
protecdo contra fungos fitopatogénicos. O uso de ragas ndo patogénicas, organismos
saprofitos, metabolitos e substdncias produzidas por outros microrganismos, como 0S
endofiticos sdo utilizados para induzir resisténcia. Costa et al. (2007) utilizaram suspensdes de
propagulos de B. subtilis e Pseudomonas putida que reduziram a severidade da doenca, por
provavel processo de inducéo de resisténcia. Guzzo e Martins (1996) observaram que as folhas
tratadas previamente com B. thuringiensis apresentaram inducdo de resisténcia local e
sisttmica pelo aumento de atividades de enzimas como quitinase e B-1,3-glucanases.

O parasitismo é um mecanismo de acdo realizado por Lecanicillium
lecanii, que é encontrado na natureza parasitando as pustulas de ferrugem (BETTIOL, 1991).
Eskes et al. (1991) relataram que a presenca de urediniosporos reforca a germinacdo de
esporos do antagonista, que podem atuar por parasitismo ou antibiose. O género Lecanicillium
apresenta baixo nivel de especificacdo de hospedeiro (GOETTEL et al., 2008).

Hadadd et al. (2009) testaram isolados de Bacillus sp. (obtido de
plantacdes de café organico) e Pseudomonas sp. em condi¢cdes de campo. Os resultados
obtidos apresentaram reducdo na incidéncia da doenga, pela baixa taxa da germinacdo dos
urediniosporos. O isolado de Bacillus sp. obteve resultado semelhante ao fungicida a base de
hidroxido de cobre. Futuramente, esses isolados podem ser utilizados para elaboracdo de
formulagdes comerciais, visto que esses agentes de biocontrole apresentaram melhor atividade

em experimentos de campo.



16

5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos em sala climatizada localizada
na Embrapa Meio Ambiente, em Jaguariuna, Estado de S&o Paulo, nos periodos de maio de
2008 a abril de 2009. Nessa sala climatizada a temperatura média é 22 °C e fotoperiodo de 12
horas (duas lampadas fluorescentes/bloco, 600-1000 lux) (Figura 1). O delineamento
experimental foi de blocos ao acaso com quatro concentragdes CO, e cinco repeti¢cdes. Cada
repeticdo foi constituida por uma caixa plastica coberta por uma lamina de vidro, na qual
foram mantidos discos foliares ou plantulas de cafeeiro em tubetes.

O CO; puro foi injetado nas caixas oriundo de um cilindro de 25 quilos
do gas liquefeito. Na saida do cilindro foi acoplado um mandmetro para controle de volume e
pressdo de saida do gas. Do cilindro, o gas passou por uma valvula solendide (registro
eletromagnético), para um fluxdmetro, o qual regulou sua vazdo, e em seguida, para um
divisor de até 24 saidas, dos quais sairam tubos de igual comprimento para as caixas. Em cada
caixa, a injegdo do CO, foi por um ou mais tubos através de orificios na sua parte lateral, de
acordo com cada tratamento. Para homogeneizar a distribuicdo do gas dentro das caixas foi

injetado ar atmosférico externo a sala, com o auxilio de um compressor programado para ficar



ligado durante 15 minutos, e desligado por outros 15 minutos. Uma caixa (testemunha
absoluta) sem injecdo de CO; e ar externo foi mantida em cada bloco. As concentracGes das
caixas foram monitoradas com um analisador portatil de gas infravermelho (IRGA — modelo
8732/IAQ-CALC®).
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Figura 1. Vista geral da sala climatizada. (A) Compressor de ar; (B) Cilindro para injecdo de
CO; puro; (C) Ar condicionado; (D) Aquecedor; (E) Lampadas; (F) IRGA.

5.1 Efeito da concentracdo de CO, sobre agentes de biocontrole da ferrugem do

cafeeiro avaliado em discos foliares

Os experimentos em que se testou a eficacia do controle biol6gico
sobre a ferrugem do cafeeiro em diferentes concentracdes de CO, foram baseados na
metodologia de discos foliares, descrita por Eskes (1982). Folhas jovens de café da cv. Mundo
Novo foram obtidas na Fazenda Pelton, de cultivo de café organico, localizada em
Pedreira/SP. Os discos foliares obtidos com auxilio de um furador de rolhas de 1,5 cm de
diametro foram acondicionados, com a superficie abaxial para cima, sobre espuma umedecida

contidas nas caixas plasticas (25 x 39 x 7,2 cm) vedadas com uma lamina de vidro, de forma a
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manter 100% da umidade relativa no seu interior. Os experimentos foram conduzidos em um
esquema fatorial composto por quatro concentragdes de CO, e trés periodos de inoculacéo
(antes, simultaneo e apos a inoculacdo do patdgeno), além das testemunhas de H. vastatrix e
do antagonista e cinco repeticoes.

Para 0 experimento A, o antagonista utilizado foi o Bacillus subtilis,
no experimento B foi o Bacillus pumilus e no experimento C, o Lecanicillium longisporum.
Nos experimentos A e B a programacao para injecdo de CO, foi de 1 segundo de abertura da
valvula solendide a cada hora, obtendo-se as concentragfes: 430, 700, 1300 ppm de CO,. Ja
no experimento C, a programacao foi de 0,5 segundo de abertura da valvula solendide a cada
80 minutos, obtendo-se as concentragdes 430, 670 e 1200 ppm de CO,. Na testemunha

absoluta a concentracdo média foi de 380 ppm de CO, em todos 0s experimentos .

5.1.1 Obtencéo da suspensdo dos antagonistas

Os isolados de B. subtilis (AP-3, descrito por Bettiol e Kimati, 1989) e
B. pumilus (SF 95, obtido pelo Laboratério da Sementes Farroupilha, Patos de Minas/MG)
foram doados pelo Dr. Wagner Bettiol, do Laboratério de Microbiologia Ambiental da
Embrapa Meio Ambiente. Esses isolados foram cultivados em meio BDA (batata, dextrose e
agar), por 40 horas a 25 °C. Apdés esse periodo, obteve-se uma suspensdo dos propagulos em
agua destilada acrescida de Tween 20 (1 gota em 250 mL agua destilada) e padronizada em
espectrofotdmetro & ODsso=0,6, equivalente a 10" ufc mL™ para o experimento com B. subtilis
e ODs50=0,8, equivalente a 10° ufc mL™ para o experimento com B. pumilus.

Para o antagonista L. longisporum foi utilizada uma suspensdo de
esporos do produto comercial Vertirril® WP (Itaforte Ltda) em agua destilada acrescida de
6leo vegetal emulsionavel (0,25% do volume total da suspenséo) e calibrada em cadmara de

Neubauer & concentragéo de 10’ esporos/mL.
5.1.2 Obtencéo da suspenséo de urediniosporos

Urediniosporos de H. vastatrix foram coletados com auxilio de

capsulas, a partir de folhas lesionadas de plantas de café da Embrapa Meio Ambiente. As
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capsulas foram mantidas dentro de um recipiente com dessecante sob refrigeracdo a 4°C, até
sua utilizacdo. A suspensao de urediniosporos foi preparada em agua destilada acrescida de
Tween 20 (1 gota em 500 mL &gua destilada) e calibrada em cadmara de Neubauer na
concentracéo de 10° urediniosporos/mL. A suspensdo foi mantida sob constante agitacdo para

homogeneizagéo por um agitador magnético.

5.1.3 Inoculacéo

As inoculagdes foram realizadas por meio da pulverizagdo manual a
aproximadamente 10 cm de distancia da superficie dos discos foliares. Cada caixa continha
cinco parcelas, com 30 discos foliares cada, referentes aos periodos de aplicacdo do
antagonista e de inoculacdo do patégeno. Em cada tratamento foram pulverizados 3 mL da
suspensdo de propagulos do antagonista 24 horas antes e ap6s e simultaneamente a inoculagdo
de 10 mL da suspensdo de urediniosporos por caixa (Figura 2). Ap6s a inoculacdo da

suspenséo dos urediniosporos, as caixas foram mantidas no escuro por 24 horas.

Figura 2. Aplicagdo dos antagonistas 24 horas antes, apds e simultaneamente a inoculacéo de

Hemileia vastatrix.
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5.1.4 Viabilidade da suspenséo de H. vastatrix

A viabilidade do inoculo foi avaliada pela germinacdo de
urediniosporos em &gua sob as mesmas condi¢Ges dos experimentos. Trés laminas foram
acondicionadas em caixas do tipo gerbox com alta umidade relativa. Em cada lamina foram
colocadas duas gotas da suspensao de urediniosporos e ap0s 24 horas no escuro, a germinacao
foi avaliada em microscépio 6ptico (aumento 250x), determinando-se o percentual de
urediniosporos germinados em 12 campos. Considerou-se como urediniosporo germinado
aquele que, independente do seu comprimento, apresentou tubo germinativo. A porcentagem
média de germinacdo dos urediniosporos da suspensédo inoculada foi 50,8% no experimento A,

76,6% no experimento B e 61,8% no experimento C.

5.1.5 Avaliagdes

A severidade da doenga foi avaliada por meio da esporulagdo de H.
vastatrix e porcentagem de area lesionada nos discos foliares. Para a avaliacdo de esporulacdo
foram realizadas trés coletas, a partir do aparecimento dos sinais do patégeno, em intervalos
semanais. Trés discos de cada parcela foram colocados em tubos de ensaio contendo 1 mL de
agua destilada acrescida de Tween 20 (1 gota em 250 mL agua destilada). Esses tubos foram
mantidos em ultrassom por 15 minutos e armazenados em geladeira para posterior leitura em
camara de Neubauer.

Apo6s 40 dias da inoculacdo da suspensdo de urediniosporos, as
parcelas foram fotografadas e cinco discos foliares escolhidos aleatoriamente para a analise da
area lesionada, com o auxilio do software “Library for Visual Image Analysis” — LIVIA
(MIRANDA,; NETO, 2008). A porcentagem de area lesionada do experimento A foi realizada
por meio da mensuracédo visual (%) da area foliar infectada pela ferrugem.

No experimento A foi quantificado o nimero de unidades formadoras
de coldnias de Bacillus presente nos discos foliares ap6s 62 dias da inoculagdo da suspensdo
de urediniosporos. Esse teste consistiu na suspensdo de 3 discos foliares em 10 mL de &gua
destilada esterilizada, submetida a agitacdo por 10 minutos no ultrassom e posterior banho-

maria a 80°C por vinte minutos. Foram retiradas aliquotas para obter diluicdo em série e
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plaqueamento da diluicdo 10 para posterior avaliacdo (BETTIOL, 1995 - modificado). O
delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com quatro repeti¢des. No experimento C
ndo foi possivel quantificar o numero de esporos do antagonista em camara de Neubauer,

devido ao seu crescimento micelial nos periodos inoculados.
5.2 Efeito da concentragdo de CO; sobre Hemileia vastatrix em pléntulas de cafeeiro

As plantulas de café da cv. Mundo Novo/ IAC 376-4, germinados em
area, foram obtidas do Centro de Analise e Pesquisa Tecnoldgica do Agronegocio do Café
"Alcides Carvalho" do Instituto Agrondmico de Campinas. Plantulas no estadio de orelha de
onca foram transplantadas para tubetes (14 cm de comprimento e 3 cm de didmetro) contendo
substrato a base de casca de Pinus (Multiplant®), sem adubacéo nitrogenada e mantidas em
casa-de-vegetacdo por dez dias para pegamento e homogeneizacdo. ApoOs esse periodo, 0s
tubetes foram transferidos para a sala climatizada, acondicionados sobre uma camada de
vermiculita umedecida em caixas plasticas (20 x 31,5 x 32 c¢cm) (cinco tubetes/caixa; 1
muda/tubete). As caixas foram vedadas com lamina de vidro para manter alta umidade relativa
(Figura 3). A programacdo de injecdo de CO, foi de 1 segundo de abertura da valvula
solendide a cada 30 minutos, obtendo-se as concentraces de 500, 700, 900 ppm de CO,. Na
testemunha absoluta a concentracdo foi de 400 ppm de CO,. Durante a execucdo desse
experimento, as plantulas foram adubadas semanalmente com 3 mL em cada tubete de solucéo
nutritiva composta de macro e micro nutrientes (produzida pela Qualifértil — Comércio e
RepresentacOes — Ltda). As plantulas foram mantidas nessas condi¢fes por 35 dias para que as
folnas a serem inoculadas com o patogeno fossem desenvolvidas nas respectivas
concentracdes do gas.

Transcorrido esse periodo, as folhas desenvolvidas nas respectivas
concentracdes de CO, foram inoculadas com uma suspensdo de urediniosporos de H. vastatrix
na concentracdo de 0,6 mg mL™ (descrito no item 5.1.2). O segundo e o terceiro pares de
folhas foram pulverizados manualmente, na parte abaxial, com 1 mL da suspensdo de
urediniosporos por tubete (Figura 4). Apos a inoculacao as plantulas foram mantidas no escuro
por 24 horas. No teste de viabilidade da suspensédo de urediniosporos (descrito no item 5.1.4) a

porcentagem média de germinacdo foi 62,3%. Em relacdo aos pares foliares, o terceiro se
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desenvolveu completamente nas condicGes das diferentes concentracfes de CO,, enquanto 0

segundo foi formado em condig¢bes ambientes.

Figura 3. Plantulas de café acondicionadas em caixas plasticas para avaliar o efeito da

concentragdo do CO; sobre a ferrugem do cafeeiro.

Figura 4. Folha de cafeeiro inoculada com suspensao de urediniosporos de Hemileia vastatrix.

As avaliacdes iniciaram-se 15 dias ap6s a inoculacdo do patdgeno com
a contagem do numero de pustulas por folha para determinacdo do periodo latente. Foram

selecionadas duas folhas (uma do segundo e outra do terceiro pares de folhas) para as analises



23

de esporulacdo do patégeno, area foliar e porcentagem de area lesionada. Também foram
avaliadas a altura das plantulas e o diametro do caule. O periodo latente medio (PLM)
calculado com base na frequéncia de ocorréncia de 50% do grau de reacdo correspondente as
pustulas esporuladas foi obtido do segundo e terceiro pares de folhas

Aos 34 dias apds a inoculacdo, as folhas selecionadas foram raspadas
na superficie abaxial, com o auxilio de um estilete, para coleta dos urediniosporos. Estes por
sua vez, foram acondicionados em tubos de ensaio contendo 2 mL de agua destilada acrescida
de Tween 20 (1 gota em 250 mL &gua destilada). Essas suspensfes foram tratadas com
ultrassom por cinco minutos para homogeneizacao e posterior leitura em cAmara de Neubauer.
Apo0s a coleta de urediniosporos, as folhas foram medidas, com o auxilio de um medidor de
area foliar. Para anélise da area lesionada utilizou-se 0 mesmo software descrito no item 5.1.5.

A altura das pléantulas foi determinada pela medida desde a superficie
do substrato até o apice da planta. Foram realizadas duas avalia¢cdes sendo a primeira no dia da
inoculacdo e a segunda, ap6s o quarto par de folhas formado, totalizando 85 dias de tratamento
com atmosfera modificada. Em conjunto com a segunda avaliacéo da altura das plantulas, com

auxilio de um paquimetro, foi mensurado o diametro do caule.

5.3 Analise dos dados

Com os dados de esporulacédo do patogeno foi calculada a area abaixo
da curva de progresso da esporulacdo (AACPE). Todos os resultados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas com o teste de Tukey a 5% de probabilidade,
pelo programa MINITAB 14 (2003).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito da concentracdo de CO, sobre agentes de biocontrole da ferrugem do
cafeeiro avaliado em discos foliares

As Figuras 5 e 6 apresentam as concentracdes de CO, utilizadas nos
experimentos, que abrangem cenarios futuros (otimista e pessimista) projetados pelo IPCC
(2007). No cenéario pessimista a concentracdo do CO, atmosféerico podera atingir 1000 ppm, ao
passo que no cendrio mais otimista 550 ppm. Essas alteragBes na concentracdo de CO,
permitem estudar o comportamento das doencas de plantas em cenéarios futuros, a fim de que

se adotem medidas de prevencao que minimizam os impactos nas doencas de plantas.
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No experimento A, onde o antagonista utilizado foi o Bacillus subtilis,
a esporulacdo de H. vastatrix foi maior na concentragdo de 1300 ppm de CO;, quando
comparado com a testemunha absoluta de 380 ppm (Tabela 1). Nas concentracdes de 430 ppm
e 700 ppm de CO; ndo se obteve a diferenca estatistica da testemunha absoluta, porém ha uma
tendéncia de aumento da esporulacdo do patdégeno, com o aumento da concentracdo do gas.
Hibberd et al. (1996) descreveram que a possibilidade de esporulagéo intensa da espécie de
oidio Erysiphe graminis em cevada ocorre pela maior disposi¢do de carboidratos nas folhas.
O aumento da taxa fotossintética propiciou maior resisténcia do hospedeiro & penetracdo do
patdgeno pela inducdo de resisténcia por mecanismos pds-formados.

Em relacdo a é&rea foliar lesionada, verifica-se que apenas a
concentracdo de 700 ppm diferiu da testemunha, sendo significativamente reduzida (Tabela 1).
Estudos realizados com outros fitopatdgenos indicam que com aumento de CO, na
concentracdo de 700 ppm ha uma reducgéo na severidade da doenca em relagdo a concentracdo
de 350 ppm possivelmente pelo atraso no desenvolvimento inicial do patdgeno e sua reducéo
na penetracdo no hospedeiro (HIBBERD et al., 1996; CHAKRABORTY et al., 2000b;
LESSIN, 2008).

O B. subtilis foi mais efetivo em reduzir tanto a area foliar lesionada
quanto a AACPE quando aplicado nos discos simultaneamente ao patdégeno (Tabela 1). A
inoculagdo do antagonista realizada 24 horas antes a inoculacdo do patdgeno também
apresentou resultados promissores. Possivelmente, o B. subtilis inibiu a germinagdo de
urediniosporos de H. vastatrix, quando aplicado antes da inoculacdo. Resultados semelhantes
foram observados para esse antagonista por Bettiol et al. (1994), Shiomi et al. (2006) e
Haddad et al. (2009). Nao se obteve efeito com a aplicacdo do antagonista 24 horas ap0s
aplicacdo do patdgeno como também observado por Shiomi et al. (2006) e Silva et al. (2008a).
N&o foi observado interacdo entre as concentrages de CO, e os periodos de inoculacdo na
esporulacdo do patogeno.

Os periodos de aplicacdo do antagonista antes e simultdneo nas
diferentes concentra¢cdes de CO, foram mais efetivos na reducdo da severidade da doenca
(Tabela 1). Na concentracdo de 700 ppm, quando o antagonista foi aplicado simultaneamente

ao patogeno, obteve-se a menor severidade da doenca, favorecendo a agdo do antagonista
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sobre o patdgeno, porém ndo difere estatisticamente com 0s mesmos tratamentos nas outras

concentracOes (Tabela 1).

Tabela 1. Area abaixo da curva do progresso da esporulacdo (AACPE) e porcentagem de area
foliar lesionada por Hemileia vastatrix em diferentes concentragdes de dioxido de carbono e

periodos de inoculagéo do antagonista Bacillus subtilis.

Tratamento AACPE Area foliar
(urediniosporos/disco) lesionada (%0)

CO, 380 ppm 1303646 b* 22,48 a

430 ppm 1700625 ab 20,65 ab
700 ppm 1784938 ab 16,77 b

1300 ppm 1879521 a 21,90 ab
Periodo® Antes 1052313 b 6,02 ¢
Simultaneo 316542 c 3,40c
Depois 2585896 a 32,82b
Testemunha H. vastatrix 2713979 a 39,65 a
380 ppm (antes) 806667 500c
380 ppm (simultaneo) 228500 2,70 c
380 ppm (depois) 2304583 37,40 a
380 ppm (testemunha) 1874833 44,80 a
430 ppm (antes) 1103250 500c
430 ppm (simultaneo) 421000 3,20¢c
430 ppm (depois) 2456000 31,30 a
430 ppm (testemunha) 2822250 43,10 a
700 ppm (antes) 880000 8,30¢c
700 ppm (simultaneo) 130167 1,40 ¢

700 ppm (depois) 3164667 29,90 ab

700 ppm (testemunha) 2964917 27,50 ab
1300 ppm (antes) 1419333 580c
1300 ppm (simultaneo) 486500 6,30 C
1300 ppm (depois) 2418333 32,70 a
1300 ppm (testemunha) 3193917 42,80 a

! Valores seguidos pela mesma letra néo diferem na mesma coluna (Tukey 5%)

2 Antes — aplicagdo do antagonista 24 horas antes & inoculacdo da suspensio do pat6geno;
Simultaneo - aplicacdo simultanea das suspensGes do antagonista e patogéno; Depois —
aplicacdo da suspensdo do antagonista 24 horas apds a inoculagdo da suspensdo do patégeno;
Testemunha de H. vastatrix — somente inoculacdo da suspensdo do patdgeno.
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A concentracdo do nimero de unidades formadoras de coldnias de
Bacillus ndo diferiu estatisticamente entre as concentracdes de CO, (Tabela 2). Os resultados
obtidos sdo importantes em cendrios climéticos futuros, pois com aumento da concentracéo de
CO; a populacdo do antagonista ndo foi alterada. Esse género apresenta uma faixa de
desenvolvimento ampla, capaz de suportar altas temperaturas, o que permite sua utilizagdo em
um ambiente mais hostil (BETTIOL, 2008).

Tabela 2. Efeito da concentracdo de CO; na unidade formadora de coldnias de Bacillus nos

discos foliares de cafeeiro, 62 dias apds a inoculagéo.

Tratamento Bacillus spp. (ufc/mL)

CO, 380 ppm 66500 a*
430 ppm 59450 a
700 ppm 58000 a
1300 ppm 51350 a

Periodo® Antes 85500 ab

Simultaneo 60250 bc
Depois 46625 c
Testemunha H. vastatrix 2750d
Testemunha B. subtilis 99000 a

! Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna (Tukey 5%)

2 Antes — aplicagdo do antagonista 24 horas antes & inoculacdo da suspensdo do pat6geno;
Simultdneo - aplicacdo simultanea das suspensGes do antagonista e patogéno; Depois —
aplicacdo da suspensdo do antagonista 24 horas ap0s a inoculagdo da suspenséo do patégeno;
Testemunha de H. vastatrix — somente inoculacdo da suspenséo do patdgeno; Testemunha de
B. subtilis — somente aplicacdo do antagonista.

B. pumilus independente da concentracdo de CO, e do momento de sua
aplicacdo nos discos de cafeeiro, ndo influenciou a AACPE e a porcentagem de &rea foliar
lesionada pela ferrugem (Tabela 3). Apesar disso, outros autores relatam a eficiéncia desse
antagonista no controle de doengas. Silva et al. (2008b) avaliaram o efeito de B. pumilus sobre
a pinta bacteriana causada por Pseudomonas syringae pv. tomato em tomateiro, e os isolados
endofiticos dessa espécie apresentaram o0s melhores resultados na reducdo da severidade da
doenca, provavelmente pelo mecanismo de antibiose. Também Benhamou et al. (1996),
Enebak e Carey (2000) e Munimbazi e Bullerman (1998) relatam o potencial de B. pumilus em
controlar fitopatdgenos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, além de outras

espécies de ferrugem, como Cronartium quercuum f. sp. fusiforme. Na concentracdo de 700
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ppm ocorreu uma tendéncia ao aumento na esporulagdo do patégeno e diminuicdo na
severidade da doenca em relacdo a testemunha absoluta (380 ppm), como observado no
experimento com B. subtilis e nos trabalhos de Hibberd et al. (1996) e Chakraborty et al.
(2000b) (Tabela 3).

Tabela 3. Area abaixo da curva do progresso da esporulacio (AACPE) e porcentagem de area
foliar lesionada por Hemileia vastatrix em diferentes concentracbes de dioxido de carbono e

periodos de inoculacdo do antagonista Bacillus pumilus.

Tratamento . ’.A‘ACPE . Area foliar
(urediniosporos/disco) lesionada (%)

CO; 380 ppm 306125 ab' 47,354a

430 ppm 304646 ab 50,14 a

700 ppm 382688 a 46,92 a

1300 ppm 295208 b 46,82 a

Periodo’ Antes 311083 a 42,83 b

Simultaneo 283125 a 48,88 ab
Depois 329542 a 48,71 ab

Testemunha H. vastatrix 364917 a 50,81 a
380 ppm (antes) 275500 39,84
380 ppm (simultaneo) 253500 51,72
380 ppm (depois) 286750 43,12
380 ppm (testemunha) 408750 54,72
430 ppm (antes) 292167 43,84
430 ppm (simultéaneo) 292000 51,20
430 ppm (depois) 307167 51,56
430 ppm (testemunha) 327250 53,96
700 ppm (antes) 344500 41,08
700 ppm (simultéaneo) 364833 49,24
700 ppm (depois) 418000 46,60
700 ppm (testemunha) 403417 50,76
1300 ppm (antes) 332167 46,56
1300 ppm (simultaneo) 222167 46,00
1300 ppm (depois) 306250 50,92
1300 ppm (testemunha) 320250 43,80

! Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna (Tukey 5%)

2 Antes — aplicagdo do antagonista 24 horas antes & inoculacdo da suspensdo do pat6geno;
Simultaneo - aplicacdo simultanea das suspensGes do antagonista e patogeno; Depois —
aplicacdo da suspensdo do antagonista 24 horas ap0ds a inoculagdo da suspenséo do patégeno;
Testemunha de H. vastatrix — somente inoculacéo da suspensdo do patdgeno.
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No experimento L. longisporum, as AACPE e area foliar lesionada ndo
foram influenciadas pelas concentracdes de CO, (Tabela 4). Entretanto, quando o antagonista
foi inoculado nos discos foliares, verifica-se uma reducéo significativa tanto na AACPE, como
na porcentagem de area foliar lesionada, sendo mais efetivo quando aplicado antes ou
simultaneamente ao patdgeno (Tabela 4). Lecanicillium é relatado em campo parasitando H.
vastatrix por diversos autores (BETTIOL, 1991; ESKES et al., 1991; ZAMBOLIM et al.,
2005). Esse antagonista também é recomendado para controle de oidio em pepino por Kim et
al. (2008) e Goettel et al. (2008), que testaram o produto Vertalec® & base de Lecanicillium.

Os resultados indicam que possivelmente o parasitismo da ferrugem do
cafeeiro por L. longisporum ndo sera modificado em relacdo as alteracdes das concentragdes
de CO, atmosférico. Porém, Eskes et al. (1991) relataram a dependéncia dos isolados do
género Verticillium & alta umidade relativa do ar para controlar o patégeno. Uma diferenca de
5% foi suficiente para afetar significativamente o desenvolvimento do antagonista. Assim, em
regides em que com as mudangas climaticas globais ocorre predominancia de baixa umidade
relativa, o efeito do L. longisporum sobre a ferrugem do cafeeiro sera reduzido. Pozza e Alves
(2008) observaram que nos cenarios futuros, a regido Sul, no Estado do Parana e também na
regido Nordeste, onde o cultivo de café é dependente de maior manejo devido as altas
temperaturas apresentardo baixa precipitacdo, o que resulta em mau desempenho ao agente de

biocontrole pelo déficit hidrico.
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Tabela 4. Area abaixo da curva do progresso da esporulacido (AACPE) e porcentagem de area
foliar lesionada por Hemileia vastatrix em diferentes concentraces de dioxido de carbono e

periodos de inoculagédo do antagonista Lecanicillium longisporum.

Tratamento AACPE Area foliar
(urediniosporos/disco) lesionada (%0)

CO, 380 ppm 169823 a' 37,32 a

430 ppm 164938 a 37,65 a

670 ppm 184187 a 40,58 a

1200 ppm 184552 a 42,78 a

Periodo’ Antes 41052 b 28,00 ¢

Simultaneo 97854 b 31,72 c

Depois 61833 b 44,62 b

Testemunha H. vastatrix 502760 a 53,99 a
380 ppm (antes) 34708 21,48
380 ppm (simultaneo) 66500 34,40
380 ppm (depois) 90708 42,76
380 ppm (testemunha) 487375 50,64
430 ppm (antes) 37042 26,96
430 ppm (simultaneo) 50750 28,52
430 ppm (depois) 95667 44,40
430 ppm (testemunha) 476292 50,72
670 ppm (antes) 40542 27,36
670 ppm (simultaneo) 55708 33,24
670 ppm (depois) 96250 43,60
670 ppm (testemunha) 544250 58,12
1200 ppm (antes) 51917 36,20
1200 ppm (simultaneo) 74375 30,72
1200 ppm (depois) 108792 47,72
1200 ppm (testemunha) 503125 56,48

! Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna (Tukey 5%)

2 Antes — aplicagdo do antagonista 24 horas antes & inoculacdo da suspensio do pat6geno;
Simultaneo - aplicacdo simultanea das suspensGes do antagonista e patogeno; Depois —
aplicacdo da suspensdo do antagonista 24 horas apds a inoculagdo da suspensao do patdgeno;
Testemunha de H. vastatrix — somente inoculagdo da suspenséo do patogeno.
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6.2 Efeito da concentracao de CO, sobre Hemileia vastatrix em plantulas de cafeeiro

Na Figura 7 observam-se as concentracfes de CO, em que 0 ensaio
com pléntulas de cafeeiro foi conduzido. A maior concentracdo de CO, na testemunha é

devido & maior respiracdo de plantulas.
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Figura 7. Concentracdo média de CO no experimento com plantulas de cafeeiro para avaliar

seu efeito sobre a ferrugem.

A concentracdo de CO, atmosférico influenciou diretamente o periodo
latente no terceiro par de folhas, o qual foi desenvolvido nas concentrag@es estudadas (Tabela
5). Nesse par de folhas observa-se que na concentragdo de 400 ppm de CO,, o PLM foi de
36,43 dias, diferindo estatisticamente das concentracdes de 500, 700 e 900 ppm, que foram de
21,23; 21,28 e 18,67 dias. Por outro lado, ndo foi observado efeito no segundo par de folhas o
qual foi desenvolvido nas condigdes de concentracdo de CO, atmosférico atual (Tabela 5).

Esses resultados estdo de acordo com Zambolim et al. (2005) os quais relatam o periodo
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latente de 38 a 70 dias para a ferrugem do cafeeiro nas condi¢bes atmosféricas atuais de 380
ppm de CO,. Os resultados do periodo latente para a ferrugem do cafeeiro diferem dos
estudados por Chakraborty et al. (2000b) para Colletotrichum gloeosporioides em
Stylosanthes scabra, o qual manteve-se inalterado entre as concentracfes de 350 e 700 ppm de
CO..

Tabela 5. Periodo latente médio (PLM) no segundo e terceiro pares de folhas em diferentes
concentracdes de dioxido de carbono.

Concentracdo PLM (dias) PLM (dias)
de CO, (ppm) 22 folha 32 folha

400 21,22 at 36,43 a
500 18,79 a 21,23 b
700 19,94 a 21,38 b
900 20,42 a 18,67 b

! Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna (Tukey 5%). O segundo
par de folhas foi desenvolvido nas condigdes de concentracdo de CO, atmosférico atual,
enquanto o terceiro par de folhas se desenvolveu completamente nas condigdes das diferentes
concentracdes de CO..

A concentragdo de CO, ndo influenciou estatisticamente na
esporulacdo do patdgeno, na area foliar, na area foliar lesionada e no didmetro e altura das
plantulas de cafeeiro (Tabelas 6 e 7). Em relacdo a esporulacdo do patdégeno, houve uma
tendéncia ao aumento da esporulacdo, com o aumento da concentragdo do CO,.

Driscoll et al. (2005) estudaram os efeitos do aumento da concentracao
de CO, em plantas de milho nas concentracdes de 350 e 700 ppm. As plantas que se
desenvolveram na concentracdo de 700 ppm apresentaram o mesmo numero de perfilhos,
porém o crescimento das plantas e o indice estomatal foram maiores em altas concentragdes de
CO,. A auséncia de diferenca estatistica significativa nas diferentes avaliagbes pode ser
atribuida ao tempo de exposicdo das plantulas as concentracbes de CO, atmosférico, pois as
plantulas ja possuiam o segundo par de folhas formado quando foram introduzidas na sala
climatizada.

A reducdo no periodo latente observado no ensaio € uma informacéo
de extrema importancia para as consideragdes epidemiologicas da ferrugem do cafeeiro, pois

se refere a0 comportamento do patdgeno em interacdo do hospedeiro e o ambiente. Quanto
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menor o periodo de laténcia, o hospedeiro é mais suscetivel, o patdgeno mais agressivo e o
ambiente favoravel. Os periodos latentes prolongados indicam hospedeiros resistentes e/ou

patdgenos menos agressivos e/ou ambiente desfavoravel (AMORIM, 1995).

Tabela 6. Esporulacdo de Hemileia vastatrix, area foliar (cm?), area foliar lesionada (%) do
segundo e terceiro pares de folhas das plantulas de café em diferentes concentracdes de

dioéxido de carbono.

Esporulacéo

dCéJnchnt(ragri? (urediniosporos/folha) Area foliar (cm?)  Area lesionada (%)
2 (PP 2% folha 3*folha 22folha 32folha 22folha  32folha
400 7100 a' 2500 a 589 a 6,58 a 27,16 b 12,84 a
500 7300 a 3700 a 6,28 a 7,39 a 38,72 a 23,16 a
700 15000 a 7650 a 6,17 a 7,83 a 29,64ab 1596 a
900 13750 a 10500 a 6,15 a 7,89 a 35,64ab 12,64 a

! Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna (Tukey 5%)

Tabela 7. Didmetro do caule (mm) e altura (cm) das plantulas de café em diferentes

concentracdes de dioxido de carbono.

Concentracdo Diametro do Altura das
de CO, (ppm) caule (mm) plantulas (cm)

400 2,05a" 9,37a
500 2,03a 9,41 a
700 2,06 a 9,85 a
900 2,04 a 9,26 a

! Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna (Tukey 5%)
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7 CONCLUSOES

e Os antagonistas Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Lecanicillium longisporum néo
sdo afetados pelo aumento da concentracdo de CO, atmosférico, in vitro, a 22 °C e
100% da umidade relativa;

e B. subtilis é efetivo no controle da ferrugem independentemente da concentragdo de
CO,, sendo mais efetivo quando aplicado antes e simultaneamente ao patdgeno;

e B. pumilus, independente do aumento do CO; e do momento de aplicacdo, néo
influencia a AACPE e a porcentagem de &rea foliar lesionada;

e L. longisporum reduz a AACPE e a porcentagem de area foliar lesionada, independente
da concentracdo de COy;

e O periodo latente médio da ferrugem do cafeeiro € de 36,4; 21,2; 21,3 e 18,6 dias para
as concentragdes de 400, 500, 700 e 900 ppm de CO, atmosférico em mudas

desenvolvidas a 22 °C e 100% de umidade relativa.
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