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RESUMO

A demanda por uma producédo agricola mais sustentavel, tem impulsionado a busca
por alternativas ao uso de pesticidas quimicos e fertilizantes minerais, incluindo o uso
de produtos biol6gicos. Este estudo avaliou o potencial de probioticos, de uso animal
e humano, sobre o controle de doencas que impactam a produtividade e sobre o
crescimento do cafeeiro. Os probidticos possuem microrganismos Vivos que
beneficiam a salude humana e animal, ao competir com patdégenos, produzir
compostos antimicrobianos, estimular a proliferagdo da microbiota intestinal e a
modulacdo do sistema imunolégico, e tém a vantagem de ter a tecnologia para seu
preparo desenvolvida. Neste estudo foram testados os probibticos de uso animal,
Colostrum®BIO 21 em formulagéo liquida e em p6 (renomeados como: BIO 21 L e
BIO 21 PO) e Colostrum® BS também em formulaco liquida e p6 (renomeados como:
BS L e BS PO) e o probiético de uso humano, Enterogermina®. Avaliou-se o efeito dos
probioticos sobre a inibicdo da germinacéo de uredinidésporos de Hemileia vastatrix e
do crescimento micelial de Cercospora coffeicola e de Boeremia exigua pv. coffea,
agentes causais da ferrugem, cercosporiose e mancha de Phoma, respectivamente.
O controle dessas doencas, além da mancha aureolada, causada por Pseudomonas
syringae pv. garcae, em mudas de cafeeiro também foi avaliado. Experimentos com
mudas de cafeeiro, tanto em bandejas quanto em rizotrons, foram realizados para
avaliar o potencial na promocédo de crescimento. Todos os experimentos foram
repetidos. Os probiéticos tiveram pouco efeito sobre a germinacdo de urediniésporos
de H. vastatrix. Apenas o produto BIO 21 L inibiu 100% a germinacdo dos
urediniésporos na concentracéo de 1 x 107 UFC/mL. Os probiéticos BS e BIO 21 PO,
juntamente com BS L, reduziram em 63, 49 e 46% o crescimento micelial de C.
coffeicola. Os probidticos BS e BIO 21 PO inibiram 37 e 18% o crescimento micelial
de B. exigua, respectivamente. Os probioticos BS e BIO 21 PO reduziram em 97 e
96% A severidade da ferrugem; 59 e 79% a da mancha de Phoma e 57 e 38% a da
mancha aureolada em mudas de cafeeiro. Entretanto, os probi6ticos ndo tiveram
efeito no controle da cercosporiose. Os probibticos BS e BIO 21 PO promoveram o
aumento da massa fresca e seca da parte aérea, do volume radicular, da area foliar e
do conteudo de clorofila tanto das mudas de cafeeiro cultivadas em bandejas quanto
das cultivadas em rizotrons. Os incrementos de massa seca de raiz foram de 35% e
70% para o BS e BIO 21 PO, respectivamente, nas mudas em bandejas e de 51 e
37% para as mudas cultivadas em rizotrons. Para a massa seca da parte aérea, 0S
incrementos foram de 97% e 67%, para as mudas mantidas em bandejas e de 76% e
58% nas mudas em rizotrons, para o BS e BIO 21 PO, respectivamente. O probiético
Enterogermina® nédo apresentou efeito sobre as variaveis estudadas. Os probiéticos
BS e BIO 21 PO se destacaram para o controle de doencas e para a promoc¢&o do
crescimento de mudas de cafeeiro.

Palavras-chave: probidticos; controle biolégico; doencas do cafeeiro; promogéo de
crescimento.






ABSTRACT

The demand for more sustainable agricultural production has driven the search for
alternatives to the use of chemical pesticides and mineral fertilizers, including the use
of biological products. This study evaluated the potential of probiotics, used in both
animal and human applications, in controlling diseases that impact productivity and
coffee plant growth. Probiotics contain live microorganisms that benefit human and
animal health by competing with pathogens, producing antimicrobial compounds,
stimulating the proliferation of intestinal microbiota, modulating the immune system,
and having the advantage of developed technology for their preparation. In this study,
probiotics for animal use, Colostrum® BIO 21 in liquid and powder formulations
(renamed as BIO 21 L and BIO 21 PO), and Colostrum®BS also in liquid and powder
formulations (renamed as BS L and BS PO), along with the human-use probiotic
Enterogermina®, were tested. The effect of probiotics on inhibiting the germination of
Hemileia vastatrix urediniospores and the mycelial growth of Cercospora coffeicola
and Boeremia exigua pv. coffea, are the causal agents of coffee diseases, rust leaf
coffee, brown eye spot, and Phoma leaf spot, respectively, was evaluated. The control
of these diseases, as well as bacterial-halo-blight caused by Pseudomonas syringae
pv. garcae, in coffee seedlings, was also assessed. Experiments with coffee seedlings
in trays and rhizotrons were conducted to evaluate their potential for growth promotion.
All experiments were repeated. Probiotics had little effect on the germination of H.
vastatrix urediniospores. Only the product BIO 21 L inhibited 100% of urediniospore
germination at a concentration of 1 x 107 CFU/mL. Probiotics BS and BIO 21 PO, along
with BS L, reduced the mycelial growth of C. coffeicola by 63, 49, and 46%,
respectively. BS and BIO 21 PO inhibited the mycelial growth of B. exigua by 37 and
18%, respectively. BS and BIO 21 PO reduced rust leaf severity by 97 and 96%,
Phoma leaf spot by 59 and 79%, and bacterial-halo-blight by 57 and 38% in coffee
seedlings. However, probiotics had no effect on brown eye spot control. Probiotics BS
and BIO 21 PO promoted increased fresh and dry mass of the root and shoot, root
volume, leaf area, and chlorophyll content in both tray and rhizotron-grown coffee
seedlings. Dry mass increases for root were 35% and 70% for BS and BIO 21 PO,
respectively, in tray-grown seedlings and 51% and 37% in rhizotron-grown seedlings.
For shoot dry mass, increases were 97% and 67% in tray-grown seedlings and 76%
and 58% in rhizotron-grown seedlings for BS and BIO 21 PO, respectively.
Enterogermina® showed no effect on the studied variables. Probiotics BS and BIO 21
PO stood out for disease control and the promotion of coffee seedling growth.

Keywords: probiotics; biological control; coffee diseases; plant growth-promotion.
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1 INTRODUCAO

A populacéo global estd em constante crescimento. De acordo com a FAO, a
producao de alimentos terd que aumentar entre 70% e 100% para atender a demanda
projetada de 9,3 bilhGes de pessoas até 2050 (Undp, 2021; Wang, 2022). Este
aumento na producéo de alimentos é uma necessidade devido aos desafios a serem
enfrentados, como o0 esgotamento dos recursos naturais, as mudancgas climaticas e o
aumento de pragas e doencas que causam grandes perdas na producao (Jaffar et al.,
2022).

Além disso, é fundamental que qualquer aumento na producao de alimentos seja
alcancado seguindo as premissas de sustentabilidade, conforme proposto na Agenda
2030 da ONU, que abrange 17 objetivos de desenvolvimento sustentavel (Fonseca et
al., 2020). Dentre esses objetivos, destacam-se a erradicacdo da fome, a promocao
de uma agricultura sustentavel, a ado¢cdo de padrdes de producdo e consumo
sustentaveis, bem como a protecéo, promocao e recuperacdo do uso sustentavel dos
ecossistemas e a reversdo da perda de terra e biodiversidade (Un Desa, 2023). Assim,
o0 aumento da producéo de alimentos precisa ser acompanhado pelo compromisso de
produzi-los com qualidade e em quantidade, garantindo a seguranca alimentar global
com o minimo impacto ambiental (Clark et al., 2022).

Nesse contexto, no ambito do manejo fitossanitario de doencas, é imperativo
buscar solu¢des gque visem a racionalizacdo do uso de agrotéxicos. Esses produtos
estdo frequentemente associados ao aumento da populacdo de patdégenos
resistentes, aos impactos negativo na microbiota do solo e a diminuicdo da
biodiversidade, além das restricdes de uso em diversos segmentos devido aos efeitos
no ecossistema (Sindhu et al., 2016; Parra-Arroyo et al., 2022).

O cafeeiro, uma das culturas de maior importancia nacional, na qual o Brasil lidera
a producao e exportacdo do grao, € suscetivel ao ataque de doencas que afetam
diretamente sua produtividade. Isso demanda dos cafeicultores o uso de agrotéxicos
para o controle das doencas e, assim, manter a produtividade (Cui et al., 2020;
Zambolim, 2016). No cenario desafiador em relacdo ao controle de patdogenos a
necessidade de manejar doencgas é evidente.

A ferrugem do cafeeiro, causada por Hemileia vastatrix, € a principal doenca da

cultura. Altos indices de severidade da ferrugem podem resultar em perdas de
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producédo que variam de 35% a 50% (Meira et al., 2009; Zambolim, 2016). Lavouras
com manejo inadequado estdo sujeitas aos danos causados pela cercosporiose
(Cercospora coffeicola), levando a perdas significativas (Nelson, 2008). Além disso,
cafezais cultivados em regifes de alta altitude podem sofrer perdas significativas de
produtividade devido a mancha de Phoma (Boeremia exigua pv. coffea) e a mancha
aureolada (Pseudomonas syringae pv. garcae) (Badel; Zambolim, 2019; Patricio et al.,
2021; Rodrigues, 2019).

Nesse contexto desafiador, em que o controle de patégenos € fundamental,
agentes de controle bioldgico emergem como uma solucéo promissora para 0 manejo
fitossanitario e racionalizacdo do uso de produtos quimicos. Esses microrganismos,
por meio de diversos mecanismos, desempenham um papel importante na mitigacao
do estabelecimento, desenvolvimento e proliferacdo de doengas no campo (Backer,
1968; O’Brien, 2017; Ram et al., 2018).

No cenario atual, a aplicacdo de agentes de controle biolégico é amplamente
adotada no manejo de doencas, desempenhando um papel essencial na busca por
reduzir a utilizacdo de defensivos quimicos, preservar a biodiversidade e promover
uma agricultura com baixa emissao de carbono (Baker et al., 2020; Cabi, 2022). Como
exemplo, microrganismos como Bacillus e Trichoderma possuem registro junto ao
Ministério da Agricultura (MAPA) e sdo aprovados para o controle de doencas
radiculares e foliares em diversas culturas (Agrofit, 2023).

Além dos microrganismos convencionais utilizados, outras alternativas devem ser
consideradas no controle biolégico de doencas. Os microrganismos presentes em
probidticos surgem como candidatos promissores para o desenvolvimento de
bioprotetores, pois séo consideradas seguros pela US Food and Drug Administration
e European Food Safety Authority, além de produzirem compostos com atividade
antimicrobiana contra patégenos (Daranas et al., 2019).

Definidos de maneira semelhante pela FAO/OMS, pelo Instituto Internacional de
Ciéncias da Vida (ILSI) e pela Associacdo Europeia de Alimentos e Culturas para
Alimentacéo Animal (EFFCA), os probiéticos sdo microrganismos vivos que, quando
consumidos em quantidades adequadas, conferem beneficios a salude dos
consumidores (Vandenplas et al., 2015). Tais definicbes proporcionam beneficios a
saude do hospedeiro (Williams, 2010). Considerando os microrganismos utilizados
nos probidticos, como as espécies de Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces,

Streptococus e Bacillus (Khaneghah et al., 2020; Plaza-Dias et al., 2019), as quais
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possuem a capacidade de competir com patdégenos, produzir compostos
antimicrobianos e modular o sistema imunoldgico do hospedeiro (Anne et al., 2021),
este estudo teve como objetivo avaliar o potencial dos probidticos no controle de
doencas especificas do cafeeiro, como a ferrugem, a cercosporiose, a mancha de
Phoma e a mancha aureolada, ao mesmo tempo em que investigou sua capacidade

de promover o crescimento de mudas de cafeeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Controle biolégico de doencas

O controle biolégico de doencas pode ser considerado como a atividade de um ou
mais organismos vivos atuando, de forma direta ou indireta, no sitio de infec¢do do
patdgeno, reduzindo a populacdo do inodculo ou das suas atividades determinantes
para a expressao da doenca na planta. Esta atividade pode ocorrer de forma natural
ou induzida, isolada ou associada (Bettiol, 1991; Kéhl et al., 2019).

A utilizacdo de agentes de controle biologico tem sido amplamente adotada na
agricultura como uma alternativa eficaz para o gerenciamento de doencas. Além
disso, esses agentes desempenham um papel fundamental na reducdo do uso de
defensivos quimicos, na preservagao da biodiversidade e na promocéo da agricultura
de baixa emisséo de carbono (Baker et al., 2020; Cabi, 2022).

Bacillus e Trichoderma sdo exemplos de agentes de controle biolégico com
registro no Ministério da Agricultura (MAPA) para o controle de doencas radiculares e
foliares em diversas culturas. Esses agentes sdo indicados para o controle de
fitopatdgenos, incluindo Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium solani,
Macrophomina phaseolina, Phakopsora pachyrhizi, Colletotrichum truncatum,
Corynespora cassiicola e Hemileia vastatrix entre outros (Agrofit, 2022).

Os agentes de controle biolégico atuam frente aos fitopatdgenos por meio de
diversos mecanismos que mitigam o estabelecimento, o desenvolvimento ou a
multiplicagdo no campo (Backer, 1968; O’Brien, 2017; Ram et al., 2018). As interagdes
entre antagonistas e fitopatdgenos podem ser descritas a partir da antibiose,
competicdo, parasitismo, predacdo, hipoviruléncia e inducdo de resisténcia do
hospedeiro (Bettiol; Morandi, 2009; Kohl et al., 2019).

A antibiose é comumente presente na interagdo antagonista-patdégeno. A inibicao
ocorre pela atividade de metabdlitos produzidos pelo antagonista que podem
inviabilizar o crescimento morfologico ou a manutencdo da atividade fisiolégica do
fitopatdgeno (Bettiol, 1991; Kohl et al., 2019; Raaijmakers et al., 2002). Varios agentes
de controle biologico séo responsaveis pela producdo de metabdlitos que podem atuar
frente a um ou mais patdgenos, aumentando sua efetividade de controle (Ram et al.,
2018). Espécies de Bacillus sdo amplamente utilizadas no mercado de bioprotetores

e sdo conhecidas pela capacidade de produzirem metabdlitos como biosurfactantes e
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bacteriocinas que possuem atividade inibitoria frente a fungos e bactérias
fitopatogénicas (Borris, 2015; Ben Khedher et al., 2020; Khochamit et al., 2015).

Os microrganismos também podem competir entre Si por espago e nutrientes na
busca pelo estabelecimento no ambiente natural (Ko6hl et al., 2019). Muitos
antagonistas possuem a capacidade de sintetizarem moléculas que capturam
elementos essenciais e pela deplecdo de nutrientes privam o crescimento dos
fitopatégenos (Freimoser et al., 2019). O ferro, por exemplo, € um micronutriente
essencial para todos os microrganismos. Algumas cepas de Trichoderma agem pela
producdo de siderdforos que conseguem quelatizar o ferro disponivel no sistema e
pela limitacdo nutricional estabelecida inviabilizam o crescimento dos patogenos (Kohl
et al., 2019; Segarra et al., 2010). Ainda, alguns agentes de controle biol6gico
impedem a penetracdo dos patdgenos no tecido do hospedeiro pela formacdo de
biofilme nos sitios de infeccdo (Di canito et al., 2021).

Outro mecanismo importante € o parasitismo, no qual um microrganismo parasita
0 outro. Alguns microrganismos se destacam pela capacidade de hiperparasitismo
frente a patdgenos fungicos (Ram et al., 2018). Por exemplo, espécies de Trichoderma
possuem um aparato enzimatico como glucanases, proteases e quitinases que sao
capazes de penetrar nas hifas e nas estruturas de sobrevivéncia e de reproducéo dos
fitopatdgenos, destruindo seu conteudo citoplasmatico e inviabilizando a manutencéo
da sua atividade fisiolégica (Monte et al., 2019).

No ambiente natural alguns organismos também atuam como predadores de
fitopatdgenos utilizando-os como fonte de alimento e remetendo o principio basico da
predacado (Bettiol, 1991). Também é relevante mencionar que, de forma induzida ou
natural, certas cepas de microrganismos podem contribuir para a reducao de doencas
transferindo caracteristicas genéticas de hipoviruléncia para cepas patogénicas,
diminuindo sua patogenicidade (Fulbright et al., 1988; Yu et al., 2010).

A inducéo de resisténcia do hospedeiro aos estresses bidticos € um mecanismo
indireto pelo qual os agentes de controle biolégico atuam frente aos fitopatdégenos
(Sharif; Ryu, 2016; Vejan et al., 2016). Muitos antagonistas, por meio da presenca ou
producéo de metabolitos secundarios, estimulam as plantas hospedeiras a ativar suas
vias metabdlicas ou genes de defesa buscando reduzir o estresse bidtico (Liu et al.,
2020).

Microrganismos também contribuem para o crescimento das plantas atuando na

aquisicdo ou disponibilizacdo de recursos, seja pela producdo de fitohorménios, a
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fixacdo biolégica de nitrogénio e a solubilizacdo e mineralizacdo de importantes
nutrientes como fosforo, potassio e ferro (Glick; Babalola, 2017; Glick, 2012;
Olanrewaju; Kumar et al., 2020).

Os modos de agao séo descritos para elucidar de forma sucinta a atividade dos
agentes de controle bioldgico frente aos fitopatégenos, porém, elencar a utilizacdo de
um mecanismo de forma isolada no controle da doenca pode ser equivocada. E
importante ressaltar que no campo, os agentes de controle biolégico muitas vezes
atuam de forma combinada e sinérgica, empregando uma variedade de mecanismos

para mitigar a expressao de doencas nas plantas (Kohl et al., 2019).

2.2 Bactérias promotoras do crescimento de plantas

No ambiente natural, diversas interacfes ocorrem entre microrganismos e plantas,
sejam elas benéficas, neutras ou prejudiciais (Hassani et al., 2018). Nas interacdes
benéficas entre plantas e bactérias, a maior atividade ocorre na rizosfera devido a
disponibilidade de nutrientes, aglcares, aminoacidos, acidos organicos e outros
compostos provenientes da exsudacgéo radicular. No entanto, bactérias também estao
presentes na filosfera, vivendo de forma epifitica, ou na endosfera de forma endofitica
(Dong et al., 2019).

Nessas interacbes, as bactérias podem contribuir para a promoc¢do do
crescimento das plantas de varias maneiras, incluindo a aquisi¢cao ou disponibilizacéo
de recursos, a modulacdo dos niveis de fitohormdnios e a inibicdo de patégenos que,
indiretamente, contribuem para o crescimento e desenvolvimento das plantas
(Olanrewaju et al., 2017).

Entre os mecanismos diretos de promoc¢édo de crescimento destacam-se a
capacidade de produzir horménios vegetais, como o0 acido indol-acético, acido
abscisico, giberelinas e citocininas, a fixacdo biolégica de nitrogénio, a solubilizacao
e mineralizacdo de nutrientes essenciais, como fésforo e potassio, e a maior
resisténcia a estresses abioticos (Glick, 2012; Kumar et al., 2020).

A producdo de acido indol-acético pelas bactérias pode contribuir para a
promocéo do crescimento estimulando a divisdo e diferenciagéo celular (Spaepen;
Vanderleyden, 2011). As citocininas produzidas estimulam o desenvolvimento das

raizes e a formacdo de pelos radiculares, enquanto as giberelinas podem atuar
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diretamente nos processos de germinacdo de sementes, divisdo celular e
alongamento do caule (Pathania et al., 2020).

Bactérias fixadoras de nitrogénio utilizam a enzima nitrogenase para fixar
nitrogénio atmosférico e esse processo envolve genes nif, podendo ser utilizado tanto
por bactérias diazotroficas de vida livre quanto simbidticas (Hayat et al., 2010).

Apesar da abundancia de fésforo no solo, muitas vezes ele se encontra em uma
forma ndo prontamente disponivel nem assimilavel pelas plantas (Sharma et al.,
2013). Nesse contexto, as bactérias desempenham papel crucial, uma vez que
possuem a capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos e mineralizar fosfatos
organicos, contribuindo significativamente para estimular o crescimento das plantas
pela sua disponibilizacédo. A solubilizacdo ocorre por meio da producéo de acidos de
baixo peso molecular, como o &cido citrico e o &cido glucbnico, enquanto a
mineralizacao é facilitada por enzimas, tais como a fosfatase (Glick, 2012; Hayat et
al., 2010).

Da mesma forma, o ferro é abundante no solo, mas geralmente ndo € facilmente
assimilado pelas plantas devido a sua forma predominante, o ion férrico (Fe3*), que é
insoltvel (Colombo et al., 2014). As bactérias podem desempenhar um papel crucial
na melhoria da disponibilidade de ferro no sistema por meio da producdo de
sideroforos, que tém alta afinidade com as moléculas de ferro, formando complexos
ferro-sider6foro sollveis que podem ser absorvidos por meio de receptores de
membrana e, posteriormente, disponibilizados para as plantas (Olanrewaju et al.,
2017).

Dadas as vantagens oferecidas, as bactérias promotoras do crescimento de
plantas sdo consideradas uma alternativa vidvel e segura que pode contribuir
estrategicamente para a reducao da utilizacao de fertilizantes quimicos no sistema
(Pathania et al., 2020).

2.3 Probidticos

Probioticos sdo considerados ingredientes alimentares microbianos vivos que,
guando consumidos em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude dos
consumidores. Esses microrganismos vivos, quando ingeridos ou aplicados
localmente em quantidades suficientes, demonstram proporcionar um ou mais

beneficios comprovados a saude do hospedeiro (Vandenplas et al., 2015). Essas



22

definicbes sugerem que a ingestado de probidticos tem um impacto positivo na saude
do hospedeiro (Williams, 2010). Esses conceitos sdo compartilhados de maneira
semelhante por varias organizacdes, incluindo a Food and Agriculture Organization
(FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Instituto Internacional de Ciéncias
da Vida (ILSI) e a Associacdo Europeia de Alimentos e Culturas para Alimentacao
Animal (EFFCA).

Para que esses microrganismos sejam seguros e eficazes aos animais, eles
devem atender a requisitos especificos estabelecidos pela FAO/OMS, como a
identificacdo dos microrganismos em nivel de espécie e a comprovacao de sua
capacidade de sobreviver nas condi¢cées do ambiente, incluindo a tolerancia ao acido
gastrico, a bile e as enzimas digestivas, bem como a resisténcia as bactérias que sédo
patogénicas aos humanos e animais (Vandenplas et al.,, 2015). A pureza e a
seguranca dos probidticos também devem ser avaliadas antes de estudos in vivo
serem realizados para comprovar seus beneficios a saude (Ganguly et al., 2011;
Morelll; Capurso, 2012).

Os probidticos podem ser administrados de varias formas, incluindo formulagdes
encapsuladas, comprimidos, liquidos ou pés, e podem conter um ou mais
microrganismos. Esses microrganismos séo frequentemente bactérias laticas, como
espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium, leveduras como Saccharomyces e
Streptococcus e algumas espécies de Bacillus (Khaneghah et al., 2020; Plaza-Dias et
al.,, 2019). A combinac@o desses microrganismos € comum devido aos beneficios
sinérgicos que oferecem na supressao de patdgenos e na eficacia da colonizacao no
hospedeiro (Williams, 2010).

Uma vez administrados, os probidticos competem com os patégenos, impedindo
sua adesdo no trato gastrointestinal, produzindo compostos antimicrobianos,
reduzindo o pH intestinal, promovendo a proliferacdo de microflora benéfica e
modulando o sistema imunoldgico do hospedeiro (Anne et al., 2021).

Além de seu uso na saude humana (Ghasemian, 2018; Ibrahim et al., 2021), os
probidticos tém sido amplamente empregados na producédo e saude animal, como na
avicultura, onde ajudam a reduzir contaminagdes por Salmonella spp., um grande
desafio sanitario em frangos de corte (Redweik et al., 2020; Vandeplas et al., 2010).
Na suinocultura, os probidticos protegem o0s animais contra microrganismos
prejudiciais, como Escherichia coli, contribuindo para seu desempenho e crescimento

(Hayakma et al., 2016). Os probidticos também séo utilizados na piscicultura para
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controlar bactérias patogénicas, como Staphylococcus xylosus, Streptococcus
agalactiae e Aeromonas hydrophila (Cao et al., 2011; EI-Saadony et al., 2021; Pirarat
et al., 2006).

No setor agricola, embora haja poucos estudos sobre o potencial dos probidticos
no controle de doencas em plantas, frutos e gréos, as bactérias do acido latico,
comumente encontradas nesses produtos, demonstram atividade antimicrobiana e
podem ter potencial no controle de patégenos (Liu et al., 2014). Alegre et al. (2011)
verificaram que Lactobacillus rhamnosus foi utilizado com sucesso na reducgéo do do
patdgeno Listeria monocytogenes € frequentemente encontrado em alimentos como
em macas minimamente, contribuindo assim para a manutencdo da qualidade dos
frutos durante o armazenamento. Além disso, bactérias probidticas como
Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus delbruecki tém mostrado potencial no
controle de Aspergillus parasiticus em graos de amendoim, reduzindo a producéo de
aflatoxinas pelo fungo (Silva et al., 2015).

E importante também ressaltar que as bactérias do acido latico, que sdo em
grande parte componentes dos probioticos, também sdo encontradas em diversos
ambientes, como a rizosfera, a filosfera e a endosfera (Liu et al., 2014). Na filosfera,
de acordo com Di Cagno et al. (2013), a concentracdo dessas bactérias varia entre
102 e 10* UFClg, e, além disso, de acordo com Fhoula et al. (2013), as bactérias do
acido latico encontradas na rizosfera exibem atividade antimicrobiana.

Considerando estes aspectos, outros estudos devem ser conduzidos para
explorar o potencial desses microrganismos em varios contextos, além da saude
humana e animal, devido a sua eficacia comprovada contra patdégenos e a sua

aplicagéo potencial no controle de doengas em plantas.

2.4 Doencas do cafeeiro

2.4.1 Ferrugem (Hemileia vastatrix)

A ferrugem é considerada a principal doenca do cafeeiro causando a queda
precoce de folhas e a seca de ramos que levam a perdas de produtividade e
qualidade. Com distribuicdo cosmopolita, em condi¢des favoraveis a ferrugem pode
causar perdas na producao que variam de 35 a 50% (Meira et al., 2009; Zambolim,
2016). A ferrugem é causada pelo fungo Hemileia vastatrix que possuem
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urediniésporos reniformes com parede hialina, equinulados dorsalmente, lisos
ventralmente e representam o ciclo assexuado da doenca, onde penetram, esporulam
e reinfectam as folhas penetrando pelos estbmatos em condicbes ambientais
favoraveis. Os telidsporos raramente ocorrem e sdo caracterizados por serem
unicelulares, globosos, lisos e que germinam “in situ” que culminara na formacéao dos
basididsporos (Talhinhas et al., 2017).

A germinacao e infeccdo dos urediniosporos da ferrugem nas folhas do café séo
dependentes da temperatura, umidade e luminosidade. Faixas de temperatura entre
21 a 24 °C, auséncia de luminosidade e molhamento foliar minimo de 24 horas séo
consideradas condicfes ideais. Temperaturas superiores a 28 °C e abaixo de 15 °C,
a presenca de luz e baixa umidade afetam diretamente a germinagdo dos
urediniésporos e a infec¢éo (Zambolim, 2016).

Os urediniésporos sao disseminados pelo vento e pela chuva e ap0s a adeséo
nas folhas com a presenca de agua, temperatura 6tima de 22 °C e auséncia de luz,
inicia-se o0 processo de germinacao, formacdo do apressério e penetracdo pelos
estbmatos (Zambolim, 2016). A colonizacdo intercelular dos tecidos ocorre pela
formacéo e diferenciacdo das hifas em haustérios que evoluem até as células do
parénquima esponjoso, palicadico e epiderme superior, permitindo assim visualizacao
dos sintomas iniciais de clorose amarelo-palida que evoluem para pustulas de
coloragao alaranjada com a projecao dos urediniosporos (Silva et al., 2006).

No campo, nos anos de alta produtividade é quando se observa as maiores
incidéncias e severidade da doenca, com inicio em regides de altitude (acima 800 m)
em meados de dezembro/janeiro e com pico em junho/julho. Em contrastes, 0os anos
seguintes s&o caracterizados por menor incidéncia da doenga com pico da doenga
entre maio e setembro (Zambolim, 2016).

Visando minimizar os impactos da doenca no campo, o manejo da ferrugem é
realizado por meio de variedades resistentes e aplicacdo de fungicidas registrados
para a cultura do café como triazdis, dicarboximidas, estrobilurinas e cupricos que sao
utilizados de forma associada ou ndo (Agrofit, 2022; Sera et al., 2022). Em geral os
fungicidas cupricos sao utilizados de forma preventiva e séo indispensaveis para
reduzir a pressdo de selecdo dentro da populagdo do patdégeno, haja visto os
problemas da resisténcia do fungo aos grupos dos triazois, estrobilurinas e

dicarboximidas (Silva, et al., 2019). No entanto, no manejo da ferrugem os cupricos
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sao utilizados em mistura ou de forma intercalada com os fungicidas sistémicos como
0s triazois ou carboxamidas com pulverizacao de estrobilurina (Sera et al., 2022).

A aplicacdo de produtos biologicos também é realizada de forma integrada aos
quimicos no manejo da ferrugem do café. Atualmente no mercado estédo disponiveis
cinco fungicidas microbiolégicos a base de Bacillus subtilis, Bacillus velezensis e
Bacillus pumilus formulados em suspenséao concentrada (Agrofit, 2023).

O uso de variedades resistentes, quando disponiveis na regido produtora, é
considerada uma das medidas preventivas de maior importancia para mitigar a
doenca no campo. Contudo, grande parte das cultivares sédo suscetiveis ao patégeno
€ mesmo as com resisténcia vertical tem tido vida util curta com quebra da resisténcia

de 4 a 6 anos apads o langamento (Zambolim, 2016).

2.4.2 Cercosporiose ou mancha de olho pardo (Cercospora coffeicola)

A cercosporiose € uma das doencas mais antigas do café, sendo responséavel por
grandes danos em regides produtoras que possuem déficit na fertilidade do solo
(Nelson, 2008; Zambolim, 2016). Lavouras mal manejadas, com plantas
enfraquecidas por desiquilibrio nutricional e o transplantio realizado em solos secos,
arenosos e mal drenados estdo sujeitas a ocorréncia da doenca. A severidade é
agravada quando as plantas estédo expostas ao uso intensivo de fungicidas sistémicos
por longos periodos e com ampla exposicdo da cultura a insolacéo no periodo da tarde
(Souza et al.,, 2012; Zambolim, 2016). Lavouras com nutricdo desequilibrada,
principalmente quanto a disponibilidade de nitrogénio ou excesso de potassio estdo
sujeitas ao ataque do patdgeno (Pozza et al., 2001; Lima et al., 2010).

Os cafeeiros estdo sujeitos a infeccdo do patégeno durante todo seu ciclo
vegetativo e reprodutivo com a formacao de lesdes circulares de coloracdo variando
do pardo-clara a marrom escuro e o centro com coloracdo branco acinzentado
(Nelson, 2008; Silva et al., 2016). As lesdes podem se desenvolver tanto nas folhas
como nos frutos. Nas folhas, a presenca de uma Unica lesdo pode causar a sua queda
(Vale et al., 2021). Nos frutos contendo a lesdo, a face exposta ao sol desenvolve
manchas necréticas com coloragdo marrom ou arroxeada levanto a um acelerado
processo de maturagédo que pode causar a queda prematura dos frutos e em lesdes
mais antigas ocorre o ressecamento da casca ficando retida junto ao pergaminho,

prejudicando o beneficiamento pos-colheita (Zambolim et al., 2016).
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A formacéao das lesGes também é diretamente influenciada pelas caracteristicas
fisiologicas do patdgeno devido a producdo de toxinas como a cercosporina que, sob
constante presenca de luz, reagem com o0 oxigénio molecular formando espécies
reativas de oxigénio que sdo altamente prejudiciais na manutencdo da atividade
fisiologica das células do hospedeiro (Andrade et al., 2021).

A reproducdo do agente causal da cercosporiose (Cercospora coffeicola) no
ambiente ocorre assexuadamente com a formacao de conidiéforos multiseptados, de
coloracdo amarronzada e dispostos de forma irregular no estroma culminando com a
liberacdo de conidios hialinos que séo formados principalmente no periodo noturno
ou dias frios nublados (Zambolim, 2016). O fungo é necrotréfico sobrevivendo nos
restos culturais até a completa decomposi¢cdo dos tecidos e reproducdo pela
disseminacgdo dos conidios (Andrade et al., 2021).

A disseminacado dos conidios no campo € realizada pelo vento e a agua e quando
em contato com o hospedeiro na presenca de alta umidade e temperatura na faixa de
20 a 28 °C germinam e com a liberacdo do tubo germinativo penetram na cuticula da
planta (Nelson, 2008). Condic¢des de alta temperatura e umidade podem favorecer que
novas infeccdes e esporulacdes ocorram em um periodo entre 7 a 10 dias. Embora
presente no campo durante o ano todo, 0s maiores prejuizos causados pelo patégeno
sdo observados durante o periodo de formacdo dos frutos, que vai de janeiro a
meados de abril e maio, tornando o monitoramento durante este periodo,
imprescindivel para o manejo da doenca (Lu et al., 2022; Patricio; Braghini, 2011).

O manejo cultural da doenca inicia-se no viveiro com a prepara¢do e conducao
das mudas em substrato adequadamente adubado, principalmente em relacdo a
adubacdo com nitrogénio e potassio, além de controlar o excesso de umidade no
substrato e a insolagéo sobre as mudas (Botelho et al., 2011; Patricio; Braghini, 2011).

Durante o periodo que antecede o transplantio para o campo, as mudas devem
ser tratadas com produtos a base de cobre e mancozebe de forma alternada visando
prevenir o ataque da doencga (Zambolim, 2016). No campo é recomendado evitar 0
transplantio em solos muito arenosos e monitorar durante todo o ciclo os aspectos
relacionados a fertilidade da cultura (Patricio; Braghini, 2011).

Como o maior pico de disseminacdo da Cercospora ocorre de forma simultanea
com a expansao da ferrugem no campo, o0 manejo quimico de ambas as doencas é
realizado de maneira conjunta e integrada por meio do uso de fungicidas cupricos e a

mistura de triazois com estrobirulinas (Patricio; Braghini, 2011). Atualmente nenhum
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produto biolégico possui registro no MAPA para o controle de C. coffeicola, tornando
0 uso dos fungicidas quimicos e o controle cultural da doenca as Unicas ferramentas

disponiveis para o manejo integrado no campo (Agrofit, 2023).

2.4.3 Mancha de Phoma (Boeremia exigua pv. coffea)

A mancha de Phoma € uma doenga que acomete a cultura do café principalmente
em regides de altitude com clima relativamente ameno ou em locais com menor
altitude, porém sujeito a ventos intensos e frio, que tornam a condicao ideal para o
desenvolvimento do patdgeno (Zambolim, 2016). A mancha de Phoma é causada pelo
patégeno Boeremia exigua pv. coffea, anteriormente conhecido como Phoma tarda
(Aveskamp et al., 2010). O patégeno causa leses nas folhas jovens e evoluem até
morte dos ramos, flores e frutos que, quando novos, apresentam aspecto mumificado
reduzindo o numero por rosetas e por consequéncia, a produtividade (Patricio;
Oliveira, 2013). As lesOes séo caracterizadas por manchas irregulares de coloracao
negra que podem tornar o limbo foliar retorcido seguido de necrose e queda das
folhas. Em condi¢Bes favoraveis, a doenca pode promover intensa desfolha no campo
(Zambolim, 2016).

A reproducdo do patégeno ocorre por meio da producdo de picnidios que sao
facilmente visualizados nas lesdes, caracterizados como pequenas pontuacdes
negras e que, apés a sua ruptura, liberam os conidios para o ambiente para um novo
ciclo (ZAMBOLIM 2016).

Baseado nas condi¢Bes ideais de desenvolvimento de patégeno no campo com
temperaturas entre 16 e 20 °C, em regides de altitude, os sintomas séo observados
principalmente entre os meses de setembro e outubro ou marco e abril, sendo crucial
0 monitoramento para o manejo da doenca durante 0os meses que antecedem este
periodo (Patricio; Oliveira, 2013; Zambolim, 2016).

Viveiros devem iniciar o manejo da doenca prevenindo que o transplantio no
campo seja realizado com mudas infectadas com o patégeno. Para tanto, é
recomendado que as mudas sejam conduzidas em locais drenados com controle do
excesso de umidade pela irrigacéo, protegido de correntes de ventos além do controle
da aeracao entre mudas através do espacamento e aplicagcdes de fungicidas quimicos

no periodo critico da ocorréncia da doenca (Zambolim, 2016).
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O manejo da doenca € iniciado com a escolha do local da implantacéo da lavoura,
sendo recomendado evitar regides com a forte presenca de ventos frios que
favorecem a doenca ou manejar a lavoura com a instalagéo de quebra-ventos (Ferréo
et al., 2017; Zambolim, 2016). No campo, o manejo quimico é imprescindivel para
mitigar os danos da doenca sendo ideal realizar aplicacbes pos-colheita, pré e pos-
florada em regides com alta presséo do patégeno (Zanardo et al., 2014). Os fungicidas
quimicos a base de boscalida, piraclostrobina, difenoconazole + pidiflumetofem e
trifloxistrobina + tebuconazol tém sido recomendados para o manejo da doenca
visando reduzir a pressdo do patdégeno, garantindo a uniformidade dos frutos nas
rosetas e consequentemente, a manutencao da produtividade (Agrofit, 2023; Penaro
et al., 2018; Zanardo et al., 2014).

N&o existe produto biol6gico recomendado para o controle da mancha de Phoma

até o momento (Agrofit, 2023).

2.4.4 Mancha Aureolada (Pseudomonas syringae pv. garcae)

A mancha aureolada do cafeeiro, causada pela bactéria Pseudomonas syringae
pv. garcae, € uma doenca que pode causar danos em larga escala tanto em condicdes
de campo quanto viveiros. Estima-se que os danos com a doenca podem chegar até
a 70% (Badel; Zambolim, 2019; Rodrigues, 2019). Por muitos anos no Brasil, foi
considerada uma doenca secundéria frente as demais. Porém, nos ultimos anos
tornou-se uma das mais importantes do café cultivado em regiées de altitude (Patricio
et al., 2021). No Brasil, com a migracdo do cultivo do café das regibes mais baixas
para regides de maior altitude e por consequéncia, a exposicdo as condicbes
adequadas a ocorréncia da doenca, a doenca vem causando danos no cultivo do café
em altitude (Mariuccl Junior et al., 2019; Patricio et al., 2021).

Condicdes de alta precipitacdo e a constante presenca de agua nos tecidos
foliares sdo consideradas ideais para a penetracdo da bactéria via estdbmatos,
hidatédios ou nas injurias que foram causadas pelo vento, chuva ou resultante dos
tratos culturais realizados de forma mecénica (Zambolim, 2016).

A doenca causa lesdes nas folhas, ramos, flores e frutos em formacéo que sao
caracterizadas por manchas irregulares de coloragéo padro-escura podendo ou néo
serem envolvidas por um halo clorético de colora¢ido amarelada. E comum que nas

lesdes foliares o tecido necrosado seja degradado formando um furo ao centro da
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lesdo. Nas flores, frutos e ramos é observado uma necrose descendente,
caracterizando a translocacédo da doenca nos feixes vasculares que sdo seguidos de
necrose e morte dos meristemas (Badel, Zambolim, 2019; Patricio et al., 2021,
Zambolim, 2016). O patdégeno sobrevive nos restos culturais tanto em folhas quanto
frutos e sementes do café (Badel; Zambolim, 2019).

O manejo da doenca nos viveiros deve ser realizado com a instalacao de quebra-
ventos impedindo a exposicao das mudas aos ventos frios, controle da umidade
excessiva para mitigar a proliferacdo da bactéria além do uso de fungicidas cupricos
com ditiocarbamatos (Zambolim, 2016). O manejo quimico da doenca é realizado de
forma preventiva com a aplicacdo de produtos a base de cobre e o bactericida
kasugamicina que podem ser utilizados tanto em condi¢cbes de campo quanto nos
viveiros visando reduzir os sintomas da doenga e mitigar sua proliferacao (Patricio et
al., 2021).

No Brasil, em alguns estudos foi observado que Coffea arabica cultivar IPR 102
foi totalmente resistente a doenca sob condi¢cdes naturais de campo, assim como a
cultivar IAPAR-59 que foi potencialmente resistente. Porém, quando inoculado de
forma artificial a mesma resisténcia nao foi relatada, possivelmente pela distincao de
cepa de P. syringae (Badel; Zambolim, 2019).

Cultivares selvagens de C. arabica oriundas do Quénia foram estudadas no Brasil
quanto a resisténcia a cepas de P. syringae pv. garcae e P. syringae pv. tabaci sendo
observado que todas foram consideradas resistentes a diversas cepas das duas
espécies de Pseudomonas, indicando um diverso pool genético para atribuir
resisténcia a doenca em estudos de melhoramento futuros (Rodrigues et al., 2021).

Atualmente, ndo h& produto bioldgico registrado no Brasil para o controle da
doenca (Agrofit, 2023).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Probidticos utilizados nos experimentos

Cinco probiodticos, sendo quatro da area animal e um da area humana, foram
selecionados para avaliar potencial no controle bioldégico de doencas e na promocgao
do crescimento de plantas de café. Os probidticos utilizados na area animal foram
cedidos pela empresa Biocamp Ltda. e o de uso humano foi adquirido em farmécias
(Tabela 1).

Tabela 1 - Descricdo dos probidéticos utilizados nos estudos

Probidtico Composicéo Concentracao Fornecedor

Enterococcus faecium (LOFU 84,
LOFU 124, LOFU 140, LOFU 145,
LOFU 146, LOFU 158)
Lactobacillus acidophillus (LOFU 63)
Lactobacillus delbrueckii (LOFU 65)
Lactobacillus plantarum (LOFU 79,
Colostrum® BIO 21 LOFU 83, LOFU 147)
Liguido Lactobacillus reuteri (LOFU 18, LOFU
21, LOFU 22, LOFU 35, LOFU 48)
Lactobacillus salivarius (LOFU 44)
Pediococcus acidilactici (LOFU 57,
LOFU 58, LOFU 82)
Bacillus subtilis (LOFU 160)

Biocamp
1x108 UFC/mL Laboratdrios
Ltda.

Enterococcus faecium (LOFU 84,
LOFU 124, LOFU 140, LOFU 145,
LOFU 146, LOFU 158)
Lactobacillus acidophillus (LOFU 63)
Lactobacillus delbrueckii (LOFU 65)
Colostrum® BIO 21 Lactobacillus plantarum (LOFU 79, Biocamp
MIX LOFU 83, LOFU 147) 1x108 UFC/g Laboratérios
(Formulado em po) Lactobacillus reuteri (LOFU 18, LOFU Ltda.
21, LOFU 22, LOFU 35, LOFU 48)
Lactobacillus salivarius (LOFU 44)
Pediococcus acidilactici (LOFU 57,
LOFU 58, LOFU 82)
Bacillus subtilis (LOFU 160)
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Colostrum® BS Bacillus subtilis (LOFU 160) 1x108 UFC/g Biocamp
(Formulado em po6) Laboratérios
Ltda.
Biocamp
Colostrum® BS ) - N
) Bacillus subtilis (LOFU 160) 1x10° UFC/mL Laboratdrios
Liquido
Ltda.
Enterogermina Bacillus clausii 2x10° UFC/mL Sanofi Aventis

Os probiéticos foram nomeados como: BS L (Colostrum® BS Liquido), BS PO
(Colostrum® BS, formulado em p6), BIO 21 L (Colostrum® BIO 21 Liquido), BIO 21 PO
(Colostrum® BIO 21 MIX, formulado em p6) e Enterogermina.

Os probidticos foram testados em experimentos in vitro e in vivo quanto ao
potencial de controle da ferrugem (Hemileia vastatrix), cercosporiose (Cercospora
coffeicola), mancha de Phoma (Boeremia exigua pv. coffea) e mancha aureolada
(Pseudomonas syringae pv. garcae) do cafeeiro. Além do controle dos fitopatdégenos,
os probidticos foram avaliados quanto ao potencial de promoc¢ao do crescimento de

plantas de cafeeiro.

3.2 Experimentos in vitro

3.2.1 Inibicdo da germinacédo dos urediniésporos de Hemilia vastratrix

Folhas naturalmente infectadas com o patdgeno apresentando presenca dos
uredinidsporos nas lesdes foram coletadas de cafeeiros no setor de fitopatologia do
Centro Avancado de Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Agropecuéria do
Instituto Biol6gico de Sdo Paulo em Campinas — SP e levadas para laboratério. Com
auxilio de capsulas de gelatina, os urediniésporos foram coletados raspando de forma
direta nas lesdes (Figura 1). As capsulas contendo os urediniésporos foram fechadas,
envoltas com papel aluminio e armazenadas em potes vedados hermeticamente e
com a presenca de silica em geladeira a + 4 °C, até a instalacdo dos experimentos.
Os experimentos para avaliar o potencial dos probioticos na inibicdo da germinacao
dos urediniosporos foram instalados em microplacas de 24 células, que foram
preenchidas com meio de cultura 4gar-agua. Em seguida, suspensdes dos probibticos

foram preparadas em cinco concentracdes, sendo a primeira diluigdo 10 vezes abaixo
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da concentracdo comercial de cada produto. Sendo assim foram testadas as
respectivas concentracdes para cada probiotico (Tabela 2).
Figura 1 — Capsula de gelatina contendo urediniésporos da ferrugem do
cafeeiro (Hemileia vastatrix)

Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

Tabela 2 - Descricao das concentracfes testadas dos probidticos para o avaliar

0 potencial em inibir a germinacdo dos urediniésporos de Hemileia

vastatrix
Probiéticos Concentragfes testadas (UFC/mL ou g)
BIO21L 1x103, 1x10%, 1x10°, 1x10°, 1x10’
BIO 21 PO 1x103, 1x10%, 1x10°, 1x10°, 1x10’
BS PO 1x103, 1x10% 1x10°, 1x10°, 1x10’
BSL 1x10% 1x10°, 1x106, 1x10°, 1x108
Enterogermina 1x10%, 1x105, 1x10°, 1x10°, 1x108

Em cada célula da microplaca foram adicionadas 150 uL de cada diluicdo dos
probidticos. Em seguida, em cada célula, foram transferidos os urediniésporos com o
auxilio de um pincel. Como controle foi utilizada apenas solucéo salina (NaCl 0,85%),
a mesma utilizada para o preparo das suspensdes. As microplacas foram vedadas,
colocadas em camara Umida e incubadas no escuro em B.O.D na temperatura de 22
+ 2 °C por 6 horas (Adaptado Shiomi et al., 2006).

A avaliacdo da germinacao dos uredinidsporos foi realizada com a observacao de
cada célula em microscopio Optico, na qual foram contados 100 uredinidsporos,
determinando os numeros de germinados e ndo germinados. Foram considerados
germinados os urediniosporos que apresentavam o comprimento do tubo germinativo
igual ou maior que seu maior diametro. A porcentagem de germinacao foi calculada
para cada repeticdo. Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e, quando normais, foram submetidos a analise de regresséao (p< 0,05).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
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repeticbes, sendo cada repeticdo representada por uma célula. O experimento foi

repetido duas vezes.

3.2.2 Inibicdo do crescimento micelial de Cercospora coffeicola

O isolado de C. coffeicola IBLF 1312 da colecdo de culturas do Laboratorio de
Fitopatologia do Instituto Bioldégico de Séo Paulo foi utilizado neste estudo. Discos do
fungo foram transferidos para placas de petri de plastico esterilizadas (FIRSTLAB)
contendo meio de cultura V8 e as placas foram mantidas, por 12 dias, em B.O.D, na
temperatura de 28 * 2 °C sob luz fluorescente constante. Discos de 6 mm contendo o
micélio e meio de cultura foram coletados das bordas das coldnias e transferidos para
o centro de placas de Petri (@ 60 mm) contendo meio de cultura V8. Na periferia da
placa, com o auxilio de um furador, quatro poc¢os equidistantes foram perfurados
conforme Figura 2 (Adaptado de Dhingra; Sinclair, 2017). Em cada poco foram
adicionados 50 pL da suspensdo com a concentracdo de 1 x 10” UFC/mL ou g de
cada probiético. Como controle foi adicionado solucéo salina (NaCl 0,85%) nos pogos.
As placas foram mantidas em B.O.D a 25 °C por 12 dias sob luz fluorescente de 12
horas de luz por 12 horas de escuro. Cinco dias apés a instalacdo do experimento,
foram realizadas avaliacfes diarias do crescimento micelial do fungo, em dois eixos
ortogonais, até que o mesmo atingisse a borda dos pocos.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de Petri. Foi
testada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e estes foram submetidos
a andlise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05). O

experimento foi repetido duas vezes.

Figura 2 - Placa de Petri com meio de cultura V8 e o disco do fitopatégeno ao

centro com os po¢os na periferia contendo o probidtico

Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023
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3.2.3 Inibicdo do crescimento micelial de Boeremia exigua pv. coffea

Para a realizacéo dos experimentos, foi utilizado o isolado de Boeremia exigua pv.
coffea IBLF 1199 pertencente a colecéo de culturas do Laboratoério de Fitopatologia,
do Instituto Biolégico de S&o Paulo. Discos do fungo foram transferidos para meio de
aveia contido em placas de Petri e incubados em B.O.D na temperatura de 20 °C + 2
°C, sob com fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de escuro por 7 dias. Discos de
6 mm de didmetro contendo o micélio e meio de cultura foram coletados nas bordas
das colbnias e transferidos para o centro de placas de petri (@ 90 mm) contendo meio
de aveia. Quatro pocos foram realizados nas extremidades das placas de forma
semelhantes aos do experimento com C. coffeicola. Em cada poc¢o foram adicionados
50 pyL da concentracdo a ser testada de cada probidtico nas concentracdes
apresentadas na Tabela 3. Como controle foi utilizada solucdo salina (0,85%). As
placas de Petri foram colocadas em B.O.D na temperatura de 20 °C + 2 °C, sob
fotoperiodo de 12 horas de luz por 12 horas de escuro por 11 dias. Avaliacdes diarias,
em dois eixos ortogonais do crescimento do fungo, foram realizadas a partir do terceiro
dia da transferéncia dos discos para as placas. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes, sendo cada repeticao
representada por uma placa de Petri. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade por Shapiro-Wilk e andlise de variancia. As médias foram comparadas

pelo teste de Tukey (p< 0,05). O experimento foi repetido duas vezes.

Tabela 3 - Descricdo das concentracdes testadas dos probiéticos para o

controle da Boeremia exigua pv. coffea

Probidticos Concentracfes testadas (UFC/mL ou g)
BIO21L 1x10’
BIO 21 PO 1x107
BS PO 1x107
BSL 1x108

Enterogermina 1x108
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3.3 Experimentos in vivo

3.3.1 Probidticos para o controle da ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix)

Para avaliar o potencial de cada probidtico no controle da ferrugem do cafeeiro
foram utilizadas mudas de cafeeiro da cultivar Topazio provenientes do municipio de
Patrocinio—-MG, contendo 3 a 4 pares de folhas verdadeiras. Os probi6ticos BIO 21 L,
BIO 21 PO, BS L, BS PO e Enterogermina foram aplicados na concentra¢io
padronizada de 1 x 10’ UFC/mL ou g de produto. Foram feitas trés aplicagGes nas
mudas das suspensfes de cada probiotico, sendo a primeira sete dias antes da
inoculacao do patégeno, a segunda 24 horas antes e a terceira sete dias depois da
inoculacao. A aplicacdo dos produtos foi realizada com um pulverizador manual até
ponto de escorrimento, em ambas as faces das folhas com um volume médio de
aplicac@o por planta de 16 mL de calda. No tratamento controle foi aplicado agua
destilada.

O inoculo foi obtido em folhas de café conforme descrito no item 3.2.1. Foi
preparada uma suspensdo com 0,8 mg de uredinidosporos/mL de agua destilada e
calibrada a concentracdo de urediniésporos em camara de Neubauer em 1 x 10°
urediniosporos/mL. A suspensédo foi aplicada na face inferior das folhas com um
pulverizador manual. ApGs a aplicacédo, as mudas foram acondicionadas em camara
umida (95% UR) no escuro, por 72 horas. Em seguida as mudas foram transferidas
para telado com irrigacdo por microaspersdo com temporizacao automatica de 4 mm
a cada 24 horas, onde permaneceram até a visualizacdo dos sintomas da doenca.

As avaliacdes da severidade da doenca nas folhas foram iniciadas no momento
gue apareceram 0s primeiros sintomas (esporulacdo). Foram feitas cinco avaliacoes
da severidade da doenca nas folhas por meio do registro de imagens fotogréaficas e
posterior quantificacéo utilizando o software R pelo uso do pacote Pliman (Olivoto,
2022). A quantificagéo da severidade pelo software é obtida através do fornecimento
de uma paleta de cores representando o limbo foliar saudavel, os sintomas e o fundo
da imagem.

O experimento foi realizacdo em delineamento inteiramente casualizado com oito
repeticdes, cada repeticdo representada por uma muda de cafeeiro. Os resultados de
severidade foram testados quanto a normalidade e transformados em arco seno da

raiz quadrada de X/100 para atender os pressupostos estatisticos. Os dados foram
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submetidos a analise de variancia e ao teste de médias Tukey (p< 0,05). A partir dos
resultados também foi calculada a area abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD) (Campbell; Madden, 1990). Os dados foram transformados em raiz de X
para obter a normalidade. O experimento foi repetido duas vezes.

3.3.2 Probidticos para o controle da cercosporiose do cafeeiro (Cercospora
coffeicola)

Mudas de cafeeiro da cultivar Mundo Novo provenientes de Garga—SP foram
aclimatadas por 15 dias sob telado no setor de fitopatologia no Centro Avancado de
Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Agropecuaria do Instituto Biologico em
Campinas — SP. As mudas foram tratadas com os probi6ticos na concentracdo de 1 x
107 UFC/mL ou g de produto, sendo a primeira aplicacdo sete dias antes, a segunda
24 horas antes e a terceira sete dias apés a inoculagéo do fitopatdgeno. A aplicacdo
dos probidticos foi realizada com pulverizador manual, aplicando nas faces abaxial e
adaxial das folhas até ponto de escorrimento. O volume médio de calda foi de 16
mL/planta. Como controle foi aplicada 4gua destilada nas mudas. Para o preparo do
in6culo de C. coffeicola, o isolado IBLF 1312 foi previamente crescido em meio V8 por
10 dias a 28 °C sob luz constante. Apds o crescimento, discos contendo meio de
cultura e micélio foram retirados e transferidos para cadinho esterilizado contendo 10
mL de &gua destilada autoclavada. Com auxilio de um pistilo em porcelana, o
conteldo presente no cadinho foi macerado até a obtencdo de uma mistura
homogénea. A mistura obtida foi transferida para uma placa de Petri contendo meio
V8 com antibibtico (pentabidtico) e espalhado uniformemente com alca de Drigalski.
As placas preparadas foram incubadas em B.O.D a 28 + 2 °C por 72 horas sob regime
constante de luz. ApGs o crescimento, as placas contendo o fungo foram raspadas
com um pincel e 4gua destilada e a suspensédo obtida foi filtrada em gaze para a
retencdo de meio de cultura e micélio (Figura 3). A suspensdo obtida teve a

concentragdo dos conidiéforos ajustada em 5 x 10% esporos/mL.
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Figura 3 — A. Placa de petri com Cercospora coffeicola. B. Raspagem do
micélio com o auxilio de pincel e 4gua destilada. C. Suspenséo

dos conidi6foros obtido apds a filtragem e gaze

jJura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

O in6culo preparado em suspensdo foi inoculado nos trés pares de folhas
superiores das mudas na face inferior e a seguir transferidas para camara por 72 horas
a 28 °C com umidade relativa de 80% na auséncia de luz. Em seguida as mudas foram
transferidas para telado com irrigacdo por microasperséo com temporizagao
automética de 4 mm a cada 24 horas, onde permaneceram até a visualizacdo dos
sintomas da doenca. Duas avaliacGes foram realizadas com o registro fotogréafico de
imagens a partir do inicio dos sintomas. As imagens com 0s sintomas da
cercosporiose nas folhas tiveram a severidade quantificada a partir do uso do software
R utilizando o pacote Pliman (Olivoto, 2022).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com oito repeti¢cdes,
sendo cada repeticdo representada por uma muda. Os dados obtidos tiveram a
normalidade testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram transformados para
arco seno da raiz quadrada de X/100 e em seguida a andlise de variancia, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05). O experimento foi repetido duas

Vezes.

3.3.3 Probidticos para o controle de mancha de Phoma (Boeremia exigua pv.
coffea)

Mudas de cafeeiro da cultivar Topazio foram adquiridas no municipio de Patrocinio
— MG e levadas para o setor de fitopatologia do Centro Avancado de Pesquisa e
Desenvolvimento em Sanidade Agropecuaria do Instituto Biolégico de Sdo Paulo em
Campinas — SP, onde foram aclimatadas por 15 dias em sob telado de sombrite. Os

probiéticos foram aplicados conforme descrito no item 3.3.2. O isolado de B. exigua
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pv. coffea IBLF 1199 foi multiplicado em meio aveia por 10 dias a 20 £ 2 °C com
fotoperiodo de 12 horas. Para a inoculacéo, ap0s o crescimento, quatro discos de
micélio (g +6 mm) contendo meio de cultura foram coletados da placa de Petri e
depositados na face abaxial das folhas. Foram inoculadas quatro folhas do tergo
superior e os discos foram fixados com fita adesiva (Figura 4). Como controle discos
de micélio foram depositados nas folhas das mudas tratadas apenas com agua
destilada. Apds a inoculacdo as mudas foram mantidas em camara Umida em sacos
plasticos e acondicionadas em B.O.D de 20 + 2 °C na auséncia de luz até a
visualizacdo dos sintomas. As folhas que foram inoculadas foram destacadas e
avaliadas quanto a severidade da doenca sete dias apds a inoculacdo. A severidade
foi quantificada por meio do registro de imagens e analise no software R através do
uso do pacote Pliman (Olivoto, 2022).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com oito
repeticdes, sendo uma muda para cada tratamento. O experimento foi repetido duas
vezes e todos os dados obtidos de severidade foram testados quanto a normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk e quando ndo normais, foram transformados em arco seno
da raiz de X/100. Em seguida os dados foram submetidos a analise de variancia e as
meédias comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 4 — A Placa de Petri com Boeremia exigua pv. coffea. B. Folha de café
contendo quatro discos de micélio fixados na face abaxial com fita
adesiva

P -

‘\...._;—/Flgura: Guilhermé‘ Peixoto de Freitas - 2023

3.3.4 Probidticos para o controle da mancha aureolada (Pseudomonas
syringae pv. garcae)

Para o experimento de controle da mancha aureolada, mudas de cafeeiro da
cultivar Mundo Novo foram adquiridas no municipio de Garca — SP e levadas para o
setor de fitopatologia do Centro Avancado de Pesquisa e Desenvolvimento em

Sanidade Agropecuéria do Instituto Biol6gico de Sdo Paulo em Campinas — SP. As
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mudas foram aclimadas por um periodo de 15 dias sob telado e irrigacdo conforme a
necessidade da cultura até 0 momento da instalacdo do experimento. As mudas de
cafeeiro foram tratadas com os probidticos com a concentracdo biolégica ajustada em
107 UFC/mL ou g de produto. A aplicacéo dos probiéticos nas mudas foi realizada com
pulverizador manual aplicando em ambas as faces das folhas do café um volume de
calda de 16 mL por planta. Os probioticos foram aplicados 7 dias e 24 horas antes da
inoculacdo do patégeno. Pseudomonas syringae pv. garcae foi multiplicada
inicialmente em meio de cultura agar nutriente (NA) por 72 horas em B.O.D a 28 °C e
fotoperiodo de 12 horas. ApOs o crescimento e visualizagdo das colbnias puras, a
bactéria foi repicada para meio de cultura NA pelo método de estrias por esgotamento
e submetida a crescimento nas mesmas condicbes anteriores. Uma suspensao
bacteriana foi preparada lavando as placas com as colbnias crescidas com agua
destilada. Apo6s o preparo da suspensdo foi realizado um ajuste Optico em
espectrofotdmetro a 65% de transmitancia (1,0 x 10” UFC/mL).

Trés folhas do terco superior das mudas de café foram selecionadas para a
inoculagdo. A inoculacgéo foi realizada utilizando o método de ferimentos nas folhas
com o auxilio de uma rolha contendo na ponta uma lixa de parede. O ferimento foi
realizado pressionando levemente a rolha na face abaxial das folhas (Figura 5).
Imediatamente apds a realizacdo dos ferimentos, as folhas foram inoculadas com a
suspensao da bactéria com o auxilio de um borrifador manual. Como controle as
mudas foram tratadas com agua destilada. ApGs a inoculacdo da bactéria, as mudas
foram mantidas em camara umida (80% UR) por 72 horas a 28 °C e ap0s este periodo
foram acondicionadas sob telado com irrigacdo por microaspersao com temporizacao
automéatica de 4 mm a cada 24 horas, onde permaneceram até a visualizacdo dos
sintomas da doenca. Aos 14 dias ap0s a inoculagdo, as folhas inoculadas foram
avaliadas quanto a severidade através do registro de imagens e analise no software
R através do uso do pacote Pliman (Olivoto, 2022).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com oito
repeticbes, sendo uma muda de café por repeticdo. O experimento foi repetido 2
vezes. Os dados de severidade obtidos foram testados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Figura 5 — A. Rolha com lixa utilizada para promover os ferimentos nas folhas.

B. Método utilizado para a realizacdo dos ferimentos

3.4 Promocéao de crescimento

3.4.1 Probidticos para a promoc¢éao de crescimento de mudas de cafeeiro em
bandejas

Mudas de cafeeiro da cultivar Ouro verde, com um par de folhas verdadeiras foram
cedidas pelo Instituto Agronémico de Campinas — IAC. Bandejas plasticas de 32
células com volume total de 2 litros foram fracionadas para manter oito células por
repeticdo. As células foram totalmente preenchidas com substrato comercial
Multiplant® (casca de pinus e vermiculita) préprio para o cultivo de mudas. As mudas
foram previamente padronizadas quanto ao tamanho e realizada a poda do sistema
radicular para auxiliar no momento do transplantio nas células (Figura 6).

Ap6bs o transplantio as mudas foram acondicionadas sob telado por 72 horas com
irrigagcdo por microaspersao com temporizacdo automatica de 4 mm a cada 24 horas.
Posteriormente, as mudas foram tratadas com os probidticos com a aplicacéo de uma
suspensédo ajustada em 107 UFC/mL ou g de produto. O tratamento das mudas foi
realizado aplicando as suspensdes diretamente no colo das plantas, sendo utilizado
um volume de 20 mL para cada célula. Foram realizadas trés aplicacbes dos
probidticos, sendo a primeira 72 horas, a segunda sete dias e a terceira 21 dias apos
o transplantio.

Quinzenalmente foram feitas avaliacées do comprimento de parte aérea e aos 90
dias ap0s a instalacéo foi avaliado o teor de clorofila com o uso de um medidor de
clorofila SPAD-502 Plus. No final do experimento foram avaliados a massa fresca e

seca de raiz e parte aérea, o volume radicular e area foliar total de cada planta. A area
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foliar foi determinada com auxilio do registro fotografico de imagens de todas as folhas
destacadas por repeticdo e analise no software R utilizando o pacote Pliman (Olivoto,
2022) (Figura 7).

Para o teste foram utilizadas 8 repeticées por tratamento e como controle foi feito
o tratamento das mudas apenas com agua destilada. Os dados obtidos dos
parametros avaliados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk e em seguida realizado a andlise de variancia e a comparagcédo das médias pelo
teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 6 — A. Muda de café com 1 par de folha verdadeira. B. Poda do sistema

radicular da muda para facilitar o transplantio nas bandejas. C.

Bandeja contendo as mudas transplantadas

Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

Figura 7 — Folhas de café para andlise da area foliar total com objeto de

referéncia em 4 cm?2

Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

3.4.2 Probidticos para a promocao de crescimento de mudas de cafeeiro em

rizotrons

Mudas de café (cv. Mundo Novo) em tubetes com 5-6 pares de folhas foram

cedidas pelo Instituto Agronémico de Campinas — IAC para a realizacdo do
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experimento. As mudas foram levadas para a Embrapa Meio Ambiente em
Jaguariina— SP onde permaneceram por cinco dias aclimatando em casa de
vegetacdo. Um solo de mata foi coletado na Embrapa Meio Ambiente e peneirado
para retirar excesso de raizes e particulados. O solo utilizado foi analisado
guimicamente e os valores obtidos foram: 11 e 219 mg dm® de P e de K; 1,5, 0,7, 3,2
e 0,10 cmolc/dm? de Ca, Mg e H+AI, Al; 35, 1,9, 21,9 e 2,2 mg dm? de Fe, Cu, Mn e
Zn, respectivamente, além de 2 mg dm3 de Na e pH 5,3. O solo peneirado foi misturado
e homogeneizado na proporgdo 3:1 (v/v) com o substrato comercial Trospstrato®,
préprio para mudas de café. O substrato contém casca de pinus, vermiculita e
superfosfato simples. No preparo da mistura foi utilizado dois gramas de calcario
calcitico por litro para corre¢do do pH da mistura (Figura 8).

ApGs o preparo, rizotrons (17,5 centimetros de didmetro x 100 centimetros de
comprimento) foram preenchidos com a mistura de solo:substrato e irrigados para que
seu volume fosse totalmente preenchido. As mudas de café foram retiradas do tubetes
com o substrato e tratadas com os probi6ticos adicionando a suspensdo com 0s
probidticos. Quatro probidticos e um tratamento utilizando levedura inativada
(proveniente do processo fermentativo da cana de acucar e inativada por calor), todos
com a concentragdo ajustada em 10’ UFC/mL ou g de produto, para a levedura foi
utilizado 100 gramas em 900 mL de agua destilada. Como controle as mudas foram
tratadas com agua. O tratamento foi realizado colocando as mudas em um recipiente
sendo adicionada a suspensao dos probioéticos até que o volume de raiz e substrato
estivessem totalmente imersos. As mudas permaneceram imersas por cinco minutos
e imediatamente apds a retirada, foram transplantadas para os rizotrons (Figura 9).
Apébs as mudas serem transplantadas nos rizotrons, estes foram envoltos com plastico
preto na face exposta para impedir a incidéncia de luz nas raizes e foram inclinados
em angulo de, aproximadamente, 45° para permitir o crescimento das raizes na face
frontal e sua visualizacdo. (Figura 10). Passados 15 dias da instalacdo do
experimento, uma nova aplicacdo dos probioticos foi realizado aplicando no colo das
plantas 100 mL da mesma concentragéo da anterior.

Durante o experimento as mudas foram irrigadas trés vezes ao dia por 5 minutos
com um volume total de 200 mL por rega/diaria. O experimento foi conduzido por 120
dias e quinzenalmente foram avaliados os aspectos agrondmicos como altura de
plantas, numero de folhas e comprimento de raizes. Aos 90 dias apos a instalacéo do

experimento também foi avaliado o indice de clorofila utilizando o SPAD. Ao final do
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experimento foram avaliados as massas frescas e seca de parte aérea e da raiz e o
volume radicular.
Figura 8 — A. Solo original coletado na Embrapa Meio Ambiente. B. Substrato
comercial. C. Mistura obtido da homogeneizag¢éo do solo,

substrato e calcario

O ensaio foi conduzido em blocos casualizados com seis repeticdes. Todos 0s
dados obtidos dos parametros avaliados foram testados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e apds submetidos a analise variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 9 — A. Muda no tubete. B. Muda retirada do tubetes. C. Tratamento das
mudas sendo imersas em suspensao dos probiéticos. D. Muda
transplantada para rizotron contendo a mistura de solo e

substrato comercial
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Figura 10 - Rizotrons contendo as mudas tratadas dispostos em angulo de 45°

para possibilitar o crescimento e a visualizacdo das raizes na face

frontal
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4 RESULTADOS
4.1 Experimentos in vitro

4.1.1 Inibicdo da germinacdo dos urediniésporos de Hemileia vastatrix

Nos dois experimentos realizados o probioético BIO 21 L foi o Unico que inibiu em
100% a germinacéo dos urediniésporos na concentracdo de 10’ UFC/mL (Figura 11).
A concentracédo de 1 x 10’ UFC/mL foi a mais eficiente entre as testadas. Quando
comparada ao controle as concentracées de 1 x 10° e 10° UFC/mL reduziram
significativamente a germinacdo dos urediniésporos. As concentracdes do BIO 21 L
foram estatisticamente significativas quando submetidas a andlise regressao (p<
0,05), tendo o melhor ajuste no modelo linear.

Figura 11 — Efeito das concentracdes em UFC/mL do probiético BIO 21 L na
germinacdo dos urediniéosporos de Hemileia vastatrix
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Para o probiético BS L a reducdo da germinacdo dos urediniésporos foi
inversamente proporcional a concentracédo do produto, sendo a concentracdo 1 x 104
UFC/mL mais eficiente que a 1 x 108 UFC/mL nos dois experimentos realizados
(Figura 12). Os resultados foram significativos quando submetidos a analise de

regressao com ajuste pelo modelo linear.
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Figura 12 — Efeito das concentracdes em UFC/mL do probiético BS L na

100,00

germinacdo dos urediniosporos de Hemileia vastatrix
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Para a Enterogermina, a concentracdo de 1 x 10e 1 x 10’ UFC/mL apresentaram

a maior reducdo da germinacado dos urediniésporos nos dois experimentos realizados

e foram significativos pela regressao com ajuste linear (Figura 13).

Figura 13 — Efeito das concentracdes em UFC/mL do probiético Enterogermina

100,00

na germinacado dos urediniésporos de Hemileia vastatrix
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Os demais probioticos, BS e BIO 21 PO, ndo apresentaram efeitos significativos

(p <0,05) quando realizada a analise de regressao.

4.1.2 Inibicdo do crescimento micelial de Cercospora coffeicola

Os probiédticos BS PO, BIO 21 PO e BS L reduziram o crescimento micelial do

fitopatdgeno no primeiro experimento. No segundo experimento, BS PO, BS L e BIO

21L foram os produtos que reduziram o crescimento micelial de C. coffeicola (Figura

14).
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Figura 14 — Efeito de probidticos sobre o crescimento micelial de Cercospora

coffeicola nos dois experimentos realizados
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No primeiro experimento, o probiético BS PO foi o que apresentou a maior inibicdo
do crescimento micelial de Cercospora, seguido do BIO 21 PO e do BS L, com 63,3,
48,8 e 46,1% de inibicdo. Também as areas abaixo da curva do crescimento micelial
(AACCM) foram reduzidas com esses probiéticos (Figura 15). Enterogermina e BIO
21 L n&o inibiram o crescimento micelial (Figuras 15 e 16). No segundo experimento,
os probiéticos BS PO, BIO 21 L e BS L inibiram o crescimento micelial em 64,0, 49,8
e 49,4% e também reduziram a area abaixo da curva do crescimento micelial (Figura
14 e 15).

De acordo com a Figura 16 é possivel visualizar a inibicdo promovida pelos
probidticos BS PO, BIO 21 PO, BS L e BIO 21 L ao comparar com o tratamento
controle (Figura 16). Os microrganismos presentes na formulacdo também

apresentaram acéo direta contra o patégeno Cercospora coffeicola.
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Figura 15 — Efeito de probiéticos sobre a area abaixo da curva do crescimento
micelial de Cercospora coffeicola nos dois experimentos

realizados

Experimento 1 Experimento 2
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* Barras contendo a mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 16 — Placas de Petri comparando o efeito de probi6ticos no crescimento

micelial de C coffeicola nos dois experimentos realizados

Experimento 1

Controle BSL BS PO BIO21L BIO 21 PO Enterogermina
(Sem probiético)

Experimento 2

Controle BSL BS PO BIO21L BIO 21 PO Enterogermina

(Sem probidtico) . . . .
Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

* 12 Linha, experimento 1, 22 linha, experimento 2.

4.1.3 Inibicdo do crescimento micelial de Boeremia exigua pv. coffea

Somente os probidticos BS e BIO e 1921 PO inibiram o crescimento micelial do
patdbgeno em 36,7 e 18,4%, respectivamente e também reduziram a AACCM no
primeiro experimento (Figuras 17, 18 e 19). Os demais probiéticos ndo inibiram o

crescimento micelial de Boeremia. No segundo experimento, apenas o probiético BS
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PO reduziu o crescimento micelial de B. exigua em 21,1% e area abaixo da curva do

crescimento micelial em 11,9% (Figuras 17, 18).

Figura 17 — Efeito de probidticos sobre o crescimento micelial de Boeremia

exigua pv. coffea nos dois experimentos realizados
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Figura 18 — Efeito de probiéticos sobre a area abaixo da curva do crescimento

micelial de Boeremia exigua pv. coffea nos dois experimentos

realizados
Experimento 1 Experimento 2
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* Barras contendo a mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Figura 19 — Placas de Petri comparando o efeito de probidticos no crescimento
micelial de Boeremia exigua pv. coffea nos dois experimentos

realizados

Experimento 1

Controle BSL BS PO BlO21L BIO 21 PO Enterogermina
(Sem probiético) Experimento 2

Controle
(Sem orobidtico)

BIO21L BIO 21 PO Enterogermina
Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

* 12 Linha, experimento 1, 22 linha, experimento 2.

4.2 Experimentos in vivo

4.2.1 Probiéticos para o controle da ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix)

As primeiras lesdes esporuladas da ferrugem do cafeeiro nas mudas foram
observados a partir do 53° dia ap6s a inoculagéo do patdégeno. Na primeira avaliacdo
realizada no primeiro experimento, a severidade foi de 2,65% no controle e nas mudas
tratadas com os probioticos BIO 21 e BS PO foi de 0,16 e 0,09% respectivamente
(Figura 20). No segundo experimento, a severidade no controle foi de 1,82% enquanto
para os probioticos BS e BIO 21 PO foram de 0,87 e 0,37%, respectivamente (Figura
20).



Figura 20 — Efeito de probidticos na severidade da ferrugem do cafeeiro aos 53

e 73 dias ap6s a inoculagdo do patégeno nos dois experimentos
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Ao final do 1° experimento, 73 dias apés a inoculagdo do patdégeno, a média de
severidade no tratamento controle foi de 14,0%, enquanto para BS PO e BIO 21 PO
as severidades foram de 0,22 e 0,70%, resultando em um controle de 98,4 e 95%,
respectivamente, a doenca em relacao a testemunha. Os tratamentos BS e BIO 21 L
também controlaram em 54,7 e 488% a severidade da doenca, porém
estatisticamente inferiores ao BS e BIO 21 PO (Figura 20).

No 2° experimento a média de severidade no tratamento controle foi de 11,02%
ap6s 73 dias da inoculacio do patdégeno e os probidticos BIO 21 e BS PO
apresentaram severidades de 2,33 e 2,51% resultando em um controle de 78,8 e
77,2%, respectivamente (Figura 20). Os probidticos BIO 21 L, Enterogermina e BS L

reduziram a severidade da doenca, porém de forma inferior aos BS e BIO 21 PO.
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Com excecédo da Enterogermina, todos os probiéticos reduziram a area abaixo da
curva do progresso da doenca (Figuras 23).
Nas figuras 21 e 22 observa-se as lesbes da ferrugem nas folhas de cada

tratamento no primeiro e no segundo experimento respectivamente.

Figura 21 — Efeito dos probidéticos na severidade da ferrugem em folhas do
cafeeiro apés 73 dias da inoculagdo do patégeno no 1°

experimento
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Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

Figura 22 — Efeito dos probiéticos na severidade da ferrugem em folhas do

cafeeiro ap6s 73 dias da inoculacdo do patdbgeno no 2° experimento
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Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023
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Figura 23 — Efeito de probidticos sobre a area abaixo da curva do progresso da

doenca (AACPD) nos dois experimentos realizados
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

No segundo experimento, os probiéticos BIO 21 e BS PO também foram os mais
eficientes em reduzir a area abaixo da curva da doenca em 79,1 e 68,4% ao comparar
com o controle, enquanto BIO 21 L e Enterogermina tiveram resultados melhores em

relacdo a testemunha, porém inferiores ao BIO 21 e BS PO (Figura 23).

4.2.2 Probiéticos para o controle da cercosporiose do cafeeiro (Cercospora
coffeicola)

A aplicacéo dos probidticos nas mudas de cafeeiro, na concentracédo de 1 x 10’
UFC/mL ou g, ndo reduziu a severidade da cercosporiose (Figura 24). De um modo
geral, no primeiro experimento, foi observado uma tendéncia dos probiéticos BS PO,
BS e BIO 21 L em reduzirem a severidade da doenca quando comparado com o
controle, mas sem diferir estatisticamente (Figura 24). A severidade média no
tratamento com BS PO foi de 1,3% enquanto no controle foi 2,9%, correspondendo a
uma reducdo de 55%. Para os probi6ticos BS e BIO 21 L a severidade observada foi
de 1,83 e 1,88%, respectivamente. No segundo experimento a média de severidade
no tratamento controle foi de 11,6% e nenhum dos probidticos obteve resultados

estatisticamente superiores.
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Figura 24 - Efeito de probidticos na severidade da cercosporiose cafeeiro aos
30 dias apos ainoculacdo do patégeno nos dois experimentos

realizados
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

4.2.3 Probiéticos para o controle de mancha de Phoma (Boeremia exigua pv.
coffea)

Os probioticos BIO 21 e BS PO reduziram a severidade da mancha de Phoma em
79,5 e 58,6% quando comparado ao controle no primeiro experimento. A severidade
média obtida nos probidticos BIO 21 e BS PO foi de 4,7 e 9,5% respectivamente
enquanto no tratamento controle foi de 22,9% (Figura 25). Para os probiéticos BS L e
Enterogermina a severidade foi superior que o controle, ambos com severidade média
de 26,08%. O probidtico BIO 21 L apresentou severidade similar ao controle com
21,7%. Na Figura 26 observa-se os sintomas da mancha de Phoma nas folhas de café
tratadas ou ndo com probidticos.

No segundo experimento, os probiéticos BIO 21 e BS PO também foram os mais
eficientes em reduzir a severidade da doenga ao comparar com o controle (Figura 25
e 27). Os probidticos apresentaram uma severidade média de 1,43% para o BIO 21
PO e de 3,35% para o BS PO, enquanto na testemunha a severidade foi de 12,59%.
Ambos os probibéticos reduziram a severidade em 88,6 e 73,39%, respectivamente. O
probidtico BS L reduziu a severidade da mancha de Phoma, porém com resultados
inferiores aos do BIO 21 e BS PO.
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Figura 25 — Efeito de probiéticos na severidade da mancha de Phoma aos 7

dias ap6s ainoculacdo do patégeno nos dois experimentos
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 26 — Efeito de probiéticos na severidade da mancha de Phoma em

folhas do cafeeiro ap6s 7 dias dainoculagcao do patégeno no

primeiro experimento
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Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023
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Figura 27 — Efeito de probiéticos na severidade da mancha de Phoma em
folhas do cafeeiro apds 7 dias da inoculacdo do patdgeno no

segundo experimento
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Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

4.2.4 Probidticos para o controle da mancha aureolada (Pseudomonas
syringae pv. garcae)

Os probioticos BS e BIO 21 PO, no primeiro experimento, reduziram a severidade
da mancha aureolada em 56,6 e 38,5% quando comparado ao controle (Figura 28).
Os demais produtos (BIO 21 e BS L e Enterogermina) nao reduziram a severidade da
doenca. A Figura 29 ilustra esses resultados. No segundo experimento, todos os
probidticos testados apresentaram resultados de severidade estatisticamente iguais

ao tratamento controle, ndo sendo eficientes em reduzir severidade da doenca.
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Figura 28 - Efeito de probidticos na severidade da mancha aureolada aos 14
dias ap6s ainoculacdo do patégeno nos dois experimentos
realizados
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 29 - Efeito de probiéticos na severidade da mancha aureolada em folhas
do cafeeiro apds 14 dias da inoculagdo do patégeno
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De forma geral, os probiéticos BS e BIO 21 PO controlaram a maioria doencas do
café testadas como a ferrugem, mancha de Phoma e a mancha aureolada. A maior
reducdo da severidade foi para a ferrugem do cafeeiro onde ambos os probiéticos
controlaram acima de 95% a doenca. Para mancha de Phoma o controle foi de 79,5%
para o probidtico BIO 21 PO e 58,6% para o BS PO. Para mancha aureolada, o
controle foi de 56,6% para o BS PO e 38,5% para o BIO 21 PO (Figura 30).
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Figura 30 — Heat map comparando o desempenho dos probidticos no controle
das doencas do cafeeiro
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4.3 Promocao de crescimento

4.3.1 Probiéticos para a promocdao de crescimento de mudas de cafeeiro em
bandejas

Os probidticos BS e BIO 21 PO apresentaram os maiores valores de massa fresca
e seca da parte aérea e do sistema radicular, sendo que para esses parametros o BS
PO foi superior ao BIO 21 PO. (Figuras 31 e 32). Para os demais probiéticos testados
os resultados foram semelhantes ao controle. Quando comparado com o controle
observa-se incremento significativo para massa fresca da parte aérea de 142% para
BS PO e de 114% para BIO 21 PO. Por outro lado, para a massa fresca do sistema
radicular os incrementos foram de 127% e 54%, respectivamente para o BS e BIO 21
PO (Figura 31). Ambos os probiéticos incrementaram a massa seca de parte aérea
em 97% para o BS PO e 67,5% BIO 21 PO. Para massa seca do sistema radicular os
incrementos observados foram de 70,5% e 35%, respectivamente, em relacdo ao
controle. As mudas tratadas com o probidtico BS PO apresentaram os maiores
volumes radiculares (Figura 31), com incremento de 108% em relagéao ao controle. O
probidtico BIO 21 PO incrementou o volume radicular em 23,5% em comparagdo com

o controle.
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Figura 31 — Efeito de probiéticos nos parametros de promocéo de crescimento
em mudas de cafeeiro. A. Massa fresca da parte aérea. B. Massa
fresca daraiz. C. Massa seca da parte aérea. D. Massa seca da

raiz. E. Volume radicular
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Figura 32 — Efeito dos probidticos no crescimento das mudas de cafeeiro

- Guifherme Peixoto de Freitas - 2023
Controle (Sem probi6tico) BS PO BIO 21 PO

Para a area foliar total, os probiéticos BS e BIO 21 PO se destacaram em relacio
ao demais tratamentos obtendo os maiores valores (Figura 33). O BS PO foi
estatisticamente superior ao BIO 21 PO, com aumento de 67,3 cm? na area foliar total
enquanto o BIO 21 PO aumentou em 46,9 cm? em comparacédo com o controle. O
incremento em area foliar proporcionado pelos probiéticos pode ser visualizado
conforme a Figura 34 abaixo. Os probiéticos BS e BIO 21 PO também apresentaram
0s maiores valores de clorofila conforme o indice SPAD aos 90 dias ap0s a instalacéo
do ensaio (Figura 35). Os demais probidticos apresentaram os teores de clorofila
estatisticamente iguais ao controle. As diferencas obtidas no indice de clorofila podem
ser visualizadas na figura 36 aos 60 dias ap0s a instalagéo do experimento.

Figura 33 — Efeito de probiéticos na area foliar total das mudas do cafeeiro
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05). *Valores
obtidos através da analise de imagens utilizando o pacote Pliman do software R.
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Figura 34 — Efeito de probidticos na area foliar das mudas de cafeeiro

Controle (Sem probi6tico) BS PO BIO 21 PO
Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

Figura 35 — Efeito de probio6ticos no teor de clorofila obtido aos 90 dias apés a

instalacdo do experimento conforme indice SPAD
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 36 — Efeito dos probiéticos na diferenca de coloracao visual das folhas

em mudas de cafeeiro

Controle (Sem probiotico) BS PO BIO 21 PO
Figura: Guilherme Peixoto de Freitas - 2023

Os probidticos BS e BIO 21 PO foram os mais eficientes em incrementar o
crescimento das mudas de café em bandejas. Na Figura 37 é possivel ter um
panorama geral do desempenho dos probiéticos em todos os parametros de

promocao crescimento avaliados. Ambos os probidticos obtiveram os maiores valores
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de massa fresca da parte aérea e raiz (MF P.A e MF Raiz), de massa seca da parte

aérea e raiz (MS P.A e MS Raiz), aléem do volume de raiz, clorofila e area foliar total.

Figura 37 — Heat map comparando o efeito de probi6ticos nos parametros de

promocao de crescimento das mudas do cafeeiro em bandejas
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*Dados de MS P.A, MS Raiz, clorofila e area foliar total foram multiplicados por denominador

comum para melhor visualiza¢@o dos resultados e ajuste de escala.

4.3.2 Probiéticos para a promocéao de crescimento de mudas de cafeeiro em
rizotrons

Os probidticos BS PO e BIO 21 PO foram os que proporcionaram oS maiores
incrementos das massas frescas e secas da parte aérea e do sistema radicular (Figura
38). A levedura inativada também incrementou as massas frescas e secas da parte
aérea e do sistema radicular em relagédo ao controle. As massas seca da parte aérea
com os probidticos BIO 21 PO e BS PO foram incrementadas em 76,1% e 58,5%,
respectivamente, quando comparado com o controle sem probiéticos (Figura 38CD).
O probiético BIO 21 PO incrementou em 51% a massa da raiz das mudas de café, por
outro lado o BS PO incrementou em 37%. A levedura inativada e o probiotico BIO 21

L apresentaram resultados similares ao controle.
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Figura 38 — Efeito de probiéticos nos parametros de promocéo de crescimento
em mudas de cafeeiro em rizotrons. A. Massa fresca da parte
aérea. B. Massa fresca da raiz. C. Massa seca da parte aérea. D.
Massa seca da raiz
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Para o volume do sistema radicular, de acordo com a Figura 39, os probiéticos
BIO 21 PO e BS PO apresentaram a mesma tendéncia dos dados das massas frescas
e secas da raiz, com incrementos de volume de raiz de 56 e 50,5% respectivamente,
ao comparar com o controle. A levedura inativada proporcionou ganhos em volume
do sistema radicular em 30,7% em relag&o ao controle. O comprimento radicular foi
semelhante em todos os tratamentos (Figura 39B). A Figura 40 ilustra os efeitos dos
probioticos. Resultados significativos também foram observados para numero de
folhas e clorofila nas mudas de café tratadas com os probidticos (Figura 41). No
namero de folhas, o probidtico BS PO foi o que obteve o maior nimero seguido do
BIO 21 PO e o tratamento com levedura inativada. Para clorofila, os probiéticos BIO
21 PO, BS PO e a levedura inativada apresentaram os maiores valores de SPAD.
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Figura 39 — Efeito dos probiéticos no volume (A) e no comprimento de raiz (B)

das mudas do cafeeiro em rizotrons
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Figura 40 — Efeito dos probidticos no crescimento das mudas do cafeeiro em

rizotrons
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Figura 41 — Efeito de probiéticos no numero de folhas e teor de clorofila

medido pelo indice SPAD nas mudas do cafeeiro em rizotrons
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* Barras contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Os probiéticos BIO 21 e BS PO foram 0s que mais incrementaram os parametros
de promocéo de crescimento das mudas do cafeeiro em rizotrons. A Figura 42 mostra
um panorama do desempenho dos probidticos, destacando os valores mais elevados
de massa fresca da parte aérea e da raiz (MF P.A e MF RAIZ), volume de raiz, nimero
de folhas, clorofila, além das massas secas da parte aérea e da raiz (MS P.A e MS
RAIZ) obtidos pelos probiéticos BIO 21 e BS PO. O tratamento utilizando levedura
inativada foi melhor quando comparado aos demais probioticos testados (BIO 21 L e
BS L).

Figura 42 — Heat map comparando o efeito de probidticos nos parametros de

promocéao de crescimento das mudas do cafeeiro em rizotron
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*Dados de MS P.A e MS Raiz foram multiplicados por denominador comum para melhor
visualizacdo dos resultados e ajuste de escala.
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5 DISCUSSAO

Os probidticos avaliados no estudo, de forma geral, reduziram a severidade da
ferrugem, da cercosporiose, da mancha de Phoma e a aureolada, bem como
promoveram o crescimento das mudas de cafe.

Nas mudas de cafeeiro, os probidticos BS e BIO 21 PO foram efetivos na redugdo
da severidade da ferrugem, da mancha de Phoma e da mancha aureolada. A maior
reducdo da severidade foi observada para a ferrugem, com reducdo acima de 95% a
doenca. O probidtico BS PO possui em sua composicdo Bacillus subtilis, mas o BIO
21 PO, além de Bacillus subtilis, possui em sua composi¢éo bactérias do acido latico
como Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii, L. plantarum, L. reuteri, L. salivarius,
Enterococus faecium, Pediococus acidilactici, que podem atuar diretamente no
controle dos patégenos. Segundo Sadig et al. (2019), as bactérias do acido latico
produzem compostos, tanto do metabolismo primario quanto do secundério, como
acidos acético, latico e propiénico que sdo considerados determinantes na atividade
antifangica. Estes acidos organicos afetam as células fungicas interagindo com a
membrana celular dos patégenos e quando entram no interior da célula que possui
pH neutro, se dissociam em anions, acidificam o citoplasma e assim, reduzem a
atividade enzimatica, funcdes metabdlicas e levam a ruptura da membrana (Hirozawa
et al., 2023). Peptideos antifungicos também podem ser produzidos por essas
bactérias (Wang et al., 2015). Estes compostos irdo interagir diretamente com a
parede celular dos fungos, alterando a permeabilidade das membranas e induzindo a
formacdo de espécies reativas de oxigénio que acarretam a apoptose celular.
Bacteriocinas produzidas ribossalmente também sao as principais responsaveis pela
atividade destes microrganismos frente a fitopatdgenos bacterianos atuando por meio
de diversos mecanismos, interferindo na parede celular e na membrana citoplasmatica
(Ahmad et al., 2017; Sadiq et al., 2019).

Os probioticos testados tiveram pouco efeito sobre a inibicdo da germinacao de
urediniésporos de H. vastatrix. Apenas o probidtico BIO 21 L inibiu 100% da
germinacao dos urediniosporos e na maior concentragdo. Embora todos os probioticos
testados contém Bacillus subtilis em sua composicéo, o qual, de acordo com alguns
estudos, tem a capacidade de produzir compostos, como as iturinas, que possuem
atividade antifungica e podem inibir a germinacdo dos urediniosporos da ferrugem,

atuando diretamente sobre suas membranas (Dunlap et al., 2019; Gong et al., 2006;



67

Jiang et al., 2020), neste estudo tiveram pouco efeito sobre a germinacdo de
urediniésporos. Considerando que os probioticos tiveram pouco efeito in vitro sobre a
germinacao dos uredinidsporos, pode-se inferir que o efeito sobre a doenca pode ser
devido a colonizacdo dos tecidos foliares com 0s microrganismos presentes nos
probioticos, bem como um efeito de inducdo de resisténcia. Segundo Silva et al.
(2012), a aplicacdo preventiva dos microrganismos possibilita a colonizacdo da
filosfera competindo por espaco e nutrientes nos sitios de infecgdo com os patdégenos
além de aumentarem a possibilidade de ocorrer indugéo de resisténcia sistémica pela
sensitivacdo dos tecidos. Cacefo et al. (2016) demonstraram que, aplicacbes de
Bacillus desencadearam mecanismos de defesa nas plantas, contribuindo para a
inducéo de resisténcia frente ao patdgeno.

Diferente do observado neste estudo, Li et al. (2013) observaram que o0 uso de
uma cepa de Bacillus subtilis promoveu a inibicdo da germinacéo dos urediniésporos
da ferrugem do trigo, tanto quando utilizaram uma suspensdo de células quanto
apenas o caldo fermentado obtido do cultivo liquido, sem a presenca de células. I1sso
evidencia o efeito inibitério dos metabdlitos produzidos por esse microrganismo. Pode
ser que os isolados de Bacillus utilizados nos probioéticos ndo produzam quantidades
significativas de compostos capazes de inibir a germinacdo dos urediniésporos de
ferrugem.

Assim como observado neste estudo, o controle biolégico da ferrugem do cafeeiro
foi obtido com diversos microrganismos, como Daivasikamani (2009) que obteve um
controle de 43% e 34%, com a aplicacdo de Bacillus subtilis e Pseudomonas
fluorescens in vivo, respectivamente. Cacefo et al. (2016), apés a aplicacdes de
Bacillus subtilis em plantas de café em condi¢cdes de campo, observaram 24% de
reducdo na severidade da ferrugem na cultivar Icatu e 16% na Mundo Novo.

Além da capacidade de produzir metabdlitos, o controle das doencas também
pode ser resultado da aplicacdo preventiva dos produtos anterior a exposi¢cao do
patdgeno e a sua capacidade de colonizarem a filosfera das plantas. Segundo Anne
et al. (2021), apds serem administrados nos hospedeiros, 0s probidticos competem e
impedem a adesao dos patégenos, produzem compostos antimicrobianos e estimulam
a proliferacdo da microflora benéfica, além de também atuarem através inducéo de
resisténcia modulando o sistema imunolégico do hospedeiro (Hirozawa et al., 2023).

Esse efeito protetor da aplicacdo de bactérias foi observado ao aplicar endofiticos

visando o controle da ferrugem do café em discos foliares e em mudas de café com
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24 e 72 horas antecedendo a inoculacdo do patdgeno (Silva et al., 2012). Quando
aplicado de forma preventiva, foi observada reducéo significativa da severidade da
doenca, porém, ao pulverizar as bactérias e inocular simultaneamente o patégeno,
estas nao foram eficientes. Foi observado que a maior reducéo da severidade da
ferrugem foi observada quando as aplicacfes antecederam 72 horas a inoculacéo do
patdgeno, evidenciando a importancia da aplicacéo de preventiva dos microrganismos
como agentes protetores.

A aplicagcdo dos antagonistas antes do patdégeno garante uma vantagem
adaptativa de colonizacdo e de acordo com Canto e Herrera (2012), algumas
caracteristicas das bactérias do acido latico as tornam excelentes colonizadoras da
filosfera, uma vez que, possuem preferéncia por glicose, frutose e sacarose como
fontes de carbono para seu desenvolvimento, sendo essas substancias encontradas
na filosfera em concentracdes que podem atingir até 12,5 ug g*.

Assim, com o filoplano colonizado, ao ser inoculado os urediniésporos, discos de
micélio ou a suspensao bacteriana dos patdgenos teriam que lidar com a presenca de
provaveis substancias antimicrobianas que foram secretadas e se superarem estas,
ainda necessitariam competir por espaco e nutrientes nos sitios de infeccéo (Silva;
Bettiol, 2009).

Haddad et al. (2014) também notaram um controle eficaz da ferrugem do café
guando os antagonistas foram usados como bioprotetores, sendo pulverizados 48
horas antes da inoculacdo do patégeno. Antagonistas, como Bacillus spp. e
Pseudomonas spp., conseguiram reduzir a severidade da doenca, o numero de
pustulas e urediniésporos em mais de 70%. Além disso, esses antagonistas
proporcionaram protecdo as mudas de café por até 16 dias antes da inoculacdo do
patdégeno.

Em condicbes de campo, Haddad et al. (2009), testaram isolados de Bacillus e
Pseudomonas, no controle da ferrugem do café. Quando os isolados foram aplicados
em condicbes de baixa severidade da doenca, o controle foi observado, porém,
guando pulverizado em pressdes elevadas de severidade, os isolados ndo foram
eficientes no controle da ferrugem.

Nesta premissa da capacidade de colonizacdo, Darana et al. (2019) avaliou a
sobrevivéncia de bactérias do acido latico como Lactobacillus plantarum em folhas de
kiwi e morango apoés a pulverizacdo em plantas sob condi¢des de casa de vegetacao.

Houve uma reducéo da concentracédo de 1 x 108 para 1 x 10* UFC/mL apds 10 dias
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da pulverizacéo, porém, ficou evidenciado a capacidade dos isolados em colonizar a
filosfera e proteger as plantas dos patégenos Pseudomonas syringae pv. actinidiae e
Xanthomonas fragariae.

A capacidade de Lactobacillus plantarum colonizar ferimentos em frutos de
morango foi observado por Chen et al. (2020). Apds 144 horas da aplicacao nos frutos
lesionados, foi observado um aumento na concentracdo de L. plantarum e quando
Botrytis cinerea foi inoculado, a capacidade de colonizacdo e o0 aumento na
concentragéo aplicada foram ainda mais evidenciados.

Para mancha de Phoma os probiéticos BIO 21 e BS PO reduziram 79,5% e 58,6%
da severidade da doenca. Para mancha aureolada, o controle foi acima de 56% para
0 BS PO e 38% para o BIO 21 PO. Semelhante ao observado neste estudo, um
produto a base de Bacillus foi testado em campo e reduziu a incidéncia da mancha de
Phoma em 62% e da mancha aureolada em 82% (Fernandes, 2013). Junio et al.
(2019), conduziram testes com isolados de Bacillus para controlar a mancha
aureolada em casa de vegetacdo e verificaram que todos os isolados testados
reduziram a severidade da doenca e produziram compostos como amonia, sideréforos
e acido cianidrico, que atuam diretamente sobre o patégeno.

O potencial das bactérias do acido latico no controle de outros fitopatégenos foi
demonstrado por diversos autores (Chen et al., 2020; Darana et al, 2019; Manjarres
et al., 2021, Steglinska et al., 2022).

No estudo de Darana et al. (2019), Lactobacillus plantarum e L. mesenteroides
demonstraram eficacia no controle da mancha angular em morangos, com uma
reducao significativa de mais de 35%, e no controle do cancro bacteriano em kiwis,
com uma reducado superior a 84%, em condi¢gOes de casa de vegetacdo. Chen et al.
(2020), usaram Lactobacillus plantarum para controlar Botrytis cinerea em morangos
e obtiveram reducao de 75% da incidéncia e da severidade da doenca. Manjarres et
al. (2021), trataram frutos de tomate com uma suspensdo de Lactiplantibacillus
plantarum e conseguiram reduzir significativamente o diametro das lesdes ao
comparar quando os frutos foram inoculados somente com Fusarium spp., Aspergillus
niger e Rhizopus stolonifer.

Steglinska et al. (2022), fizeram um screening de bactérias do acido latico frente
a fitopatdgenos da cultura da batata, incluindo Pectobacterium carotovorum, Fusarium
oxysporum e Rhizoctonia solani, uma reducgdo da doenca de 40-90% foi observada

para todos os patdégenos, com excec¢do de Fusarium oxysporum e Fusarium
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sambucinum, que nado foram inibidos por Lactiplantibacillus plantarum. O controle foi
atribuido a producao de acidos organicos e etanol com atividade antimicrobiana.

Nos ensaios de promocédo de crescimento das mudas de café, tanto em bandeja,
quanto em rizotrons, os probidticos BS e BIO 21 PO também se destacaram. Em
ambos 0s ensaios, estes tratamentos promoveram oS maiores valores de massa
fresca e seca da parte aérea, da raiz, volume radicular, niumero de folhas, clorofila e
area foliar. Os resultados deste estudo de promoc¢&o de crescimento de mudas de
café sdo de grande importancia, pois podem aprimorar o manejo da producédo de
mudas em viveiros. Isso se torna especialmente relevante para viveiros que
dependem exclusivamente de substratos inertes comerciais e areia, que muitas vezes
carecem da presenca de uma populacao benéfica de microrganismos, essenciais para
o estimulo direto do crescimento e o estabelecimento inicial das plantas, tanto nas
fases iniciais de cultivo no viveiro quanto na etapa subsequente em campo (Urgiles-
Gbmez et al., 2021).

Conforme anteriormente mencionado, o probiético BS PO é composto por Bacillus
subtilis, enquanto BIO 21 PO, além de B. subtilis, possui bactérias do acido latico em
sua composicdo que podem atuar diretamente na promocdo do crescimento de
plantas. Jaini et al. (2022) enfatizam que as bactérias do &cido latico podem
desempenhar um papel fundamental na promocédo do crescimento das plantas,
modulando a absorcdo de nutrientes importantes, como fosforo e potassio, além de
também atuarem como fixadores de nitrogénio e produtores de fitohormdnios e
sideréforos. Porém, dados ainda sdo escassos sobre os mecanismos e a atuacao
destes microrganismos na promocao de crescimento de plantas (Raman et al., 2022).

Segundo De Lacerda et al. (2016) e Lamont et al. (2017), algumas cepas das
bactérias do acido latico conseguem melhorar a disponibilidade de nutrientes para
plantas, incluindo fésforo e potassio, através da solubilizacdo mediada pela
acidificacdo do sistema através da producdo de &cidos organicos. Strafella et al.
(2020), por exemplo, observaram que bactérias do acido latico como Lactococcus
lactis subsp. Lactis e Enterococcus faecium isoladas da rizosfera de plantas de trigo
foram capazes de produzir acido indol-acético, além de solubilizar fosfato e potassio
in vitro. Algumas cepas também possuem a capacidade de fixar o nitrogénio
atmosfeérico, fornecendo um importante recurso as plantas reforgando o potencial
dessas bactérias na promoc¢ao do crescimento e na melhoria da nutricdo das plantas

(Giassl et al., 2016). No trabalho de Limanska et al. (2013), sementes de tomate foram
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tratadas com suspensdes de diferentes isolados de Lactobacillus plantarum, sendo
observados incrementos ha germinacgao e vigor, além de ganhos em comprimento da
parte aérea e da raiz, e maior presenca de pelos radiculares nas raizes das plantulas
tratadas. Também Kang et al. (2015) verificaram que bactérias do acido latico, como
Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae, promoveram o crescimento de
mudas de pepino. Houve incrementos no comprimento das raizes e da parte aérea,
na massa fresca e seca, tanto das raizes quanto da parte aérea, além de aumento no
indice de clorofila SPAD nas mudas tratadas. Os autores sugeriram que a promogao
de crescimento poderia estar relacionada indiretamente a producdo de &cidos
organicos, como o lactico e o acético, além de aumentos significativos na diversidade
de aminoacidos e nutrientes minerais, detectados nas mudas tratadas.

E relevante também destacar que na rizosfera, as plantas liberam exsudatos
contendo substancias quimicas, como carboidratos e acidos organicos, que podem
atrair as bactérias do acido latico para colonizar suas raizes (Canarini et al., 2019).
Estas bactérias, uma vez estabelecidas, podem secretar fitohorménios, como
giberelinas e auxinas, além de outros compostos, como a acetoina e o 2,3-butanodiol,
gue contribuem para o desenvolvimento das plantas, conforme indicado por Lamont
et al. (2017) e Sharifi e Ryu (2018).

Grande parte do éxito da promocéao de crescimento pelas bactérias, depende da
sua habilidade de colonizar eficazmente a rizosfera, permitindo-lhes aproveitar os
beneficios desse ambiente para desempenhar seu papel (Zhou et al., 2016).

Bacillus subtilis, € uma das espécies de bactérias promotoras de crescimento mais
estudadas e abundantemente encontradas na rizosfera das plantas, especialmente
devido a capacidade de alguns isolados de colonizar as raizes, promovendo a fixacdo
biologica de nitrogénio, solubilizando fosforo e potéssio, produzindo fitohorménios,
sideroforos e atuando na mitigacdo de estresses abioticos (Blake et al., 2021; Hashem
et al., 2019; Tahir et al., 2017).

Nesse contexto, os incrementos obtidos neste trabalho também podem ser
resultantes da atuacao direta desses mecanismos na promog¢ao do crescimento das
mudas de cafeeiro. Semelhante ao observado neste estudo, Cisneros et al. (2017),
verificaram aumentos significativos no desenvolvimento de mudas de cafeeiro e na
disponibilidade de fésforo no solo promovidos por isolados de Bacillus subtilis e outras
bactérias. Nesse mesmo contexto, Chagas Junior et al. (2022) também observaram

efeito promotor de crescimento por diferentes isolados de Bacillus subtilis na cultura



72

da soja. Todos os isolados foram capazes de solubilizar fosfato, bem como produzir
acido indol-acético. Alguns desses isolados ainda apresentaram melhorias nos
parametros vegetativos, como maior massa seca da parte aérea e raiz, em
comparacgdo com o controle sem a inocula¢do das bactérias.

Nunes et al. (2023) também conduziu um estudo em rizotrons, com Bacillus
subtilis e B. licheniformis, tanto em combinacdo quanto individualmente, para
promover o crescimento de plantas de tomate. As mudas foram tratadas com uma
suspensao das bactérias, imediatamente apos o transplante, e novamente 10 e 20
dias apds. Tanto a aplicacdo combinada das duas bactérias quanto a aplicacdo
individual foram capazes de aumentar significativamente a massa fresca e seca da
parte aérea e da raiz, bem como o volume radicular.

Assim como observado neste estudo, com a aplicacdo de um probiético contento
21 diferentes microrganismos, Asyiah et al. (2020) observaram incrementos na altura
das plantas, no numero de folhas e na area foliar de mudas de café tratadas com uma
suspenséo contendo 1,0 x 10° UFC/mL de um consorcio contendo diferentes isolados
de Bacillus e Pseudomonas.

A utilizac&o de consorcios microbianos, como o presente no BIO 21 PO, que inclui
nao apenas Bacillus subtilis, mas também outras 20 espécies de bactérias do acido
latico, revela-se particularmente interessante para a promocao do crescimento das
plantas de café. Isso ocorre porque a combinacdo de microrganismos compativeis
permite obter resultados benéficos de forma aditiva e sinérgica (Santoyo et al., 2021).
Em situacdes nas quais um dos microrganismos pode ndo estar ativo ou nao
desempenhar seu papel, o outro pode compensar e manter a eficacia do consorcio,
contribuindo para o desenvolvimento das plantas (Louca et al., 2018).

Esse enfoque de consércio microbiano pode ser uma estratégia eficaz para
maximizar os beneficios da inoculacdo de bactérias na agricultura, pois atuardo
diretamente na estimulacdo dos mecanismos de promoc¢do de crescimento das
plantas (Santoyo et al., 2021). Ao combinar diferentes microrganismos, cada um
desempenhando funcdes especificas, sendo possivel otimizar a sinergia entre eles,
ampliando a gama de ac¢des benéficas para as plantas (Woo; Pepe, 2018).

Dessa forma, 0os consorcios microbianos presentes nos probidticos representam
uma abordagem promissora para promover o crescimento de mudas de cafeeiro,
especialmente do ponto de vista dos viveiros. A utilizacdo desses consorcios pode

melhorar a salde e a vitalidade das mudas de café desde as fases iniciais do cultivo,
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preparando-as para um crescimento mais vigoroso e sustentavel quando
transplantadas para o campo. Essa estratégia pode contribuir significativamente para
0 aumento da produtividade e a qualidade da producéo de café.

Os resultados indicam o potencial dos probioticos para serem considerados como
ferramentas estratégicas para o controle de doencas do cafeeiro, especialmente para
a ferrugem, mancha de Phoma e mancha aureolada, haja visto que um bom agente
de controle biolégico deve possuir atividade frente a diversos patdogenos. Porém, ha
necessidade de posiciona-los como agentes bioprotetores, ou seja, aplicando-os no
periodo que antecede a entrada/infeccdo do patdgeno na cultura para maior
assertividade e efetividade de controle (KOUTOULEAS et al., 2023). Vale ressaltar
também que o uso das bactérias do acido latico, assim como Bacillus subtillis,
presentes nos probitticos sdo reconhecidas como seguras conforme estabelecido
pela Food and Drug administration - US e European Food Safety Authority (Bhogoju;
Nahashon, 2022), portanto, em termos registro podem ter maior agilidade para serem
utilizados no segmento agricola ao comparar com outras espécies de microrganismos
ainda ndo estudadas. Nesse contexto, os probidticos BS e BIO 21 PO testados no
presente trabalho, sdo considerados promissores bioprotetores para o controle das
doencas de extrema importancia para a cultura do café, sugerindo-se que sejam
realizadas investigacdes em condi¢cbes de campo para integrar esses beneficios ao
manejo fitossanitério da cultura.

Estes resultados sugerem que o uso desses probidticos pode ser uma estratégia
valiosa para serem utilizados como ferramentas no manejo integrado das doencas da
cultura e ainda contribuir com ganhos no crescimento e desenvolvimento das plantas

de café, contribuindo assim para um manejo mais eficiente e sustentavel da cultura.



74

6 CONCLUSAO

Os probidticos tiveram pouco efeito sobre a germinagéo de uredinidsporos de
H. vastatrix. Apenas o produto BIO 21 L inibiu 100% da germinagao dos
urediniésporos na maior concentracdo testada (1 x 107 UFC/mL) nos dois
experimentos.

Em mudas de cafeeiro, os probidticos BS e BIO 21 PO reduziram 98,4 e 95%
a severidade da ferrugem no primeiro experimento e 77,2 e 78,8% no segundo.
Os probiéticos BS e BIO 21 PO reduziram em 66,3 e 48,8% e 64,0 e 49,0% o
crescimento micelial de C. coffeicola no primeiro e segundo experimento,
respectivamente.

O probiédtico BS PO reduziu em 36,7% e 21,1% o crescimento micelial de B.
exigua nos dois experimentos realizados, respectivamente.

A severidade da mancha de Phoma foi reduzida pelos probidticos BIO 21 PO e
BS PO em 79,5 e 58,6% no primeiro experimento e no segundo 88,6 e 73,3%,
respectivamente.

A severidade da mancha aureolada foi reduzida somente no primeiro
experimento em 56,6 e 38,5% pelo BS e BIO 21 PO.

Os probiédticos BS e BIO 21 PO promoveram o aumento da massa fresca e
seca da parte aérea, do volume radicular, da area foliar e do contetudo de
clorofila das mudas de cafeeiro cultivadas em bandejas e em rizotrons.

Os probioticos BS L, BIO 21 L e Enterogermina tiveram pouco efeito no controle
das doencgas e na promocao do crescimento das mudas de cafeeiro.

Os probidticos BS PO e BIO 21 PO se destacaram como eficazes para o
controle de doencas e a promocao do crescimento de mudas de cafeeiro.
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