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AFRESENTACAG

0 presente  trabalho  tem  com . objetivo relatar B

Fio no Laboratério de Fitobacteriologia da

atividades como estagil

Srea cier Fito aiidade do Departamento- de PO OO L &

de Fermambuco, em Recife, no  periodo

Urnidversidade Federal Rural

a 08 de margo de 1993, sob orilentagdo da Frota.

e D& de Jane

Fa. Fosa de Lima Ramos Mariana.

A primgira parte deste relatdrio aborda as  atividades

principais do estéagio, gue constituiram de estuwdos  edperimentais

visando o biocontrole da gueima—das-Tolhas do inhame, causada por

da utilizagio de Dactérias

Curvularia eragrostidis, atravé

género Fsewdomonas do grupo Tluore sgunda parte aborda

am  atividac

comnplensntares desenvolvidas visando o neces

aprimoramnento en princlipicos e métodos de Fitopatologia.
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FaRTE 1o~ EXPERIMENTAEAG

BIOCONTROLE DA GUEIHﬁ—DQS—FDLHQS DO INHAME, CAUSADA
FPOR CURVULARIA ERAGROSTIDIS, ATRAVES DE BACTERIAS

FLUORESCENTES DO GENERO PSEUDOHOKRAS



i. INTRODUCAOC

{} inhame, Dioscorea s=pp.. & um dos principasis alimentos

@m muitos tropicais  (FA 179843 . Hundialmen

produgEo atinge aproximadamente

milhfies de toneladas, com
maior  concentragio no continente Africano. No Brasil, principsl

de F10 mil

produtor latino-americanc, & safra atings

toneladas, correspondendo & 0.9 Y oda  produgdo mundial {FaG,

19920, A mivel nacional destacam—-se Com

Esntados de Fermambuco 8 FParalba (MABFRA, 198H3  BOURA & PMOURG,

A planta de inbams produzs dois tipos de thberss: S

tiberas comesrciails, coalhidas cinco meses a partiv do plantio & as

tuberas-sements

apts a colheita das tdberas

comareiais  (BILVA, 19 pEcie predominante nos campos  de
produgo do  MNordeste brasileiro & D. cayennensis  Lam. (OIS

19901 . que

wna Gnidca cultivar, conbscida vulgarmente Doy
cara-da-costa, inhams-dea-costa ou simplesmente  inbame  {
1974) . Suas tlbesras comgroiazis constituem-ze em produto agricols

de alto valor sconfBmico para o mercados interno & externo (MOURA

& MOURS , 198% ), sendo uma excelente  fonte ces Energia,



apresentando  cerca de 30X de carboidratos, 1,.5%% de protelnas @

alta concentragio de vitaminas do complexo . AléEm dis

plantico desse cultivar também & justificado pela resisté&ncia &

sicda,  OuE  comamen e

.

"rggueima’,  doesnga de gticlogia desconl

inviabiliza o ocultivo das variedades cara-de-S%o-Tomse & C&ara-

e IR

riambnd . pertencentes & D. alata {(BILVA, 19710,

Meamo apresentando faoil maneio, ) problenas
fitossanitarios assumem grande importdEncia para a rentabi ]l idade
da cultura do inhame, por diminuirem a produtividade, OCaSLoONareamn

perdas  durante o transporte @ armazenamento e, por  reduzirem o

valor unitério das thberas no com@&Ercio interno & Nas guportagies.

Dertre estes problemas, & queima-das-folhas o pirnta-prata,
Curvularia eragrostidis (Hennings) Mever,

causada  pelo

L

destaca-se pela alta incidéncia e severidade em todas as Areas o

produgio  de inhame no Nordeste (MOURA, 19903, Freguenteman

miveis epidémicos, esta enfermidade provocs oy e perdas nos

planticos irrigado e de sequelro, chegando & reduzir am

TE & 40% o peso das tlberas comerciais (515

0 sintoma primgrio dea  gusima-das-folhass apresern

como wma  mancha foliar necrotica, de coloragdo  marrom-

CT & g
frwqm&ﬁtemﬁnt@' circundada  por wm halo amarelo. A manchas gue
tenden para o formato circular, atingem em média 2 oa 3 om de
diametro, sendo limitadas parcialmente pelas nervuras  do limbo

foliar. E comum a coalescéncia de manchas, fTormando

grances
A

areas  necrosadas. Em menor  freguincia, ocorrem  lesles T
peciclos e nos ramos. OGeando dncide sobre plantas jovens, gus

~uem folhas em desenvolvimento, o crescimento da hospedeira &




itgnificativamente afetado & as Tolhas retorcidas,. apre

O OO TEnLSmo. Ve g

guadro tipico de ore

o

=¥ fwd senpre  elevadas. s sintomas  secldndarios s3Ho w AR
desenvolvimento da planta & o pegueno  tamanbo das  tlberss

~cials & tlberas-semnentes. Mos  casos  edtremos e alta

incidéncia =] severidade, fovrmam—-se grandes reboleiras,

apresentando plantas gueimadas & mortas (MOURA, 1990).

0 controle da gueima—das—-folhas & real lzado

(HMOURS, 15

principalmente através de pulverizaghes preventiv
ol apbGs o aparecimento dos primgiros sintomas (VEIGA,  MOURS &

de  maneb | {etileno  bhis—

SEMS, 19713, com  fungicidas & base

LY

carhbamato cle Ar g Srss ) € mancore tetileno b s

citi
ditiocarbamato de mangan#s & incol, & intervalos  seEmanais ou
guinzenais, em todas as areas de produgdo, independente da  é&poca
do ano o idade da planta (SISBTEMA, 1985; MOURS, 1990). Embora

sendo uma praticae extensivamente uwtilizads para o controle dessa

n,i

nfermidade, existen pregoupagties orescentes guanto a perda  de

Lo i

efTicigncia dos fTungicideaes {(RAMOS, 1991,

Considerando o incoremento dos  custos  do controle

gquimico, a perda da eficigncia de slguns

problemas  ambilentals advindos dessas préaticas, observa-se a
necessidade da  busca de  alternativas para o contrale de
Fitopatdgenos, dentre as  guslis o controle bloldgico peacies
constituir wna das opgfes mals viadvels (COOK & BOAEKER, 198X,

0 primcipal objetive do controle biloldgico & manter,

1

através de certss praticas e da introduclo de uma  bioms



antagonistas, todos oz componentes do peErfelto

sgquilibric, constit O

os patdgenos & os organismos Oteils (ROBES, 19911,

Embora o controle de ez oo solo

seja mais estudade € tenha slcangadoe selhores resul tados,

recentes progressos demonstraram a viabilidede do piocontraolse  de

patdgenos da adrea de plantas.

a4

SUDD (198%) relata o controle de Catacauma torrendiella

& Coccostroma palmicela, agentes causadores da lixa do A LT,

com Acremonium alternatum & Acremonium persicinum, hiperparasitas

i

ente i eatromnas dos patdgenos, SEMED

iwolad divre

multiplicados e pulverizados nos talhlies de cogueiroe afetados

ro inicio da frutid JLdCﬁUq Spoca

pEla  lixa, cuias

mais prejudicial da doenga & guando o antagonista nHo esta

presente. Com pulverizagdo de Verticillium lecanii em plantas de
o

cravo  incculadas  com Uromvees dianthi, SFPENCER (1980 obteve

redugio da ferrugem. aplicando semnanalmente suspensdHo de  e@sporos

de Ampelomyces guisgualis sm pepino. sob condigles  de

vegetagBo, SUMDHETIM &  4SMUNDSEN  (1%8Z) phiiveram aunen tos,

SLRErLOres & S0 na  produgdEo.  LOFES (19860 utilizandao

R

Pseudomonas fluorescens, isolado do cartucho de milho, verificou

egfetiva controles de Pseudomonas avenae do milho em condigles de
campo.  BEn ensaios  sob condigles controladas, FRAVEL & BFURR

(1977 verificaram gue Bacillus cereus subsp. mycoides, isalado

Fumo . FOREKKEMS & VAR

de folhas, controlouw Alternaria alternata

DER  MEULEN (197&), com & aplicagdo das leveduras Sporobolomyces



rOSEUS, fureocbasidium pullulans & Cryptococcus  laurentii var.

florescens, residentes do filoplano, obtiveram redugdo de

mais na infecgdo de folhas de trigo com Septoria nodorum,

Embora o controle biloldgico de doenges no filoplano
{BLAKEMAN &  FORKEMS, 1982

AMDREWS, 1992), estudos buscando

a utilizagio de agentes bilcocontroladores de C. eragrostidis ainda

s3Ho pouco significativos.

=

A selegdHo de microrganismos

basse  Ffundamental de todo o programs de  controle biolégico  de
doengas de plantas, determinando as chances de sucesso (BETTIOL,

1%%1a). Todos os métodos de selegdo de antagonistas s3Ho

em evidéncias de gue o organismo candidato interfere, de  algum

modo, no dessnvolvimento do patégeno ou reduzs a dosnga
a interferéncia implica  em alogumas  fTormas  de  destrulgdo ow

imibigEo (AMDREWS, 19855,

A outilizacHo de bectérias para o controle de engas de

ﬁ

plantas tem sido evidenciada por varios avtores (VIDAVER, 198%H:
SUHROTH, LOPER & HILDEBRAND, 1984:; KMUDDBEN & SPURRK, 1988 ROBOES,

1991, Bactérias do género Pseuwdomonas., perigncentes  &ao  grupo

-

fluorescente, residentes natuwrals do rizoplano &

e

FKLOEFFER =t al., 1980; SUSLOW & SCHROTH, 19833 WELLER, 15883

LIBEVENS &t al., 1%98%), bem como  do

al. 1977y  BRIAM et al., 19773 HMORRI
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podem constilituir-se em potencials

de patdgenos da parte s8resd.
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sente trabalho teve como objetivo  inves

.

0 pre
potencialidades do controle de Curvularia esragrostidis, agente da
guesima-das—-folhas do irhame  através de Pseudomonas ST

fluorescentes




2. MATERIAL E HMETODOS

£

e Casa-de—

j

U= estudos foram conduzidos em cond

-

soratério de Fitobactericlogia da  Area  de

1]

vegetagio & 9 no L&

Fitossanidade, Departamento de Agronomia da Universidade Federal

Fural de Fernambuco. Como fitopatdgeno smpregou-se Wi slado de
154 o} -

1, obtido de folhas de  inhame com

Curvularia eragrostidis ({

sintomas de gueima, enguanto como candidatos antagonistas  foram

utilizados 50 isolados de Pseudomonas Lidos

do rizoplano de caupl (OR), feiliio (FR) e tomate (TR

2.1. Selegio Freliminar de FPseudomonas spp. Fluorescentes com

Potencial de Biocontrole da Gueima-das-Folhas do Inhame
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&) Curvularia eragrostidis

Em  condigless assépticas, com auxilio de uma alga de
piatina flambada, efetuou-se a transferédnois de estruturas de  C.
eragrostidis, removidas de cultura em tubo, para places de FPetri
contendo meio  BDA (200 g de i wbatay 20 g de dextrcze 17 g de

agary 1000 ml de &gua destilada). Apbs oilto dias de incubagdo, &

cada placa foram adicionados

10



gsterilizada, procedendo-se & remogio das estrutuwras do fungo oom

cova de cerdss macias & posterior filtragem  em

gaze com camada dupla. A concentragio do indculo Tol
&im Memacitdmetro (Camara de MNeubauer) & ajustada para

g
wd

i

aprodimadamente  1xlo conidios/ml. A& suspens&o foi  adicionado

Twaen 80 (poliosxvethylene sorbitan monoleate, Atlas Chemical

Industries Inc.i, na concentragdo de 0,004,

o) Pseudomonas spp. Fluore

Em condiglies asséptlicas, celulas dos isnlados

U‘
r
ay
o
,Tx
=
B
i
Lt
]
.
I

bacterianos  com 48 hores de  incu

s £

extrato de carney 5 g de bactopesptona; 10 g de dextrose; 5 g 2 de

wxtrato de levedura; 18 g de &agar: 1000 ml de dgua destiladaj,
foram transferidas pare tubos de ens&io com 100 ml cler &OuE

destilada esterilizada, sofrendo em seguidsa, agiltagEo mecanica
por L ominuto & filtragem em gaze com camada dupla. & concentragiHo

fod determinada atraves e leitura 1118

fotocolorimetro (380 nm) & ajustada para 354 de transmiitdncia,

. = . v
aprodimadamente 11O ceElul az/ml.  Em cada

adicionado Twesn 80 na concentragio de 0,054,

dod 3, Inoculagdo

Flantes de inhamg, ov. card-da-costs, com guatro meses

—~gde-vegetagHo, Toram

i
1,
I
1 1

ge  ddade, cultivadas em condigles
inoculadas com €. eragrostidis & 2 itratadas  com os lsolados

Pseudomonas spp. Tluorescentes, por aspers¥Ho da parte adéres  com

11



atomizador De Yilbiss no. 15, nas  concentragles  menclonadas

1,

T . &) testemnunha con

anter Lormnen e inooulag®Ho e

fitopatdosno, wetivo  btratamento  com o candidato

ssses procedimentos as Tolbas Toram  mantides

antagonld

ay-iodo,  por Eé

gm cAmara umida, sob condiglss naturais de

Frmas .

Y "

] delineamenta sstatistico fod intelramente
casualizado, C3 s tratamentos reprasentan S0 isolados

hacterianos, com guatro repetiges.

” -

& avaliagio fol efetuads acs 1% dias de inoculagdo,

i

1
l

e mintomas da doenga @ atribuindo-se notas de O

4 {0 = auséncizx de sintomas; 1 o= presenca de peguenco  namero  de

g a de

lesbes | circulares ou  irregulares, ilsoladas; 2 = . preg

ooy Ay

. circulares ou irregulares isoladsas, com ate 20X da  ares

it

leadic

H

foliar afetada; F = grande ndmero de  lestes e com alguma

conftlugncia, de Z0 a 40W da area Toliar aftetada; 4 =
abundantes, confluentes, com mals de 40¥ da dres foliar afetada)

para cada folha separadamente, obtendo-se assim a média de duas

folhas por  repetigfo. Com oz dados  obtidos, caloculou-se &

porcentagen de redugdo da  severidade da doenca [RED (%11,

enpregando-se a fdrmulas
FED (%) = [{8DTe - B0Tv/ 8DTel « 100
onde:  H5DTe = severidade da dosnga na testemuniha
SDTr = ssveridade da doenga no tratamenito.
Durante o pericodo de execugdo do exsperimento, &

12



& umidade

temperatura  na casa-de-vegetagdo foli  de

3

relativa médis de 88%.

2.2. Influéncia do Periodo de Aplicaglic de PFPseudomonas Spp.

Fluorescentes no Biccontrole da Queima—-das—Folhas do inhame

Visando avaliar a infludgncia do periodo de aplicagdo

(CR-1, CR-3,

dos nove isolados de Pseudomonas spp. Tluorescent

FRr-8, FR-12, FR-53, TR-24, TH-30) gL demonstraram

pr'vammvnta maior potencial no controle da guelima  das

inhame, ov. card-da-costa, com cinoo meses de idade e

i

plantas d

mantidas sob condigles de foram inoculadas oom

324

C. eragrostidis (Zxz10" conidios/ml) e ~atadas com as zachérias

células/mly. Como  tratamento padrEo EMpreqo-se o
fungicida comercial Manzate BR (mancozeb, 800 g p.a./ kg, Du Font

"

8.4.), na concentragdo de 2000 ppm do produto

o

comercial.

(s antagonistas e o fungicidea Fforam aplicados por
aspersiio da parte aérea, até o ponto de molbamento, em trés
gdiferentes pericdos, em relscao ao momento  de  inocuwlacao  do

fitapat a) tres dias antes:; b)) no mesmo diag; o) trés  dias

EE

depois. Az plantas testemunhas recebsram somente a suspensdo  do

fitopatdgeno contendo Tween 80, Ismediatamente apd

dos antagonis &  inoculag¥o do  Titopatégeno, as

suladas foram mantidas em Camars umida por 36 horas.

ft
i
~r
Li

13



{7} del ineamento &

atistico fd imtedlramente

casdalizado, em arranio Tatorial 10:3, cujos fatores repre

A1 lam
respectivamente, nove isolados bacterianos mails o Tungioids

dam. w

trd pericodos de aplicaglo,. com guatro repetigches.

B avallagdo fol efetuadsa da mesma maneira descorita  em

Durante o pericdo de execugdo  do experimento

&1

temperatwra  na  casa-de-vegeltaglo fol  de PCoe umidade

relativa médias de Y0%.

2.3. Analise das Interagles ~Antagbnicas entre Pseudomonas

spp. Filuorescentes e Curvularia eragrostidis em Condigles

de Laboratorio

Com o obhietivo de analisar as interaglies antagdnicas

entrg C. eragrostidis & o nove ilsolados de FPseusomonas  spp.

fluorescentes, previamente sslecionados como agentes potencials

e bhiccontrole da gueina das folhss do dinbeme, foram empregados

oms metodos da cultura paresda,. papel celofarne & Qe

rminagdo  de

conidios em la&mina.

L300 Hetodo da Cultura FPareada
Visando & GheservagHo e possivels interacliss

antaginicas gue envolvan conpeticdo por nutrientes e/ou antibioses

i
1

P
T

erntre Pseudomonas Ay

3

o Tluorescentes & C. eragrostidis, foi

14



utilirado o método da cultura pareads.

de

3

ois  discos de Somm didmetro

ativas de C. eragrostidis foram colocados,

em  wina placa Fetri, contendo melo

mactopsptonas ml de glicercls

P R ETETE

de agear ml de

KoHoF0, . 7Ho03 17

bactérias To

-

2 an  de dincubagdo, as

For

risca central entre os dois discos,

placas foram incubada

de

horas/ @sCurod .

0

el ingamen

C'euﬂlx'admﬂ em arvranio

recspectivamente, nove isolados

cultura, con seis repetigles.

f avaliasgdo foi realizads

tivamente para os meios BDA

micelial linear do

s dados obtidos

Com

PO

o
_,.,!

inibigHo crescimento micelial,

o]

descrita por EDINGTON, KHEW & BARRON (1971

B e Ed e o o R [ SRR A T T
f.3.2. Metodo do Paped {(elaTane

Com o obijetivo de avaliar a

grtracelulares ados por

sabre o corescimento mi

D ou KME { &

SR

il

cujos T

hacteriano

fitopatdoeno,

calcoculou-se

infludénoia
Foseudomonas =

de C. eragrostidis ,

Femovidos de oo

o

eguidistante

o)
T

1.5

1
i

destiladal. Apds

inoouladas  ©om Wma

testemuniba. At

+2P0 & umidade relativa

“oras olaros/id

Ford inteiraments

atores representam

dois meios dje

&

incubagdo,

medigdon  do

obtendo-se meéddia

&

o s

a porcentagem o

Térmula

5
}on

s

L
1
H

metahtlitos

pp. Tluorescentes

foi wutilizado o
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metodo
4,

Fara o centro de placas de FPetri, contendo meio BDA ou

FIHE sobreposto sluly prape ]

slofane snterilizado, foram

crescimentos bacterianos =in

puanticdade eguivalendo wn "loopfull” da alga de platinag. Apos

cinco dias de incubagio, efetucu-se a retivada do papel celofans

v 1

m oo crescimento bacteriano aderente, sendo transterido um disco

n

o % omm de didgmetro de C. eragrostidis para o centro de  cads

T

placa. A testemunha consistiu do cultivo do fitopatdgena apds

retirada do celofans, sem & prévia sobreposigio pelo antagonista.

gu condigies de incubagdo & o delinsamento

-k

aram semelhantes ao desorito em 2.3.1.

8 avaliagdo

respectivamente para os

BDA & KME, atr

2

do  fitopatdgeno. Com os

digmetro da

determinou-ses &

canforne oii

- e . F oy sy o e ' . o e
PR R a3 IV @iy OE SR BN 13

fos oonidios cher C.

utilizado o método do pargamento de

2T

oof g T ot o gy e s g reer o gy qoen goen S o t U 5 R
e g TV L {382 SUBERENsa0 S TErlalna { L

16



o

conidios chin Fitopatéoeno  (Fx107  conidios/ml} i lTéaminas
socavadas. Como btratamento padrio esmpregou-sse o Tungigids Manzats

sobre a suspensio de conidics do fitopatdgeno. &

pela deposigdo de 0,2 =l de  Agua

& spensdan de conldil

foaram colocads ®m cAmara Gmida @ incubadas

0 delingamento estatistico fol inteiramente casualizado,

g rio repetigles

it
%
ot 1
=i
-
]
ped
L
f
it
Tl

vada apds seis horas  de inoubagdo,

s

uma g@ta de azul de Aman em cada cavidade da
lamina esscavada, & procedendo-se & contagem do namero de conidios

shy awmento de 100w, microsodplc

germinados & ndEo germinados,

sicer o

rmiraddo ftw by

GHicd. Como comidio

miratlvao

Apres ava o comprimento do tubo g

cduas

&  sua malior largura. Fara efelto de  c&loulao,

sfetuada & média da leitura em tréds

Erminando-se & poroentegemn de inibigdo &

germinagHEo Jdo através da Tdrmula adaptada de ELDINGTON,
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3. RESULTADOS E DISCUSSA0

Ma Fseudomonas Sph.

ctencial antagdnico = udnlag: Curvularia

o

i1

3T P

fluorescentes o

eragrostidis em plantas de inhame, foram verificadas

H

severidade da gueima-das-folhas entre 92,86 & 11,:

\

Dentre os 50 isclados testados, nove proporcionaramn

de reducHco na severidade da doenga, os gquals Toram selecionados

i1&d

1
]
it

como  agentes poten de hiocontrole, destacando-se o isclado

¥ R I oy guon sase Lgn) . 4 e geee . P 20 ] ren b a3 o - % e pron, Eoie Xont] Ll 2 e ree
FR-24 com 97,.8B6%, seqguido de TR-I e TR-3IV, ambos com &g, 29N . PO

outro  lado, apenas sete ilsclados demonstraram eficidéncia  menor

gue 30%.

Considerando gue oz  isclados de Pseudomonas S .

fluorescentes utilizados nesse estudo foram obtidos do rizoplano

resultados revelam & possibilidade do

de varias culiuras,

emprego  de  microrganismos  ndo  resldentes do filoplano

agentes potencials de bilocontrole de patogenos na @

confirmando S5 obhservaglies de BETTIOL (19%1h), e CLAE

MLCrorganismss Goorrent em  oubtros  habitats ol SEr

anc, tendo como vantagem abreviar

semelhantes tém sido obtidos  por  varios

BAKER et al. (19831 verificaram gue um lsolado  de

pEsgud

e X5

Eacillus subtilis, origindrioc do solo, reduziu em 5% o nGmero de

18



zob  condigles de casa-de-

fedjc

guando aplicado em cultura liguida de 2 & 120 horas

antes da irncculagio de wedinosporos de Uromyces phasecli. Em

de campo, BAKER et al. (1785) observaram redugdo de no

5 pa ocorréncia de ferrugem no  feilioediro,  com o L

semanais de  B. subtilis. LEVY &  EYAL {198y,

aplicagbes

wtilizando isolados de Pseudomonas sfip.

sartir de solo israslense, constataranm destacada  supressdo no

desenvolvimento de Septoria tritici mo filoplano des  cultivares

de trigo Bezostavae le Lakbish, mantidas em condiglies de casa

vegetagfo. Em cultivares de primavera, usando os mesmos agentes

de biccontrole, esses autores verificaram wma  significativa

redusdo  no  ndmero  de  pistulas de  Puccinia recondita

tritici.

{lz nove isolados de FPseudomonas Spop. fluorescentes,

previaments seleclonados como mals promissores, gquando  aplicados

a diferentes periocdos em relagdo ao momento de inocoulagdo de  C.
eragrostidis, evidenciaram eficigrncia varisdvel no controle da

gqueima-das—folhas do  inhame {(Tabesla  Z). Embora  tenha wiche

utilizadsa oo dobro da de indoulo da salegdo
preliminar, considerando a @média dos  diferentes pariodos  de

aplicagdo, TR-Z4 destecou-se entre os ilsclados bacterisnos,

Hl

oyng

propiciando uma redugdco de 47 .92% ne severidade da  doesnga,  que
embora  inferior  ao nivel obtido pela aplicagdic de mancozeb
I A mao diferiuv significativamente deste. Diferenga

sigrnificativa fTol oconstatada entre os pericodos de aplicsgdo.

mdo gue malores niveis de controle Toram  obtidos  guando os

19



g 2y

terianocs e o fungicida foram aplicados  trés  dias

iuolados  ba

r.

antes da inoculagio de C. eragrostidis. Considerando & interagdo

% R ]

enltre tratamentos e pericdos de aplicagdo, o isolado THReZ4

4

aﬂrgﬁﬁntmu alta eficigéncia quando aplicado aos trés dias antes da
irnpculagqc de €. eragrostidis, propiciando redugdo  de 75N na
severidade o quieE lma das folhas, eimlIora Sem diferir
significativamente dos isolados CR-1 e FR-4, & sendo sliperado

apenas  pela aplicagdo de mancozeb no mesmo dia da inooulagdo  do

fitopatogens. Com a aplicaglo no mesmo dis da inoculagdo  de C.

Y

eragrostidis, embora superior aos demais isolados, TR-Z4  reduaziu
pela metade a eficidéncia em relagio &’ aplicaglo preventiva, &3

contrario do obtido com & aplicagio de mancozeb no mesno perlodo.

Embora o efeito dos tratamentos tenhba reduzido com & aplicagiao
aos brés dias apbs & incculaglo do fitopatdgeno, o isolado TR-Z4
propiciow nivel de controle superior ao obtido com & aplicagdo

de mancozebh, enbora sem diferir significativamente.

Y redus3o dos nivels de controle  apre

spytado  pelos

e

isolados de Pseudomonas spp. Tluorescentes quando aplicados &

s dia

i

apts & inoculagio de C. eragrostidis, evidenciam &

pouca capacidade de colonizagdo competividades el o=
antagonistas apds o estabelecimento do  fitopatégeno, conforme

observado  por  BOUDREAU & ANDREWS (1%87) ao anallsares oulros

1B TENRS .

Ha analise das  interaghes "in  vitro” g bre C.
eragrostidis & (w}:1 rev e isolados chex Fseudomonas St .

fluorescentes, atiravés de teste = cul b as [Er @R &RE

20



considerando a média dos meios de culturas EMB e BDA, o isolado

FR-53 demonstrou maior antagonisme ao fitopatdgeno, equido de
FR~12 & CR-3, diferindo significativamente entre si e dos demals

{Tabela 3. FPor outro lado, nenbus efelto drndbitédrico sobre o

crescimento de C. eragrostidis foi evidenciado pelos isolac

gnificativa foi constatads entre

TR-2, CR-1 & FR—4. Diferenga si
o meios  de culturas, destacando-se EFMB ao  proporcionar malor

atividade antagdnica dos isclados bacterianos, associads &

intensa produclo de pigmentos fluorescentes. Na interagdo entre

meios de cultura e isclados bacterianos, maior  antagonismo  Toi
demonstrado pelo isolado FR-IZ no meilo EMB, com 58,104 de
inibiéﬁm do crescimento de C. eragrostidis, seguido de FRA-53 no
mEsmnco melio com B%6,67%, sem diferirem significativamente entre si.
0 isolado TE-24, que evidenciouw maior eficigéncia no controle da
gueima das folhas do inhame em condiglies de casa-de-vegelagdu,
gquando  em cultura pareada com o fitopatégenco, apresentou  efeito

inibitédrio somente no melo KRR,

0 inibic¥o do crescimento micelial de €. eragrostidis
indica a producio de metabdlitos extracelulares ndo-volatels com

acan fungistatica pelos isolados de F. fluorescens, semelhante ao

constatado ras  interactes destes antagonistas com outros

fitopatégenos (REDDY & FATRICK, 1991; THOMASHOW & WELLER., 15

Iy

A variacido observada entre os isolados bacterianos guanto  a

g

capacidade para inibir o fitopatdgeno através de metabélitos

grtracelulares pode ter sido ocasionadas

pela variabil idade

™

gendtica inerente & cada isolado e/ou por fatores externos,  Comno

gguilibrio mutricional & pH do meio, bem como cond it

21



ambientais (ANDREWS, 1992a: FRAVEL, 1788). A participacdo de
metabdlitos zxntracelulares naEo-volateis produzidos it
Pseudomononas spp. Tluorescentes no bicocontrole de patbgenos do
filoplano tem sido pouco estudada, embora esses compostos tenham
sido  parcialmente responsabilizados pelo controle de Drechslera
dictyoides em centeio (AUSTIM et al., 197&), bem como Septoria

tritici & Puccinia recondita em trigo (LEVY et al., 198%).

formacico de pigmentos Tluorescentes em meio KHME pelos

]

isolados de P. fTluorescens, indica a producHo de siderdforos, gque
s¥o  compostos de baixo peso molecular & com alta afinidade  por
ferro  (LEONG, 1986). Embora a participacdoc de siderdoforos ns
atividade de biccontrole de fTitopatdogenos habitantes do solo
ternha  sido comprovada (THOMASBHOW, 1990), téonicas preclssas  para
deteccNo desses compostos na superficie foliar ainda n&o existem
(LIMDOW, 1991). Além disso, & instabilidade de antibidticos e
outros metabdlitos secundarios produzidos por microrQanismos  no
filaplano é bastante comum, principalmente devido a Tatores como

adeorcdo, imobilizagio., oxida ouw diluigHo na superficie

faliar, bem como repetidas condensaclies & evaporagdo de  &agua

{BLAKEMAN & BRODIE, 19748).

(g isclados de Fseudomonas spp. fluores
do método do papel celofane nos meios KMB e EBDR, demonstrarsm
diferentes niveis de inibiglo do crescimento micelial de C.
eragrostidis i decorréncia da liberag3o cle metabdlitos
extracelulares ndo-voléteis, com & média variando entre 84,74 @

0% (Tabela 4). Maior efeito inibitédrio Toi demonstrado  por

22



itos  produzidos pelo isolado OR-3, com média de  B4,74%,

seguido por FR- FR-53, sem diferirem significativamente entre
mi., Menhuma atividade antagénica fol evidenciada pelo isolado TR-
30, embora sem diferir significativamente de TR-24, TR-Z & FR-4.

flz meios de cultura n¥e influenciaram significativamente &

atividads antagonistica dosg isclados de Fseudomonas S .

fluorescentes através da produglo de metabdlitos exitracelula
Ma interaco entre meios de cultura e isclados bacterlanos, maior
efeito inibitérico foil apresentado pelos metabdlitos  produzidos
por CR-3 no meio KME {(F3,&61%) . seguido de FR-53 (86,4646%) em BDA.
01 dsolado TR-24 n¥o evidenciow atividade antagbnica em  BhA,

enguanto  en KMB inibiu em apenas 1,344 o corescimento de C.

eragrostidis.

] produgEo,.  pelos  ilsolados  de Fseudomonas = uT i

fluorescentes, de metabdlitos extracelulares, nEo-volate

difus

iveis, con atividade inibitdris sobre C. eragrostidis, fol
demonstrada pelo método do papel celofane, contivmando o

envolvimento da antibiose como un dos mecanismos de

i)

grvada entre oz isolados de Pseudomonas

in vitro”. & varl

S . fluorescentss quarnto & capacidade de inibigdo cin

fitopatdgeno por meio de metabdlitos exitracelulares ndo-volateis,

além da possivel variabillidade gendtica inerente & cada ilsolado,

considerando os  relatos de CULLEN &  ANDREWS (179840, FREVEL

+

(178 z o ANDREWNS (1992), pode ter sido ocasionads  por fatores

Tt

externos, ocomd eguillibric nutricional e pH do meic, Dem  como

condigles ambientais.

L
i

Mo teste em  l&minas esdavadas, apbs eis POras

i



incubacio en aguae destilada esterilizads & na avsdncis de células
bacterianas o fungicida, oz conldios  de G eragrostidis

apresentavam—se totalmente germinados. Com o pareamento  das

SUERENEUHEs, & maioria dos  isolados  de Pseudomonas S .

fluorescentes influenciaram na gerainagdo dos  conidios ol

1
H)

d

fitopatdgeno. Embora inferior ao obtido com o fungicids mancozeb,
e iribiu totalmente & germinagdo  dos  conldios ches C.
eragrostidis, o isclado TR-24 demonstrow Antenssa atividads

=y

antagdnica {(94,83%)1, seguido de CA-3 e TR, que diferiram

:
~4
pea]
!
}

ZYnlw)

]

gignificativamente entre 81 & dos demais isolados. 0O isol
3 pEo evidenciow gualousr efeito inibitdrio sobre & germinaedo

dos  conidios,. do gual nEo diferiu significativamente o isolado

oug

CR-1, com apenas U,04% (Tabel

a4
il

% rapider: com gue oz condidicos de O, eragrostidis

germninaram em Agua destiladsa esterilizadsa, indiceam & pDOUC&E

dependéncia deste Titopatdgeno em relagdo a nutrientes exogencs

para a formag¥Eo de sstruturas iniciais de infecgdo, apresentando-

i)

=1 portanto, conformse  BLAKEMAN (1785, pouco senslivel

antagonismo basesado em  compebtigio por nutrientes.

A atividade antaginica dos iscolados de Pseudomonas spp.

fluorescentss sobre a germinagdo dos conidios do  fitopatdgeno

pode estar  associada & produgdo e difusio  de metabpdlitos

P

edtracelulares ndo-volateis, uma ver gue, segundo BAKER & OO

H
"

,.
o
£
=

{1983), este efeito & normelmente associado & antibiose, na  gual
05 metabdlitos podem  inibir & germinagdco dos  esporos twl

fitopatdgeno airavés de  &gdo letal, ou penstrar na célula o

24



inibir sua atividade por todicidade guimica. O intenso afeito

dos

inibitéario demonstrado pelo isolado TR-I4 sobre & Germirag
conidins de C. eragrostidis, pode indicar  wm nossivel  Tator
envolvido rna eficigncia do controle da gquelma das folhas  do

preventivamente em condigies de casa-ce-

0

inhame quando aplicado

vegetapio, UhHa VBT qQUE & germinagdo de esporos Tungicos sobre  a

supaerfloie foliar & considerado  um eztiagla critico i

desenvolvimento da interagio patdgeno-hospedeiro. Neste gal&glc,

wa maloria das vezes O patégeno & muito vulneréavel e interages

cam outros microrganismos podem determinar o sUCesso OuU Fracasso
o

no  processco de infecedo (BLAKEMAN, 1984 DUROS, 19873 CAMPREL,

1949 .

Em func3o dos resultados obtidos neste estudo, & pouco
provavel apenas um  mecanismo geteia envolvideo no antagonismo dos
isclados de P. fluorescens sobre C. eragrostidis, Segundo ANDREWS
{(19%Za} . o8 mecanismos  de biccontrole n3Eo s¥o  intelramente
ExClusivos, wna ver que sua lmporténcia relativa pode variar  oom

as condictes ambientais & o estado de desenvolvimento do  agente

biccontrolador e do fitopatégeno.

A baisa erntre antagonisme in Vive &  In
vitro, nas interagles entre C. eragrostidis & 08 isnlados

bacteriancs, reforcam as afirmaclies de que resultados obhtidos In

vitre n3Eo devem ser usados como  par@metros  para  selegdHo

agentes e higcontrole, mas  apenas como estimativas ces

antagonismo e/ou observacdco de posslvels necaEnismos snvolvidos
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™

i conjunto  dos

)

potencial do  disclado TR-Z4 de

pigpcontrole da gueima das

folhas

26

resultados

F.

ao

fluorescens

Lrhame .

evidenciaram

COmo

O



o de Fseudomonas SIS .
s ma redugio da severidade da  gueima
% folhas do inhame (RED 4).
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fluorescente
ol
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Tabela 2 - Influbncia do periodo de aplicas3c de Pseudomonas spp. € mancozed na redugdo da severidade da Gueisa
folhas do inhame {RSH %)

RS0 Periodo RED, Tratamento » Periodo - RSD (1)° 1)

Tratasents (1)} de (1)? (51
fiplicagde Tratamentc - 3 { 3

fancozed 39,38 3 -3 44,69 a fancozeb 68,73 aB 90,42 af 18,75 abl 16,38
TR-2 37,92 a { 26,88 b TR-24 73,00 ah 37,30 BB 31,25 a8 1,38
FR-4 3,5 b #3 11,35 ¢ FR-4 55,75 abh 31,25 68 6,23 bC 16,58
FR-33 27,08 be FR-533 40,67 beh 25,00 boABE 15,62 abB 15,58
LR-1 271,08 B {R-1 71,88 af 6,75 B 3,12 BB 15,5
Ti-2 22,97 bed TR-2 37,50 b 18,75 bl 12,50 abh 15,5¢
TR-38 17,71 d TR-3¢ 25,00 ch 18,73 beh 3,38 abh 15,5
FR-3 16,67 o4 FR-3 25,00 A 18,73 beAk 5,23 bE 15,3
Fa-i2 14,58 od Fe-1? 25,50 ch 15,67 bedh 3,17 bE 16, 3¢
£R-1 il,36 d {i-3 21,88 cA 6,23 ch 6,25 bR i5,5¢
bHg {5%) 3,01 5,24 22,3 22,54 22,54
oY = 21,30

JHedia de 12 repeticles.

Hedia de 40 repetigles.

"Hédia de 4 repetigles.

Redias ceguidas pela mesma letra minuscula no sentido vertical e maiustuls  no sentide horizontal ndo dife
significativasente entre si, ao nivel de ¥ de probabilidade, pelo teste de Tukey.

28



Tabsla 3

- Influbncia de Pseudomonas spp. fluorescentes no crescisento amicelial de
Curvularia eragrostidis, es culturas pareadas nos meios BDA e BB,

s

Isolado ICH, ICH, Isclado » Heio - ICH (%4)” bH5
Bacteriane (%)% eio {3} ~-em- e £ 73]
[soiado LHB BDA
FR-51 50,24 a KHB 31,80 a FR-53 56,67 ah 43,81 aB 2,57
FR-12 36,43 b BBA 11,89 b FR-12 58,10 af 34,75 bR 2,57
CR-3 39,05 ¢ R-3 51,43 b4 7h,4b B 7,57
TR-30 22,38 4 TR-30 44,75 ch 0,00 dB 2,57
FR-8 21,19 ¢ FR-8 42,38 ch 0,00 4B 2,57
Th-24 16,43 & TR-24 32,85 dA 0,00 dB 2,57
R-2 8,00 1 TR-2 0,00 eh 0,00 dA 1,57
R-1 4,00 Ch-1 0,00 e 4,00 da 2,57
FR-4 0,00 f FR-4 0,00 ef &,00 df 2,57
DHS (5%) 2,99 0,86 3,11 8,11
.Y, = 10,301

iﬁédia de 12 repetigles.
‘Média de 34 repetigles.

Hedia de & repetigbes.
Hédias seguidas pela mesma letra minuscula no sentido vertical e saiustula no sentido
horizontal ndo diferes siprificativasente entre si, ao nivel de 5% de probsbilidade, pelo

teste de T

ukey.
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Tabela & - Efeite de ametabblitos extracelulares produzides por Pseudomonas  spp.
luorescentes sobre o crescimento micelial de Curvularia eragrostidis, nos
seics BOA e KHE.

Isolade itH ICH Isclado % Heis - ICH {¥%)° DR
Bacteriano (i}l fleio {h* ettt (5%
Isclade kAR BRA
{R-1 84,74 a KB 33,81 a CR-3 361 af 75,87 abB 15,30
Fg-12 75,57 3 BiA 33,43 a FR-12 3G,40 abh 72,78 abh 15,30
FR-53 74,42 a FR-33 62,18 bB 86,66 ah 13,30
FR-8 36,81 B FR-8 58,50 bA 14,72 B 15,30
LR-1 27,50 b CR-1 4,17 cB 50,33 Bh 15,30
FR-4 1,18 ¢ FE-4 2,27 ch 4,00 ch 13,30
TR-2 0,68 ¢ TR-2 1,36 ch 0,00 ch 15,30
TR-24 0,68 ¢ TR-24 1,36 ch 0,00 ¢h 15,30
TR-30 0,00 ¢ TR-10 4,00 cA 0,00 ch 15,30
oHs {54) 17,44 5,10 24,67 4,67
LY. = 32,07

lﬁédia de B repetigles.

gﬁééia de 36 repetighes.

“Hedia de 4 repetighes.

Hedias seguidas pela mesma letra minuscula no seatido vertical e maiuscula no sentide
horizontal nio diferes significativamente entre si, ao nivel de i de probabilidade, pelo
-teste de Tukey.
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Tabela % ~ Influéncia de Fseuwdomonas spp.  Tluorescentes e
mancoreb na germinagdo de conidios  de Curvularia
eragrostidis.

Tratamento Inibicao da Geminacan

TR

L}

Hancozeb 100,00 &
R34 74,83 b
R~ 844,21 ¢

2 8,86 ©
R~13 51,67 d
25 156,31
R G.08 f
FR-& ‘ 4,89 f
{iR-1 0,04 g
T30 0,00 g

Meédia de 4 repeticles., Média

W

seguidas
da 6 S0 6 letra 1 diferem
significativamente entre sl, ao niveél
de 5% de probabilidade, pelo teste de
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1. INTRODUGCHRO

septtimento

atividades complemsntares

principios @

Fitobacteriologia e Fungoes Fitopatogénicos,

FITOBACTERIOLOGIA

Grganizacdao Jdo

VS
— {Operagio e
esterilizagdo.

Limpeza & ssteril

identifilicagio @

corantes, CARnars

o

R FR It P o sre pe e aee, .
Leds LOigla & PEEEEF

faboratoriais

- Zoleta de couve &
{ Xanthomonas campresiris pv
- Coleta de beringsla

P el
visando

métodos de Fit

laboratario

gguipamentos

do estagio  Toran

mecessaria  capacitagdo sm

&
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opatologia, envolvendo ATEAS
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guais 3o listadas

de Fitoebacteriolaogias

e miCrosod

irzagio de materials.

manuseio  de
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vidrarias, drogas @

@ sala &

éptican

& X EmE
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repolho com podridEo T A&
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Conn murcha bacteriana

{ Fepudomonas solanacearum) .
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Fitopatogénlicasi

PFoseudomonas

')
N
i

- Método do COE para detecsdo

- Fétodo da  1&mina para detecgdio de Xanthomonas
campestris pv. campestris &m folhas de repolho.

Izolamento de bactériaz Fitopatogénicas

- Teolamento de Pseudomonas solanacearum de plantas  de

de murcha.

beringsla apresentando
~ Isolaments de Xanthomonas campestris pv. campestris
de folhas de couve & repolho apresentando sintomas de
podridic mole.
~~~~~ leclamento de Erwinia carotovora de  frutos cle

pimentic apresentando sintomas de podridiio mole.

Tzalamento de rigobactérias Jdo grupo Fluores

'

- Teolamento de rirobactérias fluorescentes de

e e aese wn e poen
tomate.

o

6]
o~
1 H]
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"
.
-
3
b
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~
b
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o
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Caracierizagdo Iy

antagonistas;

- Coloracido de Gram.

~~~~~ Teste de hipersensibilidade em fumo de rizobactse
fluorescentes.

- Teste dg &ti

o

wvidade pectinolitica de rizobactérias

centes em tubdéroulos de batata.

Fluore
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Téonivcas JdJe prezervacido Jde ba
antagoniztasy

@im agusa destiladse esterilizads.

~- Preservagdo em Gleo mineral.
- Fresgrvagio em Tites de papel de filtro.

- Replcagens SUCESS1Vas.

gdEe uE ratinelro &m
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frepara  de  meios

ol I B TP S I
Fitobacterio 3\;1#:

Ggar-nutriente (AM).
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{(NYDAT .

Meio B de King (EMEY.
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OeterminagdHo o & concentrag
Fitopatagénicas ¢ biocontrofadorasz:
- Egcala de MacFarland.

- Densidade Stica em fotoooliorimetrio.

Inoculagio Jde bacterias Fitepatogénicas:

~ Inocoulagiic de Agrobacterium tumefaciens em  COLrana

de picada no colo.

[ TR A
AL aves

gde solo e plantic de tomate.

- Ingoulagio de Pseudomonas solanacearum @m bheringsla

[

pimentio através do Terimento das ral

L EEE .
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B.ii. Apiicaesdo ge haoterias I nTadaonizvas s

o

- HBagterizag ol e mamentum de feiiio {ov.
Fseudomonas spp. Tlucrescentes & Bacillus

vieando o controls de Rhizoctonia solani.

I F:x {_"_‘ raess l.'l‘ :| {0

subtilis,

~ fplicagdo de Bacillus subtilis mo filoplanc de  milho

visando o controle de Helminthosporium tur

3. FUNGOS FITOPATOGENICOS

.1, Coleta & preservagdo Jde material para exame:

- VYizita a propriedades rurais em Mamanguape
coleta de folhaz de inhame infectadas por
eragrostidis.

- Mismita & Estagio Experimental o
Fernambucana de FPesguisa AgropeCuaria
Vitaria de Banto Ant¥Eo, para colets de
cercosporiose (Cercospora longissima}g
mal—de-sste-volias {Colletotrichum
beterraba com cercosporiose, (Cercospora

pimentio com  alternariose {Alternaria

antracrnose {(Colletotrichum glososporioides)

Sclerotium rolfsiil.

~~~~~ Coleta de material vegetal em horta e

sral Fural de Pernambuco

{Stigmina mangiferae) e
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{Colletotrichum gloeosporiocides)i coquelrs oom lTisa

{Coccostroma palmicola & Coccostroma torrendislal;

tiririca com carvio {(Ustilago by batats-—dooe oom

ferrugen branca {Albugo ipomoeas—panduranasg) j

MEmoE Lo com  oidico  {(Oidium SOl 3§ BRGSO wiwli]

fn

ntracnose (Colletotrichum graminicolal.

2, Visualiragho de eztruturas de Tungos Fitopategénicos &

antagonistas, a partir de culturas puras ¢ material
vegetal:
Fungos visualizados a partic de material wvegetal:

Albugo ipomoeaé—panduranaeﬁ Alternaria solani,
Cercospora beticola, Coccostroma %ppug\ﬁalletﬁtrichum
gloeosporioides, Colletotrichum graminicola, Curvularia
eragrostidis, Helminthosporium turcicum, Oidiuwm  sp.,
Ustilago sp.

~~~~~ Fungos vizsualizados & partir de culturas  purass
Aspergilus flavus, Aspergillus niger, Colletotrichum
gloeosporiocides, Colietotrichum graminicols,
Curvularia eragrostidis, Fusarium ORY Sporum,
Helminthosporium turcicum, Fenicillium S
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Trichoderma

=Xl

- Replcagens suoessivas.
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Germinagdo de wopos Tdngicos g

srminagio de Curvualaria eragrostidis.

- Germinagdo de Helminthosporium turcicum.

— FBErninagso Trichoderma SppP.

-
i

Determinagio da concentragdo de Fungos TFitopatogenicos
=, .,..4.4 .'m'm.—-.‘
& gnrtagonistasi
- Determinagio da concentragdo e EE DTS Ches

Curvularia eragrostidis, Helminthosporium turcicum €
Trichoderma Sphp. =1l hemacitdmetro {Camara de
Meubauar ) .

----- Determinagio ds concentragdo de FRhizoctonia sclani =
Sclerctium volfsii em substrato colonizado  (arroz

Ay

autoclavado) .

Izolamentao de Fungos Fitopatog@nicus &

antagoniztaz:

i

— Isolamento de Curvularia eragrostidis
Colletotrichum gloeosporiocides de folhas de inhame.
~ ITsolamento e Sclerotium rolfsii =& partir cler

no solo g restos ouliturasis

..... struturas de
ge pilimentiEo.

JUC U, S
ey B0

i

- Twolamento de Trichoderma spp. de anostiras

A P A~ - o A ....---n ST b e g e e e e B wse e e e
inoculac¥o de fungos Filitopatog@nicoss

o
.
o
o
:.
=
Sowty

- Inocculagic de Helminthosporium turcicuam  &m  milho

asperaiio de folhas.
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Fusarium oHysporum T .50 lycopersici

pod

gm plantas de tomate atravé
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- Inooulagio de Rhizoctonia solani em i

solo com arroz colonizado.
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f
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by

ntagonis

o

g Fungosz

Metodos Jde Iinoculagdo <

- Imcorporagiio de Trichoderma spp. em 20lo, atrav
substratn colonizado {(farelo de trigo), visando o
biccontrole de Rhizoctonia solani e SBlerotium rolfsii

emn Telido.

i

il

Tratamento de sementes de felifo com  suspensiHo

o migeontrole de

esporos de Trichoderma

Rhizoctonia solani.

i
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Metados de avallagdo e dJanes: dJdevidoe & Fungos

0
i
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- fAvaliagio da severidade da gueima  da
irmhame, causada por Cuarvalaria eragrostidis.
~ FAvaliagio da severidade da gueima  das

milho, causada por Helminthosporium turcicum.

- @valiag¥o da severidade de tombamentos em plarmtala
che feijfic, oausados por  Rhizoctonia solani &

Sclerotium rolfsii.

Jutras atividades:
- L

- Farticipagio & montagen de  experimentos e tu

condigiiss de casa-de-vegetagio (UFRPFE, Recitel e
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