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RESUMO

AMARAL, Daniel Rufino. Formulacoes de extratos vegetais e
micronutrientes na inducio de resisténcia em mudas de cafeeiro contra
Cercospora coffeicola. 2008. 92 p. Tese (Doutorado em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG!.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
formulacdes a base de extratos vegetais, em mistura € em combinacdo com 0s
compostos ASM (acibenzolar-S-metil), sulfato de cobre, sulfato e cloreto
manganés, na severidade da cercosporiose e no enfolhamento de mudas de café.
Avaliaram-se também os mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de
defesa contra C. coffeicola. Todos os tratamentos foram aplicados via foliar, sete
dias antes da inoculag@o com C. coffeicola. Verificou-se que os tratamentos com
pyraclostobin + epoxiconazole, ASM, EFID e EFID + ASM (no primeiro
experimento), Vica Café® e o NEFID (2 aplicacdes) (no segundo experimento)
fosfito de cobre, a mistura de EFID com cobre e EFID isoladamente (no terceiro
e quarto experimentos); fosfito de cobre, a formulagdo EFID, a mistura de EFID
com sulfato de manganés (0,29 g/L) e EFID com cloreto de manganés (0,435
g/L) (no quinto e sexto experimentos) proporcionaram maior protecio contra a
doenga e aumento no nimero de folhas quando comparados a testemunha
inoculada. As atividades de peroxidase, quitinase e B 1,3-glucanase foram
maiores nas ultimas coletas, a partir de 7 até 21 dias. A excecdo foi para a
enzima B 1, 3-glucanase, que a atividade aumentou nas primeiras horas para os
tratamentos com ASM e NEFID. Para o contetido de fendis totais, observaram-
se maiores atividades aos 11 dias de tratamento. A 4rea abaixo da curva do
contetido de fendis totais foi significativamente maior para os tratamentos com
EFID e NEFID em relacdo ao ASM e as testemunhas inoculada e absoluta.

1Comité de Orientacio: Mario Licio Vilela de Resende — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

AMARAL, Daniel Rufino. Formulations of vegetal extracts and
micronutrients for the induction of resistance of coffee seedlings against
Cercospora coffeicola. 2008. 92 p. Thesis (Doctorate Program in
Phytopathology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.!.

The current work was aimed at evaluating the effect of different formulations
based on plant extracts, in mixture or in combination with the compounds ASM
(acibenzolar-S-methyl), copper sulfate, manganese sulfate or manganese
chloride, in the severity of brown eye spot and on the number of leaves of coffee
seedlings. Biochemical mechanisms involved in the defense response against C.
coffeicola were also evaluated. All the treatments were applied by foliar
spraying, seven days before inoculation with C. Coffeicola. It was verified that
the treatments with pyraclostobin + epoxiconazole, ASM, EFID and
EFID+ASM (in the first experiment), Vica Café® and NEFID (two
applications) (in the second experiment); copper phosphite, the mixture of EFID
with copper and EFID separately (in the third and fourth experiments); copper
phosphite, the formulation EFID, the mixture of EFID with manganese sulfate
(0,29 g/L)) and EFID with manganese chloride (0,435 g/L) (in the fifth and sixth
experiments) had provided higher protection against the disease and increase at
the numbers of leaves when compared to the inoculated control. The activities of
peroxidase, quitinase and beta-1,3-glucanase were higher for samples collected
later in time, from 7 to 21 days after spraying. The exception was for §§ 1, 3-
glucanase, which activity increased in the first hours, for the treatments with
ASM and NEFID. The highest content of total phenolics was detected 11 days
after spraying. The area under total phenolic content curve was significantly
higher for treatments with EFID and NEFID in relation to ASM and controls.

!Guidance Committee: Mdrio Licio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor).

il



1 INTRODUCAO GERAL

O café é uma das importantes fontes de divisas para o Brasil, que € o
principal produtor e exportador mundial. Na safra de 2006/2007, a produgdo
nacional foi de 42,5 milhdes de sacas (60 kg), correspondendo a 34,04% da
producdo mundial. Minas Gerais destaca-se como o maior produtor nacional,
com 21,9 milhdes de sacas; as regides Sul e Centro-Oeste mineiras contribuem
com mais da metade desta producdo, com 12,04 milhdes de sacas, numa area
estimada em 507 mil hectares (Companhia Nacional de Abastecimento, Conab,
2007).

Apesar da representatividade na cafeicultura mundial e do grande
potencial produtivo, alguns fatores contribuem para as perdas na producdo. Entre
os principais problemas da cafeicultura e fontes de perdas na producgdo estdo as
doengas foliares do cafeeiro, causadas por Hemileia vastatrix e Cercospora
coffeicola.

A cercosporiose, conhecida também por mancha-de-olho-pardo ou olho-
de-pomba, causada por C. coffeicola, ¢ uma das doencas mais antigas do
cafeeiro, tanto na América do Sul como na América Central e encontra-se
disseminada por todas as regides produtoras. Nas regides altas do estado do
Espirito Santo e em Minas Gerais, a partir de 1971, ocorreram ataques intensos
dessa doenga no campo, com perdas na produgdo de 30% (Carvalho & Chalfoun,
2001). Os prejuizos com a cercosporiose ganharam maior importancia
econdmica com a implanta¢do de lavouras nos cerrados ou em dreas de baixa
fertilidade natural, pois existe grande relacdo entre a incidéncia de cercospora e
a nutri¢do mineral das plantas (Pozza et al., 2000; Talamini et al., 2001).

O controle quimico por meio de fungicidas ainda é uma das alternativas
mais utilizadas no controle desta doenca. Entretanto, representa alto custo para o

produtor, além de causar grandes impactos ao homem e ao meio ambiente.



Todavia, a agricultura atual busca um modelo de sustentabilidade no
qual se deve usar o minimo de pesticidas possiveis para combater pragas e
doengas. Para estar de acordo com esta tendéncia, é preciso encontrar medidas
alternativas de manejo fitossanitdrio, compativeis com a qualidade ambiental
visada no manejo sustentdvel. Dentre as opg¢des de manejo, incluindo
tecnologias limpas, cita-se o uso de extratos vegetais possuidores de substancias
bioativas, capazes de atuar como indutores de resisténcia as doencas em plantas.

Os indutores de resisténcia em plantas ndo atuam do mesmo modo que
fungicidas, nematicidas e inseticidas, matando o organismo alvo do pesticida em
questdo, e, sim, ativam os mecanismos de defesa latentes nas plantas. As plantas
ndo possuem sistema imunolégico evoluido, como nos mamiferos, mas podem
também reconhecer estimulos e responder aos mesmos, defendendo-se de
estresses bidticos ou abidticos. A resisténcia induzida (RI) pode ser ativada em
plantas por uma série de substincias, evitando ou atrasando a entrada e ou
subseqiiente atividade do patégeno em seus tecidos, por meio de mecanismos de
defesa proprios.

Avangos na pesquisa envolvendo RI em plantas sdo acompanhados pelo
surgimento de novos produtos comerciais que apresentam maior eficiéncia,
estabilidade e menor impacto ao ambiente. Eles sdo capazes de propiciar
melhora na produtividade agricola, devido a reducio de perdas ocasionadas por
patégenos e, em alguns casos, até mesmo devido a incrementos no
desenvolvimento vegetativo.

Dessa maneira, € notéria a importancia do estado nutricional das plantas
em relacdo a redugcdo da severidade de doengas. Os nutrientes minerais
influenciam, de uma maneira ou de outra, na resisténcia a doencas, trabalhando
como co-fatores de enzimas que participam de diversas rotas metabdlicas de
defesa das plantas. Muitos compostos produzidos nessas rotas metabdlicas sao

formados ap6s a infec¢do, proporcionando maior resisténcia as doengas.



Dessa forma, objetivou-se, com a realizacdo do presente trabalho,
verificar o efeito de formulacdes a base de extratos vegetais no desenvolvimento
(enfolhamento e altura) e na protecdo de cafeeiro contra Cercospora coffeicola,
bem como caracterizar as reagdes bioquimicas, desenvolvidas em funcdo do

estimulo de inducdo no patossistema estudado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da cultura do café

O café é uma das importantes fontes de divisas para o pais, sendo o
Brasil o principal produtor e exportador mundial, com estimativa de safra, para
2007/2008, de 33,7 milhdoes de sacas de café beneficiado. Desse total,
aproximadamente 70% (23,5 milhdes de sacas) sdo de ardbica e 30% (10,3
milhdes de sacas) sdo de robusta. Comparada a safra anterior (42,5 milhdes de
sacas de café beneficiado), verifica-se reducao de 20,6% (8,8 milhdes de sacas)
devido, principalmente, & bienualidade negativa da cultura e as condigdes
climaticas adversas, como a estiagem ocorrida entre mar¢o e setembro, que
afetou a floragdo das lavouras e, também, o excesso de chuvas nos meses de
dezembro 2006 e janeiro de 2007. Esse fator favoreceu o aparecimento de
pragas e doencgas, prejudicando o controle das mesmas e afetando, assim, a
qualidade do café produzido e afetando, indiretamente, as exportacdes deste
produto (Conab 2007).

O Brasil, atualmente, é o segundo maior consumidor de café do mundo.
No passado, consumia cerca de 6,4 milhdes de sacas de café e passou a consumir
cerca de 13 milhdes de sacas, em 2002.

A procura pela qualidade do café no mercado internacional exigiu do
Brasil uma modernizacdo na produgdo de café, tanto pelo uso de melhores
variedades, como pelo controle fitossanitirio do produto para a exportagdo.
Hoje, os cafés brasileiros sido altamente competitivos e o pais estd passando de
produtor de quantidade para produtor de quantidade e qualidade. A
produtividade média aumentou de cerca de 10a 12 sacas para 16 a 18 sacas, com
um dos custos de produ¢@o mais baixos do mundo para o café ardbica.

A maior parte do café produzido mundialmente € proveniente de reas

cultivadas com C. arabica, o qual ocupa em torno de 70% das areas cultivadas



(Agrianual, 2007). Atualmente, o café ocupa drea cultivada com cerca de
11.168.000 hectares no mundo. O Brasil contribui com uma 4rea de dois milhdes
de hectares, sendo o pais com maior area cultivada (Conab, 2007).

A produgdo de café, principalmente C. arabica, é essencial para cerca de
50 paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil. A cafeicultura representa
contribuicdo importante para o PIB desses paises, porém, a distribuicdo das
riquezas geradas pelo mercado do café entre os paises produtores e
consumidores é muito desequilibrada. Em 2001, o mercado do café gerou cerca
de 70 bilhdes de ddlares, contudo, em fungdo desses desequilibrios, 92% foi
retido por paises consumidores e apenas 8% ficaram com os paises produtores.

Além dos problemas de mercado, a produg¢do nos paises produtores
encontra, como um dos principais obsticulos, a ocorréncia de uma série de
doencas causadas por patégenos. Entre essas doencgas, podem-se citar a
ferrugem-do café, causada por Hemileia vastatrix Berk & Br.; a antracnose-dos-
frutos (CBD), causada por Colletotrichum kahawae; a mancha-aureolada,
causada por Pseudomonas syringae pv. Garceae; a cercosporiose, causada por
Cercospora coffeicola Berk & Cook e as manchas foliares, causadas por Phoma
spp. € Ascochyta coffeae.

No Brasil, a ferrugem e a cercosporiose estdo entre oS principais
causadores de perdas na produtividade. Estima-se que as perdas relacionadas
apenas ao ataque por C. coffeicola sejam da ordem de 30% a 40% da producao
quando na auséncia de medidas de controle dessa doenca (Zambolim et al.,

1985; Matiello, 1991).

2.2 Cercosporiose do cafeeiro
A cercosporiose, conhecida por mancha-de-olho-pardo ou olho-de-
pomba, causada por Cercospora coffeicola Berk & Cooke, é uma das doengas

mais antigas do cafeeiro, tanto na América do Sul como América Central e



encontra-se disseminada por todas as regides produtoras. A cercosporiose se
manifesta por manchas circulares de coloracdo castanho-clara a escura, com
centro branco-acinzentado, quase sempre envolvidas por halo amarelo, dando a
lesdo aspecto de olho. Vém dai os nomes vulgares mancha-de-olho-pardo e
olho-de-pomba. No centro cinza das lesdes, notam-se pontuagdes escuras que
constituem as frutificagdes do fungo (esporodéquios). Podem ocorrer variagdes
nos sintomas descritos, pela auséncia do halo amarelado e, assim, a doenga é
denominada, em algumas regides, como "cercospora-negra". Os frutos também
podem ser infectados por cercospora e, neles, as lesdes sdo mais freqiientes
quando estdo préximos da maturagao.

A infeccdo nos frutos inicia-se, mais ou menos, quatro meses apds a
floragdo, causando lesdes deprimidas de coloragdo castanho-clara, dispostas no
sentido do pedinculo-coroa do fruto. As manchas mais velhas sdo escuras e com
aspecto ressecado, onde a polpa correspondente ao local da lesdo fica aderente
ao pergaminho. Os frutos, quando atacados no estidgio verde e verde cana,
amadurecem precocemente devido ao avermelhamento a partir da lesdo
(Chalfoun, 1997; Zambolim et al., 1997).

Nas regides altas do estado do Espirito Santo e em Minas Gerais, a partir
de 1971, ocorreram ataques intensos da doenga no campo, chegando a causar
perdas, na produc¢do, de 30% (Carvalho & Chalfoun, 2001). Os prejuizos com a
cercosporiose ganharam maior importancia econdmica com a implantagdo de
lavouras nos cerrados ou em 4reas de baixa fertilidade natural, pois existe grande
relacdo entre a incidéncia de cercospora e a nutri¢do mineral das plantas (Pozza
et. al., 2000; Talamini et al., 2001).

O que torna esta doenca ainda mais importante € o fato de ela se
constituir um problema desde as mudas no viveiro até os plantios novos no
campo (Chalfoun, 1997; Zambolim et al., 1997). Nos viveiros, a doenca provoca

desfolha, afetando o crescimento das mudas, tornando-as raquiticas e



inadequadas para o plantio. Em plantios novos, ¢ comum ocorrerem intensos
ataques com desfolha acentuada, com prejuizos ao crescimento das mudas,
principalmente em lavouras implantadas em terrenos de baixa fertilidade e ou
com adubacdes desequilibradas. Além disso, podem ocorrer ataques severos da
doenga, provocando queda de folhas e frutos apds as primeiras producdes.

Em lavouras adultas, além da queda de folhas, a doenca provoca a queda
prematura e o chochamento dos frutos atacados, podendo funcionar também
como porta de entrada para outros fungos que interferem na qualidade do café.
Isso implica na redug@o da produgdo, do rendimento e na depreciagdo do tipo e
da bebida do café (Chalfoun, 1997).

A cercosporiose se desenvolve em condicdes de umidade relativa alta,
temperatura amena e excesso de insolacdo ou alta luminosidade. Em lavouras
adultas, além das condi¢Oes climdticas j& citadas, também solos argilosos,
arenosos ou compactados, sistema radicular deficiente e pido torto sdo fatores

que favorecem o progresso da doenca (Chalfoun, 1997; Zambolim et al., 1997).

2.3 O fen6meno da induciao de resisténcia

A inducgdo de resisténcia é definida como o aumento da capacidade de
defesa da planta contra amplo espectro de organismos fitopatogénicos, incluindo
fungos, bactérias e virus (Loon, 1998). A resisténcia resultante é proporcionada
por agente indutor (bidtico ou abidtico) que aciona mecanismos de defesa na
planta, os quais se encontram na forma latente (Hammerschmidt & Kic, 1982).
Esta ativagdo pode ser obtida pelo tratamento com agentes bidticos, ou seja,
formas avirulentas de patogenos, extratos vegetais, extratos de fungos
(Stangarlin & Pascholati, 1997; Stadnik, 1999) ou por ativadores quimicos,
como o acido aminobutirico (Cohen, 1996), o acido 2,6-dicloroisonicotinico € o

acibenzolar-S-metil (Ciba, 1995).



A resisténcia induzida (RI) ativa mecanismos de defesa representados
por barreiras bioquimicas e ou estruturais, aumentando a resisténcia geral da
planta (Oliveira et al., 1997). A protecdo obtida contra determinado patégeno
pode ser local ou sist€émica, dependendo do intervalo de tempo entre o
tratamento inicial (indutor) e a inoculacdo do patégeno (desafiador) (Pascholati
& Leite, 1995). A sua duracdo pode ser de poucos dias a algumas semanas ou,
mesmo, durar todo o ciclo de vida da planta (Pascholati & Leite, 1995),
passando a funcionar como mecanismo de defesa constitutivo da mesma.

Alguns autores dividem a RI em duas categorias, a resisténcia sist€mica
adquirida (RSA) (Sticher et al., 1997) e a resisténcia sistémica induzida (RSI)
(Loon et al., 1998). Na primeira, a resisténcia se desenvolve sist€mica ou
localizadamente em resposta a um patégeno que causa lesdo necrética (HR) ou
por aplicacdo exdgena de 4cido salicilico ou compostos sintéticos, como o estér
S-metil do 4cido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotidico (ASM) e o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA). Nesta, a resisténcia expressada, geralmente, € efetiva
contra amplo espectro de patdégenos e estd associada com a producdo de
proteinas relacionadas a patogénese (PRPs). Muitas delas possuem atividade
antimicrobiana e sdo excelentes marcadores moleculares para a resposta de
resisténcia (Hammerschmidt & Smith-Becker, 1999). J4 na RSI, o processo de

sinalizagdo, geralmente induzida por rizobactérias, ¢ mediado pelo 4cido

jasmonico e etileno (Loon et al., 1998).

2.4 Extratos vegetais na inducio de resisténcia em plantas

Uma forma de controle de doengas do cafeeiro, que desperta o interesse
dos especialistas, é baseada na utilizacdo de produtos naturais, com extratos de
plantas ou subprodutos da cadeia produtiva do café, como extratos de folhas ou
de casca de frutos de café. A utilizagao de extratos de casca de café e de folhas

de café infectadas com H. vastatrix proporcionou certa prote¢do de mudas de



café contra os patégenos Phoma costarricensis e Cercospora coffeicola
(Resende et al. 2004; Amaral, 2005; Barguil et al., 2005). Foi observada redugdo
na percentagem da mancha-de-phoma, de 20% e 38%, para extrato de casca de
café e extrato de folhas de café com ferrugem, respectivamente (Resende et al.,
2004; Barguil et. al, 2005). Para cercosporiose, observou-se diminui¢do na
percentagem da doenca em 40% e 37%, em plantas tratadas com extrato de
casca de café e extrato de folhas de café com ferrugem, respectivamente
(Amaral, 2005). Santos (2006) observou, em testes de campo, que o tratamento
com extrato de folhas de café reduziu a 4rea abaixo da curva de progresso da
mancha-de-phoma em 61%, comparada a testemunha pulverizada com dgua e
em 30% em relacdo a testemunha pulverizada com Viga-Café plus®.

Em condi¢do semelhante a da agricultura organica, Santos et al. (2007)
observaram menor desfolha dos cafeeiros pulverizados com os extratos a base de
casca de frutos e folhas de café. Assim, onde ndo existe controle efetivo das
doencas foliares por defensivos agricolas, o uso de produtos capazes de reduzir a
intensidade das doencas, em qualquer percentual, deve ser visto com interesse.
Muitos compostos induzem resisténcia a patdgenos em experimentos conduzidos
em condicdes controladas, porém, comparativamente, poucos sdo rotineiramente
testados em campo. No campo, esses produtos naturais oferecem oportunidade
de reduzir o impacto da aplicagdo de fungicidas convencionais. Por se tratarem
de tecnologias mais limpas, a partir de matéria-prima recicldvel, existe a
possibilidade de substituir paulatinamente a aplicagdo de fungicidas pelo uso
dessas formulagdes, seja isoladamente ou combinadas/alternadas entre si.

Resende et al. (2006; 2007) solicitaram, recentemente, depdsito de
patente para formulacdo a base de extratos de folhas de café (Coffea spp.) (INPI,
Protocolo nidmero 0000220604167501, Formulacio para Indugdo de
Resisténcia... 2 de agosto de 2006) e para formulacdo a base de cascas de frutos

de café (INPI, Protocolo niimero 0000220701755455, Composi¢do para Inducao



de Resisténcia... 2007). Tais formulagGes, cuja principal matéria-prima
recicldvel é formada por folhas que caem ao solo (devido a doengas, a colheita
de frutos e a outros estresses) e o subproduto do beneficiamento dos grdos
(endocarpo, mesocarpo e exocarpo), podem ser usadas com ou sem espalhantes
adesivos ou outros adjuvantes, para o controle de doengas no cafeeiro, cacaueiro,
algodoeiro e tomateiro.

Em andlises quimicas realizadas em laboratérios da Universidade
Federal de Lavras, observou-se que, no extrato de folhas de cafeeiro infectadas
com ferrugem (EFID), a pectina total variou de 84,628 a 114,553 mg/100g; a
pectina soludvel, de 37,248 a 61,092 mg/100g; os actcares totais, de 0,126% a
0,629%; a glicose variou de 0,084% a 0,247%; a sacarose, de 0,042% a 0,362%;
os carotendides totais, de 0,038% a 0,057%; os compostos fendlicos totais, de
286,688 a 769,725 mg/100g e o pH do EFID variou de 4,88 a 6,27. Os teores de
cafeina, teobromina e 4cido clorogénico, importantes compostos do café no
contexto de defesa, ainda estdo em fase de quantificacdo (Resende et al., 2006).
No extrato obtido a partir de casca de frutos de café (média de trés repeticoes)
detectaram-se: pectina total: 171,504 mg/100g; pectina solivel: 160,338
mg/100g; agucares totais: 0,517%, agucares redutores: 0,466%; sacarose:
0,048%; carotendides totais: 0,004%; compostos fendlicos totais: 145,273
mg/100g e pH: 4,88.

2.5 Cobre e manganés

2.5.1 Cobre (Cu)
O Cu esta envolvido nos processos de fotossintese, respiracdo, regulacdo

hormonal e fixacdo do nitrogénio, de forma indireta e no metabolismo de
compostos secundarios. A deficiéncia de Cu causa alteracdes morfoldgicas ou
bioquimicas que favorecem a infec¢do de patégenos (Malavolta et al., 1997).

Sob deficiéncia deste micronutriente, existe menor lignificagao dos tecidos. Essa
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alterac@o da reducdo da lignificacdo da parede celular € a alteracdo anatomica
mais tipica da deficiéncia de Cu em plantas superiores, com deformagdes de
folhas novas e aumento da susceptibilidade de cereais a patdgenos,
particularmente em combinag@o com altos suprimentos de nitrogénio.

Além da redugdo da lignina, a deficiéncia do Cu pode, ainda, causar, por
questdo nutricional, perda do seu efeito direto como fungicida. O nutriente pode,
ainda, atuar como co-fator na sintese de enzimas, inclusive aquelas ligadas a
patogénese mais uma evidéncia da atuacdo destas substincias no processo de
defesa das plantas. O Cu estd também envolvido na enzima Cu-Zn superéxido
dismutase (CuZnSOD), que esti diretamente envolvida no mecanismo de
detoxificacdo do superéxido gerado na fotossintese. Esta enzima estd localizada,
além dos cloroplastos, na mitocondria e nos glioxissomos. Neste udltimo, a
CuZnSOD possui fungdo de controle da peroxidagdo dos lipidios na membrana
e, portanto, na senescéncia. Outras enzimas importantes de que o Cu faz parte é
a ascorbato oxidase, a lacase (responsdvel pela sintese de plastoquinonas) e a
fenolase (responsavel pela sintese de lignina, alcal6ides e outras) (Marschner,

1995).

2.5.2 Manganés (Mn)
O Mn estd envolvido em diversos processos fisiolégicos, como

absorcdo i6nica, fotossintese, reducdo do nitrogénio, respiragdo, regulacdo
hormonal, sintese de proteinas e prote¢do contra a entrada de patégenos. Além
disso, este micronutriente atua na ativacdo das enzimas ATPase, sintetase de
glutatione e ativaciao de metionina, entre outras.

Assim, como pdde ser observado para o Cu, a deficiéncia de Mn reduz
a respiragdo, a atividade fotossintética, a inibicao da sintese de lipideos e ou de
metobdlitos secunddrios, como dcido giberélico e isoprenoides, diminuindo a

defesa contra a entrada de patdégenos (Malavolta et al., 1997). Sob deficiéncia de
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Mn, as plantas de cafeeiro apresentam sintomas de clorose de folhas novas
(reticulado grosso), manchas pequenas e necréticas e, geralmente, a formacao de
folhas anormais.

Por outro lado, a presenga de Mn inibe a aminopeptidase (enzima que
hidrolisa proteinas, produzindo aminoécidos essenciais ao desenvolvimento de
fungos) e metilesterase da pectina (exoenzima de fungos que degrada a parede
celular do hospedeiro) (Marschner, 1995).

Na protegdo contra a entrada de patégenos, o Mn atua, principalmente,
na sintese de lignina (barreira fisica a entrada de patégenos) e de compostos
fendlicos (substancias téxicas aos patdgenos).

Estes compostos fendlicos possuem papel fundamental no inicio dos
estdgios de infeccdo, tanto como fitoalexinas como precursores da sintese de
lignina e suberina. Muitos nutrientes minerais, sobretudo o Cu e Mn, participam
da biossintese de vdrios fendis e o estado nutricional influencia essas respostas

de defesa (Marschner, 1995).

2.6 Relacao entre a nutricao mineral e as doencas do cafeeiro

Os efeitos da nutricdo mineral no crescimento e producdo das plantas
sdo usualmente explicados em termos de func¢des dos nutrientes no metabolismo
vegetal. Entretanto, os nutrientes minerais podem aumentar ou diminuir a
resisténcia ou a tolerdncia de plantas a patdégenos. As principais mudangas
proporcionadas pela nutricio mineral, responsaveis por alterar a intensidade de
doengas, sd@o a espessura da parede celular e cuticulas, a manutencdo de
compostos soldveis dentro das células, como agucares simples e aminoacidos,
variagdes na suberizagdo, na silificacdo e na lignificacdo dos tecidos, na sintese e
no actimulo de compostos fendlicos. No caso de doengas fiingicas,
principalmente as manchas foliares, como a ferrugem-do-cafeeiro (Hemileia

vastatrix Berk & Br.) e a mancha-de-olho-pardo (Cercospora caffeicola Berk &
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Cook.), a protecdo promovida pela nutricdo mineral equilibrada teria como
conseqiiéncia uma eficiente barreira fisica, com inibicdo a penetragdo das hifas
ou melhor controle da permeabilidade da membrana citoplasmética. Isso evita a
saida de actcares e aminodcidos para os espacgos intercelulares e constitui
barreira quimica, com a produgdo ou a formagdo de compostos fendlicos com
propriedades fungistiticas (Marschner, 1995).

Todos os nutrientes minerais influenciam, de uma maneira ou de outra, a
incidéncia ou a severidade da doenca (Graham & Webb, 1991; Huber, 1980).
Muitos compostos produzidos por meio de rotas metabdlicas secunddrias sdo
formados ap6s a ocorréncia da infecg¢@o, proporcionando maior resisténcia as
doengas. Esses compostos sdo as fitoalexinas, os fendis, os flavondides e as
auxinas, os quais se acumulam ao redor dos sitios de infec¢do, dependendo da
disponibilidade dos vérios nutrientes. Dessa forma, os mecanismos de defesa das
plantas sdo regulados por vdrios nutrientes, conforme descrito por Graham &
Webb (1991).

No intuito de complementar os métodos de controle de doencgas, a
nutricio mineral de plantas, como importante fator ambiental, pode ser
considerada um método relativamente f4cil, quando bem manipulado
(Marschner, 1995). Miguel & Paiva (1977) relataram que a adicdo de uréia,
zinco e boro em fungicidas cuipricos, aplicados em cafeeiros em producido na
Costa Rica, a partir do inicio da época chuvosa, em intervalos de 30 dias,
reduziu consideravelmente a incidéncia da mancha-de-olho-pardo. Os efeitos do
cobre e do manganés sobre a evolucdo da infec¢do em folhas de cafeeiros
inoculados com H. vastatrix, em ambiente controlado, foram estudados quando
se aplicaram previamente doses variadas destes nutrientes através do peciolo.
Nessas condigdes, segundo Becker-Raterink et al. (1991), os fons fornecidos
influenciaram de maneira nio linear a evolucdo da infeccdo e a taxa de

germinacdo dos esporos. Os resultados desses estudos permitem supor que 0s
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efeitos ndo foram diretos sobre a ferrugem, mas sim indiretos sobre o

hospedeiro, por meio da ativagdo de enzimas.
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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito de extratos vegetais e
a mistura dos mesmos com o indutor de resisténcia comercial ASM na
severidade da cercosporiose e no desenvolvimento de mudas de cafeeiro em dois
experimentos. Os extratos, provenientes de folhas de café infectadas com
ferrugem (EFID) e cascas de frutos de café (ECFC), obtidos de particulas mais
grosseiras e extremamente finas (30 micras) - NEFID e NCFC foram utilizados
isoladamente em uma ou duas aplicagdes (EFID) e misturados com ASM. Os
extratos e suas misturas, além do indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil
(ASM), a formulacdo fungicida pyraclostobin + epoxiconazole e o produto a
base de cobre Vica Café® foram aplicados via foliar sete dias antes da
inoculagdo de Cercospora coffeicola e realizou-se uma segunda pulverizacio 30
dias apds a inoculacdo para os tratamentos com EFID. Observou-se no primeiro
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experimento que os tratamentos com pyraclostobin + epoxiconazole, ASM,
EFID e EFID + ASM proporcionaram maior prote¢do contra doenca e maior
desenvolvimento das mudas, quando comparados com a testemunha inoculada.
No segundo experimento, os tratamentos que proporcionaram maior protecao
contra cercosporiose foram Viga Café®, NEFID (2 aplicagdes) e a formulagio
EFID (2 aplicagdes). Na avaliagdo do desenvolvimento das mudas, observou-se
que os mesmos tratamentos que proporcionaram os melhores resultados no
controle da doenca também proporcionaram aumento de folhas e maior altura
das mudas.

Palavras-chaves adicionais: controle alternativo, produtos naturais, indutor de

resisténcia, cercosporiose
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ABSTRACT

Formulations based on plant extracts and acibenzolar S — methyl for the
protection of coffee seedlings against Cercospora coffeicola

The objectives of this work were to assess the effect of plant extracts
and the mixture of these with the commercial inducer of resistance ASM, in the
severity of brown eye spot and on the development of coffee seedlings in two
experiments. The extracts from coffee leaves infected with Hemileia vastatrix
(EFID) and husks of coffee berries (ECFC), and with smaller particles (30
micra) - NEFID and NCFC, were used separately in one or two applications
(EFID) or even mixed with ASM. The extracts and their mixtures, ASM,
pyraclostobin + epoxiconazole and the copper based-product Vigca Café® were
sprayed on coffee leaves seven days before the inoculation of Cercospora
coffeicola. An EFID based treatment was also sprayed 30 days after inoculation.
It was observed in the first experiment that the treatments pyraclostobin +
epoxiconazole, ASM, EFID and EFID + ASM provided higher protection
against the disease and increased seedling development, compared to the control.
In the second experiment, Vica Café®, NEFID (two applications) and the
formulation EFID with two applications provided better disease control and
increased height and number of leaves, compared to the control.

Additional Keywords: alternative control, natural products, resistance inducer,
brown eye spot.
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INTRODUCAO

A cercosporiose, ou mancha-de-olho-pardo, causada por Cercospora
coffeicola Berk. & Cooke, é uma das principais doencas da fase de viveiro da
cultura do café (Coffea arabica L.). As plantas doentes apresentam desfolha,
reducdo no desenvolvimento e raquitismo, tornando-se impréprias ao plantio
(Carvalho & Chalfoun, 2008). O principal método de controle da cercosporiose
¢ o quimico, no entanto, o uso indiscriminado de fungicidas causa danos ao meio
ambiente, aos seres vivos e favorece a selecdo de ragas resistentes de patdgenos.
Uma alternativa no manejo de doencas € a utilizacdo da indugdo de resisténcia
(Bettiol, 1991).

A resisténcia induzida se caracteriza pela ativacio dos mecanismos
latentes de resisténcia da planta (Hammerschmidt & Dann, 1997) e pode ser
obtida pelo tratamento com agentes bidticos, como microrganismos vivos ou
inativados (Stangarlin & Pascholati, 1994) ou abidticos, como, por exemplo,
pelo acibenzolar S-metil (ASM). A resposta de defesa das plantas pode estar
relacionada com o acimulo de fitoalexinas, lignina e de proteinas relacionadas a
patogénese (Pascholati, 1998).

Os extratos vegetais sdo considerados eliciadores bidticos (Pascholati &
Leite, 1995), cuja eficiéncia no controle de fitopatégenos é observada em
diversos patossistemas (Bonaldo et al., 2004; Guzzo et al, 1987; Maxemiuc—
Naccache & Dietrich, 1985). Extratos aquosos de folhas de café infectadas com
H. vastatrix Berk. & Br. proporcionaram 28% de reducdo na severidade da
mancha-foliar em cafeeiro, causada por Phoma costarricencis Echandi, quando
comparados com a testemunha inoculada (Barguil et al., 2005). Resultados
promissores também foram alcangcados com o uso do indutor quimico de
resisténcia acibenzolar S-metil (ASM, produto do grupo benzotiadiazole ou

BTH). A aplicagio do produto proporcionou protecdo contra Hemileia vastatrix,
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em mudas de cafeeiro cv. Mundo Novo e cv. Catuai Vermelho M-99 (Guzzo et
al., 2001; Marchi et al., 2002). Esse efeito indutor do ASM contra a ferrugem do
cafeeiro foi confirmado por Nojosa (2003), em que o tratamento com ASM
proporcionou controles de 56,82% e 52%, em folhas destacadas e em mudas de
café, respectivamente. Nas plantas tratadas com ASM, foi possivel observar
aumento considerdvel nos teores de lignina e na atividade de peroxidase.
Segundo Martins et al.. (1998), em condi¢des controladas, este produto induziu
protecao contra H. vastatrix por até 10 semanas.

Considerando-se que o produto ASM e as formulacdes a base de
extratos, como os de cascas de frutos de café e folhas de café infectadas com H.
vastatrix, propiciaram resultados promissores na inducdo de resisténcia,
objetivou-se, com este estudo, avaliar o efeito de formulagcdes a base dos
referidos extratos e o ASM (acibenzolar S-metil), bem como avaliar o efeito das

formulacdes obtidas a partir de particulas extremamente finas.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao das formulacoes

Folhas de café cv. Mundo Novo, naturalmente infectadas por H.
vastatrix e caidas no solo (EFID e NEFID) e cascas de frutos de café (CFC e
NCFC) coletadas apds o beneficiamento dos grdos foram processados no
Laboratdrio de Fisiologia do Parasitismo do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), para a obtencdo dos extratos vegetais.
Tais extratos foram misturados entre si e com ASM, obtido junto a Syngenta

Protecao de Cultivos Ltda.

Obtencio do fungo C. coffeicola e inoculacao

O patégeno foi obtido de folhas naturalmente infectadas, coletadas em
lavoura no campus da UFLA. As folhas foram lavadas superficialmente em dgua
corrente e, em seguida, transferidas para cimara umida, por trés dias. Os
conidios produzidos foram retirados da superficie foliar com pincel de ponta
macia. A concentracio da suspensdo de conidios para as inoculacdes foi ajustada
em cimara de Newbauer, para 15.000 conidios.mL". A suspensio de conidios
foi pulverizada sobre as folhas de mudas de cafeeiro nos diferentes tratamentos.
Logo apds a pulverizagdo, as plantas inoculadas foram mantidas em camara

umida por 24 horas.

Obtencao de mudas de cafeeiro

As mudas de cafeeiro, cultivar Mundo Novo, foram produzidas em
substrato comercial Plantmax-café, suplementadas com aplicacdes de Iogen®
(Fertilizantes Mitsui S.A., Pocos de Caldas, MG) e adubadas com 0,5 g de
fertilizante de liberacdo lenta por muda (formulacio 4-14-8 de NPK). As mudas
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foram mantidas em casa de vegetacdo, na UFLA, a temperatura de 26+2°C e
umidade em torno de 60%, para a realiza¢do do experimento.
Instalacio e conducio de experimentos

Durante o segundo semestre de 2006, foram conduzidos dois
experimentos em casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia, UFLA.
Estes ensaios foram conduzidos em delineamento de blocos casualizados (DBC),
com quatro repeti¢des, sendo a parcela experimental constituida por 6 plantas.
Utilizaram-se formulagdes de extratos com particulas mais grosseiras (EFID e

CFC) e particulas extremamente finas - 30 micras (NEFID e NCFC) (Tabela 1).

TABELA 1 Tratamentos com formulacdes a base de extratos e ASM avaliados

nos experimentos em casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia,
UFLA, 2008.

Experimento 1

Tratamentos Dosagens

1) Testemunha inoculada -

2) ASM 02gial’

3) EFID 10g.L"

4) CEC 100 gL

5) EFID + CFC 100 gL'+ 100 g.L"!

6) EFID + ASM 100gL'+0,2¢g ialL’
7) CFC + ASM; 100 gL' +0,2g ialL’
8) pyraclostrobin + epoxiconazole 2,0mL.L"
Experimento 2

Tratamentos Dosagens

1) Testemunha inoculada -

2) ASM 02g ial’

3) Vica — Café 10gL"

4) EFID 100 g.L"

5) CFC 100 g.L"

6) NEFID 25 gL

7) NCEC 25 gL

8) NEFID + NCFC 25g L' +25gL'029 gL
9) EFID + ASM 100gL'+0,2¢g ial’
10) CEC + ASM 100 gL' +0,2g ialL’
11) EFID* 100 g.L'!

12) NEFID* 25 gL

13) NCEC* 25 gL

*2 aplicacdes: a primeira, 7 dias antes da inoculacdo e a segunda, 30 dias apds a
inoculacio.
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Nos dois experimentos foram utilizadas mudas de 1 ano (experimento 1)
e de 6 meses (experimento 2) de idade. Os tratamentos foram pulverizados sete
dias antes da inoculagdo, até o ponto de escorrimento e as mudas foram mantidas
em casa de vegetagdo, a temperatura de 25°C, até o final do experimento. As
avaliagdes da severidade, nimero de lesdes da mancha-do-olho-pardo,
enfolhamento e crescimento foram realizadas quinzenalmente, totalizando seis
avaliagdes, seguindo escala proposta por Oliveira et al. (2001).

Ap6s as avaliagdes, calculou-se a drea abaixo da curva de progresso da

doenga para cada tratamento, de acordo com Shaner & Finney (1977).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Efeito de formulacdes a base de extratos e ASM na protecao

de cafeeiro contra C. coffeicola

As formula¢des EFID e EFID+ASM apresentaram drea abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) estatisticamente semelhante ao produto
indutor de resisténcia ASM e o fungicida Pyraclostrobina+Epoxiconazole, e
menores que a testemunha inoculada e os demais tratamentos (Figura 1A). O
produto pyraclostrobina + epoxiconazole proporcionou maior protecdo do
cafeeiro a C. coffeicola: 65% quando comparado a testemunha inoculada. Para
os demais tratamentos com comportamento semelhante ao pyraclostrobina +
epoxiconazole, observou-se protecio de 52% para o ASM, 51% para a

formulacdo de EFID e 42% para a formulacdo de EFID+ASM. (Figura 1A).
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FIGURA 1 Area abaixo da curva de progresso de doenga (AACPD)(A) e
nimero de lesdes (AACPLP)(B). Tratamentos com letras iguais ndo diferem
entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).
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Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por Maxemiuc—
Naccache & Dietrich (1985), em que esporos de H. vastatrix, inativados por
autoclavagem e preparados na forma de extratos aplicados sete dias antes da
inocula¢do, foram capazes de induzir protecdo contra H. vastatrix. J4 Resende et
al. (2004) observaram reducgdo na severidade da mancha-de-phoma em plantas
tratadas sete dias antes da inoculagdo com extrato aquoso de folhas de café
infectadas com H. vastatrix. Segundo Guzzo et al. (1987), a parede fingica é
composta pela combinacao de -glucanas e quitinas, que poderiam ser moléculas
eliciadoras da inducdo de respostas de defesa em plantas a patégenos. Estes
mesmos compostos podem estar presentes nas formulagdes testadas,
principalmente aquela obtida de folhas de café infectadas com ferrugem.

Para a drea abaixo da curva de progresso de lesdes por folha
(AACPLP), observou-se que os tratamentos que proporcionaram menor AACPD
também reduziram a AACPLP (Figura 1 B).

Pode-se observar que a formulacdo EFID+CFC apresentou baixa
eficdcia na protecdo do cafeeiro, provavelmente devido a menor eficiéncia do
extrato CFC.

Quando se observou o desenvolvimento das mudas de cafeeiro,
constatou-se que alguns tratamentos, além de proporcionarem bons resultados no
manejo da doencga, proporcionam bom desenvolvimento das plantas, como € o
caso da formulacio com EFID (Figura 2). Observaram-se, em média,
aproximadamente 5 folhas por planta a mais que o tratamento com o fungicida
pyraclostrobina + Epoxiconazole e, aproximadamente, 12 folhas a mais que o
tratamento com ASM. A formulagio de EFID+ASM também proporcionou
aumento médio no numero de folhas, ao final do experimento. Isso,
provavelmente, se deve a presenca na formulacio do extrato EFID, pois o ASM,
aplicado isoladamente, apresentou ligeiro aumento no nimero de folhas. Para a

testemunha inoculada com o patdgeno, verificou-se efeito contririo aquele
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obtido nos demais tratamentos. As plantas deste tratamento apresentaram
reducdo, no nimero médio de folhas, inferior ao observado no inicio do
experimento, provavelmente devido a caracteristica do patégeno em causar
desequilibrio no hormoénio etileno, um dos responsaveis pela senescéncia de
folhas, ocasionando grande desfolha, sintoma tipico da doenga (Carvalho &

Chalfoun, 2008).

20 -
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15 13 a

11,5a

10 + 3b

EFID
CFC

Test inoc

Aumento de folhas/planta
o W
N
o [

-6,75 ¢ -1,25¢

-10 -

FIGURA 2 Aumento médio no nimero de folhas, em funcio dos tratamentos
com formulacdes e produtos quimicos, 110 dias apds a aplicagdo dos
tratamentos, ao final do experimento. Tratamentos com letras iguais ndo diferem
entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).

Santos et al. (2007) observaram que plantas de cafeeiro, sob o sistema

de cultivo orgénico, tratadas com EFID, ECFC e VLA (extrato de lobeira com
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sintomas de vassoura-de-bruxa) proporcionaram maior drea foliar. Os autores
observaram também que, nestes tratamentos, a desfolha ao longo das avaliagGes
foi menor, comparada a dos demais. Cunha et al. (2004) observaram que, entre
védrios tratamentos quimicos e aplica¢des diferenciadas para o controle da
ferrugem em cafeeiro, o melhor tratamento foi epoxiconazole (0,6
I/ha)+oxicloreto de cobre (3 kg/ha), o dltimo aplicado 60 dias apds a aplicagdo
do primeiro. Os autores observaram que este tratamento proporcionou menor
AACPD e menor desfolha. Quando utilizado isoladamente, o Epoxiconazole
apresentou AACPD 73% e desfolha 23% maiores, comparados aos da mistura de

Epoxiconazole e oxicloreto de cobre.

Experimento 2: Efeito de formulacoes a base de extratos e ASM na protecio
de cafeeiro contra C. Coffeicola, em duas épocas de aplicacio

No segundo experimento, pode-se visualizar que os melhores
resultados foram obtidos pela formulagdo NEFID e as formulagdes EFID e
NEFID, em duas aplicagdes. Estes tratamentos foram estatisticamente
semelhantes entre si e também ao produto padrio utilizado, o Viga Café (Figura
3A). A menor AACPD observada foi proporcionada pelo tratamento com
NEFID (2 aplicagdes), com 59% de controle, quando comparado a testemunha
inoculada. Em relacdo ao produto Vica Café, a diferenca foi de 3% no controle.
A formulagdo aplicada uma vez proporcionou 37% de controle, em comparagao
ao observado com a testemunha inoculada. Vérios trabalhos relatam a maior
eficiéncia no controle de doengas, em fun¢ido do maior nimero de aplicacdes de
produtos para o controle de doengas de plantas (Martin & Johnston, 1982; Wong
et al.; 1992; Panisson et al., 2002). Santos et al. (2007) observaram redug¢do na
severidade da ferrugem de 61% em relacdo a testemunha, apds cinco

pulverizagdes de EFID em campo.
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Observou-se que o tratamento com ASM apresentou desempenho
inferior aquele observado no experimento 1, com 19% de prote¢do em relacio a
testemunha inoculada. Para alguns autores, as dosagens de ASM e o nimero de
aplicagdes ainda precisam ser estudados, visando melhores resultados no
controle de doencas e no desenvolvimento das culturas (Kuhn, 2007).

Para o nimero de lesdes, o resultado foi semelhante ao observado para
a severidade (Figura 1B). Os tratamentos com as formulagées EFID e NEFID
em duas aplicacdes, juntamente com Viga Café, demonstraram maior eficacia no
controle da cercosporiose.

Resende et al. (2004) observaram que o extrato EFID também
influenciou no tamanho das lesdes observadas em folhas destacadas de café
inoculadas com P. costarricensis. Os autores observaram que este extrato
proporcionou drea abaixo da curva de progresso do nidmero de lesdes
(AACPNL) inferior aquela apresentada pela testemunha inoculada. Em
experimento com tomate e Xantomonas vesicatoria, Pereira et al. (2004) e
Cavalcanti et al. (2004) constataram menor valor de AACPL (4rea abaixo da
curva de progresso da lesdo) causada por X. vesicatoria, para plantas tratadas

com extrato de vassoura-de-lobeira.
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FIGURA 3 Area abaixo da curva de progresso de doenca (AACPD) (A) e
nimero de lesdes (AACPLP)(B). Tratamentos com letras iguais nao diferem
entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).
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Observou-se que o desenvolvimento das mudas de cafeeiro, em fungdo
dos tratamentos, apresentou semelhancas nos dois experimentos realizados. Os
tratamentos, além de maior eficdcia no controle da doenga, também favoreceram
o aumento no nimero de folhas e o maior crescimento das plantas (Tabela 2).
Neste experimento, os niveis observados foram diferentes, provavelmente, em
funcdo da idade das plantas. No experimento 1, utilizaram-se plantas mais
velhas (1 ano e meio de idade) e, no experimento 2, plantas mais novas (6 meses
de idade). Portanto, para o aumento no nimero de folhas, pode-se observar
incremento para a maioria dos tratamentos, entre os quais podemos observar
aqueles com Viga Café e as formulagdes com EFID+ASM e NEFID - 2
aplicagdes (Tabela 2).

Vérios autores trabalham com a hipétese de que os indutores de
resisténcia influenciam no desenvolvimento das culturas em fungdo de doses e
nimero de aplicacdes (Godard et al., 1999; Louws et al.; 2001, Redman et al.,
2001). Como exemplo, no trabalho de Iriti & Faoro (2003), no qual conduziram
experimentos com ASM em tunica dose, em casa de vegetacdo e telado, os
autores observaram que ndo houve diferencas no desenvolvimento da cultura
nestes ambientes. No entanto, em campo, houve sensivel diferenca,

principalmente devido a reducdo no numero de vagens e no peso das sementes.
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TABELA 2 Efeito da aplicacdo de formula¢des no aumento médio do niimero
de folhas e no aumento da altura.

Tratamentos Aumento de folhas/planta Altura final — altura inicial
Test. inoculada 0,17 b* 8,72b
ASM 1,17b 6,49 b
Viga Café (10 g/L) 4,50 a 11,14 a
EFID 3,17a 10,53 a
CFC 2,28 a 7,58 b
NEFID 1,50 b 741b
NCEC 0,11b 5,57b
NEFID + NCFC 2,72 a 9,72 a
EFID + ASM 4,11 a 11,61 a
CFC + ASM 3,00 a 10,5 a
EFID (2 aplicagdes) 2,94 a 10,44 a
NEFID (2 aplicagdes) 322a 9,22 a
NCFC (2 aplicacdes) 3,11a 10,97 a

*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott
& Knott (P<0,05)

Todos os tratamentos proporcionaram maior crescimento das plantas,
com destaque para os tratamentos com EFID, NEFID + NCFC, EFID+ASM,
CFC+ASM, Viga Café e EFID, NEFID e NCFC, todos com duas aplicacdes.
Tais tratamentos foram superiores estatisticamente que os demais, como a
testemunha inoculada (Tabela 2).

As formulagdes EFID e NEFID chamam a atencio, neste experimento,
por se tratar de mesma matéria-prima, porém, com produgdo diferenciada, ja
que, para a produ¢do de NEFID, utilizaram-se menores particulas moidas e dose
4 vezes inferior aquela utilizada em EFID. Apesar destas diferencas, os
resultados comportaram-se de maneira semelhante, tanto para os parametros de
doenca quanto para os de desenvolvimento.

Acredita-se na viabilidade de utilizacdo da formulacio NEFID em

detrimento da de EFID, pelo fato de a primeira ser mais econdmica, da menor
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dose utilizada (25 g para 100 g/L) e de manter os mesmos padrdes de resultados,

principalmente quando utilizada em 2 aplicagdes.

CONCLUSAO

As formula¢des com EFID, EFID (2 aplicacdes) e NEFID (2 aplicagdes)
conferem protecio em mudas de cafeeiro contra C. coffeicola, além de
proporcionarem bom desenvolvimento da cultura (maior enfolhamento e maior

crescimento).
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Resumo

No presente trabalho objetivou-se estudar o efeito de extratos vegetais e
a mistura dos mesmos com cobre e manganés na severidade da cercosporiose e
no desenvolvimento de mudas de cafeeiro em quatro experimentos. Os extratos
provenientes de folhas de café infectadas com ferrugem (EFID) e cascas de
frutos de café (CFC) foram misturados com sulfato de cobre e com sulfato e
cloreto de manganés. Estes extratos e suas misturas, além do indutor de
resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM), Viga Café® e fosfito de cobre, foram
aplicados, via foliar, sete dias antes da inoculag@o de Cercospora coffeicola. Nos
experimentos 1 e 2, utilizando formulacdes a base de extrato isoladamente e em
mistura com cobre, observou-se que os tratamentos com fosfito de cobre, a
mistura de EFID com cobre e EFID, isoladamente, proporcionaram maior
protecdo contra a doenga, quando comparados com a testemunha inoculada. Para
os experimentos 3 e 4 verificou-se que os tratamentos com fosfito de cobre, a
formulagdo EFID, a mistura de EFID com sulfato de manganés (0,29 g/L) e
EFID com cloreto de manganés (0,435 g/L) proporcionaram maior protecao
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contra a doenca em relacdo a testemunha inoculada. Observou-se que os
tratamentos que proporcionaram os melhores resultados no controle da doenca
também proporcionaram aumento de folhas e maior altura das mudas.

Termos para indexacao: controle alternativo, micronutrientes, Coffea arabica.

Abstract

Formulations based on vegetal extracts, copper and manganese, for the
protection of coffee seedlings against Cercospora coffeicola

The present work was aimed at studying the effect of vegetal extracts
and the mixture of these with copper and manganese in the severity of brown
eye spot and on the development of coffee seedlings in four experiments. The
extracts from coffee leaves infected with Hemileia vastatrix (EFID) and husks of
coffee berries (ECFC) were used separately or even mixed with copper sulfate
and manganese sulfate or chloride. These extracts and their mixtures, ASM, and
the copper based-product Viga Café® were sprayed on coffee leaves seven days
before the inoculation of Cercospora coffeicola. In the experiments one and two,
using formulations based on vegetal extracts separately and in mixture with
copper, it was observed that the treatments with copper phosphite, the mixture of
EFID with copper and EFID, separately, had provided higher protection against
the disease, when compared with the inoculated control. At experiments three
and four, it was verified that the treatments with copper phosphite, EFID, the
mixture of EFID with manganese sulfate (0,29 g/L) and EFID with manganese
chloride (0,435 g/L) provided higher protection against disease in relation to the
inoculated control. It was observed that the treatments that had provided the best
results for the control of the disease also increased height and number of leaves,
compared to the control.

Index terms: alternative control, micronutrients, Coffea arabica
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INTRODUCAO

A cercosporiose, conhecida também como mancha-de-olho-pardo ou
olho-de-pomba, causada por C. coffeicola é uma das doengas mais antigas do
cafeeiro, tanto na América do Sul como América Central e encontra-se
disseminada por todas as regides produtoras. Nas regides altas do estado do
Espirito Santo e em Minas Gerais, a partir de 1971, ocorreram ataques intensos
da doenga no campo, com perdas na producdo de 30% (Carvalho & Chalfon,
2001). Os prejuizos com a cercosporiose ganharam maior importancia
econdmica com a implanta¢do de lavouras nos cerrados ou em dreas de baixa
fertilidade natural, pois existe grande relagdo entre incidéncia de cercospora e a
nutri¢do mineral das plantas (Pozza et al., 2000; Talamini et al., 2001).

A agricultura atual busca um modelo de sustentabilidade no qual se
utilize o minimo possivel de pesticidas para combater pragas e doencas. Para
estar de acordo com essa tendéncia € preciso encontrar medidas alternativas de
manejo fitossanitdrio compativeis com a qualidade ambiental visada no manejo
sustentdvel. Dentre as op¢des de manejo, incluindo tecnologias limpas, cita-se o
uso de extratos vegetais possuidores de substincias bioativas, capazes de atuar
como indutores de resisténcia as doencas em plantas.

Os indutores de resisténcia em plantas ndo atuam do mesmo modo que
os fungicidas, os nematicidas e os inseticidas, matando o organismo alvo do
pesticida em questdo, e, sim, atuam ativando os mecanismos de defesa latentes
nas plantas. As plantas ndo possuem sistema imunolégico evoluido, como nos
mamiferos, mas podem também reconhecer estimulos e responder aos mesmos,
se defendendo de estresses bidticos ou abidticos. A resisténcia induzida (RI)
pode ser ativada em plantas por uma série de substincias e evita ou atrasa a
entrada e ou a subseqiiente atividade do patégeno em seus tecidos, por meio de

mecanismos de defesa préprios.
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Avancgos na pesquisa envolvendo RI em plantas sdo acompanhados pelo
surgimento de novos produtos comerciais que apresentam maior eficécia,
estabilidade e menor impacto ao ambiente, com melhoria na produtividade
agricola, devido a reducdo de perdas ocasionadas por patégenos.

Dentre esses novos produtos comercias, destacam-se os produtos a base de
nutrientes minerais. Assim, € notdria a importancia do estado nutricional das
plantas em relag@o a atenuacdo da severidade de doengas. Os nutrientes minerais
influenciam, de uma maneira ou de outra, na resisténcia a doengas e podem
funcionar como co-fatores de enzimas que participam de diversas rotas
metabdlicas de defesa das plantas. Muitos compostos produzidos nessas rotas
metabdlicas sdo formados apds a ocorréncia da infec¢do e proporcionam maior
resisténcia as doencas.

Dessa forma, objetivou-se, com o presente estudo, avaliar a eficiéncia de
formulacdes a base de extratos em associacdo com os nutrientes cobre e

manganés, na prote¢do de mudas de cafeeiro contra Cercospora coffeicola.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao das formulacoes

Folhas de café cv. Mundo Novo, naturalmente infectadas por H.
vastatrix e caidas no solo e cascas de frutos de café coletadas apds o
beneficiamento dos graos foram processadas, no Laboratério de Fisiologia do
Parasitismo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), para a obtencdo dos extratos vegetais. Tais extratos foram

misturados entre si e com fontes de cobre (Cu) e manganés (Mn).

Obtencio do fungo C. coffeicola e inoculacao

O patdégeno foi obtido de folhas, naturalmente infectadas, coletadas em
lavoura no campus da UFLA. As folhas foram lavadas superficialmente em dgua
corrente e, em seguida, transferidas para cimara umida, por trés dias. Os
conidios produzidos foram retirados da superficie foliar com pincel de ponta
macia. A concentracio da suspensdo de conidios para as inoculacdes foi ajustada
em camara de Newbauer, para 15.000 conidios.mL". A suspensio de conidios
foi pulverizada sobre as folhas de mudas de cafeeiro nos diferentes tratamentos.
Logo apds a pulverizagdo, as plantas inoculadas foram mantidas em camara

Umida, por 24 horas.

Obtencao de mudas de cafeeiro

As mudas de cafeeiro, cultivar Mundo Novo, foram produzidas em
substrato comercial Plantmax-café, suplementadas com aplicacdes de Iogen®
(Fertilizantes Mitsui S.A., Pocos de Caldas, MG) e adubadas com 0,5 g de
fertilizante de liberacdo lenta por muda (formulacio 4-14-8 de NPK). As mudas
foram mantidas em casa de vegetacdo, na UFLA, a temperatura de 26+2°C e

umidade em torno de 60%, para a realiza¢do do experimento.
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Instalagio e conducio de experimentos

Durante o ano de 2007, foram conduzidos quatro experimentos, em
casa de vegetacdo, do Departamento de Fitopatologia, UFLA. Estes ensaios
foram conduzidos em delineamento de blocos casualizados (DBC), com quatro
repeticdes, sendo a parcela experimental constituida por 6 plantas. Para
experimentos com cobre, utilizou-se, como fonte, o sulfato de cobre (PA).
(Tabela 1). Para os experimentos com manganés, as fontes utilizadas foram o
cloreto e o sulfato de manganés (PA) (Tabela 2). Utilizaram-se mudas de 1 ano e
de 6 meses de idade, respectivamente. Os tratamentos foram pulverizados sete
dias antes da inoculacdo, até o ponto de escorrimento. As mudas foram mantidas
em casa de vegetagdo, a temperatura de 25°C, até o final do experimento. As
avaliacoes da severidade, nimero de lesdes da mancha-do-olho-pardo,
enfolhamento e crescimento foram realizadas quinzenalmente, totalizando seis
avaliagdes, seguindo escala proposta por Oliveira et al. (2001).

Ap6s as avaliagdes, calculou-se a drea abaixo da curva de progresso da

doenga para cada tratamento, de acordo com Shaner & Finney (1977).
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TABELA 1 Tratamentos com formulagGes a base de extratos e cobre, avaliados
nos experimentos em casa de vegetacao do Departamento de Fitopatologia.

UFLA, 2008.
Experimento 1
Tratamentos Dosagens
1) Testemunha inoculada -
2) ASM 02¢g ial’
3) Viga Café (10 g/L) 10gL"!
4) EFID 100 g.L"!
5) CFC 100 g.L'!
6) EFID + CFC 100 g.L"' + 100 g.L"!
7) EFID + Cobre; 100 gL' +029 gL’
8) CFC + Cobre 100 gL' +029 gL’
9) EFID + CFC + cobre 100 gL'+ 100 gL' + 0,29 gL'
10) Sulfato de cobre 0,29 gL
11) fosfito de cobre (Fulland) 5mLL."
Experimento 2
Tratamentos Dosagens
1) Testemunha inoculada -
2) ASM 02g ialL’
3) Viga Café (10 g/L) 10gL"!
4) EFID 100 g.L'!
5) CFC 100 g.L'!
6) EFID + cobre; 100 gL' +029 gL’
7) CFC + cobre 100 gL' +0,29 gL'

8) Sulfato de cobre
9) fosfito de cobre

0,29 g.L"!
SmLL."




TABELA 2 Tratamentos com formulagdes a base de extratos e manganés,
avaliados nos experimentos em casa de vegetacdo do Departamento de

Fitopatologia. UFLA, 2008.

Experimento 1

Tratamentos Dosagens
1) Testemunha inoculada -

2) ASM 02g ial’
3) Viga Café (10 g/L) 10gL"

4) EFID 1gL!

5) CFC 1gL’

6) EFID + sulfato de manganés
7) CFC + sulfato de manganés
8) Sulfato de manganés

9) EFID + sulfato de manganés
10) CFC + sulfato de manganés

l1gL'+029¢gL"
lgL'+029gL"
0,29 gL
1gL'+0435gL"
lgL'+0435¢gL"

11) Sulfato de manganés 0,435 gL'

12) Fosfito de cobre 5mL.L."
Experimento 2

Tratamentos Dosagens

1) Testemunha inoculada -

2) ASM 02g ial’

3) Viga Café (10 g/L) 10gL"

4) EFID 100 g.L"!

5) CFC 100 g.L!

6) EFID + sulfato de manganés 100 gL'+ 0,29 gL'
7) CFC + sulfato de manganés 100 gL' +029 gL’
8) Sulfato de manganés 0,29 g.L"!

9) EFID + cloreto de manganés 100 gL'+ 0,29 gL'
10) CFC + cloreto de manganés 100 gL' +0,29 gL
11) Cloreto de manganés 0,29 gL'

12) EFID + cloreto de manganés 100 gL' + 0,435 gL'
13) CFC + cloreto de manganés 100 gL' + 0,435 gL'
14) Cloreto de manganés 0,435 gL

15) Fosfito de cobre 5mL.L."




RESULTADOS E DISCUSSAO

Protecao de cafeeiro contra C. coffeicola por formulacdes a base de extratos

e cobre
Experimento 1

As formulacdes EFID, EFID+cobre e CFC+cobre apresentaram &rea
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) semelhante estatisticamente
ao Vica Café e ao Fulland (fosfito de cobre), e menores que a testemunha
inoculada, ASM (indutor de resisténcia padrdo) e demais tratamentos (Figura
1A). Os melhores resultados foram alcancados com a utilizacdo do Fosfito de
cobre, o qual apresentou protecdo de 73%, quando comparado a testemunha
inoculada com C. coffeicola. Estatisticamente semelhantes ao Fosfito de cobre,
os tratamentos com CFC + cobre, EFID + cobre, Vica Café e EFID,
apresentaram protecao de 72%, 70%, 67% e 64%, respectivamente (Figura 1A).

O produto Vica Café € largamente utilizado na cafeicultura, devido a sua
capacidade de atuar como fertilizante e também como fungicida protetor.

Segundo o fabricante (Café Brasil), o produto é composto por: 10% KZO; 10%

S; 10% Cu; 6% Zn; 3% B; 2% Mn; 1% Mg. Parte de seu desempenho pode ser
atribuida a presenca de cobre em sua constitui¢do, porém, devido a presencga de
varios outros nutrientes, ndo se pode afirmar que esse resultado seja
exclusivamente pela presenca de tal nutriente.

Santos et al. (2007), em estudo sobre o efeito de extratos vegetais contra
patégenos flingicos na cafeicultura organica, observaram que os extratos EFID e
CFC proporcionaram reducdo na incidéncia da cercosporiose, da ferrugem e da
mancha-de-phoma do cafeeiro comparativamente aos percentuais de doenga

observados nas testemunhas pulverizadas com dgua e com Viga Café.
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FIGURA 1 Area abaixo da curva de progresso de doenca (AACPD)(A) e de
lesdes (AACPL)(B), dos tratamentos a base de extratos e cobre. Tratamentos
com letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).

O cobre se encontra no solo, basicamente, na forma divalente (Cu2+) e

possui grande capacidade de ligar-se a dcidos himico e fulvico. Mais de 98% do

cobre na solucdo do solo estd complexado como quelato com compostos
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organicos como aminodcidos, compostos fendlicos e outros quelantes. O cobre
participa de vdrias reagdes nas plantas, mas também pode atuar como fungicida
(protetor) contra varios patdgenos em diversas culturas. Internamente na planta,
este micronutriente pode participar de diversos processos como fotossintese,
respiragdo, regulacdo hormonal, fixagdo do nitrogénio, de forma indireta e no
metabolismo de compostos secunddrios que podem participar da defesa das
plantas contra patégenos. Externamente, como fungicida, pode ser dividido em
calda bordaleza e cobres fixos, além de sua associagdo com ditiocarbamatos
(maneb, zineb, mancozeb).

Para a 4rea abaixo da curva de progresso de lesdes por folha (AACPLP),
pode-se constatar que alguns dos tratamentos que proporcionaram menor
AACPD também proporcionaram menor AACPLP, principalmente o Vica Café,
fosfito de cobre e as formulacdes EFID+cobre e EFID (Figura 1 B).

Cunha et al. (2004), avaliando o efeito de fungicidas cupricos e ou
sistémicos, observaram redugdo na incidéncia de ferrugem (porcentagem de
folhas doentes), no periodo avaliado, abaixo de 35%, enquanto a testemunha
atingiu valores superiores a 80%, nos meses de maior incidéncia, que foram de
maio a agosto.

Segundo os mesmos autores, os cupricos aplicados preventivamente,
isoladamente ou associados ao epoxiconazole foram eficientes no controle da
ferrugem, quando a incidéncia da doenga era baixa, com preservagdo do
enfolhamento e boa produtividade. Ja Chalfoun & Carvalho (1999) observaram
que a aplicacdo de fungicidas cipricos com base em datas pré-determinadas nao
apresentou niveis de controle satisfatérios, devido ao fato de a doenca, no ano de
1999, ter ocorrido mais tardiamente.

Na avaliacdo do desenvolvimento da cultura, observou-se efeito
sinergético entre o extrato EFID e o cobre, devido ao aumento no niimero de

folhas, superior estatisticamente aos demais tratamentos, a exce¢do do
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tratamento com fosfito de cobre — Fulland, semelhante estatisticamente ao

supracitado tratamento (Figura 2).

7,7a

Aumento de folhas/planta

Test Inoc
ASM
Viga café
EFID
CFC
EFID + CEC
EFID + Cobre
CFC + Cobre
EFID + CFC +
Cobre
Cobre
Fulland

FIGURA 2 Aumento médio no niimero de folhas, em funcio dos tratamentos
com formulacdes a base de extratos e cobre, 110 dias apds a aplicagdo dos
tratamentos, ao final do experimento. Tratamentos com letras iguais ndo diferem
entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).

Cunha et al. (2004), na avaliagdo da desfolha na safra de 2001/2002,
verificaram os efeitos benéficos na preservagdo do enfolhamento das plantas nos
tratamentos que continham, em sua formulacdo, o micronutriente cobre. Este
resultado € superior aos tratamentos com produtos sist€micos aplicados, com 5%
de incidéncia de ferrugem. Os produtos a base de cobre também proporcionam
maiores produgdes, principalmente em associacdo com outros produtos —
fungicidas e inseticidas (Chalfoun & Carvalho, 1999). Além da a¢ado fungicida, o

nutriente pode atuar como co-fator na sintese de enzimas, inclusive aquelas
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ligadas a patogénese, com evidéncia da atuagdo destas substincias no processo
de defesa das plantas. O Cu estd também envolvido na enzima Cu-Zn
superoxido dismutase (CuZnSOD), que estd diretamente envolvida no
mecanismo de detoxificagdo do superéxido gerado na fotossintese. Esta enzima
estd localizada, além dos cloroplastos, na mitocondria e nos glioxissomos. Neste
ultimo, a CuZnSOD possui a fungdo de controlar a peroxidag¢do dos lipidios na
membrana e, portanto, na senescéncia. Outras enzimas importantes em que o Cu
participa sdo a ascorbato oxidase, a lacase (responsdvel pela sintese de
plastoquinonas) e a fenolase (responsavel pela sintese de lignina, alcaldides e

outras) (Marschner, 1995).

Experimento 2

No experimento 2, foram avaliados os mesmos tratamentos do
experimento 1, com excec¢do daqueles que ndo apresentaram bons resultados.
Observou-se que a formulagdo EFID+cobre e os produtos fosfito de cobre e Viga
Café¢ apresentaram os melhores resultados, com prote¢do em relacdo a
testemunha de 65%, 64% e 58 %, respectivamente (Figura 3 A).

Para a AACPLF, pode-se observar, novamente, que o tratamento com a
formulacdo EFID+cobre apresentou maior eficiéncia no controle da
cercosporiose do cafeeiro. Os resultados obtidos pela formulacdo EFID+cobre,
comparados a formulacdo de EFID e ao tratamento com cobre isoladamente,

sugerem que houve efeito sinergistico entre o extrato EFID e cobre (Figura 3 B).
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FIGURA 3 Area abaixo da curva de progresso de doenga (AACPD) (A) e
nimero de lesdes (AACPL)(B). Tratamentos com letras iguais nao diferem entre
si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).
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Cunha et al. (2004) ja haviam observado que a mistura de cobre com
epoxiconazole apresentava resultados superiores aqueles observados pelos
produtos isoladamente. Segundo Maringoni & Kimati (1987), a combinacdo de
fungicida cupricos e etilenobisditiocarbamatos (maneb, mancozeb e zineb)
apresenta efeito sinergistico. Goes et al. (2004) verificaram que os fungicidas
clipricos, aplicados isoladamente, foram eficientes no controle da ferrugem da
goiabeira, apresentando eficiéncia compardvel a do tratamento-padrdo
representado por tebuconazole. Esta eficiéncia foi também observada mediante o
emprego da combinagdo mancozeb e 6xido cuproso ou hidréxido de cobre.

Para os parimetros de desenvolvimento, observou-se que o produto Vica
Café proporcionou o maior aumento de folhas, seguido da formulagao EFID +

Cobre (Tabela 3).

TABELA 3 Efeito de formulagdes a base de extratos e cobre no aumento de
folhas por planta e no aumento da altura.

Tratamentos Aumento de Altura final — altura
folhas/planta inicial
Test. inoculada 0,17 b* 8,72b
Bion 1,17b 6,49 b
Viga Café (10 g/L) 4,50 a 11,14 a
EFID 3,17 a 10,53 a
CFC 2,28 a 7,58 b
EFID + sulf. de cobre (0,29 g/ L) 3,22 a 12,98 a
CFC + sulf. de cobre (0,29 g/L) 2,89 a 8,35b
Sulf. de cobre (0,29 g/L) 2,11b 13,3a
fosfito de cobre (5 mL/L) 2,61 a 10,44 b

*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott
& Knott (P<0,05)
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Ao final do experimento (90 dias), observou-se que o tratamento com
sulfato de cobre proporcionou maior altura de plantas, seguido, muito préximo,
pela formulacdo EFID+cobre (Tabela 3). Estes resultados de desenvolvimento
confirmam os obtidos por Cunha et al. (2004), que observaram maiores indices

de crescimento para tratamentos com cobre.

Protecao de cafeeiro contra C. coffeicola por formulacdes a base de extratos
€ manganeés

Experimento 1

Na avaliag@o do efeito de formulacdes a base de extrato misturadas com
o micronutriente manganés na AACPD, pode-se observar que as misturas nio
apresentaram efeito sinérgico para nenhuma das doses testadas. A formulagdo de
EFID utilizada isoladamente somente ndo foi melhor que os tratamentos com
ASM e fosfito de cobre (Figura 4 A). Os melhores tratamentos, ASM, fosfito de
cobre e EFID, proporcionaram protecdo de 38%, 35% e 25%, respectivamente,
quando comparados a testemunha. A maior AACPD ocorreu em plantas
pulverizadas com a maior dose de manganés. Segundo Graham & Webb (1991),
o aumento nos teores de Mn reduz os teores de Cu, Fe e Zn que participam de
rotas metabdlicas na formagdo de compostos de defesa, o que pode prejudicar a
defesa das plantas.

Entretanto, para AACPLF pode-se observar que a formulacio EFID +
Manganés foi estatisticamente semelhante ao melhor tratamento, o produto
fosfito de cobre (Figura 4 B). No entanto, este efeito positivo pode ser atribuido
ao extrato EFID, pois esta formulagdo apresentou desempenho superior aquela
observada por EFID + manganés. A maior AACPLF foi observada para a
testemunha inoculada e ndo mais para a maior dose de sulfato de manganés

como observado para AACPD.
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FIGURA 4 Area abaixo da curva de progresso de doenca (AACPD) (A) e
nimero de lesdes (AACPLP)(B) dos tratamentos a base de extratos e manganés
com letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).
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O baixo rendimento das formulagdes combinadas com manganés pode
ser devido a fonte deste nutriente. Segundo alguns autores, os sulfatos sdo as
fontes de micronutrientes mais comuns, porém, nem sempre sdo eficientes.
Assim, as fontes com cloreto sdo mais eficientes que aquelas com sulfatos.
Como exemplos de fontes com cloreto e sulfatos tém-se: sulfato de cobre,
sulfato de manganés, oxicloreto de cobre, cloreto de manganés, entre outras
(Abrahdo et al., 1991; Malavolta, 1981; Cordeiro et al., 1990). Para o aumento
no numero de folhas, verificou-se que os tratamentos com os melhores
resultados para AACPD e AACPLF também proporcionaram maior aumento no
nimero médio de folhas (Figura 5). Os melhores tratamentos em relacdo a esta

variavel foram Fosfito de cobre, ASM E Viga Café.
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FIGURA 5 Aumento médio no niimero de folhas em funcdo dos tratamentos a
base de extratos de manganés, 110 dias apds a aplicacdo dos tratamentos, ao
final do experimento. Médias com letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott & Knott (P<0,05).
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Entre as formulagdes, observou-se que o EFID+manganés proporcionou
0 maior ganho no nimero de folhas, maior que o tratamento com EFID

isoladamente.
Experimento 2

Para o segundo experimento, realizado com combinacdes de extratos
com manganés, foram acrescentados tratamentos com duas doses de cloreto de
manganés, fonte que ndo foi avaliada no primeiro experimento e retirou-se o
tratamento com a maior dose de manganés, a qual ndo apresentou bons
resultados.

Para AACPD, o melhor resultado foi observado para plantas tratadas
com a formula¢io de EFID+cloreto de manganés (0,435 g.L'"). Esta formulacio
proporcionou protecdo de 69%, quando comparada com a testemunha. Outro
tratamento que se destacou foi o Fosfito de cobre, o qual apresentou controle de
65%, comparado com a testemunha (Figura 6 A).

A formulacio EFID+cloreto de Mn (0,435 gL"), comparada com os
tratamentos isolados de EFID e cloreto de Mn (0,435 g.L"), apresentou
diferenca na protecio de, aproximadamente, 25%. De acordo com estes
resultados, pode-se inferir que houve efeito sinergistico entre os produtos
testados em mistura.

Para a AACPLF, os melhores resultados obtidos também foram
proporcionados pela formulagio EFID+cloreto de Mn (0,435 g.L"). Observou-
se diferenca significativa deste tratamento em relacdo aos demais, sendo

estatisticamente semelhante apenas ao tratamento com Viga Café (Figura 6 B).
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FIGURA 6 Area abaixo da curva de progresso de doenga (AACPD) (A) e
nimero de lesdes (AACPL)(B) dos tratamentos a base de extrato e manganés.

Tratamentos com letras iguais nio diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott
(P<0,05).
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Segundo Huber & Wilhelm, (1988), plantas de trigo deficientes em Mn
sd0 mais susceptiveis a infec¢do do mal-do-pé e ao aumento da disponibilidade
deste nutriente e sua absor¢cao pelas plantas levam a reducdo da severidade da
doenga. Em trabalho semelhante, Rengel et al. (1993), avaliando o efeito de
doses de Mn e as diferencgas varietais em trigo infectado por Gaeumannomyces
graminis var. tritici Walker, observaram que, com o incremento de doses de Mn,
a redug@o na severidade da doenca expressa em comprimento das lesdes nas
raizes.

Simoglou & Dordas (2006), no estudo sobre o efeito de aplicacdes
foliares de Mn, B e Zn em trigo, concluiram que a aplicacdo dos micronutrientes
reduziu a severidade de mancha-amarela em trigo (Pynerophora tritici-repentis).
Reducgdes da severidade de doengas tém sido reportadas com aplicac¢des foliares
simples de &cido bérico (H;BO;), sulfato de cobre (CuSO4) ou cloreto de
manganés (MnCl,) (Reuveni et al., 1997; Reuveni, 1998). Estes autores sugerem
que a acdo do B, Cu e Mn ndo € por efeito direto no patdgeno e, sim, porque 0s
micronutrientes participam de diversas rotas para a producdo de compostos de
defesa das plantas.

Na protecdo contra a entrada de patégenos, o Mn atua, principalmente,
na sintese de lignina (barreira fisica a entrada de patégenos) e de compostos
fendlicos (substincias toxicas aos patdgenos). A presenca de Mn inibe a
aminopeptidase (enzima que hidrolisa proteinas, dando aminodcidos essenciais
ao desenvolvimento de fungos) e metilesterase da pectina (exoenzima de fungos
que degrada parede celular do hospedeiro) (Marschner, 1995).

Na avaliacdo dos pardmetros de desenvolvimento da cultura, aumento no
nimero de folhas e altura das plantas, plantas tratadas com a formulag¢do EFID +
cloreto de Mn apresentaram resultados superiores aos demais tratamentos

(Tabela 4).
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TABELA 4 Efeito de formulacdes a base de extratos vegetais ¢ manganés no
aumento de folhas por planta e no aumento da altura.

Tratamentos Aumento de Altura final —
folhas/planta Altura inicial
Test. inoculada 0,17 b* 8,72b
Bion 1,17b 6,49 b
Viga Café (10 g/L) 4,50 a 11,14 a
EFID 3,17 a 10,53 a
CFC 2,28 a 7,58 b
EFID + sulf. de Mn (0,29 g/L) 3,67 a 10,83 a
CFC + sulf. de Mn (0,29 g/L) 3,89 a 11,3 a
Sulf. de Mn (0,29 g/L) 3,6la 11,13 a
EFID + cloreto de Mn (0,29 g/L) 2,89 a 10,63 a
CFC + cloreto de Mn (0,29 g/L) 2,06 a 9,27 a
Cloreto de Mn (0,29 g/L) 1,67 b 8,94 a
EFID + cloreto de Mn (0,435 g/L) 4,72 a 11,8 a
CFC + cloreto de Mn (0,435 g/L) 2,94 a 9,39 a
Cloreto de Mn (0,435 g/L) 3,33 a 997 a
fosfito de cobre (5 mL/L) 2,61 a 10,44 a

*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott
& Knott (P<0,05).

O Mn estéd envolvido em diversos processos fisioldgicos, como absorc¢io
i0nica, fotossintese, reducdo do nitrogé€nio, respiracdo, regulacdo hormonal,
sintese de proteinas e protecdo contra a entrada de patégenos. Além disso, este
micronutriente atua na ativagdo das enzimas ATPase, na sintetase de glutatione e
na ativacdo de metionina, entre outras.

A maior eficiéncia das formulagdes com cloreto pode ser explicada pelo
fato da fonte cloreto ter elevada permeabilidade cuticular por meio da qual
estabelece uma diferenca de potencial de difusdo negativa entre os dois lados da
cuticula. Este potencial favorece a penetracdo dos cétions presentes na solugao,

neste caso Mn?*, através da cuticula.
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Portanto, pode-se concluir que, entre as combinacdes testadas nas
formulacdes de EFID, aquelas com sulfato de cobre (0,29 g.L'") e com cloreto de
potdssio (0,435 g.L') apresentam potencial no controle da cercosporiose do

cafeeiro, além de proporcionarem bom desenvolvimento da cultura.
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ARTIGO 3

Estudo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de defesa
ativada por formulacées a base de folhas de cafeeiro contra Cercospora

coffeicola em plantas de cafeeiro
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Daniel R. Amaral"*’, Mario Licio V. Resende?, Pedro Martins R. Jinior?
Marcia Toyota' , Jadir B. Pinheiro!

Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras,
Campus Universitario, Caixa Postal 3037, CEP 37200-000, Lavras, MG,
Fax (0xx35)38291283.

E-mail: mlucio@ufla.br
(Aceito para publicacioem / / )

Autor para correspondéncia: Mério Licio Vilela de Resende

AMARAL, D.R.; RESENDE, M.L.V.; RIBEIRO JUNIOR, P.M. TOYOTA, M.;
PINHEIRO, J.B.. Estudo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta
de defesa contra Cercospora coffeicola em plantas de cafeeiro. Fitopatologia
Brasileira.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das formulagdes EFID
e NEFID, e do ASM sobre as atividades de proteinas relacionadas a patogénese
(PR), peroxidases, quitinase e beta-1,3-glucanase, e no conteido de fendis totais
e lignina solivel, em folhas de cafeeiro. Plantas de cafeeiro da cultivar Mundo
Novo foram pulverizadas com: acibenzolar-S-metil (ASM; 0,2 g L"), extrato de
folhas de café infectadas com ferrugem (EFID; 100 g L) e extrato de folhas de
café infectadas com ferrugem obtido de particulas mais finas (30 micras)
(NEFID 2,5 g L"), ambos tratamentos com e sem inoculacdo de Cercospora
coffeicola, além de testemunha inoculada e testemunha pulverizada com &4gua.
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As atividades de peroxidase, quitinase e  1,3-glucanase foram maiores nas
ultimas coletas, a partir de 7 até 21 dias. A excecdo foi para a enzima J 1, 3-
glucanase, que a atividade aumentou nas primeiras horas para os tratamentos
com ASM e NEFID. Para o contetdo de fendis totais, observaram-se maiores
atividades aos 11 dias de tratamento. A drea abaixo da curva do conteido de
fendis totais foi significativamente maior para os tratamentos com EFID e
NEFID em relagdao ao ASM e as testemunhas inoculada e absoluta.

Palavras chaves adicionais: PR proteinas, fendis, extratos vegetais,

cercosporiose

Abstract

Study of the biochemical mechanisms involved in defense response against
Cercospora coffeicola in coffee seedlings

The objective of this work was to assess the influence of the
formulations EFID and NEFID, and ASM on the activation of plant
pathogenesis-related (PR) proteins, peroxidase, chitinase and B 1,3-glucanase,
and on the content of total phenolics and soluble lignin, in leaves of coffee
seedlings. Coffee seedlings of cultivar Mundo Novo were sprayed with:
acibenzolar-S-metil (ASM; 0,2 g L-1), extracts from coffee leaves infected with
Hemileia vastatrix (EFID; 100 g L-1) and extracts from coffee leaves infected
with Hemileia vastatrix (EFID) with smaller particles (30 micra) (NEFID 2,5 g
L-1), with or without inoculation of Cercospora coffeicola, inoculated control
and absolute control sprayed with water. The activities of peroxidase, quitinase
and f -1,3-glucanase were higher for samples collected later in time, from 7 to
21 days after spraying. The exception was for f 1, 3-glucanase, which activity
increased in the first hours, for the treatments with ASM and NEFID. The
highest content of total phenolics was detected 11 days after spraying. The area
under total phenolic content curve was significantly higher for treatments with
EFID and NEFID in relation to ASM and controls.

Additional Keywords: PR proteins, fhenolics, vegetal extracts, bronw eye spot.
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INTRODUCAO

A cercosporiose, ou mancha-de-olho-pardo, causada por Cercospora
coffeicola Berk. & Cooke, é uma das principais doencas da fase de viveiro da
cultura do café (Coffea arabica L.) e possui como caracteristicas a desfolha, a
redu¢do no desenvolvimento e o raquitismo, tornando-se impréprias para o
plantio.

O principal método de controle da cercosporiose € o quimico, no
entanto, o uso indiscriminado de fungicidas causa danos ao meio ambiente, aos
seres vivos e favorece a selecdo de ragas resistentes de patogenos. Entre as
estratégias para o controle de doengas de plantas, em geral, destaca-se a ativacao
das defesas naturais das mesmas, por meio da indugdo de resisténcia sist€mica
adquirida (RSA) (Louws et al., 2001), em que moléculas eliciadoras podem
proteger os tecidos contra o ataque de ampla variedade de patégenos
(Hammond-Kosack & Parker, 2003). A RSA ¢ expressa tanto local quanto
sistemicamente, em resposta a patdgenos que causam lesdes necrdticas. A
resisténcia expressa estd associada ao aumento de atividade de proteinas
relacionadas a patogénese (PR) e é mediada por processo dependente do 4cido
salicilico.

Outros processos de defesa podem ser incluidos, como explosdo
oxidativa, acimulo de fitoalexinas, lignificacdo e enrijecimento de parede
(Durrant & Dong, 2004). Embora as proteinas PR estejam envolvidas na defesa
de plantas, elas n3o sdo necessariamente identificadas por sua acdo
antipatogénica, mas sim por seu simples acimulo em plantas submetidas a
situacdo de patogénese (Loon, 1997). Entre as PR, encontram-se hidrolases
como as beta-1,3-glucanases (PR-2; EC 3.2.1.39) e quitinases (PR-3; EC
3.2.1.14), que tém sido relatadas, principalmente, como inibidoras do

crescimento fingico (Van Loon & Van Strien, 1999). Essas proteinas,
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especificamente as quitinases, apresentam acao antibacteriana, em razdo de sua
acdo lisozimica sobre a parede celular (Stintzi et al., 1993). Eliciadores
sintéticos, como o ASM (éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-
carbotidico), parecem atuar similarmente ao dcido salicilico e também induzem
RSA contra bactérias, fungos e virus (Cole, 1999; Resende et al., 2002).

Os extratos vegetais sdo considerados como eliciadores bidticos
(Pascholati & Leite, 1995), cuja eficiéncia no controle de fitopatégenos foi
observada em diversos patossistemas (Bonaldo et al., 2004; Guzzo et al, 1987;
Maxemiuc—Naccache & Dietrich, 1985). Tais extratos podem liberar eliciadores
derivados da superficie celular, os quais induzem respostas de defesa tanto em
plantas hospedeiras como em ndo hospedeiras. Estes incluem peptideos,
carboidratos, glicoproteinas e dcidos (Niirnberger & Brunner, 2002).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de eliciadores
bioldgicos e quimicos sobre as atividades de proteinas PR, quitinase, peroxidase
e beta-1,3-glucanase, além de fendis totais e a deposicdo de lignina em folhas de

musas de cafeeiro.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao das formulacoes

Folhas de café cv. Mundo Novo, naturalmente infectadas por H.
vastatrix e caidas no solo, foram utilizadas para a obtencao do EFID — particulas
mais grosseiras € NEFID - particulas extremamente finas (30 micras) foram
processados no Laboratério de Fisiologia do Parasitismo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), para a obtencdo dos
extratos vegetais. O produto ASM, utilizado como indutor de resisténcia padrdo,

foi obtido junto a Syngenta Protec@o de Cultivos Ltda..

Caracterizacdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de
defesa

Para a determinagdo dos mecanismos, foi realizado experimento em casa
de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia visando fornecer material foliar
para as andlises bioquimicas.

Utilizaram-se mudas de cafeeiro com 90 dias de idade. Os tempos de
coleta das amostras foliares foram: O hora, 6 horas (0,25 dia), 12 horas (0,5 dia),
24 horas (1 dia), 72 horas (3 dias), 168 horas (7 dias), 264 horas (11 dias), 336
horas (14 dias) e 504 horas (21 dias), apds a aplicacdo do eliciador. Foram
utilizadas 3 repeti¢des de 3 plantas cada, por tempo de coleta por tratamento. A
inoculacdo do patégeno foi realizada com 144 horas (6 dias). Os seguintes
tratamentos foram avaliados: EFID, NEFID e ASM (0,2 g L'l), inoculados e niao
inoculados com C. coffeicola, além de duas testemunhas: uma inoculada com C.
coffeicola e nao pulverizada com os tratamentos e outra absoluta (plantas
pulverizadas somente com dgua), em que foram analisadas as atividades das

enzimas peroxidase de guaicol (POX; EC 1.11.1.7), quitinase (CHI; EC
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3.2.1.14), B-1,3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6), além da deposi¢do de lignina
solivel e fendis soldveis totais.

As amostras coletadas foram protegidas com papel aluminio,
acondicionadas em sacos pldsticos e armazenadas em freezer a -80°C, até o

preparo dos extratos para as andlises bioquimicas descritas nos proximos itens.

Preparo de extratos foliares para a avaliacio de proteinas totais e atividade
de peroxidase de guaiacol, quitinase e 3-1,3-glucanase

Os tecidos vegetais foliares foram triturados em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo até a obten¢do de um p6 fino. Posteriormente, adicionou-se o
tampdo acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, durante 3 minutos (10mL de tampao
para cada grama de amostra) sobre banho de gelo. Apds a filtragdo em pano de
trama fina, a solu¢do foi centrifugada a 12.000 g, por 15 minutos e o
sobrenadante foi usado como fonte enzimitica. Todos os procedimentos para a
obteng¢do do extrato enzimatico foram executados em 0-4°C.
Proteinas totais

O nivel de proteina total solivel foi aferido com a utilizacio de um
padrdo de albumina sérica bovina (BSA) ajustado para 100uL do extrato

enzimatico, conforme ensaio de Bradford (1976).

Peroxidase de guaicol (POX; EC 1.11.1.7)

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX) foi determinada pela
adi¢do de 100uL do extrato enzimatico ajustado para 2 mL de solug@o contendo
900uL de acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, 500uL de guaiacol 20mM e 500uL
peréxido de hidrogénio 60 mM. Apds incubac¢do em 30°C, por 10 minutos, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro a 480 nm (Urbanek et al., 1991).
Uma unidade POX foi expressa como variacdo de 1 ODyg, por miligrama de

proteina soldvel por minuto (A 4gonm mgP’l. min'l).
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Quitinase (CHI; EC 3.2.1.14)

Atividade de quitinases foi determinada pela adi¢do de 100uL do extrato
enzimatico ajustado para 320uL de uma solucio com acetato de s6dio 50mM pH
52 e 70uL de CM-Chitin-RBV (2mg mL), um substrato especifico para
quitinases fornecido por Loewe Biochemica GmbH, em microplacas de 96
cavidades, com volume de 350uL por cavidade. Apds incubagdo a 35°C por 80
minutos, as amostras foram acidificadas com 50uL de HCI 0,5N, resfriadas em
banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas (1.450g, por 10 minutos) a 4°C.

Uma aliquota de 200uL do sobrenadante de cada amostra foi transferida
para nova microplaca, para leitura em 492nm, em um leitor EIA-compativel
(Wirth & Wolf, 1990). A atividade CHI foi expressa pela variacdo de 1 ODgo,

por miligrama de proteina soltivel por minuto (A 405, mgP™" min™).

B-1,3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6)

A atividade da B-1,3-glucanase foi medida de modo anilogo ao da
quitinase, apenas com substitui¢do do substrato para CM-Curdlan-RBB (4 mg
mL"; Loewe Biochemica GmbH). Para promover acio hidrolitica de B-1,3-
glucanase, foi adotado tempo de incubagio de 35°C por 80 minutos. As amostras
foram submetidas a um mix de 5” e, posteriormente, medidas fotometricamente
em filtro de 620 nm de um leitor EIA (Wirth & Wolf, 1990). A atividade GLU
foi expressa pela variacdo de 1 ODgyy por miligrama de proteina solivel por
minuto (A ¢0mm mgP'1 min'l).

Todos os ensaios enzimadticos foram conduzidos em triplicatas.
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Preparo de extratos foliares para avaliacio de lignina solivel e fendis
soltveis totais

Os tecidos vegetais foliares foram triturados em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo, até a obtencdo de um p6 fino. Posteriormente, as amostras
foram liofilizadas por 12 horas (liofilizador condensador L101, marca
LIOBRAS). Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado foi transferida para
micro tubo de 2 mL e homogeneizadas com 1,5 mL de metanol a 80% e
mantidas sob agitagdo, por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz a
temperatura ambiente. A solugao foi centrifugada, a 12.000 g, por 5 minutos. O
sobrenadante (extrato metandlico) foi transferido para novo microtubo, com o
qual se realizou a determinagdo de fendis soldveis totais, enquanto o residuo

s6lido foi utilizado para a determinacao de lignina soldvel.

Determinacao de lignina solivel

Foi adicionado ao residuo solido 1,5 mL de metanol 80%,
homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi seco, a 65°C, por 15 horas. Posteriormente,
acrescentou-se 1,5mL de solu¢do de dcido tioglic6lico:HCl 2M (1:10). Em
seguida, agitaram-se suavemente os microtubos para hidratar o residuo e estes
foram colocados em banho-maria, a 100°C, por 4 horas.

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados, a 10.000g, por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5mL de
dgua ultrapura e novamente centrifugados a 10.000g por 10 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 1,5 mL. de NaOH 0,5M e mantido em agitador rotativo por 15
horas a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada, a 10.000g, por 10

minutos e o sobrenadante transferido para novo microtubo, ao qual foram

adicionados 200 pL. de HCI concentrado. A suspensao obtida foi mantida em
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camara fria (4°C), por 4 horas, para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao
4cido tioglicélico.
A seguir, a mistura foi centrifugada, a 10.000g, por 10 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5M.
A absorbancia desta solu¢do foi determinada em espectrofotdmetro a
280 nm e os valores calculados com base na curva de lignina, sendo expresso em
pug de lignina soldvel, por miligrama de matéria seca (adaptado de Doster &

Bostock, 1988).

Determinacao de fendis soldveis totais

Aliquota de 150pL do extrato metandlico foi misturada a 150uL do
reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N, por 5 minutos, homogeneizada com 150uL
de Na,CO; IM, por 10 minutos e diluida com 1 mL de 4dgua ultrapura a
temperatura ambiente, por uma hora.

Os valores de absorbancia desta reagdo foram determinados a 725 nm
em espectrofotdmetro e calculados com base na curva de catecol. Os compostos
fendlicos totais foram expressos em equivalente pug de catecol por miligrama de

matéria seca (Spanos & Wrolstad, 1990).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Peroxidase

A atividade de peroxidase de todos os tratamentos manteve-se constante
e semelhante entre si, até sete dias apds a pulverizagdo (Figura 1 A-C). A partir
dos sete dias apds a aplicacdo dos tratamentos, observou-se aumento na
atividade da enzima, com excec¢do das testemunhas, inoculada com C. coffeicola
(Cc) e absoluta, que mantiveram a tendéncia constante, com ligeiro aumento a
partir deste periodo (Figura 1 A-C). A atividade de peroxidases em plantas
tratadas com ASM + Cc foi maior aos 14 dias ap6s aplicacdo dos tratamentos e 8
dias apds a inoculagdo, com reducio até aos 21 dias, enquanto o tratamento com
ASM apresentou maior atividade aos 21 dias (Figura 1 A).

Em plantas de tomate tratadas com ASM, sem inoculacio ou inoculadas,
o pico de producdo dessa enzima ocorreu aos nove dias apds a pulverizagio
(Ribeiro Junior et al., 2004). No patossistema tomate X Clavibacter
michiganensis subsp. Michiganensis, o pico de produgdo de peroxidases foi
observado aos 14 dias (Soylu et al., 2003).

Plantas tratadas com EFID, com e sem inoculagdo, tiveram pico de
producdo de peroxidases no 14° dia apds a aplicagdo do extrato, porém, para o
tratamento inoculado, essa atividade foi menor que aquela observada no
tratamento sem inoculacdo (Figura 1 C). Mazzafera et al. (1989) observaram
resultado inverso em cultivares de Catuai e Mundo Novo infectadas com
Meloidogyne incognita. Estes autores observaram que a atividade de peroxidase
foi maior em tecidos infectados do que em tecidos ndo infectados. Pereira (2006)
observou pico de atividade dessa enzima em plantas tratadas com extrato de

casca de café (150 g.L'l), aos 11 dias, com ou sem a inoculagao de C. coffeicola.
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FIGURA 1 Atividade de peroxidases de guaiacol (POX), A, B e C, em folhas de
mudas de cafeeiro, apds tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-metil, NEFID e
EFID, comparadas com a testemunha. Setas indicam inoculagdo com

Cercospora coffeicola (Cc) 6 dias apds pulverizacido. Barras de erros indicam
desvio padrdo da média.
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Plantas de cafeeiro tratadas com NEFID e inoculadas tiveram pico de
producdo de peroxidases aos 11 dias apds aplicacdo do tratamento e 5 dias apds
a inoculagdo. Sem inoculagio, este tratamento apresentou maior atividade aos 14
dias ap6s aplicacdo do tratamento (Figura 1 B).

As peroxidases de plantas participam de diversos processos fisioldgicos,
dentre eles a formagdo de lignina. A atividade desta enzima € freqiientemente
aumentada em resposta aos estresses, ao ataque de patégenos e aos tratamentos
com indutores. A protecdo celular contra rea¢des oxidativas também € uma das

principais fungdes das enzimas (Anterola & Lewis, 2002).

Quitinase e p 1, 3 glucanase

Plantas de cafeeiro pulverizadas com os tratamentos, sem inoculacio de
C. coffeicola (Figura 2 D-E), mostraram aumento significativo na atividade de p-
1,3-glucanases em folhas, logo a primeira coleta, seis horas apds a pulverizagao,
em relacdo a plantas pulverizadas com dgua e sem inoculagdo, a exceg¢do de
plantas tratadas com EFID. Essa diferenca permaneceu relativamente constante
até 21 dias apds a pulverizagdo para o tratamento com NEFID. Para plantas
pulverizadas com EFID, observou-se aumento na atividade a partir de 3 dias
apos a pulverizacgdo. Os tratamentos apos a inoculacdo apresentaram aumento na
atividade de B-1,3-glucanases até 21 dias apds a pulverizag¢do dos tratamentos ou
15 dias apds a inoculagdo, a excecdo do tratamento com EFID inoculado, o qual
apresentou maior atividade desta enzima aos 14 dias da pulverizacio e aos 8 dias
da inoculagdo (Figura 2 D, E e F). No caso deste tratamento sem inoculagdo, a
maior atividade foi observada aos 21 dias da pulverizacdo (Figura 2 F). Esses
resultados sugerem que as atividades incrementadas de [-1,3-glucanases,
promovidas pelos eliciadores testados, acontecem principalmente nos primeiros

dias apos as pulverizagdes, sustentando-se, em alguns casos, até 21 dias.
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Mecanismos de defesa podem ser induzidos em plantas nas quais faltam
genes de resisténcia, por meio de inoculagdo de microrganismos nao
patogénicos, inoculacdes de patégenos restritos e compostos quimicos (Kessman
et al., 1994). Muitos oligossacarideos, proteinas e glicoproteinas, originados de
fungos e bactérias, podem funcionar como eliciadores ndo especificos, para
induzir respostas de defesa em plantas que carreguem genes R nao especificos
(Niirnberger & Brunner, 2002).

As substancias bioldgicas utilizadas neste trabalho foram preparadas
com o intuito de se obter eliciadores heterogéneos a partir da fragmentagdo de
folhas de cafeeiro infectado por H. vastatrix (EFID e NEFID), de forma
semelhante a pesquisa de Cavalcanti et al. (2007) e Resende et al. (2007). Estes
autores utilizaram extratos da fragmentagdo do caule de Solanum lycocarpum
infectado pelo fungo causador da vassoura-de-bruxa C. perniciosa (VLA) e
obtiveram respostas de proteinas PR em tomateiro e cacaueiro inoculados com
X. vesicatoria e C. perniciosa, respectivamente. A quitina € um polissacarideo
linear, composto de residuos de 2-acetamido-2-deoxi-f-D-glucopiranose
(GlcNAc), em ligacdes P(1-4), e a quitosana € um polissacarideo parcialmente
N-acetilado derivado da quitina, composto por ligacdes P(1-4) de GlcNAc e 2-
amino-2-deoxi-B-glucopiranose (GIcN), sdo componentes de parede celular
fingica e sdo relatados como supressores de muitas doencas de planta, por

induzir-lhes resisténcia (Benhamou et al., 1998; Ben-Shalon et al., 2002).
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FIGURA 2 Atividade de quitinases (CHI), A, B e C, e de B-1,3-glucanases
(GLU), D, E e F, em folhas de mudas de cafeeiro, apds tratamentos com: ASM —
acibenzolar-S-metil, NEFID e EFID, comparados com a testemunha. Setas
indicam inoculacdo com Cercospora coffeicola (Cc) 6 dias apds pulverizagao.
Barras de erros indicam desvio padrdo da média.

Plantas de cafeeiro pulverizadas com NEFID e EFID também mostraram
aumento na atividade de quitinases em folhas. No entanto, para esta enzima, o
aumento da atividade foi mais discreto que aquele observado para beta-1,3-

glucanases. Nao houve diferencas significativas da atividade da enzima,
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proporcionada pelos tratamentos, NEFID e EFID, para as testemunhas, até 14
dias apds a pulverizagdo e 8 dias de inoculacdo. A partir deste dia, houve
aumento significativo da enzima até 21 dias apds a pulverizacdo, tanto em
tratamentos com inoculacdo quanto para tratamentos sem inoculagdo,
culminando com a maior atividade em relag@o as testemunhas (Figuras 2 A-C).
Para plantas pulverizadas com ASM, observou-se que a atividade desta
enzima se sobressaiu em relagdo as testemunhas, do 1° ao 21° dia de avaliacao.
Comportamento semelhante foi observado para plantas pulverizadas com ASM e
inoculadas com C. coffeicola. Observou-se aumento desde o 5° dia apds a
inoculagdo até o 15° (Figura 2 D). A participacdo de enzimas relacionadas a
resisténcia foi evidenciada por Baysal et al. (2003), que relataram que plantas de
tomate tratadas com ASM e inoculadas com C. michiganensis subsp.
michiganensis exibiram maior atividade de peroxidase aos 5 dias e de quitinase
aos 2, 3, 5 e 7 dias apdés a inoculacdo com a bactéria. Esse aumento foi
correlacionado com a resisténcia induzida nas plantas de tomate tratadas com

ASM.

Lignina e fendis totais

A lignina € uma macromolécula fendlica, altamente complexa, sendo o
segundo composto mais abundante nos tecidos vegetais. Sua estrutura ainda ndo
¢ totalmente conhecida, em fun¢do das dificuldades no processo de extragdo,
mas acredita-se que ela seja originada da polimerizacdo enzimdtica de
monodmeros de coniferil, sinapil e p-cumaril dlcoois (Dence & Lin, 1992; Taiz &
Zeiger, 1998).

Os compostos testados ndo proporcionaram diferenca significativa para
o teor de lignina soldvel em 4cido em nenhuma das datas em que foram

realizadas as coletas de tecidos (Figura 3), a excecdo de uma leve tendéncia de
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aumento na dltima coleta analisada, aos 21 dias, para o tratamento de ASM
inoculado com C. coffeicola (Figura 3 A).

A lignina é acumulativa, por isso, quanto maior o estddio de
desenvolvimento das plantas, maiores sdo os teores de lignina, principalmente
em plantas lenhosas e perenes, como o café. Este composto, geralmente, é
encontrado nos tecidos vegetais entre a parede celular e as células adjacentes.
Estruturas lignificadas podem interromper o desenvolvimento fingico em
tecidos vegetais e atuar como barreira com resisténcia a penetracdo ou ao
desenvolvimento destes organismos (Nicholson & Wood, 2001; Agrios, 1997;
Pascholati & Leite, 1995; Misaghi, 1982; Hammerschmidt & Kuc, 1982; Ride,
1975).

Para fendis totais, pode-se observar que os tratamentos com EFID e
NEFID, inoculados e nao inoculados com C. coffeicola, apresentaram maior
atividade que as testemunhas inoculada e absoluta. Esta maior atividade ficou
evidente aos 7 e 11 dias, para a formulacdo NEFID e aos 11 dias, para a
formulacdo EFID (Figura 3 E, F). Os tratamentos com ASM ndo diferiram

significativamente das testemunhas (Figura 3 C).
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FIGURA 3 Actimulo de lignina soltivel em 4cido tiogliclico (ug mg” MS™),
A, B e C, e de fendis soldveis totais (ug de catecol mg'1 MS'l), D,EeF, em
folhas de mudas de cafeeiro, apds tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-metil,
EFID e NEFID, comparadas com a testemunha. Setas indicam inoculagdo com
Cercospora coffeicola (Cc) 6 dias ap6s pulverizacdo. Barras de erros indicam
desvio padrdo da média.

Substéncias extraidas de uredinidsporos de Hemileia vastatrix Berk. &
Broome inativados por autoclavagem e preparados em forma de filtrado aquoso
induziram protecdo contra o mesmo fungo em cafeeiros, com aumento dos
niveis de compostos fendlicos e atividades de peroxidases e polifenoloxidases

(Maxemiuc-Naccache & Dietrich, 1985; Guzzo et al., 1987). Seguindo principio

semelhante, Cavalcanti et al. (2007) e Resende et al. (2007) utilizaram filtrado
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aquoso de micélio de Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer e extrato aquoso de
ramos de lobeira (Solanum lycocarpum A. St.-Hil.) infectados por C. perniciosa
e observaram a eficécia destes produtos na protecdo de tomateiro e de cacaueiro
infectado por Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge) Vauterin et al. e
Verticillium dahliae Kleb., respectivamente.

Nao houve diferencas estatisticas entre os tratamentos para avaliagdao do
actimulo de lignina, ao final de 21 dias de experimento, entretanto, observou-se
discreta tendéncia no aumento da macromolécula para os tratamentos com ASM
e NEFID. Aos 21 dias, o teor de lignina foi cerca de 10% superior aos
tratamentos com ASM e NEFID, em relacdo a testemunha absoluta e 15% em
relacdo a testemunha inoculada (Figura 4 A).

Iriti & Faoro (2003) também observaram maior formacgdo de lignina em
funcdo do tratamento com ASM, o que pode ser, juntamente com maior
atividade das proteinas-PR, um dos principais mecanismos responsdveis pela
resisténcia do feijoeiro contra U. Appendiculatus. Kuhn (2007) observou que a
aplicagdo de ASM em feijoeiro causou aumento na sintese de lignina. Segundo o
autor, este fato pode estar associado a redugdo da severidade de X. axonopodis

pv phaseoli, em casa de vegetacdo e Sclerotinia sclerotiorum no campo.
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FIGURA 4 Area abaixo da curva do progresso do acimulo de lignina -
AACPAL (A) e da produgdo de fendis — AACPPF (B) em folhas de mudas de
cafeeiro, apds tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-metil, EFID e NEFID
comparadas com a testemunha. “Cc” indica inoculacio com Cercospora
coffeicola 7 dias apds pulverizagdo. Médias com mesma letra ndo diferem, pelo
teste de Scott-Knott (P<0,05).

Para o acimulo de fendis totais, ao final do experimento, observou-se
que os tratamentos com as formula¢des EFID e NEFID foram superiores aos
demais tratamentos, nio apresentando diferencas significativas entre si (Figura 4
B). As plantas tratadas com ASM, com e sem inocula¢do, foram estatisticamente

semelhantes a testemunha inoculada e deferiram da testemunha absoluta (Figura

4 B).
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O maior acumulo de fendis em folhas de mudas de cafeeiro pulverizadas
com as formulacdes EFID e NEFID e inoculadas com C. coffeicola pode ser
explicado pelo fato de os extratos de tecidos do cafeeiro serem ricos em
compostos fendlicos (Ramirez, 1987), substancias bioativas capazes de disparar
reacdes de defesa do vegetal contra fatores externos. Compostos fendlicos sdo
conhecidos como substincias fungitdxicas e, em alta concentracdo nas células,
podem ser oxidados a quinonas, constituindo-se em componentes de defesa do
vegetal contra fatores externos (Nicholson & Hammerschmidt, 1992; Pascholati
& Leite, 1994). Extratos aquosos de folhas de café infectadas por ferrugem e de
casca de frutos de café (endocarpo, mesocarpo e exocarpo) demonstraram efeito
protetor também contra mancha-de-phoma (Barguil et al., 2005). Por sua vez,
extratos aquosos de lobeira demonstraram ser promissores na indugdo de
resisténcia, em experimentos realizados com cacaueiro, tomate e cafeeiro
(Ribeiro Junior et al., 2004; Barguil et al., 2005; Amaral, 2005; Cavalcanti,
2006).

A partir dos resultados, pode-se concluir que as substincias estudadas
sdo capazes de promover o aumento na atividade das proteinas PR, peroxidase,
quitinase e B 1, 3 glucanase, além de aumentar os teores de fendis totais em
folhas de cafeeiros. Os resultados alcancados pela formulacio NEFID a

credenciam para utilizacdo em trabalhos futuros em substituicao ao EFID.
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CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, busca-se um modelo de sustentabilidade para a agricultura,
no qual se utilize o minimo de pesticidas possivel para combater pragas e
doengas. Assim, € necessdrio encontrar medidas alternativas de manejo
fitossanitdrio compativeis com a qualidade ambiental visada no manejo
sustentdvel. Dentre as op¢des de manejo, incluindo tecnologias limpas, cita-se o
uso de extratos vegetais possuidores de substincias bioativas, capazes de atuar
como indutores de resisténcia as doengas em plantas.

O grupo de pesquisa liderado pelo Prof. PhD. Mdrio Licio Vilela de
Resende busca alternativas baseadas em diversas formulagdes a base de extratos,
em diferentes patossistemas, com o objetivo de potencializar os efeitos de
extratos com efeito comprovado, como o caso da formula¢do EFID. Esta mesma
formulacdo obteve, neste trabalho, uma mudanca avaliada, granulometria
reduzida, em que particulas extremamente finas deram origem ao NEFID ou a
novo EFID, para obter melhores resultados, menores custos e a tornar cada vez
mais comercial. Outra acido desenvolvida foi promover a mistura de formulacdes
a base de extratos com produtos comerciais, como 0 ASM e micronutrientes,
com vistas a obter produtos mais eficientes e ampliar seus efeitos em diferentes
culturas. Com a realizag@o deste trabalho, demonstrou-se que a nova formulacio
de EFID, NEFID, proporcionou resultados semelhantes aos obtidos por EFID,
porém, com a utilizagdo de menor quantidade de matéria-prima. Observou-se
que algumas misturas apresentaram efeito sinergistico, como a mistura de EFID
com sulfato de cobre (0,29 g.L'l) e EFID com cloreto de Mn (0,435 g.L'l).

No presente trabalho, a formulagdo com EFID demonstrou efeito
protetor contra Cercospora coffeicola do cafeeiro e os mecanismos responsaveis

por este efeito protetor basearam-se no aumento das atividades de proteinas PR
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(peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanases), além de aumento no teor de fendis
totais.

Apesar dos resultados promissores, torna-se necessdria a realizagdo de
novos experimentos, variando as misturas com as formulagdes ja disponiveis,
como, por exemplo, outras fontes de cobre e manganés, além de maior niimero

de aplicagdes e doses, outros nutrientes e testes em campo com plantas adultas.
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