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RESUMO

VIEIRA, Jucilayne Fernandes. Quimioterapia e termoterapia no controle
do Colletotrichum gloeosporioides, agente da mancha manteigosa, em
cafeeiro (Coffea arabica L.). 2009. 70p. Dissertacdo (Mestrado em
Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

As sementes desempenham papel fundamental na disseminagdo de
fitopatogenos a longas distincias ¢ transmissdo desses a planta. Em muitas
culturas, os fungos fitopatogénicos podem associar-se as sementes em todas
as etapas de producdo e manterem-se viaveis por muito tempo. Para a
cafeicultura, a transmissibilidade de Colletotrichum gloeosporioides pela
semente, agente causal da mancha manteigosa, constitui-se num grande
problema, uma vez que as lavouras de café sdo formadas a partir de mudas
obtidas de sementes. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a eficiéncia da quimioterapia (em sementes) ¢ da termoterapia (em
frutos e sementes) na qualidade sanitaria e germinagdo de sementes e
possiveis alteragdes bioquimicas nos frutos. Para avaliagdo da eficiéncia do
controle quimico em sementes inoculadas com isolado obtido de sementes
de plantas sem sintoma de mancha manteigosa (isolado 1), os produtos
testados (g i. a/100 kg de sementes) foram: pencycuron (250), tolyfluanid
(500), carbendazim+thiram (150+350), fludioxonil (25), tiram (480) e
triadimenol (150). O tratamento térmico foi realizado pela imersdo das
sementes ndo inoculadas, ou inoculadas com isolado 1, ou com o isolado
obtido de ramos com sintomas de seca de ponteiros de plantas com mancha
manteigosa (isolado 2) em agua a 50 ¢ 60 °C, por 1 minuto, 7 minutos e 30
segundos ¢ 15 minutos, em banho-maria. Os frutos inoculados com isolado
obtido de frutos (isolado 3) de plantas sem sintomas de mancha mateigosa,
ou sem inoculagdo foram submetidos a termoterapia por 1 minuto em banho-
maria. Amostras dos frutos inoculados foram coletadas para analises
bioquimicas. Foram realizados os testes de sanidade pelo método “Blotter
test” e germinacdo em rolo de papel. O tratamento quimico foi eficiente na
redugdo da incidéncia de C. gloeosporioides nas sementes de cafeeiro. As
sementes tratadas com os fungicidas tolyfluanid, tiram e triadimenol
apresentaram as maiores porcentagens de plantulas normais germinadas. A
termoterapia demonstrou-se eficiente em frutos e sementes controlando C.
gloeosporioides. Entretanto, a temperatura de 60° C por 15 minutos nao
deve ser usada por ser prejudicial a germinagdo das sementes de café, visto
que promove a morte do embrido. Observou-se variagdo nos teores de
proteina total, fendis soluveis totais, e nas atividades das enzimas peroxidase
e polifenoloxidase a depender do isolado utilizado na inoculagdo dos frutos.

! Comité orientador: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador)



ABSTRACT

VIEIRA, Jucilayne Fernandes. Chemotherapy and thermothetapy to
control of Colletotrichum gloeosporioides, agent of blister spot, in coffee
(Coffea arabica L.). 2009. 70p. Dissertation (Master in Agronomy/Plant
Pathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG.'

Seeds play a fundamental role in the dissemination of plant pathogens to
long distances and transmission of them to plant. In many crops, fungi can
be associated with seeds in all the stages of crop production in addition to
surviving longer. For coffee plantation, the transmission by seeds of
Colletotrichum gloeosporioides, causal agent of blister spot is a big problem,
because most of the plantations are formed by seedlings obtained from
seeds. In this context, the objectives of this present work were to evaluate the
efficiency of the chemotherapy (in seeds) and thermotherapy (in fruits and
seeds) in the seeds healthy and germination quality and possible biochemical
changes in the fruits. For evaluation of the efficiency of the chemical control
in inoculated seeds with isolates obtained from seeds of plants without
blister spot symptom (isolate 1), the following products were tested: (g of a.
i. /100 kg of seeds): pencycuron (250), tolyfluanid (500),
carbendazim+thiram (150+350), fludioxonil (25), tiram (480) and
triadimenol (150). The thermal treatments was done by immersing the non-
inoculated seeds or the inoculated ones with isolated 1, or with the isolate
obtained from shoot die-back of coffee (isolated 2) in hot water at (50 e 60
°C, per 1 minute, 7 minutes and 30 seconds and 15 minutes) in water bath.
The not inoculated or inoculated fruits (with isolate obtained from coffee
fruits - isolated 3) of plants without symptoms of blister spot were submitted
to the termotherapy per 1 minute in water bath. Samples of the inoculated
fruits were collected for biochemical analyses. The blotter and germination
(by paper roll) test were carried out. The chemical treatments were efficient
for the reduction of the incidence of C. gloeosporioides in the coffee seeds.
The seeds treated with the fungicides tolyfluanid, tiram and triadimenol
presented the biggest percentages of normal germinated seedlings. The
termotherapy demonstrated efficient in fruits and seeds on the controlling C.
gloeosporioides in coffee seeds. However, the temperature of 60° C per 15
minutes should not be used because is harmful for the coffee seed
germination causing seed embryo death. There were variations in total
protein, total soluble phenols, and in the activities of peroxidase and
polypfenol oxidase enzymes when different isolates are used in the
inoculation of the fruits.

! Advising Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Adviser)



CAPITULO 1

QUIMIOTERAPIA E TERMOTERAPIA NO CONTROLE DO
Colletotrichum gloeosporioides, AGENTE DA MANCHA
MANTEIGOSA, EM CAFEEIRO (Coffea arabica L.)



1 INTRODUCAO GERAL

O café ¢ uma cultura de grande importancia econdmica e social no
mundo. O Brasil se destaca como o maior produtor ¢ exportador mundial de
café, com area total cultivada de arabica e conilon estimada em 2,35 milhGes
de hectares, dos quais, 228,2 mil hectares (9,7%) estdo em formacgédo ¢ 2,12
milhdes de hectares (90,3%) em produgdo. Municipios dos Estados de Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana, Bahia, Ronddnia ¢ Rio de Janeiro
sdo responsaveis por 98,2% da producdo nacional, aproximadamente. O
Estado de Minas Gerais destaca-se como o maior produtor nacional com
aproximadamente 1, 01 milhdes de hectares e produgdo estimada entre 17,9
e 18,9 milhdes de sacas de café beneficiado para a safra 2009 (Companhia
Nacional de Abastecimento - CONAB, 2009).

Dentre os fatores responsaveis pela redugdo na produgao e qualidade
do café destacam-se os problemas fitossanitarios ocasionados principalmente
por fungos como Hemileia vastatrix Berk. & BR e a Cercospora coffeicola
Berk & Cooke agentes etiologicos da ferrugem e da cercosporiose
(Zambolim et al., 2005), respectivamente, bem como espécies do género
Colletotrichum spp.

Espécies de Colletotrichum spp. foram encontradas em todos os
estagios de desenvolvimento e orgdos do cafeeiro: como ramos, folhas,
flores ¢ frutos (Ferreira et al., 2003), constituindo-se num complexo de
doengas representado pela mancha manteigosa (Orozco Miranda, 2003),
antracnose de folhas e frutos (Pereira & Chaves, 1978), seca ou morte de
ponteiros (Voltan et al., 2002), queima castanha (Hocking, 1966) ¢ a
antracnose-dos-frutos-verdes ou “Coffee Berry Disease” (CBD) (Waller et
al., 1993). Importante salientar que “Coffee Berry Disease” (CBD) causado
por Colletotrichum kahawae, esté restrita a Africa (Orozco Miranda, 2003).

A mancha manteigosa, destaca-se no patossistema Colletotrichum x

caffeiro por ser altamente deletéria ocasionando a diminui¢do progressiva na



produtividade devido a morte de hipocoétilos, mumificagdo e abscisdo de
folhas e frutos, murcha e seca descendente de ramos plagiotropicos,
culminando com a morte dos cafeeiros infectados (Ferreira et al., 2005),
apesar de ser uma doenca de baixa progressdao no tempo € no espaco
(Ferreira et al., 2006, dados ndo publicados). Para a cafeicultura, a
transmissdo de Colletotrichum gloeosporioides, agente etioldgico da mancha
manteigosa, pela semente (Lins, 2006; Ferreira et al., 2009) constitui-se num
grande problema, uma vez que as lavouras de café sdo formadas a partir de
mudas obtidas de sementes.

Em experimento desenvolvido com sementes de café, Orozco
Miranda et al. (2002a,b) observaram incidéncia de Colletotrichum spp. nas
cultivares Catuai Amarelo (14%) e Catuai Vermelho (10%) (com sintomas
de mancha manteigosa) ¢ Catuai Vermelho (6%) ¢ Acaia Cerrado (4%)
(sem sintomas de mancha manteigosa), concluindo que o patégeno pode ser
transmitido pela semente e que as cultivares com sintomas de mancha
manteigosa tém maior expressdo na transmissibilidade. Nas cultivares
Topazio e¢ Rubi, observaram maiores porcentagens de incidéncia de
Colletotrichum spp., além da presenga desse fungo em todos os tecidos
estudados, enquanto que as cultivares Mundo Novo e Icatu apresentaram as
menores colonizagdes. Apds a emergéncia das plantulas, quando da abertura
dos primeiros foliolos foi observada a presenca de Colletotrichum
gloeosporioides com as mesmas caracteristicas morfoldgicas das colonias
originais caracterizando a transmissibilidade via semente.

As espécies de Colletotrichum do cafeeiro sdo parasitas facultativos.
A fase saprofitica pode se constituir em importante fonte de indculo para a
sua disseminagdo. Periodos continuos de alta umidade (7 a 10 dias de
chuva), temperaturas amenas em torno de 22 °C ¢ altitude elevada favorecem
o desenvolvimento de Colletotrichum spp. que passa da fase saprofitica para
a parasitica (Paradela Filho et al., 2001).

Muitas espécies de fungos, normalmente saprofitas, tornam-se

parasitas de plantulas (Carvalho & Nakagawa, 2000). Os fungos saprofitas,



segundo Neegaard (1979), colonizam as sementes sob condigoes de umidade
relativa entre 85 a 95%, podendo reduzir a qualidade fisiologica das mesmas,
sendo que essa associacdo de patdogenos com sementes pode ocorrer por
contaminagdo superficial ou por colonizagdo dos tecidos internos. Quando
esses fungos estdo associados internamente ha maior possibilidade de
transmissdo as plantulas, entretanto, quando externamente, os danos serao
nas fases iniciais da germinagdo. Segundo Menten (1995), essa interferéncia
dos patdgenos associados as sementes pode determinar reducdo da
populagdo de plantas, além de afetar negativamente o vigor das mudas e
causar desenvolvimento de epidemias. Além disso, apresentam capacidade
de sobreviver em ambientes com baixa umidade relativa, proliferando em
sucessdo aos fungos de campo e causando a deterioracdo das sementes até a
sua morte, em conseqiiéncia das alteragdes fisiologicas e quimicas que
ocorrem nos tecidos (Sittisroung, 1970).

Neste contexto, a obtengdo de sementes de café de alta qualidade
fisiologica e sanitaria ¢ de fundamental importancia (Ferreira et al., 2004),
sendo que o controle fitossanitario das sementes tem proporcionado bons
resultados na produtividade, além de lavouras mais vigorosas.

Segundo Machado (2000), a redugcdo de fungos pode ser
eficientemente alcancada pelo manejo e tratamento das sementes por
métodos bioldgicos, fisicos ou quimicos. O tratamento quimico constitui-se
numa das medidas mais antigas ¢ eficientes de controle de doengas de
plantas, apresentando, normalmente, agdo direta sobre a fonte de indculo do
patogeno (Menten, 1995).

A destruigdo de esporos da superficie da semente depende de uma
série de fatores, dentre os quais, destacam-se a espécie de fungo, a condi¢do
fisiologica da semente, a intensidade de contaminagdo superficial, o tipo de
tratamento, o pH, a concentra¢do do desinfetante, o tipo de tratamento e o
tempo de contato com o produto (Muniz et al., 2007).

Assim, o tratamento das sementes com produtos quimicos como

fungicidas, bactericidas e/ou inseticidas, dependendo das condigdes, ¢



importante na preservacdo do vigor e para evitar ou reduzir a acdo
prejudicial dos microrganismos (Carvalho & Nakagawa, 2000).

Varios produtos tém sido utilizados para controlar patogenos
associados as sementes, destacando-se o iprodione (Pereira et al., 2002) ¢
carboxin/thiram em sementes de arroz (Schuch et al., 2006); hipoclorito de
sodio em sementes de amendoim e de espécies florestais (Muniz et al.,
2007); thiram + carbendazin em sementes de cenoura (Medeiros et al.,
2006). Entretanto, para o controle de Colletotrichum gloeosporioides, na
cultura do cafeeiro ndo existem produtos registrados (Agrofit, 2009).

Além do controle quimico, varios métodos alternativos para o
tratamento de sementes e frutos tém sido propostos, nos ultimos anos,
destacando-se o tratamento via calor imido. O tratamento térmico baseia-se
no efeito de temperaturas elevadas sobre a atividade celular dos patdgenos.
A maioria dos micro-organismos fitopatogénicos apresenta ponto térmico
letal nas temperaturas entre 45 ¢ 60 °C. O mecanismo mais provavel
responsavel pela morte em altas temperaturas € resultante da desnaturacdo de
proteinas e enzimas, importantes para o metabolismo celular (Cochrane,
1958; Deverall, 1965).

A técnica de controle de fungos transmitidos por sementes utilizando
calor seco ou umido tem apresentado resultados promissores e foi
considerado viavel nos procedimentos fitossanitarios de quarentena (Leon &
Grudloyma, 1994), além do controle quimico anteriormente citado. Por meio
desta terapia foram controlados e/ou erradicados diversos patogenos, entre
eles Phoma betae Frank em sementes de beterraba (Beta vulgaris L.)
(Bottcher & Horn, 1992), Alternaria brassicae (Berk.) Sacc. em sementes de
Brassica juncea Coss. (Randhawa & Aulakh, 1984), Cercospora kikuchii
(Matsumoto & Tomoyasu) Gardner em sementes de soja [Glycine max (L.)
Merril] (Fonseca et al., 1994).

A termoterapia, além de reduzir consideravelmente os fungos que
contaminavam superficialmente sementes, aumentou o poder germinativo

das mesmas (Donald & Lundquist, 1988) e vigor (Raju & Sivaprakasan,



1989). O tratamento térmico pode, ainda, provocar reagdo de defesa em
plantas superiores (Schweizer et al., 1995), como a produgdo de fitoalexinas,
barreiras estruturais supresssivas para a colonizacdo do fungo como
deposicdo de ligninas (Stermer & Hannerschidt, 1984), mudancas na taxa e
tipo de proteina sintetizadas (Loomis & Wheeler, 1980), decréscimo de
algumas enzimas relacionadas com o metabolismo de protegdo de plantas,
dentre outras. Em alguns casos, decréscimo na atividade da peroxidase (PO)
e suscetibilidade induzida associado com alta temperatura do tratamento
térmico, antes da inoculagdo, foram observados em intera¢des patdgeno-
hospedeiro (Zacheo et al., 1995).

Dessa forma, a termoterapia que tem se apresentado como uma
técnica eficiente de erradicagdo de patdogenos, em sementes e frutos, pode
constituir-se numa alternativa para o controle de C. gloeosporioides em
frutos e sementes de café. Entretanto, tornam-se necessarios o estudo e
aperfeicoamento principalmente com relagdo as temperaturas de exposi¢do e
ao teor de agua das sementes, bem como no seu efeito na qualidade
fisiologica das sementes e qualidade dos frutos.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia da quimioterapia (em sementes) e da termoterapia (em frutos e
sementes) no controle de Colletotrichum gloeosporioides, através da analise
da qualidade sanitaria e germinagdo de sementes e possiveis alteracdes

bioquimicas nos frutos.
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CAPITULO 2

TRATAMENTO QUIMICO NO CONTROLE DE Colletotrichum
gloeosporioides EM SEMENTES DE CAFEEIRO (Coffea arabica L.)

11



RESUMO

VIEIRA, Jucilayne Fernandes. Tratamento quimico no controle de
Colletotrichum gloeosporioides em sementes de cafeeiro (Coffea arabica
L.). 2009. 70p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.'

Para a cafeicultura, a transmissdo de Colletotrichum gloeosporioides, agente
etiologico da mancha manteigosa, pela semente constitui-se num grande
problema, uma vez que a maioria das lavouras de café é formada a partir de
mudas obtidas de sementes. O tratamento de sementes com fungicidas
parece ser alternativa importante no controle do fungo dentre as estratégias
de manejo dessa doenga. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de
alguns fungicidas no tratamento de sementes de cafeeiro para o controle de
Colletotrichum gloeosporiodes. Para os testes de laboratorio “blotter test”
e de germinagdo, foram utilizadas sementes da cv. Catuai Vermelho,
inoculadas artificialmente.Os produtos testados (g i. a/100 kg de sementes)
foram: pencycuron (250), tolyfluanid (500), carbendazim+thiram
(150+350), fludioxonil (25), tiram (480) e triadimenol (150). Todos os
fungicidas reduziram a incidéncia do fungo nas sementes, em comparagdo a
testemunha ndo tratada. Os tratamentos que proporcionaram as maiores
porcentagens de plantulas normais germinadas foram: o tolyfluanid (500), o
triadimenol (150g) e tiram (480).

! Comité orientador: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

VIEIRA, Jucilayne Fernandes. Chemical control of Colletotrichum
gloeosporioides in coffee seeds (Coffea arabica L.). 2009. 70p. Dissertation
(Master in Agronomy/Plant Pathology) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG.'

For the coffee plantation, the transmission of Colletotrichum gloeosporioides
causal agent of buttery spot, by seeds represents a big problem, because the
majority of the coffee plantations are formed by seedlings obtained from
seeds. The treatment of seeds with fungicides seems to be an important
alternative to the control of these fungi among the strategies of controlling of
this disease control. The objective of this research was to evaluate the
efficiency of some fungicides in the coffee seeds’ treatment to control of
Colletotrichum gloeosporioides. In lab, seeds cv. Catuai Vermelho,
artificially inoculated, were submitted to the “Blotter” and germination tests.
The fungicides (g of a. i. /100 kg of seeds) tested were pencycuron (250),
tolyfluanid (500), carbendazim+thiram (150+350), fludioxonil (25), tiram
(480) e triadimenol (150). All fungicides reduced the fungi of the coffee
seeds when compared to the control treatment. The treatments that presented
the highest percentage of seeding germination were tolyfluanid (500 of a. i.
/100kg of seeds), tiram (480g of a .i. /100kg of seeds), and baytan (150 of a.
1. /100kg of seeds).

! Advising Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Adviser)

13



1 INTRODUCAO

Em muitas culturas, os fungos fitopatogénicos podem associar-se as
sementes em todas as etapas de producdo. Esta associagdo ¢ responsavel,
muitas vezes, pela redugdo da qualidade fisiologica das sementes,
representando uma das vias mais eficientes de transporte de fitopatogenos a
longas distancias e transmissdo desses a planta pela semente.

No patossistema Colletotrichum x caffeiro, a mancha manteigosa
causada por Colletotrichum gloeosporioides destaca-se por ser altamente
deletéria ocasionando a diminui¢do progressiva na produtividade devido a
morte de hipocoétilos, mumificagdo e abscisdo de folhas e frutos, murcha e
seca descendente de ramos plagiotropicos, culminando com a morte dos
cafeeiros infectados (Ferreira et al., 2005). Para a cafeicultura, a transmissao
de Colletotrichum gloeosporioides, agente etioldgico da mancha manteigosa,
pela semente (Lins, 2006; Ferreira et al., 2009) constitui-se num grande
problema, uma vez que as lavouras de café sdo formadas a partir de mudas
obtidas de sementes. A obtencdo de sementes de café de alta qualidade
fisiologica e sanitaria ¢ fundamental (Ferreira et al., 2004), sendo
imprescindivel a aplicacdo de métodos de controle de fitopatogenos. Por
“qualidade” de sementes refere-se as caracteristicas relativas as propriedades
genéticas, fisicas, fisiologicas e sanitarias (Carvalho & Nakagawa, 2000).

Diante do exposto, a eliminag¢do ou redugdo do inoculo infectivo de
fungos em sementes ¢ fundamental, podendo ser eficientemente alcangados
pelo manejo e tratamento das sementes por métodos bioldgicos, fisicos ou
quimicos (Machado, 2000). O tratamento quimico constitui-se numa das
medidas mais antigas e eficientes de controle de doencas de plantas,
apresentando, normalmente, acdo direta sobre a fonte de indculo do
patogeno (Menten, 1995). Entretanto, para o controle de Colletotrichum
gloeosporioides em sementes, na cultura do cafeeiro, ndo existem produtos

registrados (Agrofit, 2009).
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Para avaliagdo da eficiéncia dos métodos de controle aplicados, na
manuten¢do da qualidade de sementes, sdo estabelecidos testes de avaliagdo
de qualidade como os testes de sanidade e germinacdo. O teste de sanidade
de sementes que tem como objetivo determinar a condi¢do sanitaria de um
lote de sementes fornece informagdes para programas de certificagdo,
servigos de vigilancia vegetal, tratamento de sementes, melhoramento de
plantas e outros (Machado, 2000). Ja4 o teste de germinagdo consiste em
determinar o potencial germinativo de um dado lote de forma a avaliar a
qualidade fisiologica das sementes para fins de semeadura ¢ produgdo de
mudas (Brasil, 1992; Carvalho & Nakagawa, 2000).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia do tratamento quimico na condi¢do sanitaria e na qualidade
fisiologica de sementes de cafeeiro visando o controle de Colletotrichum

gloeosporioides.

15



2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Diagnose e
Controle de Enfermidades de Plantas ¢ Patologia de Sementes do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),

em Lavras, Minas Gerais.

2.1 Obtenciao de isolados de Colletotrichum gloeosporioides de cafeeiros

Para a obteng¢do de isolados de Colletotrichum gloeosporioides
foram realizadas coletas de sementes de plantas sem sintomas de mancha
manteigosa na cultivar Catuai Vermelho. Fragmentos dos tecidos do
endosperma foram desinfestados com alcool a 70% e hipoclorito de sodio a
1%, transferidos para placas de Petri contendo meio MEA (extrato de malte-
agar) a 2% e incubadas por 7 dias em camara de crescimento, a temperatura
de 22 +2° C e fotoperiodo de 12 horas. As coldnias purificadas foram
utilizadas para a obtencdo de culturas monosporicas. A partir de colonias
puras de Colletotrichum gloeosporioides cultivadas em meio MEA a 2%, foi
feita uma suspensdo de esporos pela adicdo de 20 mL de agua destilada
esterilizada em placas de Petri. Essa suspensdo foi vertida em placas de
Petri contendo meio agar- agua a 2%. Apds 24 horas, em camara de fluxo
laminar, sob microscopio estereoscOpico, os esporos germinados foram
transferidos individualmente para placas de Petri contendo meio MEA a 2%,

tendo-se assim o isolado para posterior inoculagdo das sementes.
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2.2 Origem do lote de sementes

As sementes da variedade Catuai Vermelho/safra 2008, foram
fornecidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais

(EPAMIG) do Municipio de Lavras-MG.

2. 3 Inoculacao das sementes

Os isolados do fungo obtidos de sementes de cafeeciro foram
transferidos, separadamente, para placas de Petri contendo meio MEA a 2%
e incubados em BOD com temperatura de 25 °C £ 2 °C ¢ fotoperiodo de 12
horas por sete dias. Uma suspensdo de conidios do isolado obtido
anteriormente foi preparada adicionando-se 10 mL de agua destilada e
esterilizada em cada placa e quantificada em Camara de Neubauer, sendo 1
mL dessa, na concentracio de conidios de 2x10° conidios. mL™, colocado em
cada placa de Petri contendo meio MEA 2% e novamente incubadas nas
condigdes anteriormente citadas.

Apds um periodo de 7 dias de crescimento das coldnias, as sementes
(com pergaminho), ja desinfestadas com hipoclorito de so6dio a 2% por um
minuto e secas em papel Germitest esterilizado por 24 horas foram colocadas

em contato direto com o micélio do fungo, por um periodo de 144h.

2. 4 Teste de sanidade

A qualidade sanitaria das sementes foi determinada por meio da
avaliagdo em “Blotter test”, que consistiu da distribui¢do de oito repeti¢des
de 25 sementes em placa de Petri, de 15 cm de diametro, contendo trés
folhas de papel de filtro previamente esterilizadas e umedecidas em meio
agar- agua a 0,5%. As placas foram incubadas a temperatura de 20 °C = 2 °C
e com fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de sete dias. Cada semente

foi examinada individualmente em microscopio estereoscopico, para
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verificagdo da ocorréncia de C. gloeosporioides e outros fungos associados

as mesmas.

2. 5 Teste de germinag¢ao em laboratorio

No teste de germinac¢do em rolo de papel (tipo Germitest) foram
utilizados quatro repeti¢des de 50 sementes (com pergaminho). O papel
Germitest foi umedecido com agua destilada e com 2,5 vezes o peso do
papel de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992). Os
rolos de papel foram colocados em germinador com temperatura de 30 °C +
2 °C, por um periodo de 60 dias. Apos esse periodo, realizou-se contagem de

sementes germinadas (plantulas normais).

2. 6 Tratamento quimico de sementes no controle de Colletotrichum

gloeosporioides

Para o tratamento quimico utilizou-se a recomendag@o dos produtos
por 100 kg de semente, sendo fracionados conforme a quantidade das
amostras a serem tratadas.

Os fungicidas e as sementes foram colocados em sacos plasticos de
2,0 L e agitados alguns minutos até cobertura total das sementes pelos
fungicidas. Em seguida, foram colocadas em temperatura ambiente para
secagem durante 24 horas. Apés esse periodo, foram realizados os testes de
germinagdo ¢ sanidade, como descritos nos itens 2.4 ¢ 2.5. No tratamento

controle foi utilizada uma testemunha apenas inoculada.

18



TABELA 1. Fungicidas utilizados no controle quimico de Colletotrichum
gloeosporioides em sementes de cafeeiro. UFLA, Lavras,

MG, 2009.
Marca comercial Nome Técnico (g dei.a.)* Acio
Monceren PM pencycuron 250 protetor
Euparen M 500 tolyfluanid 500 contato
WP
Derosal Plus carbendazim+ tiram 150+ 350 contato e sistémico

Baytan SC triadimenol 150 sistémico
Thiram 480 TS tiram 480 protetor
Maxim fludioxonil 25 protetor

*.a (ingrediente ativo) — dosagem aplicada por 100 kg de sementes.

2.7 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com oito
repeticdes de 25 sementes para o teste de sanidade e para porcentagem de
germinagdo das sementes utilizou-se 4 repetigdes de 50 sementes. Os dados
obtidos nos ensaios foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p <0.05), sendo que os dados de

sanidade foram transformados em (X + 1)%°.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tratamento quimico de sementes no controle de Colletotrichum

gloeosporioides

Todos os fungicidas testados reduziram a incidéncia de C.
gloeosporioides nas sementes de cafeeiro, diferindo estatisticamente da
testemunha inoculada (Tabela 2). Destacam-se os fungicidas triadimenol,
tiram e fludioxinil por erradicaram esse patdogeno das sementes. Resultado
referente ao fungicida triadimenol neste trabalho, discorda do encontrado por
Tatagiba et al. (2002) em ensaio visando controle de C. gloeosporioides em
mamoeiro no campo, no qual o triadimenol se igualou a testemunha. Ja
Goulart (1991) evidencia redugdo na incidéncia de Colletotrichum dematium
var. truncata nas sementes de soja, tratadas com os fungicidas tolyfluanid e

thiram.

TABELA 2. Incidéncia de C. gloeosporioides e percentual de germinacao de
sementes de café inoculadas, submetidas a tratamento com
fungicidas, aos 7 dias apods incubagdo. UFLA, Lavras, MG,

2009'.
Nome Técnico* C. gloeosporioides Germinacio
(%) ** (%)

Pencycuron 20a 38,0b
Tolyfluanid 0,5a 43,0 a
Carbendazin+ thiram 0,5a 24,0b
Triadimenol 0,0 a 53,0a
Tiram 0,0 a 53,0a
Fludioxonil 0,0a 31,0b
Test. Inoculada 21,0b 31,0b

*p.a — principio ativo
'Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5 %
de probabilidade. **Dados tranformados (X + 1)*°.

Entre os tratamentos, o maior valor de incidéncia do fungo foi
encontrado nas sementes tratadas com fungicida pencycuron (2,0 %), apesar

desse nao ter diferido significativamente dos demais tratamentos.
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Na analise de germinag@o, as maiores porcentagens ocorreram nas
sementes tratadas com triadimenol (53%) e tiram (53%) e tolyfluanid (43%),
diferindo estatisticamente da testemunha inoculada. Vedoato et al. (1980),
tratando sementes de soja com fungicidas, observaram que esses
proporcionaram um aumento no "stand" da cultura, ressaltando ainda a
eficiéncia do fungicida Tiram.

Ja os fungicidas carbendazim+thiram (24%), fludioxonil (31%),
pencycuron (38%) apresentaram os menores valores de plantulas normais
germinadas, igualando-se estatisticamente a testemunha inoculada (31%)
(Tabela 2). Embora Menten (1995) tenha afirmado que o vigor das sementes
influi na resposta ao tratamento fungicida, Casa et al. (1998) observaram que
o controle de S. maydis em milho, por meio de tratamento quimico de
sementes ndo proporcionou valores mais elevados de germinacdo, mas
manteve o potencial fisiologico da semente e, reduziu ao mesmo tempo, a
transmissdo do patdogeno, como os resultados observados no presente
trabalho.

Observou-se que todos os tratamentos apresentaram germinagao
inferior ao limite estabelecido para a cultura do café¢ (70%). Fato este,
atribuido ao baixo poder germinativo das sementes de café do lote utilizado
(42,0%) observado na testemunha absoluta, sem aplicacdo de nenhum
tratamento. A baixa germinacdo das sementes mesmo tratadas com os
fungicidas pencicuron e fludioxonil comparados estatisticamente a
testemunha inoculada, além do baixo vigor apresentado pelas sementes desse
lote, também pode ser explicada pela alta infec¢do das sementes pelo fungo
Fusarium spp. (Tabela 3) que pode ter mascarado a avaliacdo dos efeitos de
C. gloeosporioides. Esses tratamentos apresentaram niveis de infec¢do de
(69,5 %), (39,5 %) e (41 %) respectivamente. Além disso, a testemunha
inoculada apresentou 21 % de infeccdo por C. gloeosporioides,
demonstrando a possivel interferéncia desses dois fungos na germinagio das

sementes.
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TABELA 3. Incidéncia de microrganismos (%) em sementes de Catuai
Vermelho submetidas a tratamento com fungicidas, apods
7dias de incubagido. UFLA, Lavras, MG, 2009".

Tratamentos Fusarium Aspergillus Penicillium
SPP- SPP- SPP-
Pencycuron 39,5¢ 0,0b 0,0b
Tolyfluanid 0,5a 0,0b 0,0b
Carbendazin+ thiram 5,0b 1,0b 0,0b
Triadimenol 45a 0,5b 0,5b
Tiram 25a 0,5b 0,0b
Fludioxonil 39,5¢ 0,0b 0,0b
Testemunha Inoculada 41,0 c¢c 5,0a 20a

"Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5
% de probabilidade.

Os fungos Aspergillus spp. , Penicillium spp. ¢ Fusarium spp. foram
encontrados associados as sementes de café analisadas. Dias & Barros
(1993) também observaram a presenga dos fungos Penicilium spp.,
Aspergillus spp. € Fusarium spp. em sementes de café¢ arabica. O género
Fusarium spp. foi observado em 100% das sementes com pergaminho

Todos os produtos foram eficientes no controle de Aspergillus spp. e
Penicillium, diferindo estatisticamente da testemunha inoculada (Tabela 3).
Lasca et al. (2005) ressaltaram a eficiéncia dos fungicidas Tiram, tolyluanid
e carbendazintthiram, na reducdo da incidéncia de Penicillium sp. e
Aspergillus sp. em sementes de milho.

Em relacdo a redugdo na incidéncia de fungos do género Fusarium
spp. nas sementes, os melhores resultados foram obtidos com fungicidas
tolyfluanid (0,5%), triadimenol (4,5%), tiram (2,5%) e carbendazin+thiram
(5,0%), quando comprados a testemunha (41%). As sementes tratadas com
os fungicidas pencycuron ¢ fludioxonil apresentaram as maiores incidéncia
do fungo, ambas (39,5%) e foram estatisticamente iguais a testemunha
inoculada ambas. Pinto (2004) ressalta eficiéncia do fungicida thiram no
controle de Fusarium subglutinans associado as sementes de sorgo.

A inexisténcia de fungicidas recomendados para o controle de

C.gloeosporioides, ¢ de varios outros fungos, até a presente data, em
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sementes de café, se deve principalmente a quantidade insuficiente de
pesquisas sobre a transmissibilidade e interagdo patdgeno x hospedeiro nos
patossistemas envolvidos. No entanto, alguns trabalhos sobre a mancha
manteigosa no cafeeiro a partir de 1993 (Dorizzoto, 1993; Orozco Miranda,
2003; Ferreira et al., 2004, 2005; Pereira, 2005; Lins, 2006; Martins, 2008;
Ferreira et al., 2009) confirmam a necessidade de que a reducdo de inoculo
primario do agente causal nas sementes seja realizada, haja vista que a
producao de mudas a partir de sementes infectadas, com toda a certeza esta

diretamente relacionada ao aumento de focos a campo.
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4 CONCLUSOES

O tratamento quimico foi eficiente na redugdo da incidéncia de

Colletotrichum gloeosporioides nas sementes de cafeeiro.

Os tratamentos que proporcionaram maior percentagem de plantulas

normais germinadas foram: tolyfluanid, triadimenol e tiram.
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CAPITULO 3

TRATAMENTO TERMICO DE SEMENTES DE CAFEEIRO (Coffea
arabica L.) NO CONTROLE DE Colletotrichum gloeosporioides
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RESUMO

VIEIRA, Jucilayne Fernandes. Tratamento térmico de sementes de
cafeeiro (Coffea arabica 1.) no controle de Colletotrichum
gloeosporioides. 2009. 70p. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Colletotrichum gloeosporioides pode estar associado as sementes de cafeeiro
como contaminante superficial ou colonizador de tecidos internos, causando
assim reducdo na qualidade sanitaria e fisiologica das mesmas. O tratamento
térmico vem despertando interesse por oferecer eficiéncia no controle de
fungos em sementes infectadas. Nesse sentido, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia da termoterapia no controle de
C.gloeosporioides em sementes de cafeeiro. O tratamento térmico foi
realizado pela imersdo das sementes, (sem ou inoculadas com o fungo) em
banho-maria, com temperaturas de 50 °C e 60 °C por 1 minuto, 7 minutos ¢
30 segundos e 15 minutos. Para avaliar a eficiéncia dos tratamentos foram
realizados os testes de germinagdo das sementes e sanidade pelo método
“Blotter test”. Os tratamentos térmicos foram eficientes no controle de C.
gloesporioides, sendo que melhor tratamento térmico na redugdo fungo nas
sementes foi 60 °© C por 15 minutos, entretanto, esse tratamento reduziu
significativamente a germinagdo das sementes.

! Comité orientador: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador)

28



ABSTRACT

VIEIRA, Jucilayne Fernandes. Thermal treatment of coffee seeds (Coffea
arabica L.) for controlling of Colletotrichum gloeosporioides. 2009. 70p.
Dissertation (Master in Agronomy/Plant Pathology) - Federal University of
Lavras, Lavras, MG.!

Colletotrichum gloeosporioides may be associated with coffee seeds as
superficial contaminating or colonizing the internal tissues. Thus, this fungus
causes reduction in the sanitary and physiological qualities of the seeds. The
thermal treatment has been seen as interesting for offering efficiency for the
control of fungi in contaminated and infected seeds. Therefore, the objective
of this work was to evaluate the efficiency of the thermotherapy for the
control of C.gloesporioides in coffee seeds. The thermal treatment was
carried out by immersion of the seeds, (without or inoculated) in water bath,
at temperatures of 50 e 60 °C °C per 1 minute, 7 minutes and 30 seconds and
15 minutes. Blotter and germination tests were done in order to evaluate the
efficiency of the treatments. The thermal treatments were efficient for the
control of C. gloeosporioides. The best thermal treatment in the fungus
reduction in the seeds was 60 ° C per 15 minutes, however, this treatment
reduced, significantly, seeds germination.

! Advising Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Adviser)
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1 INTRODUCAO

A mancha manteigosa destaca-se no patossistema Colletotrichum x
caffeiro por ser altamente deletéria ocasionando a diminui¢do progressiva na
produtividade, culminando com a morte dos cafeeiros infectados (Ferreira et
al., 2005). Para a cafeicultura, a transmissdo de Colletotrichum
gloeosporioides, agente etiologico da mancha manteigosa, pela semente
(Lins, 2006; Ferreira et al., 2009) constitui-se num grande problema, uma
vez que as lavouras de café sdo formadas a partir de mudas obtidas de
sementes.

A obtengdo de sementes de café de alta qualidade fisioldgica e
sanitaria ¢ fundamental (Ferreira et al., 2004), sendo imprescindivel a
aplicagdo de métodos de controle de fitopatdogenos.

A termoterapia, que consiste na exposicdo das sementes a acdo do
calor em combinagdo com o tempo de tratamento, tem demonstrado
eficiéncia (Machado, 2000). Dessa forma, a termoterapia que tem se
apresentado como uma técnica eficiente de erradicagdo de patdgenos em
sementes e frutos, e pode constituir-se numa alternativa para o controle de C.
gloeosporioides em frutos e sementes de café. Entretanto, tornam-se
necessarios o estudo e aperfeicoamento principalmente com relagdo as
temperaturas de exposicdo das sementes, bem como no seu efeito na
qualidade fisiologica das sementes e qualidade dos frutos. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do tratamento
térmico no controle de C. gloeosporioides; avaliando-se a eficiéncia na
qualidade sanitaria e os efeitos deletérios na germinacdo de sementes de

cafeeiro.

30



2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Diagnose e
Controle de Enfermidades de Plantas ¢ Patologia de Sementes do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),

em Lavras, Minas Gerais.

2.1 Obtenciao de isolados de Colletotrichum gloeosporioides de cafeeiros

Os isolados de Colletotrichum gloeosporioides foram obtidos de
sementes (isolado 1) de plantas sem sintomas de mancha manteigosa e de
ramos com sintomas de seca de ponteiros (isolado 2) de plantas com mancha
manteigosa e na cultivar Catuai Vermelho. Fragmentos dos tecidos
infectados foram desinfestadas com alcool a 70% e hipoclorito de soédio a
1%, transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura MEA a 2%
(extrato de malte-agar) e incubadas por 7 dias em cdmara de crescimento, a
temperatura de 22 +2° C e fotoperiodo de 12 horas. As coldnias purificadas

foram utilizadas para a obtencdo de culturas monosporicas.
2.2 Origem dos lotes de sementes

As sementes da variedade Catuai Vermelho, safra 2008, foram
fornecidas pela fazenda Laje localizada no Municipio de Paraguacti -MG e
pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig) no
Municipio de Lavras-MG.

2. 3 Inoculacao das sementes

Os isolados do fungo obtidos de sementes (isolado 1) ou da seca de

ponteiros (isolado 2) foram transferidos, separadamente, para placas de Petri
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contendo meio MEA a 2% e incubados em BOD com temperatura de 25 °C
+ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas por sete dias. Apos esse periodo, uma
suspensdo de conidios foi preparada adicionando-se 10 mL de agua destilada
e esterilizada em cada placa e quantificada em Camara de Neubauer, sendo 1
mL dessa, na concentracdo de conidios de 2x10° conidios.mL", colocado em
cada placa de Petri contendo meio MEA 2% e novamente incubadas nas
condic¢des anteriormente citadas.

Apds um periodo de 7 dias de crescimento das col6nias, as sementes
(com pergaminho), ja desinfestadas anteriormente com hipoclorito de sodio
a 2%, por um minuto e secas em papel Germitest esterilizado por 24 horas,
foram colocadas em contato direto com o micélio dos isolados por um

periodo de 144h.

2. 4 Teste de sanidade

A qualidade sanitaria das sementes foi determinada por meio da
avaliagdo em “Blotter test”, que consistiu da distribuicdo de oito repeticdes
de 25 sementes em placa de Petri, de 15 cm de diametro, contendo trés
folhas de papel de filtro previamente esterilizadas e umedecidas em meio
agar- agua a 0,5%. As placas foram incubadas a temperatura de 20 °C + 2 °C
e com fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de sete dias. Cada semente
foi examinada individualmente em microscopio estereoscOpico, para
verificagdo da ocorréncia de C. gloeosporioides e outros fungos associados

as mesmas.
2. 5 Teste de germinac¢ao em laboratorio

No teste de germinac¢do em rolo de papel (tipo Germitest) foram
utilizados quatro repeti¢des de 50 sementes (com pergaminho). O papel

Germitest foi umedecido com agua destilada e com 2,5 vezes o peso do

papel de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992). Os
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rolos de papel foram colocados em germinador com temperatura de 30 °C +
2 °C, por um periodo de 30 dias. Apds esse periodo, realizou-se contagem de

sementes germinadas (plantulas normais).

2.6 Experimento 1: Influéncia da termoterapia no controle de
Colletotrichum gloeosporioides e na qualidade fisiologica de sementes de

café inoculadas com isolado 1

As sementes foram inoculadas pelo método do contato direto com a
colonia do fungo, descrito no item 2.3. Apds inoculagdo, as sementes foram
colocadas para secagem a temperatura ambiente por um periodo de 24 horas.
Ap0s esse periodo, as sementes foram imersas por 1 minuto, 7 minutos e 30
segundos e 15 minutos em agua com temperaturas de 50 °C e 60 °C e
colocadas para secagem por um periodo de 24 horas, como também o
controle (apenas inoculada).

A qualidade fisiologica foi determinada por meio do teste de
germinagdo, avaliado aos 30 dias e, a sanidade por meio do “Blotter Test”,

apos 7 dias.

2.6.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x3 + 1, com oito repeti¢cdes de 25 sementes para o teste de
sanidade e para porcentagem de germinag¢do das sementes utilizou-se 4
repetigdes de 50 sementes. Os dados obtidos nos ensaios foram submetidos a
analise de variancia ¢ as médias comparadas pelo teste de Tuckey (p <0.05),

sendo que os dados de sanidade foram transformados em (X + 1)*°.
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2.7 Experimento 2: Influéncia da termoterapia no controle
Colletotrichum gloeosporioides e na qualidade fisiologica sementes de

café inoculadas com isolado 2

Esse experimento segue a mesma metodologia do anterior.
Entretanto, o isolado inoculado é proveniente de plantas de café com

sintomas seca de ponteiros.

2.7.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x3 + 1, com oito repeti¢cdes de 25 sementes para o teste de
sanidade e para porcentagem de germinacdo das sementes utilizou-se 4
repetigoes de 50 sementes. Os dados obtidos nos ensaios foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <0.05),

sendo que os dados de germinagio foram transformados em (X + 1)*°.

2.8 Experimento 3: Influéncia da termoterapia no controle de
Colletotrichum gloeosporioides em sementes de café coletadas de plantas

com mancha manteigosa

Esse experimento segue a mesma metodologia do anterior.

Entretanto, as sementes de café ndo foram inoculadas.

2.8.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x3 + 1, com oito repeti¢cdes de 25 sementes para o teste de
sanidade e para porcentagem de germinag¢do das sementes utilizou-se 4
repetigoes de 50 sementes. Os dados obtidos nos ensaios foram submetidos a

analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <0.05),
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sendo que os dados de sanidade foram tranformados em (X + 1)"”.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento 1: Influéncia da termoterapia no controle de
Colletotrichum gloeosporioides e na qualidade fisiologica de sementes de

café inoculadas com isolado 1

A interacdo entre temperatura e tempo de exposi¢do das sementes
ndo foi significativa (P<0,05). Porém, houve diferenga significativa para os
fatores tempo de exposigdo das sementes e temperatura isoladamente
(Tabela 4).

O tratamento térmico nas temperaturas de 50 °C e 60 °C, e em todos
os tempos reduziram significativamente a incidéncia de Colletotrichum
gloeosporioides nas sementes, quando comparados a testemunha inoculada.
A temperatura de 50 °C por 1 minuto apresentou a maior incidéncia do
fungo nas sementes (2%), quanto comparado aos demais tratamentos.
Entretanto, esse tratamento diferiu estatisticamente da testemunha inoculada.
Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Tanaka et al. (2003)
que verificaram o controle de espécies do gé€nero Colletotrichum spp. em
temperaturas entre 40 ¢ 60° C, bem como, a inativagdo do indculo de C.
fragariae com a temperatura de 45 °C por 30 minutos. Ja as espécies C.
acutatum, e C. lindemuthianum foram mais sensiveis ao efeito da
temperatura € ndo sobreviveram ao tratamento térmico acima de 40 °C por
30 minutos.

Analisando as sementes apenas inoculadas (Tabela 4) observa-se que
a porcentagem de incidéncia de C. gloeosporioides foi baixa, o que pode ter
ocorrido devido a grande variabilidade patogénica apresentada por fungos
desse género. Segundo Galli et al. (2007), existe diferenca entre isolados de
Colletotrichum dematium var. truncata. O isolado 1 proveniente de plantas
com sintomas de antracnose na regido de Jaboticabal-SP, foi mais
patogénico que o isolado 2 proveniente de Campinas-SP. Observaram

também que, no preparo do indculo, o isolado 2 apresentou maior quantidade
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de esporos, no entanto essa maior concentragdo de esporos ndo foi suficiente
para promover o maior transporte do fungo pelas sementes. Além disso, a
maior esporula¢do do isolado menos patogénico pode ser um mecanismo de
sobrevivéncia do fungo. Em teoria, fungos com maior patogenicidade,

necessitam de menor quantidade de esporos para infectar seus hospedeiros.

TABELA 4. Incidéncia de C. gloeosporioides ¢ percentual de germinacdo de
sementes de café inoculadas e tratadas com agua quente. UFLA,
Lavras, MG, 2009'.

Tratamentos Colletotrichum Germinacio (%)
gloeosporioides (%) *

50°C-1° 2,0b 54,0 ab
50°C -7’¢ 30 ” 0,0 ab 69,0 a
50°C- 15° 1,0 ab 66,0 a
60°C- 1’ 1,0 ab 42,5 be
60°C - 7° 30” 0,5 ab 21,5d
60°C- 15° 1,0 ab 22,5 cd
Testemunha inoculada 45a 35,0 bed
Média 1,43 44,36

> minutos, ” segundos
'Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5 %
de probabilidade. *Dados tranformados em (X + 1) *°.

Com relacdo aos resultados de germinacao (tabela 4), as maiores
porcentagens de germinagdo foram observadas nas sementes submetidas ao
tratamento térmico a 50°C em todos os tempos de exposi¢des analisados,
isso mostra que esse tratamento ndo foi prejudicial a qualidade fisiologica
das sementes, diferindo significativamente da testemunha inoculada. Além
disso, o tratamento a 50° C por 7 minutos e 30 segundos, erradicou o fungo
das sementes de café, e ainda apresentou a melhor porcentagem de
germinagdo. A aplicagdo do tratamento a 60 °C, em todos os tempos de
exposicdo foi significativamente maior do que na testemunha, reduzindo a
incidéncia de C. gloeosporioides, porém reduziram significativamente a
germinagdo das sementes (Tabela 4).

Com o objetivo de verificar a porcentagem de germinagdo do lote de

sementes utilizadas nesse ensaio, foi analisada uma testemunha total, sem
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aplicagdo de nenhum tratamento, ¢ em teste de germinacdo verificou-se
45,0% de plantas normais germinadas, isso mostra um baixo poder
germinativo das sementes de café desse lote. De acordo com Popinigis
(1985), a qualidade das sementes ¢ relacionada com a capacidade de
desempenhar fung¢des vitais, caracterizadas por germinagdo, vigor €

longevidade.

TABELA 5. Fungos associados a sementes de café, UFLA, Lavras, MG,

2009".

Tratamentos Fusarium Aspergillus  Penicillium  Cladosporium

Spp- Spp- Spp- Spp-
50°C-1° 41,5b 15,0c 22,5 be 3,5bc
50°C -7’e¢ 30 47,5b 12,0 c 245¢ 2,0 ab
50°C- 15’ 50,0b 95¢ 255¢ 3,0 abc
60°C- 1’ 47,0 b 7,0 be 41,5d 55¢
60°C -7’ 30” 12,0 a 3,0 ab 32,5cd 0,0 a
60°C- 15’ 38,0b 0,0 a 12,5a 0,0a
Média 39,33 7,75 26,50 2,33

> minutos, ” segundos,
'Médias seguidas da mesma letra na coluna no diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5 %
de probabilidade. 'Dados tranformados em (X + 1)*

A temperatura de 60 °C por 7 minutos ¢ meio, apresentou menor
incidéncia de Fusarium spp. nas sementes de cafeeiro (12%), diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Entretanto, nenhuma combinacdo
dos tempos de exposi¢do e as temperaturas foi capaz de erradicar fungos do
género Fusarium spp. das sementes. Esses resultados estdo de acordo aos
encontrados por Tanaka et al. (2003) que verificando a eficiéncia do
tratamento térmico no controle de fitopatdgenos, observaram que muitos
fungos foram controlados ou erradicados, em varias combinagdes tempo X
temperatura, entretanto, dentre os fungos do género Fusarium spp., a espécie
F. subglutinans permaneceu viavel apos tratamento a 55 °C por 30 minutos,

enquanto que Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick &
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Snyder (feijoeiro) e Fusarium spp. (morangueiro), ainda mostraram
crescimento apds exposi¢do a 60 °C durante 10 minutos.

Além de Fusarium spp., foram observados nas sementes fungos do
género Aspergillus spp, Penicillium spp e Cladosporium spp., com variacao
na incidéncia. Entre os tratamentos, destacou-se 60°C por 15 minutos por

apresentar melhor eficiéncia no controle desses fungos (Tabela 5).

3.2 Experimento 2: Influéncia da termoterapia no controle
Colletotrichum gloeosporioides e na qualidade fisiolégica sementes de

café inoculadas com isolado 2

A interagdo entre temperatura e tempo de exposicdo das sementes
apresentou efeito  significativo (P<0,05), para incidéncia de C.
gloeosporioides e para a porcentagem de germinacdo das sementes. Com
relacdo a sanidade (Tabela 6), as sementes que foram submetidas ao
tratamento térmico apresentaram diminuicdo na porcentagem de C.
gloeosporioides quando comparados com a testemunha (66,5 %). Entre os
tratamentos, o maior valor de incidéncia do fungo ocorreu para a
temperatura de 50° C com tempo de exposicdo de 1 minuto, diferindo

estatisticamente dos demais tratamentos.
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TABELA 6. Incidéncia de C. gloeosporioides e percentual de germinagio
em sementes de café¢ tratadas com agua quente. UFLA,
Lavras, MG, 2009".

Tratamentos Colletotrichum Germinacao (%)
gloeosporioides (%) **

50°C- 1’ *33,0 Bb 52,5 Aa
50°C -7’e¢ 30 *5,0 Aa *56,5 Aa
50°C- 15’ *5,5 Aa *55,0 Aa
60°C- 1’ *2,5 Aa *67,5 Aa
60°C -7’ 30” *2,5 Aa 53,0 Aa
60°C- 15’ *1,0 Aa *3,5Bb
Testemunha inoculada 66,5 38,5

Média 16,57 46,64

*Diferentes estatisticamente da testemunha pelo teste Scheffé a 5% de probabilidade

> minutos, ” segundos, **Dados tranformados (X + 1)*°

! Médias seguidas pela mesma letra minascula ou maitiscula na coluna nio diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A temperatura de 60 ° C no tempo de exposicdo de 15 minutos
apesar de controlar o fungo, reduziu significativamente a germinacdo das
sementes (tabela 6). Dessa forma, esse tratamento pode ser considerado
desfavoravel para o crescimento do fungo e da planta. Segundo Machado
(2000) embora eficiente no controle de patdogenos associados a sementes, a
termoterapia pode causar danos a sua qualidade fisiologica, principalmente
pelo rompimento das membranas celulares ou desnaturagdo de proteinas dos
tecidos externos, os quais podem ocasionar a perda de metabolitos que
podem ser utilizados na germinac¢do e no crescimento da plantula. Além
disso, Lopes et al. (1991) e Castellani et al. (1996) observaram que a
contaminagdo das sementes pode afetar, de forma severa, a qualidade
fisioldgica e, em alguns casos, inibir por completo a capacidade germinativa
das sementes.

Apesar das particularidades de cada patossistema, resultados
semelhantes foram obtidos por Coutinho et al. (2007), apesar de os
tratamentos térmicos na temperatura de 60 °C e nos tempos acima de 10
minutos, serem os mais eficazes no controle dos fungos, principalmente de

F. verticillioides, afetaram adversamente a qualidade fisiologica das
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sementes, colocando o lote em questio fora dos padrdes de certificagdo e
comercializagdo, conforme normas da Comissdo de Sementes ¢ Mudas de
Minas Gerais (CESM - MG). A termoterapia de sementes, visando ao
controle de patdgenos, baseia-se no diferencial dos pontos térmicos letais de
sementes e patogenos, sendo que o sucesso deste método sera maior sempre
que esses pontos estiverem bem distanciados um do outro (Machado, 2000).
Neste estudo, verificou-se que os pontos térmicos letais de sementes de
milho e F. verticillioides estdo muito proximos, inviabilizando o sucesso da
técnica no controle do patogeno.

A termoterapia ou tratamento térmico ou hidroterapia ¢ um método
alternativo que tem sido usado ha varios anos para controle de doengas
fingicas em pos-colheita (Couey, 1989). Entretanto, as maiores limitagdes
ao seu uso referem se a falta de protecdo residual contra a recontaminagio
por patogenos oportunistas e as injurias promovidas no hospedeiro.

A combinagdo de métodos de controle pode mostrar efeito aditivo ao
aumentar a eficiéncia de controle das podriddes e prolongar a vida pos-
colheita dos frutos, como no caso da termoterapia, onde o controle ¢
geralmente parcial, necessitando da suplementagdo de fungicidas durante ou
apos o tratamento para atingir nivel de controle satisfatorio (Jacobi et al.,

1994).

3.3 Experimento 3: Influéncia da termoterapia no controle
Colletotrichum gloeosporioides em sementes de café coletadas de plantas

com mancha manteigosa

A interagdo entre temperatura e tempo de exposi¢do das sementes foi
significativa para a porcentagem de germinagdo das sementes (Tabela 7).
Analisando a incidéncia de C. gloeosporioides em cada temperatura e seus
respectivos tempos, observou-se diferenca significativa dos tratamentos em

relacdo a testemunha (Tabela 7). A testemunha absoluta apresentou 20 % de
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incidéncia de C. gloeosporioides. Estudo realizado por Orozco Miranda et
al.(2002a,b,c) com sementes colhidas de plantas doentes com mancha
manteigosa verifica-se incidéncia de 14 % de Colletotrichum spp. nos
endospermas. Esses autores, também observaram apOs semearem em areia
estéril sementes com Colletotrichum spp., no teste de sanidade, essas
sementes foram plaqueadas em meio de cultura e apresentaram C.
gloeosporioides, com as mesmas caracteristicas observadas em isolados de
plantas adultas enfermas.

Os resultados obtidos sdo reforgcados por outros descritos
anteriormente (Machado, 2000; Orozco Miranda, 2003), nos quais
Colletotrichum spp. € citado como presente nas sementes de cafeeiro.

De acordo com os resultados, a termoterapia € eficiente na reducgio
do fungo nas sementes, isso foi observado nas duas temperaturas e em todos
os tempos utilizados. Além disso, analisando a temperatura de 60 ° C por 7
minutos e 30 segundos e 15 minutos ndo se observa presenga de C.
gloeosporioides, evidenciando erradicacdo do fungo das sementes, apesar de

ndo diferirem estatisticamente dos demais tratamentos.
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TABELA 7. Incidéncia de C. gloeosporioides e percentual de germinagio
em sementes de café¢ tratadas com agua quente. UFLA,
Lavras, MG, 2009".

Tratamentos Colletotrichum Germinacao (%)
gloeosporioides (%)**

50°C- 1’ 6,0 a 37,0 Aa
50°C -7’e¢ 30 ” 4,0a 35,5 Aa
50°C-15° 4,0a *24.5 Aa
60°C- 1’ 4,0a *43,5 Aa
60°C - 7° 307 0,0a *7,0 Bb
60°C-15° 0,0a *1,0 Bb
Testemunha absoluta 20,0 b 35,0
Média 5,43 26,21

*Diferentes estatisticamente da testemunha pelo teste Scheffé a 5% de probabilidade

> minutos, ” segundos, **Dados tranformados (X + 1)*°

! Médias seguidas pela mesma letra minuscula ou maitiscula na coluna nio diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A porcentagem de germinagdo das sementes nos tratamentos com
termoterapia e na testemunha inoculada foi baixa (média de 26,21
%).0Observa-se que a medida que se aumenta o tempo de exposicdo das
sementes nas duas temperaturas estudadas, ocorre redugdo na germinagdo de
maneira consideravel, com exce¢do da temperatura de 60 °C por 1 minuto
(Tabela 7).

Verifica-se que os tratamentos nao foram significativos para 50° C
por 1 minuto e por 7 minutos ¢ 30 segundos, quando comparados a
testemunha. A testemunha inoculada apresentou 35,0 % o maior valor de
infecgdo do fungo nas sementes.

Na temperatura de 60 ° C por um tempo de exposi¢do de 15 minutos
em agua quente, verifica-se germinagdo de apenas 1 %, nesse caso, esse
tratamento ¢ inviavel para ser utilizado em sementes de café.

Em experimento com termoterapia Mendes et al. (2001) avaliaram
tratamentos térmicos umidos a 50 °C (10 e 20 minutos) e a 40 °C (pré-
tratamento) por 10 ou 20 minutos, seguidos de tratamento a 50 °C pelo
mesmo periodo, controlaram significativamente F. oxysporum das sementes

de alfafa sem afetar significativamente a germinag@o das sementes. Quando
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se utilizou a temperatura de 50 °C no periodo de 30 minutos, os tratamentos
foram eficientes na erradicagdo do fungo, entretanto afetaram
significativamente a germinagdo das sementes de alfafa. Winter et al. (1997)
alcangaram resultados semelhantes, eliminando completamente F.
oxysporum de sementes de cereais ao utilizarem calor imido a 60 °C por 20
minutos, com perdas no poder germinativo, no entanto na temperatura de 56-
58 °C por 20 minutos, o fungo foi controlado sem prejudicar a germinagao.

Nesse sentido, para que o tratamento térmico tenha sucesso ¢
necessario encontrar o bindmio temperatura x tempo exato, essa combinagao
deve controlar patogenos de maneira satisfatoria ¢ ao mesmo tempo nao
prejudicar a qualidade fisioldgica das sementes.

Em estudo realizado por Ferreira (2006) verifica-se aumento no
numero de plantulas mortas ao longo do tempo (aos 28 dias apds o
transplantio observa-se 74% de morte). Ao final do experimento,
sobreviveram do lote de sementes procedentes de plantas com mancha
manteigosa, apenas 5,2 % de plantulas. E em algumas das plantulas foram
observados sintomas tipicos da doenca nas folhas dos cotiledonares.

Segundo Vargas & Gonzalez (1972) acredita-se que provavelmente
exista um carater genético que predispde estas plantulas oriundas de
sementes de plantas doentes a uma maior suscetibilidade bem como, na

reproducdo dos sintomas em folhas de café.
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4 CONCLUSOES

Os tratamentos térmicos foram eficientes na reducdo da incidéncia

de C. gloeosporioides nas sementes.

A temperatura de 60° C por 15 minutos ¢ prejudicial para

germinagdo das sementes de cafe.
A patogenicidade dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides

podem influenciar no aumento de resposta ao tratamento termoterapico em

sementes de cafeeiro.
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CAPITULO 4

Controle e alteracoes bioquimicas em frutos de cafeeiro inoculados com

Colletotrichum gloeosporioides e submetidos a termoterapia
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RESUMO

VIEIRA, Jucilayne Fernandes. Controle e alteracées bioquimicas em
frutos de cafeeiro inoculados com Colletotrichum gloeosporioides e

submetidos a termoterapia. 2009. 70p. Dissertagdo (Mestrado em
Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

O tratamento térmico € um método de desinfestacdo de frutos. O calor atua
sobre a germinac¢do e o crescimento de estruturas de patdogenos e sobre o
fruto, aumentando a resisténcia a infeccdo. O trabalho teve como objetivo
avaliar a eficiéncia da termoterapia no controle de C. gloeosporioides em
frutos, visando qualidade sanitiria das sementes e as possiveis alteracdes
bioquimicas nos frutos. Os frutos inoculados com isolado obtido de frutos
(isolado 3) de plantas sem sintomas de mancha manteigosa, ou sem
inoculagdo foram submetidos a termoterapia por 1 minuto em banho- maria.
Amostras dos frutos inoculados ¢ tratados com termoterapia foram coletadas
para analises bioquimicas. Foram realizados os testes de sanidade pelo
método “Blotter test” para avaliacdo da sanidade das sementes. A
termoterapia demonstrou-se  eficiente em frutos controlando C.
gloeosporioides. Observou-se variacdo nos teores de proteina total, fenois
soluveis totais, e nas atividades das enzimas peroxidase e polifenoloxidase a
depender do isolado utilizado na inoculagdo dos frutos.

! Comité orientador: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

VIEIRA, Jucilayne Fernandes. Control and alterations bioquemical of
coffee fruits inoculated artificially with Colletotrichum gloeosporioides
and submitted to thermotherapy. 2009. 70p. Dissertation (Master in
Agronomy/Plant Pathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG.'

The thermal treatment is a method of desinfestation of fruits. The heat acts
on the germination and growth of structures of the pathogens and on fruit
itself, increasing the resistance to the infection. The present work intends to
evaluate the efficiency of the thermotherapy on the control of C.
gloeosporioides in fruits, and, therefore, increasing the sanitary quality of the
seeds and altering fruit substances. The fruits inoculated with isolate from
coffee fruits (isolated 3) of plants without of blister spot’s symptoms, or
without inoculation were submitted to the thermotherapy per 1 minute in
water bath. Samples of the fruits inoculated and submitted to the
thermotherapy were collected for the biochemical analyses. The blotter test
was carried out for the evaluation of the seed’s health. The thermotherapy
was efficient in controlling C. gloeosporioides on fruits. There were
variations in total protein, total soluble phenols, and in the activities of
peroxidase and polypfenol oxidase enzymes when different isolates are used
in the inoculation of the fruits.

! Advising Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Adviser)
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de microrganismos, em pré ou pos-colheita, apresenta-
se como um dos principais fatores determinantes na qualidade do café.

Os frutos de café estdo expostos a uma diversidade de
microrganismos que em condig¢des favoraveis, desenvolve-se nos graos de
café produzindo enzimas que agem sobre os componentes quimicos da
mucilagem, principalmente sobre os agucares fermentando-os e produzindo
alcool, desdobrado em acido acético, lactico, propidnico e butirico e outros
acidos carboxilicos. Com o inicio da produgdo de acido butirico, comega a
haver prejuizo na qualidade do café. Qualidade também afetada pela
fermentagdo prolongada, quando os micro-organismos produzem outros
compostos responsaveis pelos sabores indesejaveis (Carvalho, 1985).

Bitancourt (1975), visando determinar os microrganismos que
constituem a microflora do café cereja em diferentes fases do preparo, no
cafezal e no terreiro de secagem, isolou e observou que os fungos mais
abundantes foram Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp. € bolores
verdes (Penicillium spp.). Também foram identificados: Aspergillus niger v.
Tiegh no café seco em terreiro; Cladosporium sp., que se desenvolve ainda
no pé e ndo no terreiro durante a secagem, como normalmente ocorre com
outros fungos; Rhizopus nigricans Ehr.; Rhizopus sp.; Phomopsis sp. e
Espicoccum sp.

A presenga do género Colletotrichum sp. verificada por Dickman &
Patil (1998), praticamente em todos os estddios de maturagdo,
principalmente nos estadios “verde” e “verde-cana”, pode ser explicada pela
habilidade desse microrganismo em colonizar tecidos ainda imaturos, devido
a acdo da enzima cutinase. Alves & Castro (1998) encontraram
Colletotrichum spp. em frutos de cafeeiro nas fases verde-cana e cereja.

Para evitar ou restringir o desenvolvimento do patdégeno dentro do
hospedeiro, os mecanismos de defesa de plantas evoluiram (Resende et al.

2008). Teoricamente, existem duas amplas categorias de defesa: a estrutural,
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morfoldgica ou anatdmica e a bioquimica ou fisiologica. Os mecanismos
estruturais da planta atuam como barreiras fisicas, impedindo a entrada do
patogeno ¢ a colonizacdo dos tecidos, enquanto as reagdes quimicas que
ocorrem nesses tecidos produzem substancias que se mostram toxicas ao
patogeno ou criam condi¢des adversas ao crescimento deste no interior do
hospedeiro (Pascholati & Leite, 1995). Didaticamente, essas categorias ou
fatores de resisténcia podem ser subdivididos, considerando se um particular
mecanismo ¢ operativo antes da infeccao (resisténcia constitutiva, passiva ou
pré-infeccional) ou se desenvolve como uma conseqiiéncia direta da
interagdo entre a planta € o patdgeno em potencial (resisténcia induzida,
ativa ou pos-infeccional). Uma terceira, intermedidria ¢ freqiiente
subdivisdo, ¢ a chamada resisténcia semi-constitutiva ou parcialmente
induzida (Resende, 1996).

Dentre os mecanismos bioquimicos de defesa destacam-se os
compostos fenolicos, fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese

(PRPs) (Resende et al., 2008). As enzimas peroxidase, polifenoloxidase e

[P

fenilalanina amonia-liase, assim como, todas as proteinas relacionadas
patogénese, geralmente encontram-se presentes constitutivamente e
induzidas e acumuladas apds o contato com o patéogeno ou outro tipo de
estresse incluindo fatores ambientais como seca, salinidade, ferimentos,
metais pesados, tratamentos com eliciadores endogenos e exogenos €

reguladores de crescimento (Ferreira et al., 2007).

Visando qualidade sanitaria das sementes, em considerando que um
manejo adequado dos frutos apés a colheita pode reduzir ou eliminar o
crescimento microbiano e fermentagdes indesejadas, frutos inoculados foram
submetidos ao tratamento térmico, sendo o objetivo do presente trabalho,
avaliar a eficiéncia da termoterapia no controle de C. gloeosporioides, bem

como, possiveis altera¢des bioquimicas nos frutos inoculados e tratados.

53



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos frutos de cafeeiro

Foram colhidos frutos no estadio cereja e verde-cana, da cultivar
Catuai Vermelho, de plantas sem sintomas de mancha manteigosa, no
cafezal experimental da Universidade Federal de Lavras, no Municipio de

Lavras, MG.

2.2 Inoculagiao de Colletotrichum gloeosporioides nos frutos

A inoculagdo foi realizada por meio da infeccdo direta dos frutos,
nesse caso, os frutos foram colocadas em contato com colénia do fungo,

crescidas por cinco dias, por um periodo de 144 h.

2.3 Experimento 1: Influéncia da termoterapia em frutos no controle de
Colletotrichum gloeosporioides

Os tratamentos foram: tratamento controle- (sem tratamento térmico)
e tratamento térmico (50 e 60°C por 1 minuto).

Os frutos maduros de cafeeiro, no estadio cereja, foram lavados com
detergente, hipoclorito de sddio a 1% e colocados em um recipiente aberto a
temperatura 20 °C +2° C para secagem. Apds esse periodo, foram imersos
inteiramente em agua aquecida a 50°C e 60°C por 1 minuto em um aparelho
de Banho-Maria. Em seguida, os frutos foram colocados sobre papel filtro
esterilizados para secagem.

Os frutos maduros submetidos apenas a termoterapia, sem
inoculacdo foram despolpados para obtengdo das sementes.

Os testes de sanidade e germinacao foram realizados de acordo com
as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992), em “Blotter test” e rolo

de papel Germitest umedecidos e avaliados aos 7 ¢ 30 dias, respectivamente.
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2.3.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com oito
repeti¢oes de 25 sementes para o teste de sanidade e para porcentagem de
germinagdo das sementes utilizou-se 4 repeticdes de 50 sementes. Os dados
obtidos nos ensaios foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p <0.05), sendo que os dados de

sanidade foram tranformados em (X + 1),

2.4 Experiemento 2: Alteracées bioquimicas em cafeeiros inoculados

com Colletotrichum gloeosporioides e submetidos a termoterapia

2.4.1 Preparo do extrato bruto de frutos de café para a avaliacio de
proteinas totais, da atividade de guaiacol peroxidase e da
polifenoloxidase

A termoterapia realizada nos frutos verdes e maduros foram:
tratamento controle- (sem inoculagdo e sem tratamento térmico) e inoculagio
com o isolado 2 e 3 Colletotrichum gloeosporioides antes do tratamento
térmico (50 e 60°C por 1 minuto)

Ap0s realizagdo dos tratamentos, os frutos foram envolvidos em
papel aluminio, identificados, mergulhados em nitrogénio liquido, e, apds o
congelamento, acondicionados em sacos plasticos e armazenados em Depp
freezer, a -80 °C. Os tempos de coleta das amostras foram de Oh, 24 ¢ 48h
apos os tratamentos térmicos.

As amostras conservadas em Depp freezer foram moidas em moinho
refrigerado a 4°C e trituradas em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo,
até a obteng@o de um po fino. Posteriormente, aproximadamente 1g desse po
foi depositado em um tubo, ao qual foi adicionado tampdo acetato de sodio
50 mM pH 5,2, 0.1 mM EDTA (SmL de tampdao para cada grama de

amostra) ¢ homogeneizou-se por 10 segundos, em agitacdo. A suspensdo foi
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centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos (0 - 4° C) e o sobrenadante foi

usado como fonte enzimatica.

2.4.2 Determinacio do Contetido de Fenois Solaveis Totais

Fenois soluveis totais foram determinados colorimetricamente como
descrito por Spanos and Wrolstad (1990). Aliquotas de 150ul. do extrato
enzimatico foram misturadas a 150pL do reagente de Folin-Ciocalteau
0,25N, por 5 minutos, homogeneizadas com 150uL de Na,CO; 1M, por 10
minutos e diluidas com 1 mL de agua ultrapura, a temperatura ambiente, por
uma hora. Os valores de absorbancia desta reacdo foram determinados, a
725nm, em espectrofotdometro e calculados com base em curva de catecol.
Os compostos fendlicos totais foram expressos em equivalente ug de catecol

por miligrama de massa fresca.

2.4.3 Determinacao de Proteinas totais

A concentragdo de proteina total soluvel foi aferida conforme ensaio
de Bradford (1976), com a utilizagdo de uma curva padrdo de albumina

sérica bovina (BSA).

2.4.4 Determinacao da atividade de Guaicol peroxidase (POX; EC
1.11.1.7)

A atividade de guaiacol peroxidase foi determinada pela adicdo de
20uL do extrato enzimatico, em uma solucao ajustada para 220 pL contendo
acetato de sodio 50 mM pH 5,2, guaiacol 20mM e peroxido de hidrogénio
60mM em microplaca de 96 cavidades, com capacidade de 350 pL por
cavidade. Apos incubagdo a 30°C, por 10 minutos, a absorbancia foi medida
em um leitor EIA compativel a 480nm (Urbanek et al.,1991). Uma unidade

de atividade de POX foi expressa como variacao na absorbancia a 480nm
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por miligrama de proteina solavel por minuto - UA (mgP min) . Todos os

ensaios enzimaticos foram conduzidos em triplicatas.

2.4.5 Determinacio da atividade de Polifenoloxidase (PPO; EC 1.10.3.2)

A atividade de polifenoloxidase foi determindada pela adigdo de
50uL do extrato enzimatico a 180 pL de uma solugdo contendo 100 mM de
tampao fosfato de potassio, ph 6,5, € 25 mM de catecol em microplaca de 96
cavidades com capacidade de 350 upL por cavidade. O aumento da
absorbancia a 410 nm foi medido ap6és 30 min a 30°C em leitor EIA
compativel (Gauillard et al.1993). Uma unidade de atividade de PPO foi
expressa pela variag@o na absorbancia a 410 nm por mg de proteina solivel
por minuto - UA (mg P min)'. Todos os ensaios enzimaticos foram

conduzidos em triplicatas.

2.4.6 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizados, com 2 tratamentos (50 ¢ 60 ° C) com 2 repeti¢des
de 9 frutos. Os resultados foram estatisticamente analisados pelo teste de

Tuckey a nivel de 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento 1: Influéncia da termoterapia em frutos no controle de

C. gloeosporioides associado a semente de cafeeiro

Mediante os resultados obtidos, admite-se que a termoterapia foi
eficiente no controle de C. gloeosporioides nos frutos, bem como, na
redugdo da incidéncia de Fusarium spp. e Penicillium spp. associados as
sementes (Tabela 10). Entretanto, para que seja comprovada a eficiéncia do
tratamento térmico nos frutos visando erradicagdo do patdogeno na semente,
faz-se necessario que as sementes oriundas de frutos tratados sejam
plantadas, para verificagdo de possiveis sintomas nas plantulas. Em
considerando que Ferreira et al. (2005), verificaram a presenga de
Colletotrichum gloeosporioides no endocarpo (9,72%) e no endosperma
(8,3%) de frutos de cafeeiro.

O tratamento térmico dos frutos ainda pode ser justificado pela
incidéncia observada no exocarpo e no mesocarpo (86,72%) (Ferreira et al.,
2005), pois essa mucilagem contaminada espalhada na &gua durante o
processo de despolpa constitui-se numa suspensao de esporos favoravel para

infeccdo de um maior nimero de sementes.

TABELA 10. Incidéncia de Colletotrichum gloeosporiodes e fungos
associados as sementes de cafeeiro provenientes de frutos
tratados por termoterapia’.

Tratamentos Fungos (%)
C. gloeosporioides Fusarium spp. Penicillium spp.
60 °C 0,0a 150a 18,0 a
50°C 0,0a 17,0 a 35,0b
Testemunha 40b 40,0 b 38,0b

"Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott — Knott a
5 % de probabilidade.
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3.2 Experimento 2: Alteragdes bioquimicas em frutos de cafeeiros
inoculados com Colletotrichum gloeosporioides e submetidos 2a
termoterapia .

3.2.1 Teores de proteina total, fendis soltiveis totais e atividade das

enzimas peroxidase e polifenoloxidase em frutos verdes e maduros.

Com relagdo ao teor de proteina total, observou-se que as
testemunhas (Test- 24 ¢ Test-48) em frutos verdes e maduros, inoculados
com Colletotrichum gloeosporioides isolado da seca de ponteiros e isolado
de frutos apresentaram os maiores valores diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos (Figuras 1 e 2).

Analisando-se as médias separadamente de frutos verdes (0, 7202
ug.mL™) (Figura 1) e (0, 7062 pg.mL") (Figura 2), ¢ também dos frutos
maduros (0, 6217 ug.mL™") (Figura 1) e (0,6101 ug.mL") (Figura 2), foram
observadas diferengas significativas para frutos verdes. Os maiores valores
encontrados de proteina total foram encontrados nesses frutos, como
verificado por Pimenta (1995), em grdos oriundos de frutos verdes,
afirmando que o teor de proteina total varia com o estadio de maturacdo dos
frutos de café.

O tratamento térmico e os tempos de armazenamento nao
influenciaram o teor de proteina total quando comparados a testemunha
(Test-0) inoculada com 144 horas. Entretanto, para Test-24 e Test-48
inoculadas com 144 horas e armazenadas a 24 ¢ 48 horas, respectivamente,
foi observado aumento no teor de proteina total (Figuras 1 e 2).

Teores maiores de fenodis soluveis totais foram observados no
tratamento térmico de 50 °C com 48 horas de armazenamento, € nas
testemunhas diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 1).

As redugdes dos teores de proteina total e fendis soluveis totais
observadas pode ter ocorrido devido a eficiéncia da termoterapia,
controlando Colletotrichum gloeosporioides isolado de seca dos ponteiros. A

maior atividade desses compostos nas testemunhas pode ter ocorrido devido
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a uma resposta ao ataque do patoégeno.

Compostos fendlicos, em alta concentracdo nas células vegetais
podem constituir-se em componentes de defesa do vegetal contra fatores
externos (Pascholati & Leite, 1995).

Os mesmos resultados em relagdo aos teores de proteina total foram
observados nos tratamentos aplicados nos frutos inoculados com o isolado 3,
entretanto, para os teores de fendis soliveis totais os tratamentos ndo

diferiram estatisticamente da testemunha (Figuras 1 e 2).
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FIGURA 1. Teores de proteina total (A), fendis soliveis totais (D) e atividade de
polifenoloxidase (B) e peroxidase (C) em frutos de verdes e maduros,
inoculados com Colletotrichum gloeosporioides isolado da seca de ponteiros
(isolado 1) de cafeeiros, cv. ‘Catuai Vermelho’, submetidos & termoterapia.
Barras com letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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FIGURA 2. Teores de proteina total (A), fendis soliveis totais (D) e atividade de
polifenoloxidase (B) e peroxidase (C) em frutos verdes (FV) e maduros (FM),
inoculados com Colletotrichum gloeosporioides isolado de frutos de cafeeiros
(isolado 3), cv. ‘Catuai Vermelho’, submetidos a termoterapia. Barras com
letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

As atividades de polifenoloxidase nos frutos inoculados com o
isolado 2 e para peroxidase nos frutos inoculados com isolado 2 e 3, ndo
apresentaram efeito significativo (P<0,05).

Em relacdo a atividade da enzima polifenoloxidase, observou-se
comportamento semelhante entre as testemunhas e o tratamentos térmicos
nos diferentes tempos de armazenamento, ocorrendo uma tendéncia de
decréscimo da atividade dessa enzima em fun¢do do aumento do tempo de

armazenamento, exceto no tratamento a 50 °C-0.
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De acordo com Pimenta et al. (2004), fator ambiental como o ataque
de insetos, infecgdes de microrganismos, alteragdes fisiologicas e danos
mecanicos, provocam uma rapida deteriora¢do dos graos de café, pois uma
vez rompida a membrana celular, ocorre um maior contato entre as enzimas
€ 0 s compostos quimicos presentes intra e extra-celular no grdo, provocando
dessa forma reagdes quimicas que modificam a composicdo original do grao.

Neste contexto, acredita-se que a atividade de polifenoloxidase
observada tenha ocorrido devido ao dano ocasionado na membrana pelo
tratamento térmico (60 °C) ou pelo ataque do patogeno (pico de
polifenoloxidase). A tendéncia de decréscimo dessa atividade, por sua vez,

pode ser consequéncia da quantidade de fendis solveis totais.
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4 CONCLUSOES

A termoterapia demonstrou-se eficiente em frutos controlando C.
gloeosporioides ¢ reduzindo a incidéncia de outros fungos associado as

sementes de cafeeiro.

O tratamento térmico e os tempos de armazenamento reduziram os

teores de proteinas total dos frutos verdes ¢ maduros.
Observa-se uma tendéncia acentuada do decréscimo da atividade

da polifenoloxidase nos frutos inoculados (isolado 3), ¢ submetidos a

termoterapia em fun¢ao do aumento do tempo de armazenamento.

63



5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, E.; CASTRO, H. A. Fungos associados ao caf¢ (Coffea arabica L.)
nas fases de pré e pds-colheita em lavouras da regido de Lavras. Summa
Phytopathologica, Piracicaba, v. 24, n. 1, p. 4-7, jan./mar, 1998.

BITANCOURT, A.A. As fermentacdes e podriddes da cereja de café.
Boletim da Superintendéncia dos Servicos do Café, Sdo Paulo, v.32,
n.359, p.1179-1184, 1975.

DICKMAN, M.B.; PATIL, S.S. The role of cutinase from Colletotrichum
gloeosporioides in the penetration of papaya. In: HESS, W.M.; SINGH,
R.S.; SINGH, U.S.; WEBER, D.J. (Ed.). Experimental and conceptual
plant pathology. Montreaux: Gordon and Breach Science, 1988. v.2, p.385-
397.

FERREIRA, R.B.; MONTEIRO, S.; FREITAS, R.; SANTOS, C.N.; CHEN,
Z.; BATISTA, L.M.; DUARTE, J.; BORGES, A.; TEIXEIRA, A.R. The role
of plant defense proteins in fungal pathogenesis. Molecular Plant
Pathology, v.8, n.5, p.677-700, 2007.

PARADELA FILHO, O.; PARADELA, A.L.; THOMAZIELLO, R.A.;
RIBEIRO, I.J.A.; SUGIMORI, M.H.; FAZUOLLI, L.C. O complexo
Colletotrichum do cafeeiro. Campinas: Instituto Agrondmico, 2001.
(Boletim técnico IAC, 191). 11p.

PIMENTA, C. J. Qualidade do café (Coffea arabica L.) originado de
frutos colhidos em quatro estadios de maturacao. 1995. 94 p. (Mestrado
em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

RESENDE, M.L.V. Mecanismos de resisténcia de plantas a doengas
fingicas vasculares. Revisdo Anual de Patologia de Plantas, Passo Fundo,
v.4, p. 329-35, 1996.

RESENDE, M. L. V. ; ALVES, E. ; CAMPOS M. A. ; ROZWALKA, L. C.;
BOTELHO, L. S. ; UCHOA, C. ; FREIRE E.S. ; KOSHIKUMO, E. S. M. .
Mecanismos de defesa de plantas contra doengas. Revisdo Anual de
Patologia de Plantas, Passo Fundo, v. 16, p.133-144, 2008.

64



CONSIDERACOES FINAIS

Devido ao Brasil ser o maior produtor e exportador mundial de café
quaisquer agdes que visem diminuir as perdas de produgdes, principalmente
as ocasionadas por doencgas sdo pertinentes ¢ devem ser incentivadas. Para
que o Brasil mantenha-se como maior produtor e exportador mundial de
café, quaisquer agdes que visem diminuir as perdas de produgdes devem ser
incentivadas, principalmente, as relacionadas ao manejo fitossanitario para o
controle de doencas responsaveis pela reducdo de produtividade do cafeeiro
e qualidade do café.

A severidade de Colletotrichum gloeosporioides, agente etioldgico
da mancha manteigosa, bem como, a transmissdo pelas sementes justificam a
intensificacdo e continuidade dos estudos visando o controle da mancha
manteigosa.

Para o controle de patdogenos em sementes de cafeeiro, o Unico
produto registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, ¢ o fungicida Monceren. Para controle de doengas no campo,
encontram-se registrados fungicidas protetores do grupo quimico inorganico,
sobretudo os cupricos ¢ o do grupo quimico ditiocarbamato para
Colletotrichum coffeanum, conduzindo-nos erroncamente a afirmacdo de ndo
existirem produtos entdo registrados Colletotrichum gloeosporioides,
omitindo-se o fato de Colletotrichum coffeanum ser sinonimia de
Colletotrichum gloeosporioides.

A busca por métodos alternativos para tratamento de sementes e
frutos tornou-se uma necessidade, frente as exigéncias de um mercado mais
rigoroso em sustentabilidade, ou seja, a producdo de produtos
ecologicamente corretos, economicamente viaveis e socialmente justos.
Dentre os métodos propostos, nos ultimos anos, destaca-se a termoterapia
que se apresenta como uma técnica eficiente de erradicacao de patégenos em

sementes e frutos.
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Neste trabalho, alguns aspectos relativos a alteragdes bioquimicas
foram verificados nos frutos (exocarpo, mesocarpo, endocarpo €
endosperma) submetidos a termoterapia. Entretanto, a avaliagdo do efeito da
termoterapia nas sementes com relagdo as temperaturas de exposi¢do e ao
teor de agua das sementes, bem como, efeito na qualidade fisiologica e
bioquimica das mesmas ¢ dos frutos tratados deve ser objetivo de estudos
futuros.

A higienizagdo termoterapica demonstrou eficiéncia e, se
questionamentos relacionados ao tratamento térmico surgirem, cabera
exclusivamente ao produtor de mudas a decisdo de tratar frutos ou sementes

em funcdo do material disponivel para formagao dessas.
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ANEXO

TABELA 6A. Analise de varidncia do contraste Incidéncia de C.
gloeosporioides em sementes de café tratadas com agua

quente, UFLA, Lavras, MG, 2009.

Tratamento Média Contraste Pr>F
50°C1 33,0 1 VS7 0,000
50°C730” 5,0 2VS7 0,000
50°C18 55 3VS7 0,000
60°C1’ 2,5 4VS7 0,000
60°C7°30” 2,5 5VS7 0,000
60°C158 1,0 6 VS7 0,000
Testemunha 66,5 - -
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TABELA 6B. Analise de variancia do contraste da germinagdo de sementes

de caf¢ tratadas com agua quente, UFLA, Lavras, MG, 2009.

Tratamento Média Contraste Pr>F
50°C1 52,5 1 VS7 0,059
50°C730” 56,5 2VS7 0,018
50°C18 55,0 3VS7 0,029
60°C1 67,5 4VS7 0,000
60°C 7°30” 53,0 5VS7 0,051
60°C158 3,5 6 VS7 0,000
Testemunha 38,5 - -
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TABELA 7A. Analise de variancia do contraste da germinagao de sementes

de caf¢ tratadas com agua quente, UFLA, Lavras, MG, 2009.

Tratamento Média Contraste Pr>F
50°C1 37,5 1 VS7 0,561
50°C730” 35,5 2VS7 0,884
50°C18 24,5 3VS7 0,005
60°C1 43,5 4VS7 0,020
60°C 7°30” 7,0 5VS7 0,000
60°C158 1,0 6 VS7 0,000
Testemunha 35,0 - -
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