UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

RAFAELE REGINA MOREIRA

Bacillusspp. EPseudomonasp. NO BIOCONTROLE DEolletotrichumDO GRUPO
acutatum CAUSADOR DA MANCHA FOLIAR DE GLOMERELLA EM MACIERA

CURITIBA
2013



RAFAELE REGINA MOREIRA

Bacillus spp. EPseudomonasp. NO BIOCONTROLE DEolletotrichumDO GRUPO
acutatum CAUSADOR DA MANCHA FOLIAR DE GLOMERELLA EM MACIERA

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduac&o em Agronomia, Area de Concentracio
em Producdo Vegetal, Departamento de

Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias

Agrarias, Universidade Federal do Parana, como
parte das exigéncias para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Orientadora:
Profa. Dra. Louise Larissa May-De Mio

CURITIBA
2013



@@;
]
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA \/
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS - \

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM

UFPR AGRONOMIA - PRODUGAO VEGETAL Producao

Pt Qraasarhe - AGRONOM

PARECER

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de Po6s-Graduagdo em Agronomia - Produgdo Vegetal, reuniram-se para realizar a
argliicao da Dissertagao de MESTRADO, apresentada pela candidata RAFAELE REGINA
MOREIRA, sob o titulo “Bacillus spp. E Pseudomonas sp. NO BIOCONTROLE DE
Colletotrichum DO GRUPO acutatum, CAUSADOR DA MANCHA FOLIAR DE GLOMERELLA
EM MACIEIRA”, para obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias do Programa de Pés-Graduagao
em Agronomia - Produgdo Vegetal do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parana.
Apds haver analisado o referido trabalho e argliido a candidata sao de
parecer pela "APROVAGAQ" da Dissertagio.
Curitiba, 08 de Agosto de 2013.
Professora Dra. Louise Lari;éMay De Mio
Coordenadora do Programa

Dr. Marcelo Aé(;lrs?t;bB/oechat Morandi

Primeiro Examinador

Dra. %@%\%M%E%m )

Terceira Examinadora

al
.‘K]Ai'(“( WMM
Professora Dra. Louise Larissa May De Mio

Presidente da Banca e Orientadora



A Deus.

Por estar sempre ao meu lado, guiando meu caminho.

Aos meus pais, Jodo e Enedina, e a minha irma, Reaa

Pelo amor e apoio em todos os momentos.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus que ilumina meu caminho e conforta meu émaps momentos dificeis.

A minha mae, Enedina, que sempre me orientou coam,ame fez acreditar na educacao

como o0 maior dos bens.

Ao meu pai, Jodo, por ser carinhoso, por me ao@@senvolver pesquisa e demonstrar

orgulho da minha trajetéria.

A minha irma e melhor amiga, Renata, pela confisneg@oio incondicional em todos os

momentos da minha vida.

Aos meus avos, pelo carinho imenso e exemplo diealgb e trabalho.

As minhas madrinhas, Margarida e Clenpioy estarem sempre presentes na minha vida e

por todo o carinho.

Ao meu namorado, Alexandre, pelo carinho, compaisied e, sobretudo, pelo respeito

aos meus sonhos e objetivos.

A minha familia, por estar sempre ao meu lado e galinho.

Aos meus queridos amigos Renata Pinho, Camila daBmuno Socher e Bruno Nagalli,

pela grande amizade e pelos momentos de descantraca

Ao amigo Fabiano André Ferreira, por sempre demansghteresse pelo trabalho que

desenvolvi e por me incentivar a continuar.

A Professora orientadora Louise Larissa May De Maa paciéncia, atencdo e confianca
transmitidas na elaboracdo deste trabalho e pelsimanentos que muito contribuiram

para minha formacéo.



Aos professores da Pés-Graduagdo em Agronomiau&&od/egetal, pelos ensinamentos.
A secretaria do PGAPV, Sra. Lucimara Antunes, pekilio, disposicéo e dedicacao.

Aos atuais e ex-colegas de laboratério, em espaaia Portes Kulka, Marcos Dolinski,
Ligia Kowata, Gabriel Ferreira, Natasha Hamadast@mo Nesi, Renato Blood, Giselda
Alves, Eliane Rogovski, Ana Claudia Klosowski e Balichtemberg, pelo entusiasmo e

amizade.

Aos estagiarios: Fernando, Josiane, Leonardo, BPadibo e Carlos, pela colaboracdo e

companheirismo.
A Dra. Luciane Roswalka, pela amizade, criticastotivas e sugestoes.

Aos funcionarios do departamento de Fitotecnia tesBanitarismo, pela prestacdo de

servicos e amizade, em especial, Maria EmiliaaCléaroline e Nathalya.
Aos produtores Paulo Cosmo e Luiz Filipe Cosmogaeaterem a area experimental para
realizagdo deste trabalho e ao encarregado Fermeaiolamportante auxilio na realizacao

das atividades de campo.

A Universidade Federal do Parana, Setor de Ciédgaérias e ao curso de Pds-graduacéo
em Producgao Vegetal, pela oportunidade de reabzdeste curso.

A CAPES pela concesséo da bolsa de estudos.

E a todos que de alguma maneira contribuiram paneatizacdo deste trabalho,

acreditaram em mim e torceram pelo meu sucesso.



O valor de praticar com rigor, por algum tempo, widacia rigorosando esta
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RESUMO

A Mancha Foliar de Glomerella (MFG), causada pgréees deColletotrichum,é a
principal doenca de verao da cultura da maciegasionando sintomas em folhas e frutos
e prejudicando a producdo do ano subsequente @csug@ncia devido a intensa desfolha
que provoca nas plantas. A pulverizacdo com fudggide acao preventiva € o método
mais utilizado para o controle da MFG, no entagt@ndo a pressao do inéculo é muito
alta é necesséario aumentar a frequéncia de apticksée grande niumero de pulverizacdes
vem apresentando varias desvantagens, como exemploorréncia de microrganismos
resistentes, o desequilibrio ambiental e o acurdalsubstancias nocivas no solo, agua e
alimentos. Uma alternativa seria a introducao amtes de biocontrole como bactérias que
habitam o filoplano da planta. Estes microrganispmssuem um grande potencial pois ja
estdo adaptados as condicbes ambientais adversas pqderiam afetar seu
desenvolvimento e multiplicacdo na superficie danal. Diante disso, o objetivo geral
deste estudo foi estudar o modo de agéo de isolmuerianos do filoplano da macieira e
do produto comercial Serenade® solffelletotrichum spp. e sua interferéncia nos
componentes do monociclo e controle da MFG em ataitoculadas e sob pressao de
in6culo natural. Para o estudo do modo de acédo idosdos bacterianos sobre
Colletotrichumdo grupoacutatumforam realizados ensaios de germinacéo de coniikos
pareamento de culturas e ensaios para avaliarcads;@netabdlitos termoestaveis e de
compostos antifungicos volateis. A influéncia dsslados bacterianos no monociclo da
MFG foi estudado em mudas de macieira da cultiGala’ previamente tratadas e
posteriormente inoculadas co@olletotrichum do grupoacutatum O potencial dos
isolados no campo, para controle da MFG, foi tese&m pomar experimental inoculado
com o patébgeno e em pomar comercial sob pressdmdabolo natural. Os isolados
bacterianos obtidos do filoplano da macieira forg®ntificados comoPseudomonas
putida Bacillus sp. eBacillus alcalophilus O modo de acdo variou entre os isolados,
sendo que os antagonistas do gérigaaillus apresentaram potencial vitro para o
controle deColletotrichumdo grupoacutatum O efeito dos isolados no monociclo da
MFG foi observado através de diferencas signifieatinos parametros epidemiolégicos da
doenca. Os isolados bacterianos e Serenade® néseaparam potencial, nas condicdes
estudadas, para controle da MFG quando pulverizagtos pomar experimental e
comercial.

Palavras-chaveévlalus domesticaAntagonismo. Microrganismos epifiticos.



ABSTRACT

The Glomerella leaf spot (GLS) is caused ®yglletotrichum species and is the main
disease of summer apple crop, causing symptom®&ares and fruits and harming the
production of the year following its occurrence doeintense defoliation in plants that
causes. Spraying with fungicides preventive acttothe most common method used to
control the GLS, however, when the pressure inguoula very high is necessary to
increase the frequency of application. This largenber of sprays has presented several
disadvantages, for example, the occurrence of taesisorganisms, environmental
imbalance and the accumulation of harmful subs&rnoesoil, water and food. An
alternative would be the introduction of biocontaglents such as bacteria that inhabit the
phylloplane plant. These microorganisms have gpedéntial because they are already
adapted to the harsh environmental conditions tioald affect their development and
multiplication in the plant surface. Therefore, thigectives of this research was to study
the mode of action of bacterial isolates from tlnglioplane of the apple tree and the
commercial product Serenade ® on Colletotrichum. syl interference components in
the unicycle and control of MFG in inoculated pk@aind natural inoculum pressure. To
study the mode of action of bacterial isolatesGmiletotrichum acutatuntomplex tests
were performed conidial germination, pairing oftatgs and tests to evaluate the action of
thermostable metabolites and antifungal volatilengounds. The influence of bacterial
isolates in the monocycle GLS was studied in segdlof apple cultivar 'Gala’ previously
treated and subsequently inoculated v@thiletotrichum acutatuncomplex. The potential
of the isolates in the field to control the GLS, sweested in experimental orchard
inoculated with the pathogen and orchard underrabimoculum pressure. The bacterial
isolates were identified @&seudomonas putigdBacillussp. andacillus alcalophilusThe
mode of action varied among isolates, and antagomt the genudBacillus showed
potentialin vitro control of Colletotrichum acutatuntomplex. The effect of the isolated
monocycle of GLS was observed through epidemiokdgdifferences in parameters of
disease. The bacterial isolates and Serenade ®eshow potential on the conditions
studied, to control MFG when sprayed in experimiesata commercial orchards.

Keywords:Malus domesticaAntagonism. Epiphytic microorganisms.
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1 INTRODUCAO GERAL

O cultivo da macieira Malus domesticaBorkh) € atualmente uma atividade
consolidada no Brasil e de grande importancia sécamémica, principalmente na regiao
Sul que concentra mais de 99% da area plantadgpedacao nacional. No ano de 2011,
o0 municipio de Vacaria, no Rio Grande do Sul, cob0® ha produziu 260.000 t de maca e
as regides de Sado Joaquim e Fraiburgo com 7.725.727 2ha em producdao,
respectivamente, foram as maiores areas produlorgsis. Nesse mesmo ano, no Estado
do Parana, o municipio de Palmas se destacou c@2416em 520 ha (IBGE, 2013).

Uma das maiores limitacées da cultura, desdecmide sua implantacéo no pais, é
a ocorréncia de problemas fitossanitarios. Entes elestaca-se a mancha foliar de
Glomerella (MFG), uma doenca que foi observada petaeira vez em 1983 em pomares
de macieira no Brasil (LEITE, TSUNETA e KISHINO, 89 e, desde entdo, sua
frequéncia vem aumentando, e ocorre em praticantedies as regides produtoras de
maca no Brasil (BONETI, BECKER e KATSURAYAMA, 200lAMADA et al, 2012).

A MFG manifesta-se principalmente no verdo, quamalde provocar desfolha superior a
75% e como consequéncia, reduzir drasticamentedupfio das plantas no ano seguinte
(BECKER, KATSURAYAMA e BONETI, 2000).

A doenca em pomares de macieira € muito sevemugacsintomas e danos na
'‘Gala’, a principal cultivar plantada no pais (BCHER, 2002). Os sintomas iniciais da
doenca sdo manchas vermelho-arroxeadas, ja vigi8digras apos o inicio da infeccéo e
gue evoluem para manchas necréticas. As folhaoniedas amarelecem e caem
precocemente, entre oito a dez dias apdés o apaetwmdos primeiros sintomas
(CRUSIUSet al, 2002).

A MFG é causada por espécies do gén€wlletotrichum Este género é
responsavel por inidmeras doencas em diferentesciespée plantas cultivadas.
Recentemente, Damet al (2012) e Weir, Johnston e Damm (2012) publicanama nova
classificacdo para o génef@olletotrichumpor meio de metodologias morfologicas e
moleculares, e separaram os isolados em dois gr@maplexoacutatume Complexo
gloeosporioidesBraganca (2013), estudando este género em isotddins de macieira
relatou varias espécies causadoras da MFG, cotetedadiferentes regides produtoras dos
estados de SP, PR, SC e RS. Este mesmo autoeviEsctima espécie nova, nomin&la

paranaense.
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A pulverizacdo com fungicidas de agao preventivaa@a cinco ou dez dias, ou
ainda, quando houver acumulo de 30 mm de chuvasmewalos, € o método mais
utilizado para o controle da MFG. Contudo, mesmm qootecdo quimica permanente
pode haver perda de controle quando a pressao abelloné muito alta (BONETI,
BECKER e KATSURAYAMA, 2004).

Este grande nimero de pulverizacdes vem apreskntanias desvantagens, como
por exemplo, a ocorréncia de microrganismos ragese o desequilibrio ambiental e o
acumulo de substancias nocivas no solo, agua eerai® (TALAMINI e STADNIK,
2004). Uma estratégia para minimizar estas desyanéaé a introducdo de agentes de
biocontrole ou a utilizacdo de técnicas que esemub populacdo de microrganismos
presentes no ambiente que controlam o fungo patmméSUTTON e PENG, 1993). O
controle biolégico visa manter um equilibrio noaggistema, de modo que o hospedeiro,
na presenca do patdgeno, ndo sofra danos sigivifisaem funcdo da a¢do controladora
dos organismos nao-patogénicos do sistema (TAVARHESS).

Nos estudos de biocontrole de fitopatogenos em todoundo, os géneros de
bactérias antagonistas de maior prevaléncia s®sasdomonaslo grupo fluorescentes
(P. putidae P. fluorescens Bacillus spp.,Streptomycespp. e representantes da familia
Enterobacteriaceae (CAMPOS SILVAt al, 2008). Existem diversas investigacoes
relatadas na literatura utilizando bactérias dopfdno como agentes de biocontrole de
patogenos da parte aérea, nos mais diversos [x6msas, seja para o controle de fungos
(GARITA, BUSTAMANTE e SHATTOCK, 1998; ZHANG e YUEN2000; KUPPER,
GIMENES-FERNANDES e GOES, 2003; FILIPP&t al, 2011) ou bactérias
fitopatogénicas (STOCKWELL, JOHNSON e LOPER, 198RAUN-KIEWNICK,
JACOBSEN e SANDS, 2000), além de formulacdes coisisrcomo Serenade® (Bayer
Crop Science) a base Bacillus subtilispara o controle de diversas doencas, inclusive da
macieira, como a Podridao Olho-de-bGiryptosporiopsis perennang o Mofo-cinzento
(Botrytis cinereq

Microrganismos do filoplano sédo aqueles que vivensuperficie das plantas e, por
dividirem o mesmo espaco com patdogenos de paraa@rnam-se potenciais agentes de
biocontrole (AZEVEDO, SERAFINE e BARROS, 2002). gtanto, as relagbes neste
microambiente sdo pouco estudadas e conhecidasLMAN et al, 1997), havendo a
necessidade de se realizar estudos relacionado®rsidade destes microrganismos e a
sua relacdo com os patogenos (TROTEL-AZi4l, 2008).
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Rollemberg (2008), em trabalho pioneiro na cultudta macieira, isolou
microrganismos do filoplano de plantas sadias, ragdos quais, capazes de produzir
compostos com efeito inibitério ao crescimento doéifio e a germinacéao de conidios de
Colletotrichum Deste trabalho o autor selecionou sete isoladosipsores, no entanto,
estes nao foram identificados e o potencial deroctentia MFG no campo né&o foi estudado
com profundidade.

As chances de obtencdo de microrganismos efetiv@naamtagdnicos sdo maiores
quando se faz o isolamento do ambiente onde ses@dos pois ja estdo adaptados a
sobreviver e crescer nesse local. Para um organsgnobem sucedido no controle
bioldgico, deve ter a capacidade de se multipleacolonizar o filoplano da planta
(BLAKEMAN e FOKKEMA, 1982; ANDREWS, 1992). Varios utores isolaram
microrganismos da parte aérea de plantas paracoriirole de doencas da propria planta,
como por exemplo, Jiménez al (1988) e Sandoval, Armbrecht e Grand#i888) do
cacaueirp Sudo (1989) do coqueiro, Micheref, Silveira e Mad (1994) do sorgo,
Korsten et al. (1995) do abacateiro, Mizubugit al. (1995) do feijoeiro, Pabitrat al.
(1996) do citros, Kong, Kochman e Brown (1997) dagsol; Carrer Filh@t al. (1999),
Halfeld-Vieira, Romeiro e Carrer Filn(2000) e Romeirceet al. (2000a) do tomateiro.
Entretanto, este tipo de controle ainda € poutt@lado na cultura da macieira.

Na literatura, para biocontrole de doencas em pfacd@m encontrados relatos de
controle da sarna da macieiMefturia inaequaligCke.) Wint.) porAthelia bombaciana
(HEYE e ANDREWS, 1983) e pdvicrosphaeropsispp. elrichodermasp. (CARISSEet
al., 2000) que foram capazes de reduzir em aproximauam@% a producédo de
ascosporos. No entanto, muitos dos estudos refere-sontrole de doencas em pos
colheita. Blum (2004) testou a levedu€ayptococcus laurentiem frutos de macieira e
constatou que este antagonista foi capaz de regodiiddes causadas pBenicillium
expansum Glomerella cingulatae Pezicula malicorticistanto quanto os fungicidas
testados. Janisiewicz, Tworkoski e Kurtzman (2@6%)aram oito cepas ddetschnikowia
pulcherrimacontra o mofo azulRenicillium expansunhink) e todas foram capazes de
controlar a doenga durante o armazenamento.

Com base no contexto descrito, o objetivo gersiedestudo foi estudar o modo de
acao de isolados bacterianos do filoplano da nracesido produto comercial Serenade®
sobreColletotrichumspp. e sua interferéncia nos componentes do mdaacicontrole da

MFG em plantas inoculadas e sob pressao de indaitioal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DA MACIEIRA

2.1.1 Origem e classificacdo botanica

A macéd(Malus domesticaBorkh) tem suasorigens nas montanhas do Caucaso,
Oriente Médio elLeste Asiatico. Existem indicios de que a espé&tiedomesticaseja
derivada da espécid. pumila Mill., que ocorre naturalmente no leste europeueste
asiatico ou da espéch. sieversii(Ledeb.) M. Roem, encontrada nas montanhas da Asia
Central (NACHTIGALL, 2004).

A macieira € uma espécie frutifera lenhosa, decidumaperada, muito adaptavel a
diferentes climas, crescendo desde os tropicosltg altitudes. Pertence a familia das
Rosaceae e subfamilia Pomoideae. As flores sdocdsaou rosas dispostas em
inflorescéncia denominada umbela. O fruto é um pamostituido por grande receptaculo
carnudo que envolve os ovarios, cujo endocarporiécem ou pétreo. E uma espécie
alégama, ou seja, necessita da transferéncia éo péluma planta para o estigma de outra
para que haja fertilizacdo do 6vulo e a consequaoucédo de sementes e frutos (IUCHI,
2002).

2.1.2 A cultura no Brasil

Os estados do Sul do Brasil possuem as melhomedicdes para o cultivo de
macieira devido a quantidade de horas-frio querisiderada suficiente para atender as
necessidades exigidas pela planta, proporcionamgwligbes para se alcangcar uma
produtividade competitiva e melhor qualidade decfiiCEPA, 2004).

A area plantada com a espécie aumentou entre asden®987 e 2011, de 22.073
ha para 38.500 ha, e os Estados da regido Suésponsaveis por mais de 99% desta area

e producéo (IBGE, 2013). Na atividade estéo endokl/mais de 3 mil produtores, gerando
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em torno de 150 mil empregos diretos e indiret&sT@® et al.,2011).

Entre os fatores que afetam a produtividade daiemac destacam-se o baixo
namero de horas de frio (PETRI, PALLADINI e POLA)®), além da alta precipitacéo e
umidade relativa do ar na primavera/verdao que &oem a ocorréncia de doencas
(BONETI, BECKER e KATSURAYAMA, 2004). O controle ddoencas tem sido o
principal fator limitante da cultura na atualidadespondendo por cerca de 20% do custo
de producédo (KATSURAYAMA e BONET]I, 2009).

As cultivares 'Gala’ e 'Fuji' e seus respectivimes (ex: Royal Gala, Fuji
Suprema), apresentam as caracteristicas agronomésEsaveis para as exigéncias de
mercado, tais como coloragdo, tamanho, exigénciafrem(BONETI et al, 2002) e
atualmente representam 14,89% e 7,20% da produgiwliah, respectivamente. No
Brasil, os grupos Gala e Fuji (e seus clones comyaRGala, Imperial Gala, Maxi Gala,
Brookfield, Fuji Suprema) representam em torno d®6e 30% da producéo,
respectivamente. Para as regides com pouco frisfackese a cv. Eva, que é

comercializada nos meses de dezembro e janeiroRP& L, 2011).

2.2 MANCHA FOLIAR DE GLOMERELLA

2.2.1 Distribuicao

Considerada a principal doenca de verdo da cullaranacieira no Brasil, a
Mancha Foliar de Glomerella (MFG), também conheadao Mancha da Gala ou
Mancha Foliar da Gala, foi constatada pela primegaem 1983 no municipio de Porto
Amazonas/PR (LEITE, TSUNETA e KISHINO, 1988), ficlnrestrita ao estado do
Parana durante aproximadamente seis anos, dissefoisa mais tarde pelos pomares de
Fraiburgo (1988/89), Caxias do Sul e Vacaria (193Raté chegar, no ciclo de 1997/98, as
regides mais altas de Santa Catarina (KATSURAYANIBUCHIYA e BONETI, 2001).

Esta doenca pode ser considerada tipicamentedasapesar de haver relatos
também nos EUA (GONZALES e SUTTON, 1999; BOST e IEAI2004) e na China
(WANG, ZHANG e LI, 2012).
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2.2.2 Etiologia

O primeiro agente causal identificado @liomerella cingulatgC. gloeosporioides
(Penz.) Penz & Sacc.). Posteriorment®, acutatume uma espécie, até entdo, nao
identificada deColletotrichumtambém foram associadas a essa doenga (VALDEBENITO
SANHUEZA et al, 2002). Entretanto, recentemente, Braganca (2@$8)dando este
género em isolados obtidos de macieira relatousiéexcia de varias espécies causadoras
da MFG, coletadas nas diferentes regides produttmasestados de SP, PR, SC e RS.
Entre as espécies identificadas es@onymphae C. melonispertencentes ao complexo
de espécie€. acuttatum e C. fructicola e C. siamensepertencentes ao complexo de
espéciex. gloeosporioidesNo Parana, este autor descreveu uma espécienoaviaada

C. paranaens@ertencente ao complegh acuttatum.

2.2.3 Sintomatologia

Nas folhas as manchas surgem cerca de 45 horasaapoésulagéo, o tecido &
colonizado formando necroses avermelhadas, emlasratoncéntricos na forma de
manchas difusas e de cor marrom (KATSURAYAMA, BONETBECKER, 2000). Estas
lesbes evoluem até tornarem-se amarelo-acinzentadasvezes com margens marrom-
avermelhadas (Figura 1A). No centro das lesGegastilesenvolvem-se pontos escuros,
acérvulos e peritécios, que sao os corpos deifagdo do fungo. As primeiras infeccbes
ocorrem, geralmente, nas folhas novas e na paista banterna das plantas. Logo apos a
generalizagdo da doenca nas plantas, inicia-seedaqdas folhas e, na auséncia de
controle, o produtor pode sofrer com a redugdo dadycdo no ano seguinte
(VALDEBENITO-SANHUEZA et al,, 2002).

Nos frutos surgem numerosas pontuacdes deprinmddagproximadamente 1mm
de diametro e de cor marrom-clara a marrom-esdtigur@ 1B), que ndo evoluem para
lesBes de podriddo amarga. Nos ramos verdes, tamsd@wisiveis sintomas da MFG que
surgem como lesdes longitudinais, de cor marromaclue se tornam corticentas e com
borda saliente (KATSURAYAMA e BONETI, 2009).
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e ' _:‘A
Figura 1 - Sintomas de Mancha Foliar de Glomereftafolhas (A) e em frutos (B) de

macieira da cv. Galafalus domestica
Fonte: O autor (2011)

2.2.4 Ciclo bioldgico e epidemiologia da doenca

Este fungo pode sobreviver por meio da producdopeetécios em folhas
infectadas caidas no chao (CRUSIUS, 2000), sajgarfiente em cancros causados por
outros patogenos (JONES e SUTTON, 1996) e, podemdaaser encontrados em
isolamentos feitos a partir de gemas e ramos setonsas visiveis coletados de plantas
severamente infectadas no ciclo anterior (KATSURAAe BONETI, 1999; CRUSIUS,
2000). O clima afeta a sobrevivéncia do inOculotdeentre estacfes de cultivo quanto
dentro das estacdes de cultivo. A sobrevivénciandoulo entre as estacdes de cultivo é
menor em regides temperadas ou semi-aridas coro ged, onde condi¢cdes climaticas
extremas podem destruir as estruturas de sobrev@vénnfeccdo do patogeno (VALdE
al., 2004).

Uma vez o patdgeno estabelecido na planta, osiosnédo liberados da massa
mucilaginosa, na qual estdo envoltos, e dissemi@ado respingos ou escorrimento da
agua da chuva alcancando 6rgaos suscetiveis (KARSBRIA e BONETI, 2009).

A MFG se manifesta tipicamente no verdo, sendoréoida por temperaturas
superiores a 20 °C. Estudos epidemiologicos detemmicomo dia favoravel (DF) para
ocorréncia da doenca um periodo de molhamentor fdéadez horas (na presenca de
chuva) com temperatura igual ou superior a 15 *“@TBURAYAMA, BONETI e
BECKER, 2000). Basta a ocorréncia de trés DF pailiai®o da epidemia. Apos a

infeccdo, os sintomas nas folhas aparecem em agénlasras e nos frutos em 96 horas
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(HAMADA, 2005).

2.2.5 Controle

O controle da doencga é realizado de forma prexeewkvido a falta de fungicidas
de acéao curativa que € ocasionada, em parte, petoperiodo de incubacdo da doenca, de
apenas 45 horas em temperaturas acima déC2@m que compromete a eficacia de
tratamentos dessa natureza (KATSURAYAMA e BONEDI 2).

O controle da MFG tem sido efetuado com a aplmagdincipalmente, de
fungicidas do grupo dos ditiocarbamatos (mancozehetiram e propinebe), que
apresentam alto indice de controle (IC) no iniaocttlo vegetativo da macieira (IC >
80%) e mediano (IC > 70%) no final, quando a pr@skd indculo aumenta. O controle
baseado na aplicacao de fungicidas protetoresaemul elevado niumero de pulverizagdes,
que pode chegar a 15 por safra no estado de Sattaifa (KATSURAYAMA e
BONETI, 2012).

Entretanto, as normas de Producéo Integrada dé hMa@rasil (IN SDC N° 01 de
14/09/2006) limitam o uso de fungicidas por safra, muitas geir®iabilizando esse
sistema de controle. Outro entrave € o periodoajqiecede a colheita por ser o mais
critico em relacdo ao ataque da doenca. Podessraafgue os tratamentos utilizados
atualmente ndo sado eficazes devido as restricoastauao periodo de caréncia dos
fungicidas. (VALDEBENITO-SANHUEZAet al, 2002; KATSURAYAMA e BONETI,
2009; KATSURAYAMA e BONETI, 2012).

Uma estratégia para otimizar o manejo da MFG d&lipee a sua ocorréncia
(CRUSIUS et al, 2002; KATSURAYAMA e BONETI, 2012), sendo reletan por
exemplo, a compreenséo do local de producao dolm@ciméario (COPES e THOMSON,
2008) que no caso de plantas deciduas como a naac@®rre no inicio da brotacdo, ou
seja, decorre do periodo de sobrevivéncia do patoge inverno (STADNIK, ARAUJO e
VALDEBENITO-SANHUEZA, 2009).

! Instruc&o normativa SDC No 1 de 14 de setembr2086€, que aprova as normas técnicas especificas par
a producédo integrada de maca, NTEPI-Maca. PublicadRiario Oficial da Unido em 21 de setembro de
2006.
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2.3 CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS EM PLANTAS

Tradicionalmente, 0 uso de pesticidas quimicos $&fo bastante eficiente no
controle de varias pragas que atingem plantacdesliais. Doencas, como a requeima da
batata, causada p&hytophthora infestanfirlanda, meados do século XIX) e a brusone
do arroz, causada pBwyricularia oryzae(Japéao, 1l Guerra Mundial), deixaram milhdes de
pessoas famintas, e, nessas ocasifes, 0 contiokcqiufoi crucial (OKU, 1994). O uso
prolongado de produtos quimicos no tratamento @mghs de plantas, no entanto, pode
provocar, além de possiveis efeitos danosos a shudwna, o desenvolvimento de
resisténcia por alguns fitopatégenos, provocandas@ de doses cada vez maiores e
diminuindo o rendimento da producao dessas plantas.

Consequentemente, o controle quimico tem sidasgu® na agricultura mundial,
no sentido de se utilizar microrganismos antagasisbmo uma via alternativa no controle
de doencas de plantas (HIRAOKa& al, 1992). Assim, foi introduzido o termo Controle
Biologico, que pode ser descrito como a influémigaum organismo, o antagonista, sobre
outro, o patdégeno, causando uma diminuicdo da izl de indculo ou dos efeitos
provocados por esse ultimo em determinada plargpduira. O biocontrole é, portanto,
composto por trés agentes: o patdgeno, que podersgs, bactéria, virus, protozoarios,
entre outros, a planta hospedeira e 0 antagorestando esses trés componentes sob
influéncia do ambiente (MARIAN({2000).

O antagonista é um agente biolégico com potemzEed interferir nos processos
vitais de fitopatogenos (MARIANO, 2000). Dentre asicrorganismos antagonistas
envolvidos no biocontrole, estao incluidos variéeegos de bactérias, como, por exemplo,
ActinoplanesAlcaligenes, Arthrobacter, Azobacter, Bacillus, iRk@monas, Streptomyces,
Rhizobium,entre outros (WELLER, 1988). Esses organismos iposker encontrados em
diferentes partes da planta, podendo ser isoladogides ou regibes em torno delas
(rizoplano e rizosfera, respectivamente), bem coamfolhas (filoplano) e no interior das
plantas, sendo entdo classificados como microrgesendofiticos (THOMSON, 1993).

O crescimento de bactérias na rizosfera e no lenopé favorecido devido aos
exsudatos liberados pelas raizes, que incluem cstogpp@omo agucares, aminoacidos,
horménios, intermediarios metabdlicos e vitamiras. geral, os bacilos Gram-negativos
sdao frequentemente encontrados nesse ambientaculgamente os dos géneros

PseudomonasFlavobacteriume Alcaligenes (THOMSON, 1993). Por outro lado, a
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superficie de folhas ndo fornece um ambiente @m ei propicio para a colonizacdo de
bactérias. Devido a presenca de cutina e cerad®séefa se apresenta hidrofobica e com
uma quantidade de nutrientes limitada. Além dissfiloplano é um ambiente inospito
para a sobrevivéncia microbiana devido a flutuagdestemperatura e umidade e a
radiacéo ultravioleta (THOMSON, 1993).

Portanto, a escolha do antagonista adequado degspécialmente de qual regiao
da planta esta sendo afetada pelo fitopatogeno MEION, 1993). No entanto, 0s
antagonistas podem ser aplicados em qualquer partplanta, desde que esta seja
favoravel a que esses agentes se estabelecam mmapiga e em populagbes
suficientemente grandes e ativas para mediar &gdotda planta contra os patégenos
(THOMASHOW e WELLER, 1996).

Dentre as bactérias de maior interesse no biadentestdo aquelas chamadas de
Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas PRAESse termo vem sendo utilizado
para descrever bactérias que podem colonizar arfglu@ee ou interior de plantas e
estimular o crescimento destas quando aplicadossementes, tubérculos ou raizes
(CHANWAY, RADLEY e HOLL, 1991). Em geral, as BPCFegcem esse efeito de
forma direta quando, na auséncia de fitopatogdas, groprias estimulam o crescimento
através da producdo de hormonios de cresciment®ralizacdo de nutrientes, aumento
de absor¢cdo de 4gua e nutrientes e fixacdo deyéitim, ou de forma indireta, através do
controle bioldgico. Este pode ser obtido por um w@ios mecanismos, tais como,
producao de antibidticos e sideroforos, competg@onicho ou nutrientes, parasitismo,
protecao cruzada e inducéo de resisténcia (LUZ;ITBOMASHOW e WELLER, 1996;
VALIDOV, 2007).

2.4 BIOCONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS POR RESIDENSEDO
FILOPLANO

A populacado microbiana do filoplano apresenta meodiversidade nos eventos e
nas condi¢cdes que ditam sua dinamica tornandoes$a dnaneira, complexas (KINKEL,
WILSON e LINDOW, 1996; KINKLE, 1997). Baker e Codld974) e Blakeman e
Fokkema (1982) consideram que, sendo o filoplano babitat natural para

microrganismos, muitos deles apresentam, ou podemesentar, potencialidade como
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agentes de controle biologico de enfermidades.og&éo os relatos de casos de controle
biolégico ocorrendo naturalmente na superficie kd@tps, como exemplo, em coqueiro
(SUDO, 1989), seringueira (JUNQUEIRA e GASPAROT@®91), feijoeiro (BORA,
GANGOPADHYAY e CHAND, 1993; JINDAL e THIND, 1994),sorgo (MICHEREF,
SILVEIRA e MARIANO, 1994), café (VELEZ e ROSILLO995) e citrus (PABITRAet

al., 1996). Assim como Sudo (1989), Bettiol (1997) ed&Ou que microrganismos com
comprovada eficiéncia antagbnica devem ter sualpg@o aumentada na superficie da
planta, visando o biocontrole da doenca alvo.

Sendo assim, varios autores isolaram e selecionararorganismos residentes de
filoplano visando o biocontrole de fitopatogenos. dbtencdo de antagonistas, Jiméstez
al. (1988); Sandoval, Armbrecht e Granada (1988); Etiehet al. (1994); Korsteret al.
(1995); Mizubutiet al. (1995); Pabitreet al. (1996); Carrer Filhaet al. (1999); Halfeld-
Vieira, Romeiro e Carrer Filhd2000); Romeiroet al. (2000a); Macagnan (2005)
obtiveram isolamentos da parte aérea de plantasstaram-os para o biocontrole de
enfermidades também na parte aérea da propriaiespgEgetal de onde foram isolados.
Por outro lado, Thomsoet al. (1976); Liao (1989); Micheref, Silveira e Mariaft®94);
Montesinoset al. (1996); Perondi, Luz e Thomas (1996); Strombengk& e Leonard
(2000); Yuenet al. (2001) isolaram antagonistas de Orgdos subterréadgestaram-os
como antagonistas de patdgenos na parte aéreardaspl

A espécie hospedeira e as condicdes do ambiemt® temperatura e umidade,
influenciam a sobrevivéncia de bactérias no filoplaBactérias originarias do solo
sobrevivem e crescem na superficie de folhas, masiaapopulacdo decresce mais
rapidamente em virtude da flutuagdo das condi¢c@esrdbiente quando comparadas
aquelas originalmente residentes de filoplano (@fBe Lindow, 1989).

Para um organismo ser bem sucedido no control@®dio, este deve ter
capacidade de se multiplicar e colonizar o filoplada planta (BETTIOL, 1997;
BLAKEMAN e FOKKEMA, 1982; ANDREWS, 1992). Os critiés de selecdo sdo pontos
cruciais na prospeccao de agentes de biocontrelerndinando as chances de sucesso do
programa de controle biolégico (BETTIOL, 1997). Aens (1992), assim como Bettiol
(1997) chamaram a atenc¢ao para o fato de que, etosnecasos, a selecédo de antagonistas
€ baseada unicamente em ensaiogitro considerando 0 seu baixo custo e rapidez. No
entanto, estes mesmos autores alertaram que h@dmnelacdo dos resultados obtidos em
condicOes de laboratério com os observados nasg@msda campos onde 0s antagonistas

sao utilizados.
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Por outro lado, a selecéo baseada unicamente gsosrde campo, embora possa
resultar em dados mais consistentes, normalmentardéam muito espaco. Alia-se a isso,
o fato de que trabalhos consistentes de selec@mgdaismos normalmente iniciam-se com
centenas de isolamentos (MACAGNAN, 2005). Em muttadalhos sdo mencionadas
cautelosas notas a respeito de metodologias dghisalie organismos e a sua inconsistente
atividade em condicbes de campo (MERRIMAN e RUSSE290; DEACON, 1991;
BECKER e SCHWINN, 1993; COOK, 1993).

Sendo assim, ndo € possivel descartar 0 uso tis temn laboratério como
ferramenta para determinar o possivel modo de @gamtagonista (Kraus e Loper, 1992;
Lemanceatet al.,1993; Gomes, Aradjo e Mariano, 1999; Barrettial., 2000), ou como
ferramenta para a selecao inicial (CRAWFORDal, 1993; ELABYAD et al., 1993).
Uma maneira mais cautelosa na selecdo de potemritagonistas € o0 uso de testes de
laboratério combinados com testes vivo conforme trabalhos de Carrer Filled al.
(1999); Nascimentet al. (1999); Romeircet al. (2000a); Romeireet al. (2000b); Silva,
Romeiro e Deuner (2000); Macagnan (2005) que @alim a selecdo de antagonistas em
duas fases. A primeira combinou testes de antipiese laboratério, e supressdo do
desenvolvimento de sintomas em mudas em casa-@tagdg, com um pequeno nimero
de repeticdes. A segunda submeteu os antagoniséstes, desta vez unicamente iem

vivocom um grande nimero de repeticdes.
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3 MODO DE ACAO DE Bacillus spp. E Pseudomonas sp. COMO INIBIDORES DE
Colletotrichum DO GRUPO acutatum E INTERFERENCIA NOS COMPONENTES
DO MONOCICLO DA MANCHA FOLIAR DE GLOMERELLA

RESUMO

Uma alternativa ao uso de fungicidas para o cantilal MFG é a aplicacdo de bactérias
epifiticas, por colonizarem o mesmo nicho do seenteycausalColletotrichumspp. e,
consequentemente, estarem adaptadas as condichesnt@ams adversas que afetam a
superficie da planta. O estudo dos mecanismos &® @gstas bactérias € determinante
para viabilizar o controle biolégico. Na cultura dwcieira existem poucos trabalhos
relacionados ao biocontrole de doencas e, em sardgrmaioria sdo voltados para
patégenos de poés-colheita. Diante disso, os obgtileste trabalho foram: (i) identificar
isolados bacterianos do filoplano da macieira catenrial para controle da MFG; (ii)
identificar dois isolados d€olletotrichumspp. obtidos de macieira para a realizagdo dos
ensaios (Col01 e Col156); (iii) avaliar a eficiéncie isolados bacterianos na inibicdo da
germinacdo de conidios @vlletotrichumspp.; (iv) verificar modo de acdo dos isolados
bacterianos e do produto comercial Serenade® sa teBacillus subtilis -em relacédo ao
crescimento micelial e & producdo de compostostagicos termoestaveis e volateis; e
(v) avaliar a influéncia de isolados bacterianodoeproduto comercial Serenade® no
monociclo da MFG. Através da técnica de extracdoadelos graxos foi feita a
identificacdo dos isolados bacterianos por cronraf@y gasosa e, quando esta
identificagdo néo foi possivel, foram identificadosr analise molecular. O isolado de
Colletotrichumspp. Col01 foi identificado através do sequencramela regido ITS e o
isolado deColletotrichumspp. Col156 por PCR espécie-especifica. Paraicgerih modo

de acdo dos isolados bacterianos sdbodletotrichum spp. foram realizados testes de
germinacao de conidios, de pareamento de col@héagcdo de metabdlitos termoestaveis
e de acdo de compostos antifungicos volateis. liéntia de isolados bacterianos no
monociclo da MFG foi verificada através do tratatoedte mudas em casa-de-vegetacéo e
posterior inoculacdo com o patogeno. Os isoladasebanos do filoplano da macieira
foram identificados com®&seudomonas putigddacillus sp. eBacillus alcalophilus Os
isolados de Colletotrichum foram identificados como pertencentes ao complexo
Colletotrichum acutatumBacillus sp., isolado de macieira, inibiu em mais de 60% a
germinacao de conidios @mlletotrichumdo grupocacutatum O modo de acédo dgacillus

sp. e Bacillus alcalophilus sobre Colletotrichum do grupo acutatum foi através da
producdo de compostos fixos e volateis que inibicaarescimento micelial. O principal
modo de acdo do produto comercial Serenade®, gotlfetotrichumdo grupoacutatum

foi a producdo de metabdlitos termoestaveis capadeeasibir o crescimento micelial em
100%. Houve diferenca significativa entre os patémseepidemioldgicos calculados para
incidéncia e severidade da MFG em mudas tratadaseatérias isoladas do filoplano da
macieira e com Serenade® em relagéo a testemunha.

Palavras-chave:Antibiose. Controle biolégico. Macieira.
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Mode of action of Bacillus spp. and Pseudomonas sp. as inhibitors of Colletotrichum

acutatum group and interference in monocycle components @lomerella leaf spot

ABSTRACT

An alternative to the use of fungicides for contbIGLS is the study of the potential of
epiphytic bacteria, for colonize the same niché@tausal agenColletotrichumspp. and
thus are adapted to adverse environmental condiaiffecting the plant surface. The study
of the mechanisms of action of these bacteriausial to enhance biological control. In
apple orchards there are few studies related toobiool and, mostly geared for post-
harvest pathogens. Therefore, the objectives of tork were: (i) identify bacterial
isolates phylloplane apple tree with potential émtcol the GLS, (ii) identify two isolates
of Colletotrichumspp. apple obtained for the tests (and Col156 pl@i) evaluate the
influence of bacterial isolates on the germinatadrconidia of Colletotrichumspp. (iv)
verify mode of action of bacterial isolates and tenmercial product Serenade® - based
on Bacillus subtilis- against the mycelial growth and the productidnth@rmostable
antifungal compounds and volatile, and (v) evaluhéeinfluence of bacterial isolates and
the commercial product Serenade® monocycle in th&.Grhrough the technique of
extraction of fatty acids was made to identify Heeteria isolated by gas chromatography,
and when this identification was not possible, bielmtified by molecular analysis. The
isolate ofColletotrichumspp. Col01 was identified by sequencing of the i€§on and
the isolate ofColletotrichumspp. Col156 by species-specific PCR. To check tbhderof
action of bacterial isolates @olletotrichumspp. tests of conidial germination of pairing
colonies, action thermostable metabolites and aatfantifungal volatile compounds. The
influence of bacterial isolates in the monocycleS3kas verified by treating seedlings in a
green house and after inoculation with the pathogére bacterial isolates from the
phylloplane of apple trees were identified Bseudomonas putigdaBacillus sp. and
Bacillus alcalophilus The Colletotrichumisolates were identified as belonging to the
Colletotrichum acutatuncomplex.Bacillus sp. isolated apple inhibited by more than 60%
germination of conidia o€olletotrichum acutatungroup. Mode of action dBacillus sp.
and Bacillus alcalophiluson Colletotrichum acutatuncomplex is through the production
of fixed and volatile compounds which inhibit myie¢lgrowth. The primary mode of
action of the commercial product Serenade®Catietotrichum acutatuncomplex is the
production of thermostable metabolites capablenbirimycelial growth by 100%. There
were significant differences between epidemioldgparameters calculated for incidence
and severity of GLS in seedlings treated with baatesolated from the phylloplane of
apple and Serenade® compared to control.

Keywords: Antibiosis. Biological control. Apple.
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3.1 INTRODUCAO

A mancha foliar de Glomerella (MFG), causada popéeges do género
Colletotrichum, acomete a macieiraM@lus domesticaBorkh.) e ocorre com maior
intensidade em regibes de clima subtropical Gmidmo Sudeste dos EUA (GONZALEZ,
SUTTON e CORRELL, 2006) e Sul do Brasil (BECKER, KRBURAYAMA e BONET],
2000). A MFG se desenvolve geralmente com verbesodos e tem se tornado uma
grande preocupac¢do nos ultimos anos, principalmeogeestados onde a cultivar 'Gala’,
altamente sucetivel, € a mais plantada. Sob taidigiies, a doenca pode resultar em
desfolha intensa, superior a 75%, reduzindo o neewdiio e enfraquecendo as reservas
nutricionais das plantas (BECKER, KATSURAYAMA e B@NI, 2000; GONZALEZ,
SUTTON e CORRELL, 2006).

O controle da MFG é feito com fungicidas (BECKERATSURAYSMA e
BONETI, 2000) e, apesar de eficientes, aplicacdeguEntes aumentam os custos de
producao e também podem ter efeitos danosos solme&icmambiente e a saude humana
(STADNIK, ARAUJO e VALDEBENITO-SANHUEZA 2009).

Uma alternativa ao uso de fungicidas € a aplicat@idbactérias epifiticas no
controle de doencas de plantas, por colonizaremesimua nicho de alguns patdégenos
foliares. Leben (1965) preconizava que microrgaossisolados do filoplano de plantas
poderiam reduzir o potencial de inéculo de patégeBstudos apontam algumas causas
para tal efeito, por exemplo, a competicdo poriewntes entre os antagonistas e fungos
potencialmente patogénicos e a producdo de subetdpotencialmente prejudiciais ao
patégeno (BLAKEMAN e BRODIE, 1977; TROTEL-AZI&t al.,2008).

As interacdes envolvidas no controle biologicdfittgpatogenos séo determinadas
pelos mecanismos de antagonismo. Esses mecanism@dsmp ser divididos em
competicdo, parasitismo, antibiose, predacao, impiéwcia e inducdo de defesa do
hospedeiro (COOK e BAKER, 1983). E provavel quaifsrentes mecanismos atuem em
sinergia durante uma interacdo antagénica (PUNUAKHEDE, 2003). O conhecimento
da natureza desses mecanismos é determinante yéliarao controle bioldgico de
doencas (BLEKEMAN e FOKKEMA, 1982).

Considerando-se que a MFG apresenta-se como @paliridoenca de verao” da
cultura e o principal problema fitossanitario nordpa, atingindo elevados niveis de

severidade proporcionado pelo clima extremamenterd@el e deixando os pomares em
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condicdo de alta pressdo de in6culo (KOWA#@H®al., 2010), o estudo do potencial de
controladores biolégicos € uma alternativa impaetgrara os produtores de maca. Estes,
embora apliguem um elevado numero de tratamentos &ungicidas protetores,
aumentando o custo de producdo em 10%, chegam @rdnizos na ordem de 20%
(KATSURAYAMA e BONETI, 2012).

Neste contexto, para o presente estudo foramtedosltrés isolados bacterianos
do filoplano da macieira, pré-selecionados por étolierg (2008), de diferentes regidoes
produtoras de maca no estado do Parand com ost@=gobjetivos: (i) identificar os
isolados bacterianos do filoplano da macieira; (dentificar dois isolados de
Colletotrichumspp. (Col01 e Col156) obtidos de macieira paraadizacdo dos ensaios;
(i) avaliar a eficiéncia de isolados bacteriamasinibicdo da germinacédo de conidios de
Colletotrichumspp.; (iv) verificar modo de acdo dos isoladostdréanos e do produto
comercial Serenade® - a baseB#eillus subtilis -em relacdo ao crescimento micelial e &
producdo de compostos antifingicos termoestaveidéteis; e (v) avaliar a influéncia de

isolados bacterianos e do produto comercial Seesaod monociclo da MFG.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencéo e identificacdo dos isolados bactesi

Os isolados bacterianos foram obtidos por Rolleg2008) que coletou amostras
de orgados aéreos (lancamentos vegetativos, folhagenpletamente expandida, botbes
florais e frutos jovens) de macieiras sadias nosicipios de Campo Largo, Lapa, Quatro
Barras e Porto Amazonas, no Estado do Parana. Astes foram levadas ao Laboratorio
de Epidemiologia e Manejo Integrado de Doencasldetd#s (LEMID) da Universidade
Federal do Parana, de onde foi extraida a floridtiepiseguindo metodologia adaptada de
Romeiroet al (2000). Dos 137 isolados obtidos, trés foramcsatados para o presente
trabalho de acordo com a eficiéncia observada mirae anteriormente. Sendo eles:
Isolado A68 (Porto Amazonas), Isolado C02 (Campogdpe Isolado C12 (Quatro

Barras) isolados de folhas de macieira.
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Utilizando-se da técnica de extracao de acidosogrhacterianos, cada um dos trés
isolados foi identificado por cromatografia gasosa Laboratério de Microbiologia
Ambiental da Embrapa Meio Ambiente.

Para a extracdo dos acidos graxos das amosteas toansferidos, com o auxilio
de uma alga de metal, 4 algas cheias de célulésrizaas do terceiro quadrante riscado na
placa para tubos de cultura de 13x100 mm. Estastemsdoram saponificadas com 1,0 +
0,1 mL do reagente de saponificacdo contendo 4& kidtéxido de sodio (NaOH), 150
mL de metanol e 150 mL de agua desionizada. Agitoam agitador tipo “vortex” por 10
S, aqueceu-se por 5 min em banho-maria a 100 “@uage novamente por 10 s,
reaquecendo-se por mais 25 min, resfriando-se,egmida, em banho de agua até atingir
temperatura ambiente.

Para a metilacdo dos acidos graxos foram adicamad + 0,1 mL do reagente de
metilagdo, que consiste em uma mistura de 325 mH@e6,0 mol L* e 275 mL de
metanol, agitou-se por 10 s, agueceu-se a 80 °CQoarin e resfriou-se em banho de agua
até temperatura ambiente. Os ésteres formados fesdraidos com 1,25 mL de um
sistema de solventes, constituido de hexano ebtdilemetil éter na proporcdo 50:50,
agitando-se levemente em agitador por 10 min. $apse a fase organica contendo as
substéancias de interesse, lavando-se o extrat@dgdmL de solu¢cdo de NaOH (10,8 g em
900 mL de agua desionizada) e agitando-se por 5 @liservando-se a formacédo de
emulsdo, os tubos foram centrifugados a 3000 RPM3pmin. A fase organica foi
separada e armazenada em frascos tipo “vials’rde @ara injecdo no cromatografo.

As analises cromatogréficas foram efetuadas em &tdmrafo a Gas Agilente CG
6850, empregando amostrador automético, colundacdpitra 2 e detector de lonizacao
em Chama (DIC).

A identificacdo dos microrganismos foi realizadanparando-se os cromatogramas
obtidos com as informagdes contidas na bibliotecaistema Microbial ID, Inc., Newark,
Dell. Os dados obtidos consistem na indicacéo datidade da bactéria investigada e do
indice de similaridade (IS).

Os isolados bacterianos que obtiveram IS infexiBr6 foram encaminhados para o
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, @jimas e Agricolas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) para identificag@ogmalise molecular.

O gene RNA ribossomal 16S foi amplificado pelantée de PCR, utilizando como
molde o DNA gendmico extraido diretamente da caltbacteriana, segundo protocolo

descrito por Van Soolingeet al (1993). Osprimers (oligonucleotideos sintéticos)
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utilizados para a reagdo de PCR foram plOf e pllBOmdlogos as extremidades
conservadas do gene RNA ribossomal 16S de bactérias

Os produtos das amplificacbes foram purificadosceluna GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit GE Healthcare) e submetidos diretamente ao seieanto
usando o sequenciador automatico ABI3500XL Sergxpl{ed Biosystem). Oprimers
utilizados para o sequenciamento foram o 10f e0®111

As sequéncias parciais do gene RNA ribossomal diifslas com os diferentes
primers foram montadas em urmontig (sequéncia Unica combinando os diferentes
fragmentos obtidos) e comparadas com as sequUéac@mganismos representados nas
bases de dados do Genbark do RDB. Foram entdo selecionadas seqiiéncias de
microrganismos relacionados ao microrganismo ddéssmdo para realizacdo das analises
filogenéticas. As sequéncias de DNA foram alinhadédigando o programa CLUSTAL X
(THOMPSON et al, 1997) e as analises filogenéticas foram condszigtilizando o
programa MEGA verséao 4.0 (TAMURGEL al, 2007). A matriz de distancia evolutiva foi
calculada com o modelo de Kimura (1980) e a cogdtruda arvore filogenética a partir
das distancias evolutivas foi feita pelo méetodoN#ghbor-Joining(SAITOU e NEI,
1987), com valores deootstrapcalculados a partir de 1.000 re-amostragenszaitio o

software incluido no programa MEGA 4.0.

3.2.2 Obtencéo e identificacao dos isolado€dketotrichumspp.

Dois isolados d€olletotrichumspp. foram obtidos de forma indireta de folhas de
macieira ‘Gala’ com sintomas de mancha foliar deon@rella e, tiveram sua
patogenicidade comprovada mediante inoculacdeasfeibm suspensdo de conidios em
folhas destacadas. Os isolados nomeados como E@1156, foram obtidos de pomares
comerciais localizados na regido metropolitana deitiBa-PR em 2009 e 2011,
respectivamente.

Para a identificagdo molecular foram obtidas catumonosporicas de cada isolado
de Colletotrichumconforme metodologia descrita por Pereira (2000DNA gendmico

2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
® http://rdp.cme.msu.edu/
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foi obtido com Kit de extracdo UltraCléaMicrobial DNA Kit (MO Bio), seguindo as
instrucdes do fabricante.

A concentracdo de DNA foi quantificada em gel darage 0,8% corado com
GelRed (Uniscienc®) e documentada em Sistema de Fotodocumentacdo ERix
(Loccu$) comparando visualmente a intensidade das bandasdas com um padrdo de
peso conhecido (“High DNAmass ladder Invitrogen®). As amostras foram entdo
diluidas até a concentracdo de 10 ng DNA'pde suspensdo e armazenadas sob
temperatura de -20 °C.

Foi realizada identificacdo molecular do isoladd166 pela técnica de Reag&o em
Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando iniciadoreesjo paraC. acutatum(Calnt2)
desenvolvido por Afanador-Kafuet al. (2003).

A identificacdo deC. acutatunfoi realizada com os iniciadores Calnt2 (5'- GGG
GAA GCC TCT CGC GG-3) e ITS4 (5- TCC TCC GCT TAIGA TAT GC--3)
(AFANADOR-KAFURI et al, 2003). A reacéo foi realizada com 25 pL de saugin
agua ultrapura, contendo 2 pL do DNA extraido, |2L5do tampédo 10X para PCR, 1,5
mM de MgC}, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 0,5 uM de cadalosniniciadores
(CaInt2 e ITS4) e 0,04 U Taq DNA polimerase (Imgerf). O termociclador foi
programado para um ciclo de 30 s a 94 °C, 45 s°€ @290 s a 72 °C, seguido de um ciclo
de 30sa94°C,45sa60°C e 90s a 72 °Cizaamalo com 33 ciclos de 30 s a 94 °C, 45 s
ab58°Ce90sa72°C.

Para confirmacao de presenca da amplificacao nartamesperado, os produtos da
PCR foram aplicados em gel de agarose 1,5% e coremin GelRedUniscienc€) e
documentados em Sistema de Fotodocumentacéo DPfkdecus).

Foi utilizada linhagem referéncia de. boninenseg(LGMF625) como controle,
cordialmente cedida pelo Laboratério de Genéticllideorganismos da UFPR

Para identificacdo do isolado Col0O1 foi realizadguenciamento da Regiédo ITS1 —
5,8S — ITS2 do rDNA. A amplificacdo foi realizadant os iniciadores V9G ( HOOG e
GERRITS VAN DEN ENDE, 1998) e ITS4 (WHIT& al, 1990), que sao universais para
fungos e permitem amplificar a regido ITS1 - 5,8%IS2 do DNA ribossomal. As
condicbes da reacdo seguiram o protocolo de Woedgm al (2009) com algumas
modificacbes: 10 ng de DNA, tampdo PCR 1X, 1UTde polimerase lvitroger?’), 0.2

* LabGen, Universidade Federal do Parana, Setor &ecials Bioldgicas, Departamento de Genética, Centro
Politécnico. Jardim das Américas, Curitiba, Par&masil. www.labgen.ufpr.br.
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UM de iniciadores, 0,2 mM de cada dNTP, dl,5de MgC}, e volume final de 12,al. A
amplificacdo foi realizada em termocicladeppendorf(Mastercycler Gradierf), com
desnaturacao inicial a 9€ por 5 min; 35 ciclos de 30 s a%4, 1 min a 55C, 1 min a 72
°C; seguida de extensao final de 3 min 8G2

Para confirmacéo de presenca do DNA na amostrafdgm aplicados em gel de
agarose 1,0%. A purificacdo do produto de PCRdalizada com acetato de aménio e
etanol PA e gelletresultante foi ressuspendido emil5de agua ultra-pura esterilizada.

Para reacdo de sequenciamento foi utilizado o KiElamic ET Terminator Cycle
Sequencing (GE Healthc&)e seguindo as instrucdes do fabricante. A quaéiddds
produtos de PCR foi verificada em gel de agaroseradduto final da amplificacdo foi
purificado com Sephadex (Amersham Pharmacia Biokech e submetida a eletroforese
capilar semi-automatica utilizando a plataforma M@CE (GE Healthcaf®.

O alinhamento das sequéncias obtidas foi realizamo auxilio do programa
CLUSTAL-W versao 1.7 (THOMPSOMt al, 1994). Foi realizada posterior inspecao
visual através do programa BioEdit 7.0.5.3 (HALI99®). As sequéncias obtidas foram
também comparadas com outras sequéncias existemtesnco de dados NCBpelo
programa BLAST (ALTSCHULet al, 1997). Para analise das sequéncias obtidas no
presente trabalho, foi utilizado o programa Megshbla&comparando sequéncias de
nucleotideos altamente similares do banco de dddosequéncias de nucleotideos do
GenBank.

3.2.3 Modo de acédo dBacillus sp.,Bacillus alcalophiluse Pseudomonas putideontra
Colletotrichumspp.

Germinacdo de conidios deColletotrichum spp.: Paraavaliar o efeito dos isolados
bacterianos sobre a germinacdo de conidio€alketotrichumspp. (isolado Col01), uma
gota de 40 pL da suspens&o ajustada em £ gatlidios mL?, foi depositada no centro de
uma placa de Petri de poliestireno sem nenhum deiltura. Sobre a gota contendo os
conidios foi depositada uma gota de 40 pL conteadtvatamento. Os tratamentos
avaliados foram: isolados bacterianos A68, C02 21zl concentragdes de D.0.540 nm =
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0,01, 0,05 e 0,25 e, como tratamento controle, dgetilada esterilizada.

Para o preparo dos tratamentos contendo as lz;tédada isolado bacteriano foi
repicado para placas de Petri contendo meio Nigrégar com cloreto de sédio (NaCl)
(AES laboratoire®, 28 g 1) e mantido a 25 °C com fotoperiodo de 12 horasisAp4
horas, quatro algadas (40 pL) do isolado bacterfiaraon transferidas para frascos do tipo
Erlenmeyers, contendo meio liquido de Nutrient Brtimedia®, 13 g I!). Os frascos
permaneceram por 48 horas sob agitacdo constaB@ r(n). Apés este periodo, a
suspensdo de bactérias de cada isolado teve sueent@tdo padronizada, no
espectrofotdmetro, para D.0.540 = 0,02, 0,1 ek que quando misturada a suspensao
de conidios fosse diluida para a concentracdoatiseg 0,01, 0,05 e 0,25.

As placas foram incubadas a 25 + 2 °C, no es€wasiderou-se um delineamento
inteiramente ao acaso, com tratamentos no esquermaiaf (4 tratamentos x 3
concentracdes), com quatro repeticbes, em que plada de Petri constituiu-se em uma
unidade experimental. A porcentagem de germinagdocahidios foi determinada
mediante contagem de 50 conidios do patdogeno earepdticdo apds 24 h de incubacao,
com a interrupcdo do processo atraves da adicdactteglicerol. Consideraram-se como

germinados os conidios com tubo germinativo maier @proprio comprimento.

Influéncia em cultivo pareado no crescimento micedi de Colletotrichum spp.: Para
estudar o efeito antagonico de isolados bacterianos crescimento micelial de
Colletotrichumspp., utilizou-se a técnica de cultivo pareado ésmagpde Petri contendo
meio de cultura BDA (Himedia®, 39 g?), conforme descrito por Dennis e Webster
(1971). Discos de 5 mm de diametro obtidos do bdelgolonias d€olletotrichumspp.
(isolado Col01), com oito dias de idade, foram cag@as para o centro de placas de Petri
contendo meio BDA. Um dia depois, foram depositatig®tas da suspensao bacteriana
padronizada, no espectrofotdmetro, para D.0.5400n(2 x 18 UFC/mL) em pontos
equidistantes a 3 cm de distancia da colbnia apdibgeno. Os tratamentos utilizados
foram: isolados bacterianos A68, C02 e C12; prodatuercial a base dgacillus subtilis
Serenade® (40 mL 1); e a testemunha foi constituida de placas contapmknas o
fitopatdbgeno no meio de cultura. As placas foraouliadas a 25 + 2 °C, sob fotoperiodo

de 12 horas. Utilizou-se delineamento inteiramexeacaso, com quatro repeticdes, em

® http://www.ncbi.nim.nih.gov
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que cada placa de Petri constituiu-se em uma uaié@xperimental. Na avaliacdo do
crescimento micelial, fez-se a medi¢ao de dois eifos perpendiculares e opostos das
colonias aos 4, 7 e 11 dias a partir do momentajeenfoi colocado o disco de micélio

com os isolados no meio de cultura.

Acdo de metabdlitos termoestaveis no crescimento eelial de Colletotrichum spp.:
Quatro alcadas (40uL) de cada isolado bacteriarmmfdransferidas para Erlenmeyers
contendo 100 mL de meio liquido Nutrient Broth (ldilie®, 13 g [!). Apés a incubagao,
em condi¢Bes de laboratério durante 48 horas agitdcao (120 rpm), aliquotas de 10 mL
de cada caldo fermentado foram transferidas parasnisascos contendo 90 mL de meio
BDA, e posteriormente esterilizados em autoclavamte 20 min, a 121 °C.

Apoés a autoclavagem, depositou-se 25 mL de cadapoe placa de Petri. Apds a
solidificacéo, transferiu-se para o centro de galdaa um disco de 5 mm de diametro,
obtido do bordo de col6nias deolletotrichumspp. (isolado Col01), com oito dias de
idade. Os tratamentos utilizados foram: isoladogtdm@nos A68, C02 e C12; produto
comercial a base dBacillus subtilis Serenade® (40 mL1); e as testemunhas foram
constituidas de placas contendo o fitopatogenonmgiss de cultura, sem a presenca de
metabdlitos. As placas foram incubadas a 25 + %66 fotoperiodo de 12 horas. Utilizou-
se delineamento inteiramente ao acaso, com quataticdes, em que cada placa de Petri
constituiu-se em uma unidade experimental. Foramdidoe dois diametros

perpendiculares e opostos por colénia ao 11° dia.

Acao de compostos antifungicos volateis no crescinme micelial de Colletotrichum do
grupo acutatum: Para estudar o efeito de compostos antifuUngicdétais foi utilizada
metodologia adaptada de Dennis e Webster (19713. ita dos lados de placas de Petri
bipartidas foram repicados os isolados bacteriaremm meio Nutriente-agar
(AESlaboratoire®, 28 g t). Apds 24 horas, transferiu-se para o outro cotitpanto da
placa de Petri contendo BDA, um disco de micélidadem de didmetro, obtido do bordo
de colbénias d€olletotrichumspp. (isolado Col01), com oito dias de idade. @sitnentos
utilizados foram: isolados bacterianos A68, C02 ¥2;Cproduto comercial a base de
Bacillus subtilis Serenade® (40 mL1); e as testemunhas foram constituidas de placas

contendo 4gua como tratamento. As placas foranbauas a 25 + 2 °C, sob fotoperiodo



38

de 12 horas. Utilizou-se delineamento inteirameadeacaso, com trés repeticbes. Na
avaliacdo do crescimento micelial, fez-se a medd&alois diametros perpendiculares e
opostos das colonias aos 4, 7 e 11 dias a partiratnento em que foi colocado o disco de

micélio com os isolados no meio de cultura, obtesgltrés leituras.

3.2.4 Influéncia de isolados bacterianos no motmcia mancha foliar de Glomerella

Mudas de macieira 'Gala’ mantidas em casa-de-\g&getdoram tratadas
semanalmente durante cinco semanas a partir do gadorotacdo das folhas por meio de
atomizador manual (GUARANY) com capacidade para ml0 Os tratamentos testados
foram: isolados bacterianos A68, C02 e C12; prodatoercial a base dgacillus subtilis
Serenade® (40 mL1); 4gua e outro, sem aplicacdo. O volume de caftiaado foi
calibrado para atingir o inicio do ponto de escoernto, utilizando-se em média 20 mL de
calda por planta.

Para o preparo da calda de pulverizagdo, os s®lbdcterianos foram repicados
para placas de Petri contendo meio Nutriente-agaargidos a 25 °C e fotoperiodo de 12
horas. Apds 24 horas, quatro alcadas (40 pL) diadss bacterianos foram transferidas
para frascos do tipo Erlenmeyers, contendo meigsidégde Nutrient Broth. Os frascos
permaneceram por um periodo de 48 horas sob agitagétante (120 rpm). Apés este
periodo, a suspensdo de bactérias de cada is@aesia concentragdo padronizada, no
espectrofotdmetro, para D.0.540=0,2 (2 X WFC/mL) e, adicionou-se 8,5 g de NaCl e
10 pL de Tween 80 para cada litro de suspensaerizat.

AplOs 24 horas da ultima pulverizacdo com os tratdos, as plantas foram
inoculadas por aspersdo com suspenséo de conjdgtada para 1xf@onidios mL* de
dois isolados de&olletotrichumspp., Col01 e Col156. Para a obtengdo dos conafios
isolados deColletotrichumspp. foram repicados para placas de Petri contemglo de
cultura Aveia-agar (40 gt de farinha de aveia; 16 g'lde agar; 1000 mL de agua
destilada), as placas foram mantidas a 25 = 2 ¥@ntlei oito dias. Depois da inoculacéo
foram feitas camaras Umidas individuais para cagdamcom sacos plasticos transparentes
contendo umidade e presos ao vaso com o auxiktédacos de borracha. Posteriormente,
as mudas foram transferidas para camaras de cergoir@onviron® a 25 °C e fotoperiodo
de 12 horas.
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Considerou-se um delineamento inteiramente aooacesm 4 mudas por
tratamento. Realizou-se a contagem de lesdes gig@asadas pdColletotrichum spp.
diariamente durante 12 dias em todas as folhasutka.n®© experimento foi repetido por

duas vezes.

3.2.5 Analise dos dados

A partir dos dados de germinagao calculou-se &eptagem de inibicdo da
germinacdo de conidios do patégeno ocasionada peddamentos em relacdo a
testemunha. Para os dados dos ensaios de cultikeadua e acdo de compostos
antifingicos volateis foram calculados o indice vedocidade de crescimento micelial
(IVCM) conforme formula descrita Maguire (1962)daptada por Oliveira (1991):

IVCM= X (D-Da)/ N
IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial
D= didmetro médio atual da colbnia
Da= didmetro médio da colbnia do dia anterior
N= numero de dias ap0s a inoculagéo

Para os ensaios de termoestabilidade de metahdtitdtivo pareado e acdo de
compostos antifungicos volateis foi também mensumaddiametro no 11° dia. Para os
testes realizadas vitro, as homogeneidades das variancias foram verifscpel® teste de
Bartlett, em seguida os dados foram submetidos &isande variancia (ANOVA),
verificando-se o efeito de tratamentos pelo tegtard todos os ensaios. As médias foram,
quando o teste F foi significativo, comparadas pedte de Tukey ( P< 0,05). As analises
foram feitas no software ASSISTAT 7.6 beta.

Para os dados de incidéncia e numero de lesdensao de acdo de isolados
bacterianos nos componentes do monociclo foranulealas a area abaixo da curva do
progresso da incidéncia (AACPInc) e do numero déde (AACPnI), somando-se as areas
trapezoidais (CAMPBELL e MADDEN, 1990), baseado foamula: AACP =X(yi +
yi+1)/2* (ti+1 — ti), onde: n = numero de avaliagdg = incidéncia (%)/numero de lesdes;
t = tempo (dias); a incidéncia final)(e o numero de lesdes final (NI(ultima avaliacéo)

e o0 periodo de incubacao (PIl). Considerou-se cohm tBmpo entre a inoculacdo e o

aparecimento dos sintomas em 50% das mudas de tadmento. Para atender as
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pressuposi¢cdes da andlise de variancia foi fatasstormacao raiz cubica de (x+0,01) para
os dados de AACPnNI e de NHo isolado Col01 no experimentol e para os dados d
AACPnNI do isolado Col156 no experimento 2, e 1/quadrada de (x+0,1) para os dados
de AACPInc do isolado Col01 no experimentoEIm seguida procedeu-se analises de
variancias (ANOVA), verificando-se efeito de traemtos pelo teste F. Os efeitos, quando
significativos, as médias foram comparadas pelte teke Tukey ( P< 0,05). Foram,
também, ajustados os modelos ndo lineares monootaiety=1-(1-y).exp(-r.t)) para
incidéncia e logistico (y=1/(1+exp¢¥)/r))) para numero de lesbes, em que 'y
corresponde a incidéncia/nimero de lesdes da dosmca indculo inicial, ' a taxa de
progresso da doencaté, ‘o tempo em dias ap0s a primeira avaliagdo, cmanga-se 0s
parametros estimados para os modelos entre oméatas pelo teste t-Student (p< 0,05)
conforme proposto por Madden, Hughes e Van DentB(&@07). As andlises foram feitas
no software R, versédo 2.13.2 (R DEVELOPMENT COREANE 2011).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Obtencéo e identificagéo dos isolados bacrtesi

Na analise cromatogréfica, foi realizada uma leitde branco, ndo tendo sido
observado nenhum sinal referente a ésteres desagidmos. A injecdo de um padrao
obteve indice de similaridade (IS) igual a 0,99§ue garante a confiabilidade dos dados
obtidos. As analises resultaram na identificaca® mdcrorganismos, com os indices de
similaridade apresentados na Tabela 1.

Os isolados bacterianos A68 e C12 foram identfisaatravés de cromatografia
gasosa, obtendo indices de similaridade (IS) de60g70,601, respectivamente (Tabela 1).
O IS do isolado bacteriano C02 foi de 0,362, pdotaam identificacdo inicial como
Paenibacillus macerangor cromatografia gasosa nao poéde ser consideEstia.isolado
foi, entdo, identificado utilizando-se de analisgenular.

Os fragmentos do gene RNA ribossomal 16S foramlicaplos com sucesso a
partir do DNA gendmico extraido das amostras. Ausaqgia parcial do gene RNA

ribossomal 16S obtida para o isolado C02 esta aptada na Figura 1 e apresentou 100%



41

de similaridade com sequéncias do gene RNA robaasd66 de linhagens dgacillus
amyloliquefaciens Bacillus methylotrophicysBacillus subtilis Bacillus vallismortise
Bacillus siamensisontidas nas bases de dados consultadas.

A arvore filogenética construida a partir das gegias recuperadas da base de
dados do GenBank e do isolado C02 (Figura 2) reoup® isolado C02 em um
agrupamento coeso suportado por alto valor de ws@agem (85%) juntamente com as
linhagens tipo deBacillus amyloliquefaciene Bacillus methylotrophicysndo sendo
possivel a identificacdo em nivel de espécie. Neas®, a gene RNAr 16S se mostrou
muito conservado entre as espécie8deillus analisadas, ndo oferecendo resolugéo para

discriminagdo em nivel de espécie.

3.3.2 Obtencéo e identificacdo dos isolado€dietotrichumspp.

Na caracterizacdo molecular por PCR espécie eggedifilizando iniciador
desenvolvido por Afanador-Kafuet al. (2003) para identificacdo d€. acutatum,o
isolado Col156 apresentou banda de amplificac&apdeximadamente 490 pares de base
(pb) quando utilizado o iniciadaspecifico Caint2 em conjunto com o ITS4, o que o
identificou como pertencente ao compléxoacutatun{Figura 3).

Para a identificacdo mais refinada do isolado Céddiealizado o sequenciamento
da Regido ITS1 - 5,8S — ITS2 do rDNA. As sequénéasucleotideos foram comparados
com sequéncias disponiveis no GenBank fazendoaugoograma BLASTX. Foi possivel
obter 99% de similaridade com espécie€dsimmondsicausando antracnose em aipo no
Japao (FUJINAGAet al, 2011), frutos de oliveiraC( europaepna Grécia, Italia, Sul da
Espanha e Portugal (FAEDDét al, 2011) eG. acutataem morango (FREEMANt al,
2001).

A sequéncia de rDNA do isolado Col01 de aproximaatae 560 pb foi alinhada
com sequéncias de espécies pertencentes ao confplecutatume C. gloeosporioides
identificados recentemente por Damenal (2012) e Weir, Johnson e Damm (2012),
respectivamente por meio de analise multigénicea BRaalise foi incluido o outgroug (
orchidophilumCBS 632.80).

A arvore de Neighbor-Joining (Figura 4) e a arveeviaxima Parcimonia (Figura

5) confirmam a identificagdo do isolado como peréste ao grupoC. acutatum
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Entretanto, ha variabilidade na sequéncia quandpaoado com as sequéncias analisadas

neste complexo.

3.3.3 Modo de acdo dacillussp.,Bacillus alcalophiluse Pseudomonas putida

O isolado C02Hacillus sp.) foi 0 Unico antagonista capaz de inibir axgeacao
de conidios d€olletotrichumdo grupoacutatumnas trés concentragdes testadas quando
comparado com a testemunha. Nas concentragfes @e(®0 nm) = 0,05 e 0,25 a
inibicdo foi maior (67,5 e 66,5%, respectivamenf@® na concentracdo D.O. (540 nm) =
0,01 (27,00%) (Tabela 2).

Pseudomonas putidee Bacillus alcalophilus inibiram significativamente a
germinacdo dos conidios quando comparados a testemapenas na concentracdo D.O.
(540 nm) = 0,25. A inibicdo foi de 28,5% e 22,5%spectivamente. No entanto, nesta
mesma concentraca®acillus sp. inibiu 38 e 44% a mais a germinacdo dos cosidi
(Tabela 2).

Em cultivo pareado de col6niaBacillus alcalophilus Bacillus sp. e Serenade®
reduziram o indice de velocidade de crescimentelialdIVCM) e o diametro maximo de
colonias deColletotrichumdo grupoacutatumem relacédo a testemunha. O isolado A68
(Pseudomonas putidajdo inibiu o crescimento micelial deolletotrichum do grupo
acutatumem cultivo pareado (Tabela 3).

O teste visando o controle do crescimento micel@lColletotrichumdo grupo
acutatumpor compostos antifiungicos termoestaveis evidenaigroducao deste tipo de
composto apenas no produto comercial a baseBdellus subtilis (Serenade®).
Colletotrichum do grupo acutatumteve o0 seu crescimento micelial estimulagela
presenca de compostos termoetaveis produzido®geEmurdomonas putidd8acillus sp. e
Bacillus alcalophilugTabela 4).

O teste visando o controle do crescimento micel@lColletotrichumdo grupo
acutatum por compostos antifangicos volateis evidenciou radpcdo deste tipo de
composto pomBacillus alcalophiluse Bacillus sp. Estes dois antagonistas reduziram em
16% o IVCM de Colletotrichum do grupo acutatumem relacdo a testemunha. No
tratamento com Serenade® nao foi evidenciada aupé@dde compostos volateis capazes

de inibir o crescimento micelial deolletotrichumdo grupoacutatum(Tabela 5).
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3.3.4 Influéncia de isolados bacterianos no mommcdia mancha foliar de Glomerella

A evolucdo do numero de lesdes de MFG foi maitalem mudas de macieira
'‘Gala’ tratadas corBacillus sp. (C02) e inoculadas com o isoladoGidletotrichumdo
grupoacutatumCol01, quando comparada aos outros tratament@sn Jaudas inoculadas
com o isolado deColletotrichumdo grupoacutatumCol156, a evolucdo no numero de
lesGes de MFG foi menor para os tratamentos comn&de® &°. putidg sendo que no
experimento 1, o tratamento cdmputidachegou a formar menos de uma lesdo em média
(Figura 6).

N&o houve diferenca significativa entre os tratastio® para a incidéncia finak)le
para a area abaixo da curva do progresso da imtadéMACPInc) para os dois isolados
testados em nenhum dos experimentos (Tabela 6).

O namero de lesdes final (Nle a area abaixo da curva do progresso do nuneero d
lesGes (AACPNI) verificadas em mudas de macieiedaGulverizadas com antagonistas
bioldgicos s6 apresentaram diferenca significaiinae os tratamentos para o isolado de
Colletotrichum do grupo acutatum Col156 no experimento 2. No entanto, o Unico
tratamento que diferiu significativamente do coletréoi Serenade® para AACPnI (Tabela
7).

O periodo de incubacdo (PI) variou de dois a cidies considerando os dois
isolados em ambos os experimentos. O comportamemiagglacdo ao PI, foi semelhante
entre os isolados deolletotrichumdo grupoacutatum para o isolado Col01 o PI variou
em média, entre os tratamentos, de trés a quatso(Bigura 7) e, para o isolado Col156 o
Pl variou em média, entre os tratamentos, de ttié&salias e meio (Figura 8).

O modelo monomolecular foi o que melhor se ajustosi dados de progresso da
incidéncia da MFGQolletotrichumdo grupoacutatum em mudas de macieira '‘Gala’ em
todos os tratamentos (Figura 9), com coeficientdederminacéo (8 acima de 88%.

O modelo logistico foi o que melhor se ajustouaparprogresso do numero de
lesbes da MFG{olletotrichumdo grupocacutatum em mudas de macieira 'Gala’ em todos
os tratamentos (Figura 10), com coeficiente derdtiacéo (R) acima de 87%.

Na comparacéo das estimativas dos parametrogmefsraos dados de incidéncia
do isolado Col01, a assintota maxingasf) nos dois experimentos foi significativamente
inferior ao controle em mudas tratadas ddacillus sp. e, a taxar nos dois experimentos

foi significativamente inferior ao controle em madaatadas com Serenade®. Para o
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mesmo isolado na comparagcdo das estimativas dasneans referentes aos dados de
namero de lesdes,yasx N0s dois experimentos foi significativamente iidieno controle
em mudas tratadas cddacillussp. eB. alcalophilugTabela 8).

Na comparacédo das estimativas dos parametroemefsraos dados de incidéncia
do isolado Col156, o in6culo inicialy) ndo apresentou diferenca significativa em
comparagao com o controle para a maioria dos teatars, com excecadacillus sp. no
experimento 1. Para o mesmo isolado na comparagoestimativas dos parametros
referentes aos dados de numero de lesdes,ymx NOs dois experimentos foi
significativamente inferior ao controle em mudadadas com Serenade@rabela 9).

As diferencas, significativas ou ndo, entre patéwsespidemioldgicos comparados
entre todos os tratamentos testados estdo espdagiono Apéndice 1, para o isolado

Col01, e no Apéndice 2, para o isolado Col156.

3.4 DISCUSSAO

Isolados deBacillus e o produto comercial a base Blesubtilistiveram potencial
para o controle biolégicm vitro e in vivo de Colletotrichumdo grupoacutatum In vitro,
esta bactéria foi capaz de reduzir a germinacapatageno, o indice de velocidade de
crescimento micelial em cultivo pareado e quangmsto aos compostos volatdis.vivo
reduziu o numero de lesBes no monociclo e a quadeichdxima de doenganky), quando
comparado com o controle. Observou-se diferencanado de acdo entre isolados de
Bacilluse também em relacéo ao efeito no controle solbeeedites isolados do patégeno.

A identificacdo molecular por PCR espécie-espeifio isolado Col156 indicou
que 0 mesmo pertence ao compléxoacutatum pois 0 mesmo apresenta 490 pb. A
identificacdo por PCR espécie-especifica para iiisagdo molecular de isolados de
Colletotrichumspp. mostra-se eficiente para caracterizacaoddiedies dos complexds.
acutatum C. gloeosporioide® C. boninenseEsta metodologia € rapida e exige menos
equipamentos e conhecimento na area molecular quemehparada a metodologia de
sequenciamento e, além disso, gera a mesma infaordg sequénciamento da regido
ITS1, que permite simplesmente agrupar os isoladgscomplexos sem identifica-los a
nivel de espécie.

O sequenciamento da regido ITS1 do isolado ColOdtramgue quando a sequéncia
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de nucleotideos deste isolado é comparada comgagrsgas depositadas no GenBank,
apresenta 99% de similaridade com espécie€aketotrichumsp. (N° de acesso no
GenBank HM038361)C. simmondsi(AB618089 e JN121203¢ G. acutata(EF622180).
Entretanto quando analisada em conjunto com se@$de espécies pertencentes ao
complexoC. acutatum(DAMM et al, 2012) eC. gloeosporioidegWEIR, JOHNSON e
DAMM, 2012) pode-se inferir que o isolado Col01 perte do complex@. acutatum

A regido de ITS1 dos isolados @elletotrichumsp. (HM038361) €. simmondsii
(AB618089 e JN121203)nostra uma insercdo de 13 pares de bases. Sengstgaio for
retirada das sequéncias destes isolados, estggaagse no mesmo sub clado (dados néo
mostrados). Indicando que o estudo da regido IT®hpértante para identificacdo de
isolados do complexd&. acutatum entretanto, ndo € capaz de identificar a nivel de
espécie.

Para certificar que Col01 representa uma espésimtdi do complex&. acutatum
sugere-se gue seja realizada uma andlise multayéonimplementar, além da possibilidade
de incluir mais isolados para serem estudados.f8egDammet al. (2012), a analise
multigénica com as regides dos genes TUB2 e GARDMapaz de resolver 29 subclados
de espécies do complex®. acutatumenquanto as sequencias ITS s6 eram capazes de
resolver 11 deles.

O produto comercial Serenade®, a basd3deillus subtilis teve como principal
modo de acdo a producdo de metabdlitos termoestandiindo em 100% o crescimento
micelial de Colletotrichum do grupo acutatum. Concordando com esses resultados,
Moretto (2000) estudando isolados Bacillus spp. obtidos de citros, verificou que estes
mantiveram atividade antifingica mesmo apés auwtaglem e, Micheref, Silveira e
Mariano (1994), testando isolados dgacillus subtilis obtidos do solo contra
Colletotrichum graminicolagdeterminaram que os metabdlitos oriundos da baotéam
termoestaveis, difusiveis, ndo-volateis e inibianorescimento do fungo.

Na literatura sdo encontrados varios mecanisma®hgdos no controle de
doencas de plantas p@&acillus spp., tais como, competicdo por espaco e nutrientes
inducéo de resisténcia sistémica, produtésiderdforos e antibiose, sendo este ultimo o
principal deles (THOMASHOW e WELLER1996). Por exemplo, a producéo ®r
subtilis de metabdlitos antifangicos volateis demonstrouuserimportante modo de acao
contra doencas causadas pdéfusarium spp. e Rhizoctonia solani(FIDDMAN e
ROSSALL, 1994). Do mesmo modo, neste estugtgillus sp. eBacillus alcalophilus
obtidos do filoplano da macieira, tiveram a produda metabdlitos antifangicos volateis
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como um dos principais modos de acao cof@todetotrichumdo grupoacutatumnos
testedn vitro.

Leifert (1995) estudou duas espéciesBaeillus B. subtilisCL27 e B. pumilus
CL45, e relatou que a atividade exercidavivo contraBotrytis cinereapor B. subtilis
CL27 era devida a producdo de antibidticos pepmiflipois mutantes dessa espécie,
incapazes de produzir o antibidtico, deixavam deesgntar atividade contra esse
patogeno. Deforma semelhante, Pichard, Larue e Thouvenot (198BYaram que a
atividade in vitro contra Xanthomonas campestr{gv. campestris apresentada pds.
polymyxa era devido a producgéo de daistibioticos peptidicos, gavaserina e satavalina.
Dentre os diversos metabdlitos produzidos Bacillus spp., 0s principais responsaveis
pela acdo antagdnica sdo os antibidticos peptidic@s controlam fungos e bactérias
fitopatogénicas, incluindderwinia amylovora,agente da queima das rosaceas (ABO-
ELDAHAB e EL-GOORAMI, 1964) eUromyces phaseolj causador da ferrugem do
feijoeiro (BAKER e STAVELY, 1985), além d&hizoctonia solani, Pythiunspp,
Fusariumspp. eXanthomonas campestnw. campestrigMELO, 1998; PUSEY, 1989).
Os isolados bacterianos obtidos do filoplano daieracainda néo tiveram os compostos
antifungicos identificados, sendo este um impoea@studo a ser realizado em proximos
trabalhos.

Além deBacillus sp.,Pseudomos putidaBacillus alcalophilugsambém inibiram a
germinacao deColletotrichum do grupo acutatum associado a MFG, no entanto, a
porcentagem de inibicdo foi menor e s6 ocorreu a#gomconcentracdo testada, sendo
necessario testes com concentragcdes maiores péieavese o efeito inibitério pode ser
intensificado. A inibicdo de germinagao de esp@asprocariotas residentes do filoplano
in vitro ja havia sido observada por Hethering&iral (1995) os quais encontraram um
isolado que suprimiu em 95% a germinacdo de camidide Colletotrichum
gloeosporioides Parbery (1981) e Robbs (1986) relataram que eBaxillus spp.
apresentavam acdo litica as paredes de esporoerdmeins em diversos estadios.
Possivelmente, este fato possa ser explicado pstagios iniciais da germinacéo, quando
o esporo absorve grandes quantidades de &agua (ABPBEXQOS, MIMS e
BLACKWELL, 1996) e com esta, metabdlitos toxicosguzidos pelas bactérias.

Além do efeito inibitorio da germinacédo de con&die Colletotrichumdo grupo
acutatumpelos isolados bacterianos do filoplano da magiéram observados, também,
reducdo do crescimento micelial do patdgeno, coferaficas desta reducdo entre os

isolados bacterianoBacillus sp. eBacillus alcalophilusreduziram o indice de velocidade
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de crescimento micelial déolletotrichumdo grupoacutatumem cultivo pareado e em
contato com compostos antifingicos volateis, nargnt a bactéri®@seudomonas putida
nao foi capaz de reduzir este indice em comparegéna testemunh®o mesmo modo,
Fugaet al (2011) avaliaram a inibicdo do crescimento madetie C. gloeosporioides
causando podriddo em frutos, por diversos isoldidmserianos obtidos de amostras de
solo e concluiram que os isolados apresentaramemone variacdo quanto a atividade
antifingicain vitro contra o patégeno.

O potencial antagonico dBacillus spp. foi observado, também, por Bonatelli
(2012) que isolou de folhas de guaranazeiro digegémeros de bactérias epifiticas, sendo
que os isolados que apresentaram maior porcentageminibicdo do patégeno
Colletotrichumspp., agente causal da antracnose, foram do g&agibus Do mesmo
modo, Kim e Chung (2004) relataram atividade antagd de um isolado deB.
amyloliquefaciensatravés da producdo de proteina antifungica cantfitopatégencC.
lagenarium

Chenet al (2008) identificaram 14 compostos volateis angigos a partir de
Bacillus subtilisque inibiram o desenvolvimento dotrytis cinerea agente causal do
mofo cinzento em frutas e vegetais. Entre as hastécepas dBacillus subtilispodem
produzir mais de 24 substancias antifUngicas conma wariedade consideravel de
estruturas (STEIN, 2005). Bactérias isoladas da daicanola e da palha e de raizes da
soja produziram volateis que sao inibidores da esdbEncia (esclerodios), infeccao
(micélio) e reproducdo (ascosporos) 8elerotinia sclerotiorumsendo que, das 14
bactérias testadas, 12 isolados apresentaram neédidtos niveis de producdo de
compostos volateis antifungicos (FERNANROal, 2005). Apesar de existirem estudos e
resultados satisfatorios do efeito de compostositesl produzidos por bactérias
antagonistas sobre patdgenos de poés-colheita eloleeste potencial pode ser reduzido
guando consideramos patdégenos da parte aéreaol@dois bacterianos do filoplano da
macieira do génerBacillus foram capazes de produzir compostos antifungicdateis
reduzindo o indice de velocidade de crescimentcelialcde Colletotrichumdo grupo
acutatum in vitro No entanto, o efeito destes compostos no cangpoidi comprometido
devido a sua natureza volétil sendo importantdwudesde formulagdes.

Kupper, Gimenes-Fernandes e Goes (2003) obtivesallados deBacillus subtilis
e Bacillus spp. de folhas e flores de plantas citricas etataram que todos os isolados
provocaram inibicdo no crescimento micelial @»lletotrichum acutatumdevido,

possivelmente, a metabdlitos produzidos pelaghast Alguns isolados ainda revelaram
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a producdo de metabdlitos termoestaveis manteralatatidade antagbnica mesmo apos a
autoclavagem. A caracteristica de termoestabilidduke metabdlitos ndo foi observada
para os isolados obtidos do filoplano da maciddacillus sp. e Bacillus alcalophilus
produzem compostos antifUngicos, mas séo possimmealegradados apds a
autoclavagem, pois o crescimento micelial ndo fedluzido na presenca do caldo
autoclavado destas bactérias. Assim, estes ressltadjierem que isolados Bacillusspp.
podem produzir metabolitos com propriedades e zaivedos de acao diferentes.

A constatacdo da producdo de substancias inilsd@f2olletotrichumdo grupo
acutatum produzidas por isolados bacterianos do filopldaanacieira, € importante para
o entendimento do mecanismo de agao de tal antagonpossibilitando, dessa forma, o
controle da doenca pelo uso das substancias pdadus, ndo apenas pela introducao
massal dos agentes de biocontrole. Além dissotunl@slo potencial antagdnioo vitro é
importante para direcionar escolhas de metodolayserem utilizadas em futuros ensaios
de campo.

No ensaio para verificar a influéncia de isolalbasterianos no monociclo da MFG
nao foram observadas diferencas significativastidaiamentos que utilizaram as bactérias
do filoplano e Serenade® com os tratamentos ca@nteocom aplicacdo de agua para
AACPiInc, AACPsev e na:& k da doenca. No entanto, foi possivel observar exatifa
entre os tratamentos apds o ajuste de modelos enpatacdo entre os parametros
epidemiolégicos estimados. Jeger (2004) afirmou ap@ises do progresso da doenca
oferecem informacdes importantes no desenvolvimdatepidemias e acdes de controle
da doenca, mas salientou que o aspecto mais imp®para se obter comparativos entre
tratamentos e interpretacdes dos efeitos biologizon sistema sdo as estimativas de
parametros epidemioldgicos obtidos de modelosinaares.

O periodo de incubacédo (PI), @mlletotrichumdo grupoacutatum nao variou
muito entre os tratamentos e, na comparacdo d@snp#os referentes aos dados de
severidade, um detalhe importante que pode semwalnke é que, o/ ndo difere do
tratamento controle na maioria dos casos e, mesmaio aumento em a quantidade de
doenca final ndo aumenta. Provavelmente, a cobedos tratamentos na superficie da
folna nao foi perfeita, o que pode explicar Pl'gpesemelhantes. Apenas nas mudas
inoculadas com o isolado Col156, no experimentoolye uma diminuigdo significativa
do yp em todos os tratamentos e, mesmo com um aumerigxaaa doencga foi menor no
final das avaliacbes, com excecdo do tratamento Roputida Desta forma, o/ € um

importante parametro a ser avaliado quando se &studonociclo de uma doencga, pois de
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acordo com Bergamin Filho (2011) no monociclo, ananto dos sintomas se deve
principalmente a quantidade de inéculo que chegsuparficie da planta. No entanto, a MFG
é uma doenca policiclica e, o aumento dos sintoseasleve principalmente aos ciclos
secundarios do patdgeno no hospedeiro e ndo apenasdculo inicial (BERGAMIN FILHO,

2011). Assim, estudando o monociclo, pode-se percegne é importante a aplicagdo
preventiva de agentes de controle biologico na réigpe da planta para evitar a infecgéo

primaria.

3.5 CONCLUSOES

(i) Os isolados do filoplano da macieira foram itifesados comoBacillus sp., Bacillus

alcalophiluse Pseudomonas putida

(i) Os dois isolados de&olletotrichum spp. obtidos de folhas de macieira de pomar
comercial na regido metropolitana de Curitiba foragentificados como espécies

pertencentes ao compleaoutatum

(i) Bacillus sp. inibiu em mais de 60% a germinacdo Glaletotrichum do grupo

acutatum

(iv) Bacillus sp. eBacillus alcalophilusapresentaram como modo de acdo a producgao de
compostos fixos e volateis que inibem o crescimemtelial deColletotrichumdo grupo
acutatumisolado de macieira. O principal modo de acaorddyto comercial Serenade®,

a base d8acillus subtilis sobreColletotrichumdo grupocacutatumisolado de macieira foi

a producdo de metabdlitos termoestaveis capazebide crescimento micelial em 100%.

(v) Houve diferenca significativa, em relacdo aontomle, entre 0s parametros
epidemioldgicos calculados para incidéncia e sdade no monociclo da MFG em mudas
tratadas com bactérias isoladas do filoplano daeima@® com Serenade®.
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Tabela 1 - Isolado, espécie, indice de similaridésepor cromatografia gasosa, 6rgao de
origem e municipio de origem de isolados bactegamiatidos de macieiras da cultivar
‘Gala’ (Malus domesticapara testes de controle biolégico da mancharfdkaGlomerella
em macieira.

Isoladd 1S Espécie Orgao de origem Municipio de origem
A68 0,776 Pseudomonas putida folha Porto Amazonas/PR
Co2 0,362 Paenibacillus macerans  folha Campo Largo/PR
C12 0,601 Bacillus alcalophilus folha Quatro Barras/PR

lisolados escolhidos a partir dos resultados obpdodRollemberg, 2008.

GmﬁuLL“(GGCG(ATTAGCTRGTTGGTG GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GG(&GLEGhAGGGAﬂT(hTCCGLHA“GGH”GﬂﬂA”hLT SACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTTTTCGGATCGTARAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACARAGTGCCGTTCARATA
GGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCRAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGG
TTTCTTARGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACC-GGGGAGGGTCATTGGAAACTGGE
GAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGETGARAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCE.
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGE
GGAGTACGGTCGCAAGACTGARACTCARAGGAATTGACGGGGECCCGCACAAGCGETGGA
GCATGTGGTTTRAATTCGAAGCAACGCGRAGRACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGEGCA

Figura 1 - Sequéncia parcial dperonribossomal 16S do isolado C02 obtido do filoplano
da macieira.

o | Bacillus siamensis PDA10" (GQ281299)
4‘— Bacillus siamensis FC1205 (JN885088)
Bacillus methylotrophicus CKAM (KC287219)
85 | Bacillus amyloliquefaciens NBRC15535 " (AB255669)
Bacillus methylotrophicus CBMB205 " (EU194897

48 | |lsolado C02
51 Bacillus amyloliquefaciens DF ([KC790449)
Bacillus vallismortis DSM110317 (AB021198)
Bacillus atrophaeus JCM9070" (AB021181)
\_Eacfﬂus subtilis DSM10 T (AJ276351)
Bacillus subtilis subs. pspizizenii B23049 " (AF074970)

Saccharococcus thermophilus ATCC431257 (L09227)

—_—
0.00

Figura 2 - Arvore filogenética demonstrando asc@s evolutivas entre a sequéncia
parcial do gene RNA ribossomal 16S do isolado Clodo do filoplano da macieira e
sequéncias de linhagens de microrganismos relatngnpresentes nas bases de dados
RDP e GenBank.
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2 LGMF625 BR

2.080 pb
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Figura 3 - Fragmentos amplificados por PCR utildamos oligonucleotideos Calnt2 e
ITS4 observados em gel de agarose 1,5%. Amosteag teferentes ao isolado Col156,
LGMF625 - linhagem referéncia d& boninenseBR - controle negativo sem DNA, M -
marcador molecular 100 pares de base.
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JQ948216_C._nymphasae_CBS:129926
— AF272784_G.acutata
JQ948201_C._nymphaeae
JQ948270_C.__guajavae_IMI-350839
JQ948271_C__chrysanthemi_CBS:126518
C__nymphaeae___CPC_20899
C._nymphaeae_._CPC_20902
J2948204 C.nymphaeae IMI370491
JMA21205_C._simmondsii
JQ948286_C._paxtonii_CBS:502.97
JQ948291_C._brisbanense_CBS:292.67
C_nymphaeas_._CPC_20897
EF622180_G.acutata
HMO038361_Colletotrichum_sp
JQ948276_C._simmondsii_CBS:122122
Col01
JQ948289_C._laticiphilum_CBS:112989
JQ948276_C.__simmondsii_CBS_*
JN121203_C._simmondsii_strain_1567
C__nymphaeae_._CPC_20898
ABB16089_C._simmondsii
JQ946267_C._scovillei_CBS:126529
JQ946267_C._sloanei_IMI:364257
1J@848288 C _indonesiense CBS 127551
cald2
}J@848277_C simmondsii CBS294 67
6/JQ948284_C._simmondsii_IMI:313840
1|/Q948182_Colletotrichum_sp._CBS_129821
2| 1JQ948194_C._melonis_CBS:159.84
JQ948282.C_simmondsii_CBS:111531%
Colletotrichum_sp._CPC_20901
JQ948347_C._acutatum_CBS:113599
JQ948274_C._cosmi_CBS:853.73
JQ948350_C._acutatum_CBS:369.73
JQ946348_C__acutatum_CBS:113600
JQ946345_C__acutatum_CBS:111993
JQ005776_C__acutatum_CBS_112996_ATCC *
JQ948351_C__acutatum_CBS:370.73
JQ948197_C__nymphaeae_CBS:515.78
JQ948275_C._walleri_CBS:125472
52 JQ948156_C lupini_CBS:109216_
55 1JQ948178_C lupini_CBS:129%44
JQ948346_C.__fioriniae_CSL:318
JQ948181_C.__costaricense_CBS:211.78
JQ948179_Colletotrichum_sp._CBS:129810
JQ948195_C._cuscutae_IMI:304602
JQ948190_C tamarilloi_CBS:123956
JQ948193_C limetticola_CBS:114 14
JQ948402 C__godetiae_CBS:133 44
JQ948450 C._phormii_CBS:118197
15| JQ948445_C._pyricola_CBS:128531
JQ948454_C._kinghornii_CBS:198.35
21JQ948456_C__australe_CBS:131325
JQ948444_C.__johnstonii_CBS:128532
JQ948458_C._rhombiforme_CBS:131322

0 |— JQ948459_C._acerbum_CBS:128530

997 DQ2§6208_C._dracasnophilum

L JX014402 _ Colletotrichum_sp.
% JQ948480 C_pseudoacutalum CBS436.77

J294815_C__orchidophilum__ CBS:1192918*

o
=

]

39

H
0.0005

Figura 4 - Arvore filogenética, usando o algoritilNeighbor-Joiningde espécies do
ComplexoC. acutatume o isolado Col01 obtido de macieira, baseadaseqgéncias da
regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA. Valores de bootssdp mostrados nos baseados em
10.000 repeticoes.
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JQ948201_C._nymphaeae
JQ948286_C._paxtonii_CB3:502.97
JN121205_C__simmondsii
JQ948276_C._simmondsii_CBS:122122
C._nymphaeae_._CPC_20902
EF622180_G.acutata
JN121203_C._simmondsii_strain_1567
C__nymphaeas_._CPC_20859
— AF272764_G.acutata
JQ948276 C._simmondsii CBS *
HMO038361_Colletotrichum_sp
JQ948271_C._chrysanthemi_CBS:126518
JQ948204 C.nymphaeae IMI370491
JQ948270_C._guajavae_IMI-350839
AB618089_C._simmondsii
JQ948291_C._brisbanense_CBS5:292.67
JQ948216_C._nymphaeae CBS:-129926
JQ948289 C_laticiphilum CBS 112989
—— JQ948197_C__nymphaeae CBS:515.78
C__nymphaeae_._CPC_20897
C__nymphaeae_._CPC_20898
Col01
JQ948161_C._costaricense_CBS:211.78
JQ948190_C tamarilloi_CBS:129956
JQ948179_Colletotrichum_sp._CBS:129810
[] | |JQ948195_C__cuscutae_IMI-304802
JQ948193_C.limetticola_CBS:114.14
JQ948275_C._walleri_CBS:125472
JQ948156_C.lupini_CBS:109216_
561JQ948178_C lupini_CBS:129944
JQ948267_C__scovillei_CBS:126529
cald2
JQ948182_Colletotrichum_sp._CBS_129821
JQ948277_C.simmondsii_ CBS:294 67
Calletotrichum_sp._CPC_20901
62| |JQ948287_C__sloanei_IMI-364297
JQ946284_C__simmondsii_IMI:313840
JQ948288_C__indonesiense_CBS:127551
JQ948282 C_simmondsii_CBS:111531*
JQ948194 C_melonis CBS 159 84
JQ%ME3AT C acutatum CBS 113599
53| |JQ348348_C _acutatum_CBS: 113600
JQ948349 C__acutatum_CBS:111993
JQO05776_C._acutatum_CBS_112996_ATCC *
JQ846351_C._acutatum_CBS:370.73
JQ946350_C._acutatum_CBS:369.73
— JO%MEITA C cosmi CBS 853 73
L— JQ948346 C_fioriniae_CSL-318
JQ948402 C._godetiae_CBS:133.44
JQ948445 C__pyricola_CBS:128531
] JQ948450_C__phormii_CBS: 118197
45 |JQ948454 C__kinghomii_CBS5:198.35

JQ948456 C._australe_CBS:131325
! JQ948444 C_ johnstonii CBS- 128632

JQ948458 C__rhombiforme_CBS:131322
EL JQ%48459 C_acerbum_CBS 128530
JQ94815_C._orchidophilum__CBS:1192918*

JQ948480_C._pseudoacutatum CBS:436.77
JX014402__Colletotrichum_sp.

99 DQ286209_C._dracaenophilum

)
05

-
o

Figura 5 - Relacdes filogenéticas entre o isoladdtOT obtido de macieira e demais
espécies do Complex®. acutatumestudadas com base na maxima parcimonia. Valores
acima do ramos representam os valores de supobieodstrap.
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Tabela 2 - Inibicdo da germinacdo de conidiosCadletotrichumdo grupoacutatum

(Col01) (%) apdés 24 horas em contato com antagmisioldégicos em diferentes
concentracoes.

Inibicéo da germinacdo de conidios %)

Tratamento Concentracdo D.O. (540 nm)
0,01 0,05 0,25
Pseudomonas putid&68) 6,5 abB 20,0 bAB 28,5 bA
Bacillussp. (C02) 27,0aB 67,5 aA 66,5 aA
Bacillus alcalophilugC12) 12,0 abA 20,0 bA 22,5 bA
Testemunha 0,bA 0,0 bA 0,0 cA

! Dados originais, sem transformacéo; médias seguidasesma letra minGscula nas colunas e mailscula
nas linhas, ndo diferem significativamente entrpedo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probaliéida
CV(%) = 48,48.

Tabela 3 - Indice de velocidade de crescimento lialcéVCM) de Colletotrichumdo

grupo acutatume crescimento maximo da colénia em cultivo pareadm isolados
bacterianos.

Tratamento VCM CrescimAen'to méaximo da
col6nia (cmj

Testemunha 0,72& 3,75a
Pseudomonas putid&68) 0,575 ab 3,14ab

Bacillus alcalophilugC12) 0,418b 2,54 bc
Serenade® 0,37®c 2,11 bc
Bacillussp. (C02) 0,169 1,40 c

CV (%) 24,50 20,63

! Dados originais, sem transformacdo; médias segudiasmesma letra, nas coluna, ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey,na®l de 5% de probabilidade. Serenade® = produto
comercial a base d& subtilis

Tabela 4 - Crescimento maximo da coléniaCadetotrichumdo grupoacutatumcultivado
em meio de cultura contendo metabdlitos termoestéeecisolados bacterianos.

Tratamento Crescimento maximo da colénia {cm)
Pseudomonas putid&68) 4,77 a
Bacillussp. (C02) 4,39
Bacillus alcalophilugC12) 431la
Testemunha 2,80 b
Serenade® 0,00 c
CV (%) 19,25

! Dados originais, sem transformacdo; médias seguitasmesma letra, na coluna, ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey,na®l de 5% de probabilidade. Serenade® = produto
comercial a base d& subtilis
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Tabela 5 - indice de velocidade de crescimento lialcéVCM) de Colletotrichumdo
grupoacutatume crescimento maximo de col6nias sob a influédei@ompostos volateis
produzidos por isolados bacterianos.

Tratamento IVMC1 Crescimento maximo da col6nia (cm)1
Testemunha 0,54 3,05a
Serenade® 0,5hb 3,00a
Pseudomonas putid&68) 0,49 abc 2,78ab
Bacillus alcalophilugC12) 0,45 bc 2,62b
Bacillussp. (C02) 0,45 c 2,53 Db
CV (%) 4,84 4,23

' Dados originais, sem transformacdo; médias seguithasmesma letra, na coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey,na®l de 5% de probabilidade. Serenade® = produto
comercial a base d& subtilis

Colo1 Col156
4,50 4,50
4,00 4,00
§ 3,50 § 3,50
P P
2 300 § 300
g 2,50 g 2,50
2 2,00 o 2,00
o o
£ 150 £ 1,50
5 S
Z 1,00 z 1,00
950 050 P e t—————t
0,00 0,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias ap6s a inoculagdo Dias ap6s a inoculagdo (A)
4,50 4,50
4,00 4,00
3,50 3,50
3 8
9 3,00 9 3,00
2 2
o 2,50 o 2,50
© ©
2 2,00 S 200
o o
E 150 £ 150
z z
1,00 1,00
0,50 0,50
0,00 0,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(B)

—#— P putida —l— Barcillus sp. —i— B. glcolophilus ~ —=—Serenade  —#—Agua —@— Controle

Dias apés a inoculagio Dias apés a inoculagdo

Figura 6 -Média do numero de lesBes de mancha foliar de GelladMFG) observadas
em mudas de macieira 'Gala' pulverizadas com amistge biol6gicos semanalmente
durante cinco semanas e inoculadas com dois isolaéoColletotrichum do grupo
acutatum(Col01 e Col156). Pontos representam o numerasfies médio em 4 mudas,
obtidos por avaliacdo a partir da inoculacdo dogerto. Mudas mantidas em camara de
crescimento Conviron a 25 °C. AvaliacOes realizadiasiamente durante 12 dias. (A)
dados do experimento 1, (B) dados do experimenBuftiba/PR.
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Tabela 6 - Incidéncfafinal (i) e area abaixo da curva do progresso da incidéncia
(AACPinc) em mudas de macieira 'Gala' pulverizadashn antagonistas bioldgicos
semanalmente durante cinco semanas e inoculadasismados deColletotrichum
pertencentes ao grupacutatum (Col01 e Col 156). Mudas mantidas em camara de
crescimento Conviron a 25 °C.

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento Colo1l Col156 Colo1l Col156
vee T e MNP e MCP I (%) AACP
P. putida(A68) 47,71ns 373,16 ns 52,96 ns 388,24 ns 65,00ns 433,48 ns 58,45 ns 449,94 ns
Bacillus sp(C02) 30,56 221,53 48,61 382,84 65,42 475,00 74,11 558,93
B. alcalophilugC12) 49,13 416,47 45,42 371,25 58,21 426,79 63,12 481,80
Serenade® 49,04 369,95 49,68 378,31 66,67 411,59 ,7160 353,30
Agua 53,70 396,05 41,88 354,06 81,93 541,67 76,74 58,58
Controle 56,55 487,80 46,51 409,60 76,29 592,56 1181, 696,11

Tporcentagem de mudas com sintomdados transformados por yWx. ns = n&o significativo. Serenade® =
produto comercial a base Besubtilis

Tabela 7 - Nimero de lesdédimal (NL;) e area abaixo da curva do progresso do ntimero
de lesdes (AACPnNI) em mudas de macieira ‘Galagpzizdas com antagonistas biolégicos
semanalmente durante cinco semanas e inoculadasismados deColletotrichum
pertencentes ao grupacutatum (Col01 e Col 156). Mudas mantidas em camara de
crescimento Conviron a 25 °C.

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento Col01 Col156 Col01 Col156
N oo AT NLee MR e MR e T

P. putida(A68) 6,25 ns 32,13 ns2,38 ns 13,19ns 1,50ns 9,00 ns 1,50 ab 10,88 ab
Bacillus sp(C02) 3,25 23,13 1,50 9,63 0,88 5,81 450 a 3300

B. alcalophilug(C12) 3,13 21,94 4,88 33,94 1,75 8,38 2,75 ab Qab
Serenade® 4,50 32,38 3,00 19,75 0,63 3,44 0,75 b3,88 b
Agua 3,50 22,63 2,63 22,81 1,25 8,38 2,88 ab 13B6
Controle 5,38 41,31 2,88 20,06 1,13 9,19 4,25 ab ,884

Tnimero de lesdes por mudamédias seguidas da mesma letra, na coluna, né@muifsignificativamente
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% degtitidade *dados transformados por y*#x. ns = ndo
significativo. Serenade® = produto comercial a liesB. subtilis
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Figura 7 - Periodo de incubacao (Pl) médio da MRGreudas de macieira 'Gala' tratadas
com antagonistas semanalmente durante cinco seneamasculadas com isolado de
Colletotrichumdo grupoacutatum(Col01). Mudas mantidas em camara de crescimento
conviron a 25 °C.
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Figura 8 - Periodo de incubacéo (Pl) médio da MRGreudas de macieira 'Gala’ tratadas
com antagonistas semanalmente durante cinco sengamasculadas com isolado de
Colletotrichumdo grupoacutatum(Col156). Mudas mantidas em camara de crescimento
conviron a 25 °C.
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Figura 9 - Curvas de progresso da incidéncia (%otteas com sintomas) da MFG em
mudas de macieira ‘Gala’ pulverizadas com antagsnigolégicos semanalmente durante
cinco semanas e inoculadas com dois isolado€alketotrichumdo grupo acutatum
(Col01 e Col156). Valor 1 no eixo y do grafico mefse a 100% das mudas com sintomas.
Pontos representam incidéncia média em 4 mudagjosbpor avaliagdo a partir da
inoculacdo do patégeno, e linhas representam deaps modelo monomolecular. (A)
dados do experimento 1, (B) dados do experimenBuétiba/PR.
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Figura 10 - Curvas de progresso do numero de ledédedlFG em mudas de macieira
'‘Gala’ pulverizadas com antagonistas bioldégicosasaimente durante cinco semanas e
inoculadas com dois isolados @mlletotrichumdo grupoacutatum(Col01 e Col156).
Pontos representam severidade média em 4 mudadplgor avaliacdo a partir da
inoculacdo do patégeno, e linhas representam ¢eajuusmodelo logistico. (A) dados do
experimento 1, (B) dados do experimento 2. CuriiBa
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Tabela 8 - Comparacdo dos parametros epidemiokgito modelo monomolecular
ajustados aos dados de incidéncia e parametro®©delonlogistico ajustados aos dados de
severidade da MF@m mudas de macieira ‘Gala’ tratadas com antagenisblogicos
semanalmente durante cinco semanas e inoculadasisodado deColletotrichum do
grupoacutatum(Col01).Curitiba/PR.

Estimativas dos Parametros Epidemiologicos

Experimento 1

Tratamento
Incidéncia Severidade

Yo r Ymax Yo r Ymax
Controle -1,640 0,756 0,567 1,334 3,996 3,064
Agua -1,640 ns 0,535 ns 0,550 ns 0,695 * 5,864 * 4,069 *
P. putida(A68) -2,150 ns 0,676 ns 0,481 * 1,479 ns 6,245 * 3,279 ns
Bacillussp. (C02) 0,457* 0,247 * 0,345 * 1,307 ns 5,101 * 1,047 *
B. alcalophilug(C12) -0,580ns 0,602 ns 0,498 * 1,349 ns 6,228 * 4,091 *
Serenade® 0,175 0,219 * 0,582 ns 0,835 ns 6,028 * 2,928 ns

Experimento 2

Controle -0,590 0,387 0,777 1,947 6,199 2,833
Agua -0,420 ns 0,186 * 0,986 * 1,588 ns 5,573 ns 2,281 *
P. putida(A68) -0,090 * 0,146 ns 0,860 ns 2,071 ns 7,114 ns 1,606 *
Bacillussp. (C02) -1,320ns 0,443 ns 0,677* 0,881 * 4,911 * 1,123 *
B. alcalophilug(C12) 0,351 * 0,167 * 0,663 ns 2,552 ns 6,593 ns 2,044 *
Serenade® -0,200¢ 0,107 * 1,003 ns 1,664 ns 6,720 ns 1,452 *

ns = Parametros estimados ndo apresentam difrenghcativa em relacdo ao tratamento controle pegie
t-Student, a 5% de significancia. * Parametrosnesdios apresentam difrenca significativa em relagéio
tratamento controle pelo teste t-Student, a 5%igleifieancia. yna = assintota maximaj =quantidade
inicial de doenca = taxa de progresso.Valores estimados pelo madelwmolecular (y=1-(1w.exp(-r.t))
para incidéncia e logistico (y=1/(1+expfty/r))) para severidade.
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Tabela 9 - Diferencas entre parametros epidemioddgido modelo monomolecular
ajustados aos dados de incidéncia e parametro®©delonlogistico ajustados aos dados de
severidade da MF@m mudas de macieira ‘Gala’ tratadas com antagenisblogicos
semanalmente durante cinco semanas e inoculadasisodado deColletotrichum do
grupoacutatum(Col156).Curitiba/PR.

Estimativas dos Parametros Epidemiologicos

Experimento 1

Tratamento
Incidéncia Severidade
Yo r y Yo r y
Controle 0,339 0,477 0,474 1,695 4,233 4,471
Agua -0,540 ns 0,625 ns 0,426 * 1,205 * 4,686 * 3,087 *
P. putida(A68) -0,470 ns 0,362 ns 0,573 * 1,186 * 6,295 * 4,537 ns
Bacillussp. (C02) -2,170* 0,715 ns 0,479 ns 1,306 * 5,528 * 3,243 *
B. alcalophilugC12) -0,760ns 0,577 ns 0,465 ns 1,224 * 5,558 * 3,769 *
Serenade® -0,50(hs 0,436 ns 0,516 * 1,069 * 5,762 * 2,556 *
Experimento 2

Controle -5,400 1,223 0,741 2,079 4,033 2,946
Agua -0,210 ns 0,247 * 0,829 ns 2,249 ns 6,527 * 2,664 ns
P. putida(A68) -0,800 ns 0,581 * 0,550 * 1,814 ns 4,582 ns 1,655*
Bacillussp. (C02) -0,460ns 0,443 * 0,693 ns 2,176 ns 4,303 ns 2,487 ns
B. alcalophilugC12) -0,950ns 0,016 * 2,241 ns 4,086 ns 8,753 * 4,037 ns
Serenade® -441ms 0,012 * 5,321 ns 2,447 ns 7,529 * 1,062 *

ns = Parametros estimados ndo apresentam difrenghcativa em relacdo ao tratamento controle pegie
t-Student, a 5% de significancia. * Parametrosnesdios apresentam difrenca significativa em relagéio
tratamento controle pelo teste t-Student, a 5%igleifieancia. yna = assintota maximaj =quantidade
inicial de doenca = taxa de progresso.Valores estimados pelo madelwmolecular (y=1-(1w.exp(-r.t))
para incidéncia e logistico (y=1/(1+expfty/r))) para severidade.
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4 Bacillus spp. E Pseudomonas sp. NO CONTROLE BIOLOGICO DA MANCHA
FOLIAR DE GLOMERELLA EM MACIEIRA

RESUMO

A mancha foliar de Glomerella (MFG) tem grande iotpana cultura da macieira no
Parand, pois a maioria dos pomares do estado santados com a cultivar 'Gala’ que é
muito suscetivel a doenca. O controle baseadolit@edo de fungicidas protetores resulta
em elevado numero de pulverizacdes que pode cledér por safra. No entanto, as
normas de Producédo Integrada de Mac¢a no Brasilalimb uso de fungicidas por safra,
muitas vezes inviabilizando esse sistema, e aiodasiderando-se que o periodo que
antecede a colheita € o mais critico em relac&iae da doenca, pode-se afirmar que os
tratamentos utilizados atualmente nao séo eficdeeislo as restricbes quanto ao periodo
de caréncia dos fungicidas. Diante disso, o caoattaiblogico torna-se uma opcéo
disponivel para controle da doenca em associagiiodacdo Integrada e uma alternativa
para os produtores na época de colheita dos frbDiaste do exposto, os objetivos deste
trabalho foram: (i) avaliar o potencial de isolatb@sterianos do filoplano da macieira no
controle da MFG em pomar experimental com inocdagé patégeno; (ii) avaliar o
potencial de isolados bacterianos do filoplano dacieira e do produto comercial
Serenade® como controle adicional ao quimico da M#&folhas e em frutos, em pomar
comercial sob presséo de in6culo natural. Paraftsam utilizados o pomar experimental
da UFPR e um pomar comercial localizado em Campgd/BR, ambos da cultivar 'Gala'.
A aplicacdo dos tratamentos foi realizada semamdbne foram feitas avaliacdes
periodicas de incidéncia, severidade e desfolha.pbimar comercial foram, também,
coletados frutos das plantas tratadas para avalidedlaténcia da MFG. No pomar
experimental os tratamentos obtiveram comportamdi&renciado entre as trés safras
avaliadas e os isolados bacterianos do filoplanondeieira ndo apresentaram o mesmo
potencial antagénico dos ensaiws vitro (CAPITULO 1). Em pomar comercial, sob
pressdo de inoculo natural, as bactérias isoladimadiloplano da macieira ndo se
diferenciaram significativamente da testemunha daas areas avaliadas. O produto
comercial Serenade®, a base Blgcillus subtilis ndo apresentou efeito no controle da
MFG em folhas e frutos. Frutos desinfestados @$robtidos da area com maior nimero
de aplicacbes de fungicidas apresentaram menor rolurde lesdes causadas por
Colletotrichumspp. apos 17 dias de incubacéo.

Palavras-chave:SerenadeColletotrichumspp. Filoplano.
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Bacillus spp. and Pseudomonas sp. in biological control of Glomerella leaf spoton

apple

ABSTRACT

The Glomerella leaf spot (GLS) has great impadherapple crop in Parana, since most of
the orchards of the state are deployed with thevaul'Gala’ which is very susceptible to
disease. Control based on the application of prat¢dungicides results in a high number
of sprays that can reach 15 per season. Howeestéimdards of Integrated Production of
Apple in Brazil limit the use of fungicides per praften precluding this system, and yet,
considering that the period before the harvesthes most critical of the attack of the
disease, it can be stated that the treatments by are not effective due to the
restrictions on the grace period of fungicides. S htlhe biological control becomes an
option available to control the disease in assmriatvith Integrated production and an
alternative to the producers at the time of fratvest. Given the above, the objectives of
this work were: (i) evaluate the potential of baieteisolates from the phylloplane of the
apple tree in the orchard control GLS experimematulation with the pathogen, (ii)
evaluate the potential of bacterial isolates fréva phylloplane of apple and commercial
product Serenade® as an additional control to th& Ghemical, on leaves and fruits in
orchard under natural inoculum pressure. For tlesised the experimental orchard UFPR
and a commercial orchard located in Campo LargR,/ddth cultivar 'Gala’. The spraying
was carried out weekly and periodic evaluationsewmiade for incidence, severity and
defoliation. In the orchard were also collectedtérdrom treated plants for evaluation of
latency GLS. In experimental orchard treatments diffidrent behavior between the three
crop seasons and those isolated from the phylleptdrapple trees did not show the same
antagonistic potential oiin vitro tests (CHAPTER 1). In a commercial orchard under
natural inoculum pressure, none of the bacteritade@s phylloplane of apple differed
significantly from the control in the two areas kensed. The commercial product
Serenade®, based ®&acillus subtilis had no effect on the control of GLS in leaves and
fruits. Fruits disinfected and obtained the aredhwhe highest number of fungicide
applications had fewer lesions causeddmjletotrichumspp. after 17 days of incubation.

Keywords: SerenadeColletotrichumspp. Phylloplane.
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4.1 INTRODUCAO

No Parana, a mancha foliar de Glomerella (MFG) geamde importancia, devido a
maioria dos pomares serem implantados com a cul®ada’, muito susceptivel a doenca,
e, também, ao clima que favorece o seu desenvattineea disseminacgéo do patégeno. O
controle da doenca tem sido efetuado com a apb¢cagéncipalmente, de fungicidas do
grupo dos ditiocarbamatos (mancozebe, metiram girn@be), que apresentam alto indice
de controle (IC) no inicio do ciclo vegetativo daaieira (IC > 80%) e mediano no final
(IC > 70%), quando a pressdo do in6culo aumentaor@role baseado na aplicacdo de
fungicidas protetores resulta em elevado numeguéleerizacdes que pode chegar a até 15
por safra (KATSURAYAMA e BONETI, 2012).

As normas de Producédo Integrada de Macd no B(#dilSDC No 01 de
14/09/2006) limitam o uso de fungicidas por safra, muitas sei®iabilizando esse
sistema de controle. Ainda, considerando-se queziogo que antecede a colheita € 0 mais
critico em relacdo ao ataque da doenca, pode-swaafique os tratamentos utilizados
atualmente ndo sdo eficazes devido as restricbastauao periodo de caréncia dos
fungicidas (VALDEBENITO-SANHUEZAet al, 2002; KATSURAYAMA e BONETI,
2009; KATSURAYAMA e BONETI, 2012).

Portanto, o controle bioldgico torna-se uma opgével para o controle de
doencas de plantas em associacdo a producdo bldegrama alternativa na época de
colheita. No entanto, a selecdo de microrganismtasganistas deve ser feita de maneira
criteriosa, determinando as chances de sucessorafgrapma de controle bioldgico
(BETTIOL, 1997). Andrews (1992) e Bettiol (1997)acharam a atencdo para o fato de
que, em muitos casos a selecdo de antagonistaseadaaunicamente em ensamyitro
considerando o seu baixo custo e rapidez. No entatdrtaram que h& baixa correlagéo
dos resultados obtidos em condi¢cbes de laboratamo os observados nas condi¢cbes a
campo.

Por isso, microrganismos com comprovada efici€antagonican vitro devem ter
sua populacdo aumentada na superficie da plar@addso biocontrole da doenca alvo e a
sua capacidade de sobrevivéncia deve ser avaliadade sua efetividade em condi¢gbes

6 Instrugdo normativa SDC No 1 de 14 de setembro @6,2fLie aprova as normas técnicas especificasaga@ucao
integrada de maca, NTEPI-Maca. Publicada no Di@fioial da Uni&o em 21 de setembro de 2006.
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de campo. Dentre os diversos agentes bidticos qdenp ser utilizados em controle
biolégico, as bactérias do filoplano sdo uma adtiwa ainda pouco explorada,
principalmente quando comparadas as rizobactéritdDOW e LEVEAU, 2002). As
bactérias do filoplano sdo um potencial a ser estoighois utilizam basicamente dois tipos
de estratégias para sobreviverem em ambientest@dsss de tolerancia e de escape. A
primeira requer capacidade em tolerar condi¢Bespitas, tais como a incidéncia de
radiacdo ultravioleta, baixa umidade, enquanto gurs#a, considera a habilidade da
bactéria em explorar sitios que oferecam um ambi@enos sujeito a estresses ambientais
(ANDREWS e HIRANO, 1991; BEATTIE e LINDOW, 1995; BRHTIE e LINDOW,
1999; WILSON, HIRANO e LINDOW, 1999).

Os objetivos deste trabalho foram: (i) avaliaotepcial de isolados bacterianos do
filoplano da macieira no controle da MFG em pomgreeimental com inoculacdo do
patdégeno; (ii) avaliar o potencial de isolados éaahos do filoplano da macieira e do
produto comercial Serenade® como controle adiciaoafjuimico da MFG, em folhas e

em frutos, em pomar comercial sob pressao de iad@tlral.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Biocontrole da mancha foliar de Glomerellagamar experimental com inoculacao

O estudo foi conduzido no municipio de Curitiba/RRs safras 2008/09, 2009/10 e
2010/11. O pomar experimental de macieira ‘Galamgorta-enxerto Maruba e inter-
enxerto M9, implantado no ano de 2007, situa-sdagitade 25° 24’ 42.57” S, longitude
49° 14’ 53.22” W. O clima da regido na classifiead@& Koppen é do tipo subtropical, com
verdes frescos e sem estacéo seca definida (C$bja@os meteoroldgicos de precipitacédo
pluviométrica e de temperatura foram obtidos juato Instituto Tecnologico Simepar
(Estagéo 25264916).

O delineamento experimental utilizado foi em blo@s acaso com cinco
tratamentos e cinco blocos, totalizando 25 parasda uma composta por quatro plantas,
com espacamento de 0,50 m entre plantas e 1,5Qrenliehas, sendo que as duas plantas

centrais de cada parcela foram consideradas MMas.safras 2008/09 e 2009/10 foram



73

avaliadas todas as folhas de cada planta utilsafta 2010/11 foi avaliado um segmento
de ramo marcado, contendo 10 folhas, em cada pléihta

Os tratamentos testados foram isolados bacteriatdslos do filoplano da
macieira no Estado do Parana por Rollemberg (2608gntificados comdacillus sp.,
Bacillus alcalophiluse Pseudomonas putida, como tratamentos controle, foi realizada a
aplicacdo de fungicida a base de mancozebe (9 g butro, sem aplicacéo.

A aplicacdo dos tratamentos foi feita de forma entva e realizada
semanalmente a partir do inicio de dezembro até nw@alizando, em média, 20
pulverizacdes. O volume de calda aplicado foi catlb para atingir o inicio do ponto de
escorrimento, aproximadamente 1 L por parcela.

Para o preparo da calda de pulverizacdo, os ®lbdcterianos foram repicados
para placas de Petri contendo meio Nutriente-&jas (aboratoire®, 28 g't) e mantidos
a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 24 honaatrg alcadas (40 pL) dos isolados
bacterianos foram transferidas para frascos doBifgnmeyers, contendo meio liquido de
Nutrient Broth (Himedia®, 13 gt). Estes frascos permaneceram por um periodo de 48
horas sob agitacdo constante (120 rpm). Apos esfedm, a suspensdo de bactérias de
cada isolado teve sua concentragdo padronizadespztrofotdmetro, para D.0.540=0,2
(2 x 1 UFC/mL) e, adicionou-se 8,5 g de cloreto de s¢MaCl) e 10 uL de Tween 80
para cada litro de suspensao bacteriana.

A inoculacao foi realizada ap6s quatro aplicagiiEstratamentos. Todas as plantas
foram inoculadas por aspersdo com uma suspensstadgupara 1xf@onidios mr* de
Colletotrichumdo grupoacutatum(Col01) obtido de folhas de macieira. Para a oldenc
dos conidios o isolado foi repicado para placaPetei contendo meio de cultura Aveia-
agar (40 g [* de farinha de aveia; 16 g'lde 4gar; 1000 mL de agua destilada), as placas
foram mantidas a 25 + 2 °C durante seis dias.

A incidéncia foi determinada pelo numero de folbes sintoma em relagédo ao
namero total de folhas avaliadas, e a severidadevaliada com o auxilio da escala
diagramatica de Kowatat al (2010) representada na Figura 1. As avaliacoemmfo
realizadas de fevereiro a maio nas safras 2008&1®218/11 e de janeiro a maio na safra
2009/10. Na safra 2008/09 as avaliagbes comecanantq a incidéncia ja estava proxima
de 10% e na safra 2009/10 proxima de 7%. Na saft@/21 avaliagbes iniciaram antes do

inicio da epidemia.
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Figura 1 - Escala diagramatica para avaliacado darisade (porcentagem total de area
lesionada na folha) da mancha foliar de Glome[€éltzletotrichumspp.) em macgadalus
domestic® composta por seis niveis de severidade (KOWATAL, 2010).

4.2.2 Biocontrole da mancha foliar de Glomerelld sondicdes de pomar comercial e

in6culo natural

4.2.2.1 Descricdo da area experimental e dos teates

Utilizaram-se duas areas em pomar comercial déeimadGala’, enxertadas sobre
Maruba e com inter-enxerto M9, com espagamento de ehtre linhas e 0,75 m entre
plantas, de 12 anos de plantio no municipio de ©@abgrgo/PR. A area 1, situa-se em
latitude -25° 42’ 25,63” e longitude -49° 54’ 21'50a area 2 em latitude -25° 42’ 13,98”
e longitude -49° 54’ 61,43". O clima da regido rassificacdo de Kdppen € do tipo
subtropical, com verdes frescos e sem estacdo debaida (Cfb). Os dados
meteorologicos de precipitacdo pluviométrica, um@aelativa do ar e de temperatura
foram obtidos junto ao Instituto Tecnoldgico Simefkestacdo 25264916).

O numero de dias favoraveis (DF) a ocorréncia d&Méi calculado de acordo
com o proposto por Katsurayama, Boneti e Becked@{R@ue consideram um DF como
sendo aquele com periodo de molhamento foliar (PAdFha de 10 horas (PMF > 10 h) e
temperatura acima de 26 (T > 15°C). O PMF foi estimado com a utilizagdo do modelo

de nimero de horas com umidade relativa acima @e(8IHUR > 87%), que se baseia no
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fato de que a presenca de 4gua liquida nas suesréista relacionada, geralmente, com
valores elevados de umidade relativa (UR) (GLEASSDHIL, 1994).

Os tratamentos com fungicidas sistémicos (tiofanatetilico) e protetores
(mancozebe e clorotalonil), para controle da MR&aJizados pelo produtor em todas as
plantas foram mantidos normalmente. Os tratamentdternativos utilizados
adicionalmente no ensaio foram os isolados baawsiabtidos do filoplano da macieira:
Bacillus sp.,Bacillus alcalophiluse Pseudomonas putid&€omo referéncia utilizou-se um
tratamento com o fungicida Serenade® (40 mtde &gua), que tem como ingrediente
ativo o agente bioldgicBacillus subtilis,e a testemunha sem nenhum tipo de tratamento
alternativo.

Para o preparo da calda de pulverizacdo, os ®lbdcterianos foram repicados
para placas de Petri contendo meio Nutrient-agarartidos a 25 °C e fotoperiodo 12
horas. Apos 24 horas, quatro alcadas dos isoladoterianos foram transferidas para
frascos do tipo Erlenmeyers, contendo meio liquéio Nutrient Broth. Os frascos
permaneceram por um periodo de 48 horas sob agitagétante (120 rpm). Apds este
periodo, a suspensao de bactérias de cada is@aelstia concentragcdo padronizada, ao
espectrofotdmetro, para D.0.540=0,2 (2 X WEFC/mL) e, adicionados 8,5 g de NaCl e 10
uL de Tween 80 para cada litro de suspensao baateri

Foram feitas aplicagbes semanais, totalizando Ilicagpes dos tratamentos
alternativos desde o inicio da frutificacdo atéiralfdo periodo de colheita dos frutos
utilizando-se o pulverizador manual (GUARANY) comapecidade para 5L. O volume de
calda aplicado foi calibrado para atingir o inidm ponto de escorrimento. A pulverizacéo
foi realizada apenas em um lado da planta, ondamses foram marcados, utilizando-se

em média 1 L de calda por planta.

4.2.2.2 Avaliagdo da doenca em folhas

Para cada area foram escolhidas cinco plantasaso @or tratamento e em cada
planta foram marcados trés segmentos de ramo cmteéez folhas. A incidéncia foi
determinada pelo numero de folhas com sintomasedmgdo ao numero total de folhas
avaliadas por ramo nos trés ramos marcados paapkama severidade foi avaliada em um

ramo por planta com auxilio de escala diagrama&sggecifica de Kowatat al (2010)
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(Figura 1). As avaliacdes iniciaram antes do in@tdoepidemia, um més apos a primeira
aplicacao dos tratamentos e foram de janeiro aorde @012, totalizando 11 avaliagdes.

4.2.2.3 Avaliagéo da doenga em frutos

Foram coletados das plantas marcadas, dois dias tepem sido tratadas, 450
frutos em ponto de colheita, sendo 9 frutos pantplaDestes, 4 frutos foram desinfestados
em alcool 70% (1 min), hipoclorito de sédio 1% (ibye, enxaguados em agua destilada
esterilizada trés vezes, e em seguida colocadosaexa plastica (15 x 20 x 10 cm)
contendo uma folha de papel de filtro umedecido cbth mL de agua destilada
esterilizada, e 5 foram coletados em sacos indwsjundo foram desinfestados e
colocados em caixas plasticas individuais (10 cndidenetro) contendo uma folha de
papel filtro umedecido com 5 mL de agua destilastargizada. O ensaio foi mantido sob
fotoperiodo natural e temperatura variavel entr® 227 °C.

Realizou-se a contagem de lesdes tipicas caupad@slletotrichumspp. a partir
de 24 horas da instalagdo do experimento, diarisendarante 17 dias. Considerou-se um
delineamento inteiramente ao acaso, com tratamentesquema fatorial (5 tratamentos x

2 areas x 2 condicOes de armazenamento).

4.2.3 Analise dos dados

Nos ensaios em pomar experimental, as epidemrasmfcomparadas em relacao
ao valor maximo de severidade e incidéncia, e @ daixo da curva do progresso relativa
da incidéncia e da severidade da doenca, somana®-&eas trapezoidgdlSBAMPBELL e
MADDEN, 1990) e dividindo-as pelo intervalo de ase#io. Foi calculada também, a &rea
abaixo da curva do progresso relativa do nimeroltas. Entdo, os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e as médias compargutloteste t (P<0,05) , usando o
software ASSISTAT 7.6 beta.

Nos ensaios em pomar comercial, as epidemias de fd@ comparadas pela

severidade imediatamente anterior a queda da f@A®), e pelas areas abaixo das
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curvas de progresso da incidéncia e da severidadeahca (AACP inc e AACPsev). Para
atender as pressuposi¢des da analise de variasaados de AACPinc e AACPsev foram
submetidos a transformacdo yx=. Foi calculada também, a area abaixo da curva do
progresso do numero de folhas (AACP n° de folhBsjdo, os dados foram submetidos a
andlise de variancia e as médias, comparadasteste t (P<0,05), usando o software
ASSISTAT 7.6 beta.

A doenca em frutos foi avaliada em relagcdo ao manue lesdes na ultima
avaliacdo (17° dia de incubacao). Para atendereasyposicdes da andlise de variancia, os
dados foram submetidos & transformacdo de Box-BR@X(e COX, 1964), com
parametro de transformacdo y = 1/3. Entdo os dadosformados foram submetidos a
analise de variancia e as médias, comparadas este de Tukey (P<0,05), usando o
software R, versao 2.13.2 (R DEVELOPMENT CORE TEAX11).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Biocontrole da mancha foliar de Glomerellagarmar experimental com inoculacao

O volume acumulado de precipitacdo pluviométricgadte os periodos de
avaliacao foi de 223,40 mm no ano de 2009, 598,20mm ano de 2010 e de 284,20 mm
no ano de 2011, sendo o ano de 2010 o que aprasentmaior numero de dias
consecutivos com chuva, seguido de 2011 e 2009nui@ero de dias favoraveis para a
ocorréncia da MFG foi maior no ano de 2010 (24)dssguido de 2011 (20 dias) e 2009
(6 dias) (Tabela 1).

Houve um aumento na porcentagem de severidadené@mero de folhas da safra
2008/09 para a safra 2009/2010 e, na safra 2008liGeram mais dias com chuva no
periodo avaliado quando comparado com a safra @@@Bigura 2).

Na safra 2008/09Pseudomonas putidaquando aplicada semanalmente, foi
eficiente para reduzir o progresso da severidadeineidéncia e severidade maximas da
MFG em comparacao ao tratamento controle. O trateomeom este isolado bacteriano
reduziu em 17% a incidéncia da doenca e a severidgkima chegou a apenas 0,22%,
representando uma reducdo da AACPsev de 66,7%a Messma safraBacillus sp.

reduziu em 13% a incidéncia maxima da doenca enaperperimental (Tabela 2).
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Na safra 2009/10 houve um maior niumero de diasemutivos com chuva (DCC)
e de dias favoraveis (DF) a MFG no periodo avaliquiando comparada a safra 2008/09
(Tabela 1).Nesta safra, nenhum dos isolados bacterianos ftierte no controle da
doenca e apenas o tratamento com o fungicida mebeozduziu significativamente a
area abaixo da curva do progresso da incidéncia@d®ncia maxima da doencga, mas nao
se diferenciou para severidade (Tabela 2).

Na safra 2010/11 a incidéncia nas folttasgou a 100% das folhas marcadas e a
severidade proximo de 16% ao final das avaliagieshum dos isolados bacterianos foi
eficiente em reduzir a AACPIinc e a AACPsev da MMRe&sta mesma safra, nenhum
tratamento diferenciou da testemunha para AACP %denfolhas. Apesar de na ultima
avaliacdo a severidade no tratamento d@seudomonas putida com mancozebe ser
menor que nos outros tratamentos testados (Figuesta diferenca ndo foi significativa
(Tabela 2).

4.3.2 Biocontrole da mancha foliar de Glomerelld sondicdes de pomar comercial e

in6culo natural

4.3.2.1 Avaliacédo da doenca em folhas

O volume acumulado de precipitacédo pluviométriceadie o periodo de avaliacdo
foi de 318,40 mm. O namero de DCC foi de 37 e oendmde DF para a ocorréncia da
MFG foi de 10. O numero de pulverizagbes (NP) pareontrole da MFG durante o
periodo de avaliacdes para as areas 1 e 2 foil5redpectivamente (Tabela 3).

A incidéncia da doenca nas duas areas avaliadgsira® o mesmo padréo de
ocorréncia (Figura 4). Os isolados bacterianopeduto comercial Serenade®, a base de
Bacillus subtilis ndo exerceram influéncia significativa, quandmparados a testemunha,
na AACPsev, na AACPIinc e na AACP n° de folhas nassdareas tratadas do pomar
comercial de macieira localizado em Campo largq/Ridela 4).

A severidade imediatamente anterior a queda da f(BAQ) foi maior, quando
comparada a testemunha, nos tratamentosRssudomonas putidaBacillussp.na Al e

no tratamento com o produto comercial Serenade®2n@abela 5).
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4.3.2.2 Avaliagéo da doenga em frutos

Os tratamentos com os isolados bacterianos doldilopda macieira e com o
produto comercial Serenade® nao proporcionaramceadsignificativa, em relagcdo a
testemunha, no nimero de manchas causadasgbietotrichumspp. em frutos de macgéa
‘Gala’.

Frutos ndo desinfestados com solucéao de hipazlarit% e frutos coletados da Al,
apresentaram maior numero de manchas apos ldeliasaliacdo em relagdo a frutos

desinfestados e a frutos coletados da A2 (Tabela 6)

4.4 DISCUSSAO

Em pomar experimental com inoculacaoGigletotrichumdo grupoacutatum os
tratamentos a base de isolados bacterianos e acilengnancozebe tiveram resultados
variaveis nas trés safras avaliadas e, em pomagrc@h sob pressao do inéculo natural
do patdgeno e manejo com fungicidas, os tratamemtiosbactérias antagonistas e com o
produto comercial Serenade® ndo melhoraram o derdeoMFG em folhas e em frutos.

A bactériaPseudomonas putidéoi o Unico isolado que reduziu, em folhas de
pomar experimental, a AACPsev, assim como sevegigathcidéncia maximas, mas ndo
se observou efeito sobre a AACPinc e na AACP ddefolhas na safra 2008/09. O
géneroPseudomonasé responsavel pela producdo de alguns compostopaapriedades
antifingicas, e ainda é capaz de induzir resistéristémica em plantas. O género é
conhecido como capaz de interferir diretamente atorfde patogenicidade de alguns
grupos de fungos (HAAS e DEFAGO, 1990). ViswanattanSamiyappan (2004)
descreveram algumas linhagensRiefluorescengjue apresentaram atividade antagonica
contraColletotrichum falcatumsendo que estas mesmas linhagens foram avatjadato
a producdo de enzimas, correlacionando a atividendiéingica destas bactérias a sua
producao de quitinase.

Embora Pseudomonas putiddenha influenciado no controle da MFG, este
potencial ndo se repetiu ao longo das safrdaeillus alcalophiluse Bacillus sp., que

obtiveram bons resultados vitro, ndo apresentaram controle satisfatério quando
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aplicados em testes em campo. Isso mostra que eempres os bons resultados de
antagonismo obtidos vitro sejam garantia de eficiéncia no campo. Essa &iamenas
constitui-se em progndéstico e indicativo quanto ua viabilidade no controle dos
fitopatdgenos, sob condicbes naturais de infecgdaitas vezes, a eficacia dos
antagonistasn vitro ou em casa-de-vegetacdo, pode ser insuficiente gstabelecer o
limiar de populacéo exigida para um biocontrolecampo (STOCKWELL, JOHNSON e
LOPER, 1998).

Ainda em pomar experimental, na safra 2009/10vargtade da doenca aumentou
em relacdo a safra anterior, provavelmente devigdma maior ocorréncia de DF a MFG e
a um maior volume de precipitacdo pluviométricgpadodo de avaliacao.

Nos ensaios realizados em pomar experimental, ngidida mancozebe nao
controlou a MFG, o que coincide com declarac6eprddutores, ano apds ano, sobre a
ineficacia dos fungicidas seguindo a dose reconen@@ g L%). Eles relatam que, para
conseguir controlar a MFG, precisa aumentar a das@mendada na bula dos produtos a
base de mancozebe. A ineficacia de alguns fungicidalusive de mancozebe, quando a
pressdo de indculo é alta, ja foi relatada. Hanmdday De Mio (2013) avaliaram o
crescimento micelial de isolados @wlletotrichum spp. provenientes de macieira em
diferentes doses de mancozebe e apenas uma nieagianibicdo de 100% na dose de
1000 pg mL}, que é considerado uma dose muito ialtétro, o que ressalta a importancia
do estudo de controles alternativos para a MFG.

No ensaio em pomar comercial, ndo foi observafdwatica na severidade da MFG
em frutos quando tratados com isolados do filoplal®o macieira. Isso se deve
provavelmente ao fato de que os tratamentos caantagonistas iniciaram na fase em que
os frutos ja estavam em desenvolvimento e, o patdge estava estabelecido no seu
interior por infec¢des ocorridas na floracdo. Aedefio deColletotrichumspp. em flores
de macieira foi relatada por Hamada e May De Mi@1%), comprovando que
Colletotrichum spp. pode infectar flores e permanecer latente remosf evidenciando
sintomas a partir da colheita. O numero de manciuss frutos foi maior na area 1,
possivelmente pelo fato de que o nimero de pulgdes com fungicidas quimicos nessa
area, visando o controle da MFG, foi menor em Bslago numero de pulveriza¢des na
area 2. Frutos desinfestados apresentaram menattidpde de lesdes causadas por
Colletotrichumspp., provavelmente, devido ao fato de que o®druéo desinfestados
expressaram, além das lesdes latentes, lesGesnmates de infeccbes causadas por

conidios que foram depositados, ainda no campauparficie dos frutos e tiveram sua
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germinacao favorecida pela cAmara umida onde fa@mdicionados para a avaliacdo do
experimento.

Em folhas de pomar comercial, a severidade imaali@hte anterior a queda da
folha (SAQ) foi menor para os tratamentos d@seudomonas putidaBacillussp. na area
1, e para o tratamento com Serenade® na area BteDdasta diferenca dos tratamentos
entre as areas nao se pode concluir sobre o et dhs bactérias na desfolha e, portanto,
devem-se realizar mais estudos para esclarecertoo d@a que ha tratamentos que
proporcionam a folha uma maior tolerancia a seaeed maiores antes da queda.

Os isolados bacterianos do filoplano da macieir&ezenade® néo tiveram
influéncia na AACPInc, na AACPsev e na AACP dale%olhas, sendo que nenhum dos
tratamentos diferenciou significativamente da testgha. Este fato pode ser explicado,
pois o proprio estabelecimento das bactérias anistgs sobre o filoplano das plantas é
sempre um desafio no controle biol6gico. Em muéggerimentos de campo, células dos
antagonistas, quando cultivadas em meio solidopesisas em agua e aplicadas nas
plantas, ndo encontram ambiente apropriado pardesmnvolvimento. Na filosfera ficam
expostas a luz ultravioleta, as mudancas rapidagedweratura e as mudancas na
disponibilidade de agua, entre outras causas (STMIEIK., JOHNSON e LOPER, 1998).
Burrage (1971) ja afirmava que a umidade e a tesyer no filoplano apresentam
variacdes devido a exposicdo solar, ao ar atmosféds chuvas, a localizacdo das folhas
na planta e, que estas modificagdes no microclimdiloplano culminam em constante
modificagdo da microbiota epifitica. Outro agraeamd que em pomar comercial 0s
tratamentos fitossanitarios podem ter contribuiai@a peduzir o efeito das bactérias. Além
disso, a ocorréncia de chuva apo6s algumas aplisalgietratamentos, pode ter retirado as
células bacterianas da superficie das folhas.

A disponibilidade de nutrientes no filoplano tammbéapresenta variacfes
(BETTIOL, 1991), sendo um fator determinante na petigdo entre as populacoes
epifiticas (BAKER e COOK, 1974). A origem dos netries no filoplano é diversa,
podendo vir de exsudados foliares, residuos orgénigrdos de polen, secrecdes de
afidios, entre outras. Assim, com o desenvolvimetdofolha ocorrem mudancas na
disponibilidade de nutrientes, aumentando com egrato tempo (BETTIOL, 1991).

Dessa forma, a variagdo do microclima e da digpladade de nutrientes no
filoplano afeta as condi¢cdes para o desenvolvimeiatgopulacdo microbiana, e o seu
conhecimento constitui em ponto chave para o saaEsgrogramas de controle biolégico

de doencas da parte aérea de plantas (BETTIOL,)1888undo Morris e Rousse (1985),
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pode-se até alterar um ecossistema, como o filoplaara favorecer o aumento do
tamanho da populacdo dos microrganismos antagsnigtaduzidos, a fim de contribuir
para o controle biologico de doencas, porém, esteatégia requer o profundo
conhecimento das caracteristicas do filoplano.

Diante disso, fica claro que muitos séo os fataregrem considerados para uma
abordagem eficiente na escolha e utilizacdo detege® controle bioldégico (ACBs). Nao
fosse isso, 0s estudos que buscam ACBs nao seristasnvezes discrepantes entre a
inibicdo encontradan vitro e no campo (XUet al, 2011). Os estudos de ecologia
microbiana da planta hospedeira, de ecologia dagpab e de metodologias eficientes na
busca dos ACBs estdo entre as abordagens maistanigs a serem consideradas na
busca e obtencdo de sucesso no controle. O cortialiggico realizado com uso de
microrganismos de ocorréncia natural na planta pedeima maneira eficiente e menos
invasiva para o vegetal, no entanto, o desenvohionde formulagdes que maximizem a
sobrevivéncia e os efeitos dos isolados a campoméaspecto muito importante
(FURNKRANZ et al., 2012).

Dessa forma, bactérias isoladas do filoplano deieira, visando o biocontrole da
mancha foliar de Glomerella, apresentam potenaaiserem explorados, visto que
possuem efeitos no contrdle vitro do patdégeno. Préximos trabalhos com estes isolados
podem estar voltados para o estudo de formulcGema a identificacdo dos compostos
produzidos por estes antagonistas, tanto fixos coobd@teis, realizando testes do efeito

individual ou sinergistico destes compostos camfpatégeno.

4.5 CONCLUSOES

Os isolados bacterianos do filoplano da macie@@ foram eficientes no controle
da MFG em condi¢cGes de pomar experimental com lagga e em condi¢cdes de pomar
comercial como controle adicional ao quimico e pa@sséo de indculo natural.

O produto comercial Serenade®, a basBal@llus subtilis ndo apresentou efeito
no controle da MFG em folhas e frutos.

Frutos desinfestados e obtidos da area com maiorero de aplicacbes de
fungicidas apresentaram menor numero de lesGesdasiporColletotrichumspp. apos

17 dias de incubacgéo.
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Figura 2 -Incidéncia da mancha foliar de Glomerella (MFG),(8¢veridade da MFG (B),
namero de folhas em plantas de macieira (C) e gitacéo (mm), umidade relativa média
(UR%) e temperaturas (T) maxima, média e minima, (Bservadas em pomar
experimental pulverizado com antagonistas biol&GgicBrimeira avaliacdo (tempo 0)
realizada em 19/02/2009 (safra 2008/09) e 22/002@afra 2009/10). Inoculacdo das
plantas realizada em 10/01/2009 (safra 2008/09) 040112010 (safra 2009/10).
Curitiba/PR.
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Figura 3 -Incidéncia da mancha foliar de Glomerella (MFG),(8¢veridade da MFG (B),
namero de folnas em ramos marcados de macieiree (@ecipitacdo (mm), umidade
relativa do ar média (UR%) e temperaturas (T) maximédia e minima (D), observadas
em pomar experimental pulverizado com antagonlstZiégicos durante a safra 2010/11.
Primeira avaliacdo (tempo 0) realizada em 22/02l20oculacédo das plantas realizada
em 22/01/2011. Curitiba/PR.
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Tabela 1 - Temperaturas média (T méd), maxima (X)eadminima (T min), umidade
relativa do ar média (UR%), volume de precipitapwiométrica (PP) (mm), nimero de
dias consecutivos com chuva (DE@)nimero de dias favoraveis (Bpjara a ocorréncia
da mancha foliar de Glomerella. Dados relativosdiendos 10 dias anteriores a cada data
de avaliacdo da incidéncia, severidade e numerdolilas em pomar experimental.
Curitiba/PR.

Média das condi¢cdes ambientais entre os 10 dias
Data da anteriores a data de avaliacao

Safra avaliacdo Tméd Tmax T min UR (% PP bcC DF
(o C) (o C) (o C) ( 0) (mm)
19/02/2009 20,6 25,5 17,5 81,6 51,4 3 1
02/03/2009 22,0 28,0 18,3 79,8 38,8 7 2
12/03/2009 23,0 29,0 19,0 75,5 41,2 0 1
2008/09 23/03/2009 20,1 25,2 16,4 78,9 37,8 2 2
02/04/2009 20,3 26,7 15,8 76,4 5,0 0 0
13/04/2009 20,1 25,9 16,1 75,8 22,4 2 0
23/04/2009 17,5 23,3 13,5 78,0 25,2 2 0
04/05/2009 17,0 22,1 13,9 80,8 1,6 0 0
22/01/2010 21,6 27,0 18,4 86,2 90,4 8 2
02/02/2010 21,1 27,5 17,4 79,3 146,0 7 3
04/03/2010 19,5 24,8 16,5 84,2 44,0 3 3
15/03/2010 20,8 26,7 16,2 79,4 74,8 5 3
2009/10 25/03/2010 21,2 27,8 16,7 81,1 31,6 4 1
05/04/2010 20,1 25,4 16,6 87,8 48,8 4 5
15/04/2010 15,1 20,8 10,9 84,4 13,2 3 0
26/04/2010 19,9 25,9 14,6 81,1 96,2 4 3
06/05/2010 17,4 23,8 13,1 82,9 33,4 2 3
19/05/2010 13,8 18,5 10,4 87,7 19,8 2 1
15/02/2011 22,3 28,9 18,4 82,9 196,4 10 2
18/03/2011 19,3 24,6 15,8 88,6 18,8 5 8
2010/11 01/04/2011 20,1 25,3 16,9 87,1 44,6 5 7
15/04/2011 18,3 24,3 13,5 80,3 24,4 2 2
27/05/2011 14,9 21,4 10,5 82,3 0,0 0 1

Idias com a ocorréncia de chuva, com intervalo méxieum dia entre eles.

“Numero de dias favoraveis calculado de acordo camsutayama, Boneti e Becker (2000) que consideram
um DF como sendo aquele com periodo de molhametito {PMF) acima de 10 horas (PMF>10 h) e
temperatura acima de 15 ° C (T>15 ° C).
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Tabela 2 - Area abaixo da curva do progresso (AA€Rjiva da incidéncia, da severidade
e da desfolha e médias de severidade e incidéréiamas da mancha foliar de Glomerella
(Colletotrichumspp.) em mudas de macieinslglus domesticade pomar experimental
pulverizadas com antagonistas biolégicos duraggedafras consecutivas. Curitiba/PR.

Tratamento/Safra AACP relativd Maxima (%)
Incidéncia Severidade N° de folhas Incidéncia Severidade
2008/09
Testemunha 19,7hs 0,33 a 43,25 ns 34,71a 0,65 a
Mancozebe 16,81 0,24 ab 41,14 31,11 ab 0,43 ab
Bacillussp. (C02) 12,47 0,18 ab 52,52 21,42 bc 0,35 ab
Bacillus alcalophilugC12) 13,32 0,17 ab 51,58 24,29 abc 0,34 ab
Pseudomonas putid#68) 11,52 0,11 b 57,28 17,49 c 0,22 b
2009/16
Testemunha 13,51 0,52 ns 101,53 ns 12,70 a 1,93 ab
Mancozebe 4,74b 0,56 126,94 258 b 1,54 b
Bacillussp. (C02) 11,29a 0,52 111,07 13,82 a 1,73 ab
Bacillus alcalophilugC12) 9,85 ab 0,57 99,86 7,27 ab 1,37b
Pseudomonas putid®68) 11,43 a 0,54 120,87 13,12 a 242 a
2010/12
Testemunha 77,83b 55 ns 7,59 ab 100,00 13,71ns
Mancozebe 72,55%b 3,25 8,13 ab 100,00 5,88
Bacillussp. (C02) 82,22a 4,97 7,45 ab 100,00 11,51
Bacillus alcalophilugC12) 76,63 ab 4,91 7,26 b 100,00 14,74
Pseudomonas putid#68) 66,44 b 3,02 8,74 a 100,00 9,83

! Dados originais, sem transformacdo; médias seguitadetras distintas, nas coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste t, ao nikeeb% de probabilidade.

Avaliacdo da incidéncia e da severidade em todésiteess da repeticéo.

3Avaliacdo da incidéncia e da severidade em ramosaues (1 ramo/repeticdo) contendo dez folhas.

ns = nao significativo.
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Figura 4 - Incidéncia da mancha foliar de Glomar@MiIFG) (A), Severidade da MFG (B)
e numero de folhas em plantas de macieira (C), robdas em pomar comercial
pulverizado com antagonistas bioldégicos em duaasarBrimeira avaliacdo (tempo 0)
realizada em 06/01/2012 (area 1 e 2).
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Tabela 3 - Temperaturas média (T méd), maxima (X)eadminima (T min), umidade
relativa do ar média (UR%), volume de precipitapwviométrica (PP) (mm), nimero de
dias consecutivos com chuva (DEChtimero de dias favoraveis (BR) ocorréncia da
mancha foliar de glomerella (MFG) e nimero de pieedes (NP)para o controle da
MFG. Dados relativos a média entre as datas deag@ial da incidéncia, severidade e
namero de folhas em pomar comercial (Al e A2). Cairgrgo/PR.

Média das condicbes ambientais entre as

. avaliacoes 2 NP3
Avaliagdo e e Tmin UR  pp  DCC DF AL 2
ce (6 (6 () (mm)
1 19,6 2655 155 788 206 4 O od 1m
2 201 263 165 823 204 4 0 a2y 2mm
3 203 26,7 17,3 856 560 4 1l 1
4 209 275 165 81,2 328 5 1ol 1m
5 229 31,0 171 712 222 1 0 0 3w
6 200 264 159 853 796 5 4 0 D
7 216 286 179 838 634 8 1 0 O
8 227 305 179 798 68 1 10 0
9 216 291 16,7 755 0,0 0O 0 0 o
10 209 276 153 757 134 2 2 0 O
11 204 277 153 764 32 3 00 0

Idias com a ocorréncia de chuva, com intervalo méxiewum dia entre eles.

“Numero de dias favoraveis calculado de acordo camsutayama, Boneti e Becker (2000) que consideram
um DF como sendo aquele com periodo de molhametity {PMF) acima de 10 horas (PMF>10 h) e
temperatura acima de 15 ° C (T>15 ° C).

3pulverizacbes com fungicidas sistémicos (tiofamaétilico (T)) e protetores (mancozebe (M), cloroll

(©))-

Tabela 4 - Area abaixo da curva do progresso darisede (AACP sev), da incidéncia
(AACP inc) e do numero de folhas (AACP n° de fo)hda mancha foliar de Glomerella
(Colletotrichum spp.) em plantas de macieirilglus domesticade pomar comercial
pulverizadas com antagonistas biolégicos em desdAl e A2). Campo Largo/PR.

AACP sev AACP n° de folhas AACP inc
Tratamento

Al A2 Al A2 Al A2
Pseudomonas putid®68) 19,90 ns 18,78 ns 512,20ns 587,35ns 65,11 ns 69,19 ns
Bacillussp. (C02) 20,34 15,17 484,60 586,30 62,05 63,28
Bacillus alcalophilu§C12) 15,96 22,15 561,65 609,05 68,49 67,94
Serenade® 19,05 23,47 547,05 635,75 68,96 67,63
Testemunha 21,23 19,60 507,95 571,20 71,43 66,62
CV (%) 39,26 25,20 11,86 8,66 12,85 8,78

! Para andlise estatistica os dados foram transfasnaar y=/x , em que x se refere a AACP.
2Dados originais, sem transformacéo.
ns = nao significativo.
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Tabela 5 - Severidade da mancha foliar de Glonzerd@olletotrichum spp.)
imediatamente anterior a queda da folha (SAQ) entas de macieirdMalus domestica
de pomar comercial pulverizadas com antagonis@édicos em duas areas (Al e A2).
Campo Largo/PR.

Tratamento sAQ
Al A2

Pseudomonas putidA68) 17,49 a 19,82 ab
Bacillussp. (C02) 17,65a 17,66 b
Bacillus alcalophilugC12) 14,65ab 19,19b
Serenade® 14,7Ab 22,84a
Testemunha 12,7® 19,00 b
CV (%) 71,16 42,05

! Dados originais, sem transformacdo; médias seguiiasmesma letra, nas coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste t, ao nieeb% de probabilidade.

Tabela 6 - Média do numero de lesdes por frutos dpddias de incubacao, causadas por
Colletotrichumspp. em frutos de maca ‘Gala’ desinfestados ede@mfestados, coletados
em pomar comercial pulverizado com antagonistdédpimos. Curitiba/PR.

NGmero de manchas

Tratamento Desinfestacéo— . :

Area 1 Area 2 Média

Pseudomonas putid&68) 3,25 ns 0,75 ns

Bacillussp. (C02) 1,85 1,60

Bacillus alcalophilugC12) Com 1,30 1,80 1,17 A

Serenade® 2,50 0,95

Testemunha 2,35 3,00

Pseudomonas putid&68) 2,72 ns 2,88 ns

Bacillussp. (C02) 2,84 2,52

Bacillus alcalophilugC12) Sem 5,16 3,60 1,36 B

Serenade® 3,92 1,96

Testemunha 2,64 3,04

Média 1,34A 1,18 B

'Para andlise estatistica os dados foram transfasnpdr y = 1/3. Médias seguidas da mesma letra, nas
linhas, ndo diferem significativamente entre sbgebkte de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = nao significativo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Bacillus sp., Bacillus alcalophiluse Serenade®B@cillus subtiliy, apesar de
apresentarem antagonismo cori@aletotrichumdo grupoacutatumem ensaios realizados
in vitro, n&o mostraram o mesmo potencial para contrdiéif@ no campo. A avaliacdo
vitro do antagonismo destes isolados bacterianos codtrias espécies do género
Colletotrichum inclusive espécies pertencentes a outros comglepoderia explicar
melhor o comportamento do biocontrole no camppregiso fazer um levantamento nas
areas de cultivo de macieira para se saber quatedominancia de espécies de
Colletotrichum Com essa informacéo, ha possibilidade de suckssontrole da mancha
das folhas pelo manejo integrado com a utilizagioamtrole quimico e biologico.

Outro fator necessario seria determinar épocasmeal adequadas de aplicacdo e
concentracdo dos propagulos para aplicacdo no cawgsdicar a sobrevivéncia da
bactéria na planta durante a safra e na entresaéstudar formulacbes que mantivessem
estaveis os compostos produzidos pelas bactéremsdquem contato com as condi¢cbes
adversas do ambiente.

A utilizacdo de bactérias do filoplano no contrde MFG €& uma pratica com
potencial, pois na época de epidemia da doencdnta ¢¢ ameno e propicio para a
multiplicacdo das bactérias na superficie da plaseam que haja necessidade de
reaplicacdes frequentes, além disso, a capacidad®mbinar antagonistas e fungicidas
pode ser um dos meios de otimizar o seu uso, aamdmta eficiéncia e permitindo a
insercdo do controle bioldgico em um sistema deejoantegrado da doenca.
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APENDICE

Apéndice 1 - Parametros do modelo monomoleculatagios aos dados de incidéncia e
parametros do modelo logistico ajustados aos daelaeveridade da MF&m mudas de
macieira 'Gala’ tratadas com antagonistas biolégiemanalmente durante cinco semanas
e inoculadas com isolado deolletotrichumdo grupo acutatum(Col01). Curitiba/PR.
Experimento 1 (1) e experimento 2 (2).

Parédmetros Epidemioldgicos

Pseudomonas Bacillus

Trat. ) . . Serenade® Agua Controle
putida alcalophilus  Bacillussp.
1) 2) @m@ @ O @ O @ @B @ 1 @
y ns ns * ns ns ns * ns * ns
-g Inc Yo ns * * * * ns ns * ns *
k= r ns ns * * * ns ns ns ns ns
o
R * * * * * * * *
Q y ns ns
SeV v, ns ns * * ns ns ns * * ns
r ns ns ns * * ns * ns ns ns
y * ns ns * * * * ns
0
>
E Inc Yo * * ns * ns * ns *
Q.
o r * * * ns ns ns ns *
c_g y * * * * ns ns * *
o Sev * * ns ns * ns * ns
r ns * * * * * ns ns
y * * * * * *
S Inc v, * ns * ns * ns
E r ns * * * * ns
E;é y * * * * * *
sev Yo * * * * * *
r * * * * nS *
y ns ns ns ns
% Inc Yo * ns * *
-% * * *
s r ns
(&)
(}B) y * * ns *
sev Yo ns * * ns
r ns ns ns ns
y ns *
Inc ns ns
g r ns *
()]
\< y * *
sev Yo * ns
r * ns

ns = parametros estimados ndo apresentam difeegdicativa entre si pelo teste t-Student, a 586 d
significAncia. *Parametros estimados apresentaenafita significativa entre si pelo teste t-Studeri% de
significAnciayy = assintota maximgg = indculo inicial,r = taxa de progresso.
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Apéndice 2 - Parametros do modelo monomoleculastagios aos dados de incidéncia e
parametros do modelo logistico ajustados aos ddeleeveridade da MF&m mudas de
macieira 'Gala’ tratadas com antagonistas biolégsemanalmente durante cinco semanas
e inoculadas com isolado d#&olletotrichumdo grupoacutatum(Col156). Curitiba/PR.
Experimento 1 (1) e experimento 2 (2).

Parametros Epidemioldgicos

Pseudomonas

Bacillus

Trat. : . Bacillussp. Serenade® Agua Controle
putida alcalophilus
1) (2) “Q @ O @ O @ O @ @1 @
y * ns * * ns ns * * * *
s Incy ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
©
5 r ns * * ns ns * ns ns ns *
;‘ y * * * * * * * * ns *
Ssev Yo * * * ns * * * * * ns
r ns * ns ns ns ns ns ns * ns
y ns ns * ns * ns ns ns
2]
= Inc ns ns ns ns ns ns ns ns
= Yo
=3 * * *
o r ns ns ns ns ns
IS
O * * * * *
< y ns ns ns
m SeV ns ns ns ns * ns * *
r ns ns ns ns ns ns * ns
y * ns * ns ns ns
g Inc v, ns ns ns ns * ns
a r * * ns ns ns *
§ y * * ns * * ns
Sev Yo ns * * ns * ns
r * ns ns ns * ns
y * ns * ns
% Inc v, ns ns ns ns
g r ns * ns *
(;%) y * * * *
sev Yo * ns * *
r ns ns ns ns
y * ns
Incy, ns ns
g r ns *
()]
< y * ns
sev Yo * *
r * ns

ns = pardmetros estimados ndo apresentam difessg#icativa entre si pelo teste t-Student, a 586 d

significancia.

*Parametros estimados apresentam diferenca sigtificentre si pelo teste t-Student, a 5% de s@mitia.
y = assintota maximgg = inéculo inicial,r = taxa de progresso.



