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RESUMO GERAL

AMARAL, Daniel Rufino. Induciio de resisténcia em cafeeiro contra
Cercospora coffeicola por eliciadores abidticos e extratos vegetais. LAVRAS:
UFLA, 2005. 96p. (Dissertagdo de Mestrado em Fitopatologia)’

O estudo desenvolvido no Departamento de Fitopatologia da UFLA, Lavras-
MG, Brasil, teve como objetivos: 1) induzir protegdo contra Cercospora
coffeicola em cafeeiro com doses de silicato potéassio e extratos vegetais; 2)
caracterizar as reagdes bioquimicas do cafeeiro, desenvolvidas em fungdo do
estimulo de protegdo, visando esclarecer parte da natureza das interagdes no
patossistema C. coffeicola — cafeeiro. Testaram-se os seguintes eliciadores:
silicato de potassio (doses 0,75; 1,5; 3,0 e 6,0 mL/L de 4gua), extrato de casca de
frutos de café (ECF), extrato de folhas de café infectadas com Hemileia vastatrix
(EFID 100), extrato bruto aquoso de ramos de lobeira (Solanum lycocarpum)
infectados com Crinipellis perniciosa (VLA) e extrato de folhas de eucalipto
(Corymbia citriodora) (ECC). Nos experimentos com os eliciadores abiéticos e
bidticos, os produtos foram aplicados em cafeeiro C. arabica cv. Topézio e
Acaia Cerrado respectivamente, sete dias antes da inoculagdo com C.coffeicola.
Observou-se que entre os eliciadores abiéticos, o melhor resultado foi
encontrado com silicato de potéssio 1,5 mL/L, com uma diminui¢io de 47% na
doenga quando comparado ao da testemunha inoculada. A diminuigio da doenga
com a utilizagdo de ASM (acibenzolar S-metil) foi de 43% em relagéo a mesma
testemunha. Entre os extratos vegetais, os melhores resultados foram
encontrados com os extratos EFID 100, VLA e ECF. Estes extratos
proporcionaram uma diminuigo na drea abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD) de 37%, 32% e 40%, respectivamente, quando comparados com a
testemunha inoculada. Plantas tratadas com ASM apresentaram 41% menor
AACPD que a testemunha inoculada. Nos testes bioquimicos, pode-se observar
que a pulverizago de silicato de potéssio (1,5 mL/L) proporcionou, em cafeeiro,
um aumento na atividade de peroxidase, com pico aos 5 DAP (dias apos a
pulverizagdo), sem inoculagdo. Inoculadas, as plantas apresentaram pico dessa
enzima 10 DAP e 5 DAP. Para a polifenoloxidase, o pico de atividade ocorreu
aos 15 DAP, sem inoculagdo. Quando se inoculou o patégeno, o pico de
atividade ocorreu aos 10 DAP e 5 DAP. Também o maior acimulo de lignina
ocorreu em plantas tratadas com silicato de potassio 1,5 mL/L e inoculadas com

* Comité Orientador: Mirio Liicio Vilela de Resende (Orientador), Mério Sobral
de Abreu-UFLA.



o patdgeno. Na dosagem de 1,5 mL/L, o silicato de potassio proporcionou um
aumento na espessura da cuticula, provavelmente pela maior quantidade de cera
na superficie inferior das folhas. Plantas tratadas com EFID 100 e ECF
induziram maior atividade de peroxidases aos 20 dias, enquanto aquelas tratadas
com VLA induziram aos 15 dias. Para polifenoloxidase, as plantas tratadas com
- EFID 100, VLA e ECF apresentaram pico de atividade aos 20 dias. EFID 100 e
VLA proporcionaram maior acimulo de lignina, apés a inoculagio de C.
coffeicola. ‘



GENERAL ABSTRACT

AMARAL, Daniel Rufino. Induction of resistance in coffee plants against
Cercospora coffeicola by abiotic elicitors and plant extracts. LAV.RAS:
UFLA, 2005. 96p. (Dissertation for the Master Degree in Phytopathology)

The study developed at the Department of Phytopathology-UFLA, Lavras-MG,
Brazil, had as objectives: 1) to induce protection against Cercospora coﬁ'”eicola
in coffee plants with potassium silicate and plant extracts; 2) to characterize ?he
biochemical reactions of coffee plants, developed as result of protection, seeking
to clear part of the nature of the interactions in the patossystem C. coffeicola -
coffee plants. The following elicitors were tested: potassium silicate (doses 0.75;
1.5; 3.0 and 6.0 mL/L of water), aqueous extracts from rusted coffee leaves
(EFID 100), from witches’ broom diseased branches of ‘lobeira’(Solanum
lycocarpum) (VLA), from husks of coffee berries (ECF) and from eucalyptus
(Corymbia citriodora) leaves (ECC). In the experiments with the abiotic and
biotic elicitors, the products were applied in coffee plants, C. arabica cv
Topazio and Acaid Cerrado respectively, seven days before the inoculation with
C. coffeicola. It was observed that, between the abiotic elicitors, the best result
was found with potassium silicate (1.5 mL/L), with a decrease of 47% in the
disease when compared to the inoculated control. The decrease of the disease
with the use of ASM was of 43% when compared to the inoculated control.
Among the plant extracts, the best results were found for EFID 100, VLA and
ECF. These extracts provided a decrease in the area under the disease progress
curve (AUDPC) of 37, 32 and 40% respectively, when compared to the
inoculated control. Plants treated with ASM provided 41% reduction in AUDPC.
In the biochemical tests, it was observed that potassium silicate at 1.5 ml/L
provided an increase of the peroxidase activity, with a peak at 5 DAP (days after
the pulverization), without inoculation. Inoculated plants presented peak of that
enzyme 10 DAP and 5 DAP. For polyphenoloxidase, the peak of activity
happened 15 DAP without inoculation. When the pathogen was inoculated,
peaks happened at 10 DAP and 5 days after inoculation. Also, the highest lignin
accumulation happened in treated plants with potassium silicate (1.5 mL/L) and
inoculated with the pathogen. At the dose of 1.5 mL/L, the potassium silicate
provided an increase in the thickness of the cuticle, probably because of the
largest amount of wax in the inferior surface of the leaves. Treated plants with

* Guidance Committe:: Mério Lucio Vilela de Resende (Major Professor), Mrio
Sobral de Abreu-UFLA.
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EFID 100 and from ECF induced highest peroxidase activity up to 20 days,
while those treated with VLA went to 15 days. For polyphenoloxidase, plants
treated with those extracts presented activity peak with 20 days. The extracts
EFID 100 and VLA provided highest accumulation of lignin, following
inoculation.
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CAPITULO 1

INDUCKO DE RESISTENCIA EM CAFEEIRO CONTRA

Cercospora coffeicola POR ELICIADORES ABIOTICOS E EXTRATOS
VEGETAIS




quando na auséncia de medidas de controle dessa doenga (Matiello, 1991;
Zambolim et al., 1985).

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 doenga manifesta-se
por manchas circulares de coloragdio castanho-claro a escuro, com centro
branco-acinzentado, quase sempre envolvido por um halo amarelo, dando 2
lesdo um aspecto de olho. Por isso, 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 regiSes como "cercospora negra".

Os frutos também podem ser infectados por Cercospora e, neles, as
lesbes sdo mais freqiientes quando estio proximos da maturagdo. A infecgdo nos
frutos inicia-se, mais ou menos, quatro meses ap6s a floragiio, causando lesdes
deprimidas de coloragdo castanho claro, dispostas no sentido do pedinculo-
coroa do fruto. As manchas mais velhas sdo escuras e com aspecto ressecado, e a
polpa correspondente ao local da leséo fica aderente ao pergaminho. Os frutos,
quando atacados no estigio ainda verde e verde cana, amadurecem
precocemente, iniciando por um 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 de 30% na produgdo (Carvalho, 2001). Os prejuizos com a cercosporiose

ganharam maior importancia econdmica com a implantagdo de lavouras nos
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1 INTRODUCAO

O Berasil € o maior produtor mundial de café e o estado de Minas Gerais é
0 que mais contribui para esta condigdo, sendo seguido pelos estados do Espirito
Santo e Sdo Paulo.. A cafeicultura representa uma fatia considerdvel do
agronegécio brasileiro, tendo sido responsavel, no ano safra de 2002/2003, pela
exportagdo de 1.556.529 toneladas, o que corresponde a US$ 1.201.261
(Agrianual, 2004).

As doengas foliares do cafeeiro causadas por Hemileia vastatrix,
Cercospora coffeicola, Colletotrichum spp. € Phoma costarricensis sdo alguns’
dos principais problemas e fonte de perdas na produtividade. Os gastos com
fungicidas para controlar doengas fungicas numa lavoura de café adensado, do
primeiro ao sexto ano, podem representar, aproximadamente, 36,86% dos gastos
com insumos e materiais de consumo em geral (Agrianual, 1999).

A resisténcia a essas doengas € uma das alternativas mais vidveis para
diminuir os prejuizos causados. Um grande nimero de programas objetivando o
melhoramento do cafeeiro para resisténcia a doenga é direcionado ao controle de
H. vastatrix. Porém, fontes de resisténcia para controlar doengas causadas por
alguns patdgenos, como Cercospora e Phoma, ainda ndo foram bem
identificadas. Alternativas, como a resisténcia induzida, através do uso de
eliciadores ou sinalizadores para a ativagdo de genes de defesa, estio sendo
estudadas em cafeeiro e precisam ser levadas em consideragdo. Trabalhos
visando o controle dos patégenos Cercospora, Phoma e Colletotrichum foram
relegados tanto pelos programas de melhoramento do cafeeiro, como pelas
pesquisas com resisténcia induzida (Nojosa, 2003).

A indugdo de resisténcia em plantas é certamente promissora no controle

de doengas devido aos bons resultados que vém sendo obtidos, inclusive na



diminuigdo dos custos de produgdo. A busca de moléculas eliciadoras capazes de
induzir resisténcia em plantas cultivadas, vem sendo realizada em plantas
através da obtengdo de extratos, ou produtos sintéticos, alguns dos quais & base
de minerais, como o silicio. A eficicia desses produtos no controle de
fitopatégenos in vitro e in vivo tem sido observada em diversos trabalhos
(Amadioha, 2000; Gonzaga et al., 2003; Karaman et al., 2003; Okemo et al.,
2003; Pozza et al., 2004; Yin & Tsao, 1999).

Portanto, objetivou-se neste trabalho:

1) induzir prote¢do contra Cercospora coffeicola em cafeeiro com doses
de silicato de potéssio e extratos vegetais;

2) caracterizar as reagdes bioquimicas do cafeeiro, desenvolvidas em
fungdo do estimulo de protegdo, visando esclarecer parte da natureza das

interagdes no patossistema C. coffeicola—cafeeiro.



REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importincia da cultura do café

A produgdo de café, principalmente C. arabica L., é essencial para cerca
de 50 paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil. A cafeicultura representa
uma contribui¢io importante para o PIB desses paises, porém, a distribuigéio das
riquezas geradas pelo mercado do café entre os paises produtores e importadores
€ muito desequilibrada. No ano agricola de 2001/2002, o mercado do café gerou
cerca de 70 bilhdes de délares, contudo, em fungéio desses desequilibrios, 92%
foram retidos por paises importadores e apenas 8% ficaram com os paises
produtores (Nojosa, 2003).

O café ¢ uma das importantes fontes de divisas para o nosso pais, que é
o principal produtor e exportador mundial, fechando a safra de 2002/2003 com
uma produgdo de 47,2 milhdes de sacas (60 kg), correspondente a 39,92% da
producdo mundial. Minas Gerais destaca-se como o maior produtor nacional,
com 25,1 milhdes de sacas, e as regides Sul e Oeste Mineiro contribuem com
mais da metade desta produggo, com 13,2 milhdes de sacas numa 4rea estimada
em 629,7 mil hectares (Aguiar et al., 2003).

O Brasil, atualmente, é o segundo maior consumidor de café do mundo.
O consumo que era de cerca de 6,4 milhdes de sacas, passou para cerca de 13
milhdes de saéas em 2002 (Embrapa Café, 2005).

O pais obteve cerca de US$ 1.212.511 em receitas de exportagdes com
café no inicio do ano safra de 2001/2002 (Agrianual, 2003) e os principais
destinos de exportaggo foram Alemanha, Estados Unidos, Itdlia e Japao. No final
da década de 1990 e inicio da década de 2001, a cafeicultura nacional enfrentava
problemas em fungfio da qualidade do café produzido. Ocorreram perdas nas

cotas de exportagbes de café do Brasil, enquanto aquelas de paises como



Colombia e outros da América Central foram elevadas, para atender a procura
por cafés de melhor qualidade (Agrianual, 2003).

Este aspecto da procura pela qualidade no mercado internacional do café
exigiu do Brasil uma moderniza¢do na produgiio, tanto pelo uso de melhores
cultivares, como pelo controle fitossanitirio do produto para exportagdo. Os
cafés brasileiros tém se mostrado cada vez mais competitivos e o pais esta
passando a fornecer grande parte do café consumido mundialmente. A
produtividade média aumentou de cerca de 10a 12 sacas para 16 a 18 sacas, com
um dos custos de produg@io mais baixo do mundo para o café arabica (Conab,
2005).

A maior parte do café produzido mundialmente é proveniente de areas
cultivadas com C. arabica, o qual ocupa em torno de 70% das areas cultivadas
(Agrianual, 2003; Monaco, 1977). Atualmente, o café ocupa uma drea cultivada
com cerca de 11.168.000 hectares no mundo. O Brasil contribui com uma 4rea
de aproximadamente 3,5 milhdes de hectares, sendo o pais com maior area
cultivada (FAOQ, 2003).

Além dos problemas de mercado, a produgfio nos paises produtores tem
como um dos principais obsticulos a ocorréncia de uma série de doengas
causadas por patdgenos. Entre essas doengas, pode-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. e
Ascochyta coffeae (Barguil, 2004).

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 produgdo



quando na auséncia de medidas de controle dessa doenga (Matiello, 1991;
Zambolim et al., 1985).

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 doenga manifesta-se
por manchas circulares de coloragdio castanho-claro a escuro, com centro
branco-acinzentado, quase sempre envolvido por um halo amarelo, dando a
lesdo um aspecto de olho. Por isso, 0s 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 variagGes
nos sintomas descritos pela auséncia do halo amarelado e assim, a doenga é
denominada em algumas regiGes como "cercospora negra”.

Os frutos também podem ser infectados por Cercospora e, neles, as
lesGes sdo mais freqiientes quando estdo préximos da maturagdo. A infecgfio nos
frutos inicia-se, mais ou menos, quatro meses ap6s a floragio, causando lesdes
deprimidas de coloragdo castanho claro, dispostas no sentido do pedunculo-
coroa do fruto. As manchas mais velhas sdo escuras e com aspecto ressecado, e a
polpa correspondente ao local da lesdo fica aderente ao pergaminho. Os frutos,
quando atacados no estdgio ainda verde e verde cana, amadurecem
precocemente, iniciando por um 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 de 30% na produgdo (Carvalho, 2001). Os prejuizos com a cercosporiose

ganharam maior importéncia econdmica com a implantagdo de lavouras nos



cerrados ou em dreas de baixa fertilidade natural, pois hd uma grande relagdo
entre o ataque de cercospora e a nutrigio mineral das plantas (Pozza et al., 2000;
Talamini et al., 2001). O que faz esta doenga ainda mais importante é o fato de
se constituir um problema desde as mudas no viveiro até os plantios novos no
campo (Chalfoun, 1997; Zambolim et al., 1997). Nos viveiros, a doenga provoca
desfolha, afetando o crescimento das mudas, tornando-as raquiticas e
inadequadas para o plantio. J4 em plantios novos é comum ocorrer em intensos
ataques com desfolha acentuada, prejudicando o crescimento das mudas,
principalmente em lavouras implantadas em terrenos de baixa fertilidade e ou
com adubagdes desequilibradas. Além disso, podem ocorrer ataques severos da
doenga, causando queda de folhas e frutos ap6s as primeiras produgdes. Em
lavouras adultas, além da queda de folhas, a doenga provoca a queda prematura
e chochamento dos frutos atacados, podendo funcionar também como porta de
entrada para outros fungos que interferem na qualidade do café. Isso implica na
redugdo da produgio, do rendimento, deprecia¢do do tipo e qualidade da bebida
do café (Chalfoun, 1997).

A cercosporiose desenvolve-se em condigdes de umidade relativa alta,
temperatura amena e excesso de insolag@o ou alta luminosidade. Em lavouras
adultas, além das condigGes climiticas ja citadas, também solos argilosos,
arenosos ou compactados, o sistema radicular deficiente e o pido torto sdo
fatores que favorecem o desenvolvimento da doenca (Chalfoun, 1997;
Zambolim et al., 1997).

2.3 Indugio de resisténcia

Em uma sociedade cada vez mais preocupada com o meio ambiente, a
utilizagdo de produtos ecologicamente corretos, de baixo custo e com bom nivel
de controle, representa um avango na agricultura (Guzzo et al, 2001). Neste

contexto, a indugdo de resisténcia (IR) em plantas contra fitopatogenos



representa um método alternativo no controle de doengas, o qual ativa os
mecanismos de defesa latentes na planta.

A resisténcia induzida em plantas pode ocorrer através do tratamento

com agentes bidticos (microrganismos vidveis ou inativados) ou abi6ticos
. (Resende et al., 2900). Esta IR pode ocorrer em condiges de casa de vegetagdo
e campo, além de poder exibir vantagens, como: efetividade contra virus,
bactérias, fungos e nematdides; estabilidade devido a a¢do de diferentes
mecanismos de resisténcia; carater sistémico, persistente e natural da proteggo;
transmissdo por enxertia e a presenca do potencial genético para resisténcia em
todas as plantas suscetiveis (Pascholati, 2002)

Como exemplo para IR utilizando agentes bidticos, a bactéria Bacillus
thuringiensis ¢ largamente utilizada no controle biolégico de patégenos e
insetos. No controle de patgenos com esta bactéria, merece destaque o trabalho
dé Guzzo & Martins (1996), que utilizaram Bacillus thuringiensis como indutor
de protegdo contra a ferrugem do cafeeiro causada por Hemileia vastatrix. Tal
proteg@o desencadeou o aurﬁento da atividade de B 1-3 glucanases e quitinases
nas plantas induzidas pela bactéria.

Entre os agentes quimicos abidticos, o &cido salicilico e seus analogos
tém sido utilizados na indugfio de respostas de defesa contra patégenos em
diversas espécies vegetais (Lawton et al., 1996). O 4cido salicilico (AS) foi o
primeiro composto derivado de plantas demonstrado como indutor de resisténcia
e, posteriorménte, o 4cido 2,6 dicloroisonicotinico (INA), andlogo de AS, foi o
primeiro composto sintético indutor de resisténcia. Recentemente, a molécula
acibenzolar-S-methyl (ASM) comportou-se como um potente ativador de
resisténcia, possibilitando a prote¢éo em condigdes de campo, contra um amplo
espectro de patégenos em diversos cultivos (Gorlach et al., 1996). Em 2001, essa

molécula foi registrada no Brasil, sob a marca comercial BION®, como o



primeiro representante de uma nova classe de produtos para a protegido de
cultivos, os ativadores de plantas (Castro, 2002).

Em culturas como trigo e milho, substincias como o AS e 0 ASM sdo
bem estudadas e apresentam resultados promissores (Gorlach et al., 1996;
Moraes, 1998; Stadnik, 1999).

Ja em cafeeiro, a eficiéncia do ASM para o controle da ferrugem ficou
demonstrada pela sua agdo protetora em mudas, tendo este produto sido capaz de
induzir protegdo por 10 semanas (Martins et al., 1998). Esse efeito indutor do
ASM contra ferrugem do cafeeiro foi confirmado por Nojosa (2003), tendo o
tratamento com ASM proporcionado uma percentagem de controle de 56,82%
em folhas destacadas e 52% em mudas de café. Nas plantas tratadas com ASM
foi possivel observar um aumento consideravel nos teores de clorofila a e b, nos

teores de lignina e na atividade de peroxidases (Nojosa, 2003).
2.3.1 Mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de defesa

2.3.1.1 Indug@io de peroxidases

As peroxidases (PO) sdo glicoproteinas capazes de catalizar um grande
nimero de reagdes. Entre as reages estdo a redugdo de H,0, a H,0, a formagio
de lignina, regulagdo hormonal, diferenciagdo celular e respostas gerais de
estresses, entre outros (Siegel, 1993).

As diversas reagdes catalisadas pelas peroxidases ocorrem em diferentes
locais das células, dependo da reagdo que catalisam. O aumento da atividade das
peroxidases pode ocorrer devido a infecgdo por potégenos, por estresse ou
eliciadores abiéticos e bidticos. Em C. arabica cv. Catuai, varias isoenzimas de
peroxidase foram detectadas extracelularmente em suspensdes celulares,

relacionadas diretamente com o desenvolvimento das células cultivadas (Nojosa,
2003)



Marriott et al. (1978), citado por Soares et al. (2004), constataram que
aumentos na ativida@e da peroxidase, associados com ferimentos em vegetais,
podem indicar aumento na biossintese de lignina, que atua como uma barreira &

, infecgdo microbiana. Birecka & Garraway (1978) também observaram aumentos
na atividade da peroxidase em ferimentos ou tecidos infectados, perceptiveis 24
horas apés o ferimento e continuado por muitos dias. Alguns trabalhos
descrevem que o aumento na atividade da peroxidase € parte da fase geral de
ativagdo do metabolismo, que sintetiza de novo esta enzima (Kanazawa et al.,
1965). Esta reagéio ocorre rapidamente nas células infectadas, com estimulo do
metabolismo das células vizinhas, organizando e estabelecendo um efetivo

sistema de defesa pela planta em direg@io & drea do ferimento ou lesgo.

2.3.1.2 Indugdio de polifenoloxidases

Segundo Wheatley (1982) citado por Campos (2004), a agdo da
polifenoloxidase processa-se por meio da hidroxilagdo de monofendis para
difendis e oxidag@o destes difendis para quinonas. As quinonas tém acdo
antimicrobiana e os polimeros podem atuar como taninos, formando complexos
com proteinas que atuam como barreira fisica na penetragdo de patdgenos
(Mueller & Beckman, 1974). Cardoso & Garraway (1977) demonstraram que as
substincias provenientes de lesSes de hipocétilos doentes de feijoeiros inibiam
seletivamente isolados n#o-patogénicos. A importdncia da atividade da
polifenoloxidase na resisténcia a doengas deve-se, provavelmente, & sua
propriedade em oxidar compostos fenélicos para quinonas, os quais sdo muito
mais tdxicos aos microrganismos do que o fenol original, € & sua agdo protetora
no local do ferimento.

Solorzano et al. (1996), estudando a indugio sistémica da peroxidase e

da polifenoloxidase, pela aplicagdo de NaH2PO4 em tomateiro, concluiram
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haver uma relagfio entre essas enzimas e a resisténcia, tendo a atividade dessas

sido maior entre 10 e 15 dias, decaindo ap6s 45 dias do tratamento.

2.3.1.3 Clorofila a, b e carotenébides

Entre os diversos tipos de pigmentos encontrados nos organismos, dois
sdo de interesse especial para o processo fotossintético das plantas. Eles
participam dos processos de absor¢do de energia luminosa para posterior
transformagdo dessa energia em ATP e poder redutor, os quais serio usados na
produgdo de fotoassimilados (Malkin & Niyogi, 2000). Os primeiros desses
pigmentos sdo as clorofilas a e b, e o segundo, os carotendides.

As doengas foliares afetam a fotossintese da planta de vérias formas.
Entre essas formas podem ser citadas a interferéncia na fotoassimilagdo, causada
pela perda de drea fotossintética, devido a necrose dos tecidos (Misaghi, 1982).
Contudo, alguns dos pigmentos fotossintéticos, como os carotendides, podem
funcionar como antioxidantes protegendo o processo fotossintético de radicais
livres (Malkin & Niyogi, 2000; Bray et al., 2000). Diversos compostos
antioxidantes podem atuar na defesa contra patégenos em vérias culturas
(Arnoldi et al.,, 1989; Elad, 1992; Prusky, 1988). Outros pigmentos do tipo
flavondides, como medicarpina e gliceolina de alfafa e soja, respectivamente,
sao fitoalexinas conhecidas envolvidas na defesa contra pat6genos (Croteau et
al., 2000; Taiz & Zeiger, 1998).

2.3.1.4 Indugio de lignificacdo

A lignina é uma macromolécula fenélica, altamente complexa, sendo o
segundo composto mais abundante nos tecidos vegetais. Sua estrutura ainda néo
¢ totalmente conhecida em fungdo das dificuldades no processo de extra¢io, mas
acredita-se que seja originaria da polimerizagdio enzimética de mondmeros de

coniferil, sinapil e p-cumaril lcoois (Dence & Lin, 1992; Taiz & Zeiger, 1998).
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A lignina geralmente é encontrada nos tecidos vegetais entre a parede celular e
as células adjacentes. Estruturas lignificadas podem interromper o
desenvolvimento fﬂhgico em tecidos vegetais, atuando como barreira, resistindo

a penetragdo ou desenvolvimento (Agrios, 1997; Hammerschmidt & Kuc, 1982;
‘ Misaghi, 1982; Nicholson & Wood, 2001; Pascholati & Leite, 1995; Ride,
1975). |

2.4 Utilizagdo de silicio na indu¢do de resisténcia

Fertilizantes contendo fésforo e silicio estdo entre os muitos produtos
indutores de resisténcia citados na literatura (Nojosa, 2003). Alguns desses
produtos na forma de silicatos e fosfitos estio ganhando importincia, ndo
somente pela alta eficiéncia na indugio de protegdo contra algumas doengas,
mas talvez por serem alternativas que, além de conferir resisténcia também
proporcionam beneficios nutricionais e incrementam a produgdo e qualidade dos
produtos agricolas (Nojosa, 2002).

O silicio possivelmente estd associado a vérios processos fisiologicos
das plantas, entre eles a indugio de resisténcia em vérias familias de plantas,
principalmente em gramineas e cucurbiticeas. Um exemplo tipico de estudo do
silicio na indugdo de resisténcia refere-se ao patossistema arroz-Pyricularia
grisea (Seebold et al., 2000), Estes autores observaram que a aplicagiio de Si
levava a formagdo de barreira fisica que impedia a penetragdo do patégeno. Ja
em pepino infectado por Sphaerotheca fuliginea e Pythium ultimum, a aplicagdo
do silicio ativou a resisténcia da planta comprovada pelo aumento na atividade
de quitinases, além da maior produgio de fitoalexinas flavondides (Fawe et al.,
1998). Plantas de pepino, cultivadas em solugio nutritiva, apresentaram redugio
na intensidade de duas doengas, cujos agentes etiolégicos sdo Sphaerotheca
Suliginea e Pythium ultimum (Chérif et al., 1992; Menzies et al., 1991). No caso

de S. fuliginea, o silicato de s6dio (Na,SiOs), nas concentragdes estudadas (0,5,
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0,95, 1,4, 1,85, 2,3, 3,2 e 4,1 mM de Si), proporcionou menor nimero de
colénias por folha, menor drea das col6nias por folhas e menor porcentagem de
germinagio dos conidios com o aumento das doses. O silicato de potassio
reduziu a mortalidade, podriddo de raiz e perdas na produgéo atribuida ao P.
ultimum, porém ndo houve diferenga entre as duas doses estudadas (1,7 e 3,4
mM Si).

O controle de doengas pela utilizaggo de silicio ndo se restringe a cultura
do arroz e cucurbiticeas, mas outras, como aveia, roseira, videira e, mais
recentemente, o café, tém-se beneficiado com a caracteristica de indugio de
protecio proporcionada pelo silicio (Pozza et al., 2004). De fato, a aplicagao de
silicato de célcio e sédio em cafeeiro contra cercosporiose possibilitou observar
uma diminui¢o na intensidade dessa doenga demonstrada pela 4rea abaixo da
curva de progresso de plantas doentes (AACPPD) e é4rea abaixo da curva de
progresso do total de lesdes (AACPLF) (Santos, 2002). Estudando o efeito de 1
g de CaSiO; por quilo de substrato em trés cultivares de café (Catuai, Mundo
Novo e Icatd), Pozza et al. (2004) observaram redugio de 63,2% na incidéncié e
43% na severidade na cultivar “Catuai”, quando comparada a testemunha. As
cultivares Catuai e Mundo Novo apresentaram maior nimero médio de folhas
doentes e lesdes por planta quando comparada & Icatu, devido & maior
resisténcia desta a cercosporiose. Os mesmos autores observaram que a cultivar
Catuai apresentava uma camada de cera espessa que cobria a regido com

estomatos e dificultava o processo de penetragio do fungo.

2.5 Extratos vegetais na inducfio de resisténcia

Alguns trabalhos indicam a presenga de substincias bioativas em
extratos vegetais e estes tém sido pesquisados como possiveis indutores de
resisténcia (Abid et al., 1997; Costa et al., 2001; Dias et al., 2000; Khurma &

Singii, 1997). Essas substincias bioativas sdo, na maioria, compostos
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secundérios como € o caso dos alcaloides, fenélicos e terpenéides, dentre outros.
Trabalhos tém indicado o potenéial de extratos de plantas no controle de
fitopatégenos, tanto por sua agfio fungitéxica direta, inibindo crescimento
. micelial ea germinagdo de esporos, quanto pela indugdo de fitoalexinas,
indicando presenga de algum composto eliciador.

Vérias plantas tém sido empregadas em bioensaios na indugdo de
resisténcia do pepino contra Colletotrichum lagenarium e no tratamento de
sementes de trigo para o controle de Bipolaris sorokiniana (Schwan-Estrada,
2003). Extrato de Piper longum L. foi capaz de reduzir a severidade e a
incidéncia dos fungos Pyricularia oryzae, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea,
Phytophthora infestans, Puccinia recondita e Erysiphe graminis (Lee et al.,
2001). Os extratos de magi e mamio (casca e semente) diminuiram a incidéncia
de Colletotrichum gloeosporioides em pés-colheita de mamdo (Carica papaya)
(Bands et al., 2003). Resultados promissores tém sido encontrados também com
o extrato de Eu'caliptus citriodora, 0 qual reduziu o nimero e o tamanho das
lesdes de Colletotrichum lagenarium com a aplicagdo do extrato em plantas de
pepino 72, 48 e 24 horas antes da inoculagio do fungo (Bonaldo, 2001).

Na cafeicultura, a utilizagio de extratos vegetais em campo ainda é
praticamente inexistente e a maioria dos trabalhos tém sido realizada in vitro ou
em casa de vegetagdo. Segundo Schnepfleitner et al. (1996), a utilizagéio de
extratos de plantas medicinais, como a erva-de-santa-maria (Chenopodium
ambrosioides), alecrim-pimenta (Lipia sidoides) e erva cidreira (L. alba) em
experimentos visando verificar a germinagdio de ured6sporos de H. vastatrix,
possibilitou observar que essa geminag@o ndo passou de 5%. Extratos aquosos
de folhas de café infectadas com H. vastatrix foram eficazes no controle de
Phoma costarricencis, outro importante patégeno do cafeeiro (Resende et al.,
2004).
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Como indutores bidticos tem-se também pesquisado filtrados de colonias
e ou esporos fingicos. Substincias extraidas de esporos de H. vastatrix foram
capazes de induzir protegdo contra H. vastatrix, o que foi confirmado pelo
aumento nos niveis de compostos fendlicos e na atividade das enzimas
peroxidases e polifenoloxidases (Maxemiuc-Naccache, 1983; Maxemiuc—
Naccache & Dietrich, 1985; Guzzo et al.,, 1987). Maximiuc-Naccache et al.
(1992) detectaram um aumento nas atividades de quitinases e (3-1,3 glucanases,
trés dias ap6s a inoculagdo de H. vastatrix em plantas resistentes, enquanto que,
nas plantas suscetiveis esse aumento s6 foi verificado ap6s 21 dias.

Novos produtos de menor impacto ao homem e ao meio ambiente
necessitam de estudos como ativadores de defesa de plantas aos fitopatégenos. A
aplicagio de extratos e produtos naturais como ativadores de resisténcia na
planta a fungos que atacam o cafeeiro futuramente poderd beneficiar
principalmente, a agricultura orgénica, na qual é proibido o do uso de produtos
oriundos da industria petroquimica. Sabe-se que os estudos de resisténcia
induzida em cafeeiro contra ferrugem j4 apresentam resultados promissores, no
entanto, a indugdo de protegdo em cafeeiro contra Cercospora coffeicola é
desconhecida (Nojosa, 2003).
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Como indutores biéticos tem-se também pesquisado filtrados de col6nias
e ou esporos fungicos. Substincias extraidas de esporos de H. vastatrix foram
capazes de induzir protegdo contra H. vastatrix, o que foi confirmado pelo
aumento nos niveis de compostos fendlicos e na atividade das enzimas
peroxidases e polifenoloxidases (Maxemiuc—Naccache, 1983; Maxemiuc—
Naccache & Dietrich, 1985; Guzzo et al., 1987). Maximiuc-Naccache et al.
(1992) detectaram um aumento nas atividades de quitinases e B-1,3 glucanases,
trés dias apds a inoculag@o de H. vastatrix em plantas resistentes, enquanto que,
nas plantas suscetiveis esse aumento sé foi verificado ap6s 21 dias.

Novos produtos de menor impacto a0 homem e ao meio ambiente
necessitam de estudos como ativadores de defesa de plantas aos fitopatégenos. A
aplicagdo de extratos e produtos naturais como ativadores de resisténcia na
planta a fungos que atacam o cafeeiro futuramente poderid beneficiar
principalmente, a agricultura orgénica, na qual é proibido o do uso de produtos
oriundos da indistria petroquimica. Sabe-se que os estudos de resisténcia
induzida em cafeeiro contra ferrugem j& apresentam resultados promissores, no
entanto, a indug3o de protegdo em cafeeiro contra Cercospora coffeicola é
desconhecida (Nojosa, 2003).
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RESUMO

AMARAL, Daniel Rufino. Indugdo de resisténcia em cafeeiro contra
Cercospora coffeicola por eliciadores abidticos. In:_ Indugio de resisténcia
em cafeeiro contra Cercospora Coffeicola por eliciadores abiéticos e extratos
vegetais. 2005. Cap. 2. p. 25-57. Dissertagio (Mestrado em Fitopatologia)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras.’

O principal método de controle da cercosporiose do cafeeiro, cujo agente
etiologico é o fungo Cercospora coffeicola Berkeley & Cooke, € o uso de
fungicidas, no entanto, métodos alternativos, como a nutrigo mineral, podem
auxiliar no manejo da doenga. Dentre os nutrientes minerais utilizados no
manejo de doengas o silicio destaca-se por reduzir a severidade de importantes
doengas em varias culturas. Neste trabalho, silicato de potassio foi testado nas
doses de 0,75, 1,5, 3,0 e 6,0 mL/L de agua em mudas de cafeeiro. Quando se
comparou as doses de silicato aos tratamentos adicionais, ASM (0,2 g/L) e
testemunha absoluta, as doses de 0,75 e 1,5 mL/L ndo apresentaram diferenga
significativa, enquanto as demais doses foram significativas, com maiores
valores de area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). A dose de
1,5 mL/L de 4gua propiciou menor AACPD final, com uma diminuigio de 47%
na doenga quando comparado a testemunha inoculada. A diminui¢do na doenca
com a utilizagio de ASM foi de 43% quando comparada a testemunha
inoculada. Nos testes bioquimicos, pode-se observar que a pulverizagdo da dose
de silicio 1,5 mL/L proporciou em cafeeiro um aumento na atividade de
peroxidase, com pico aos 5 DAP (dias apés a pulverizagdo), sem inoculagdo.
Inoculadas, as plantas apresentaram pico dessa enzima 10 DAP e 5 dias ap6s a
inoculagdo. Na atividade de polifenoloxidase, o pico de atividade ocorreu aos 15
DAP, sem inoculagio. Quando se inoculou o patégeno o pico de atividade
ocorreu aos 10 DAP e 5 dias ap6s a inoculagdo. O maior acimulo de lignina,
ocorreu em plantas tratadas com silicato de potassio 1,5 mL/L e inoculadas com
o patégeno. No dosagem de 1,5 mL/L o silicato de potissio proporcionou um
aumento na espessura da cuticula, provavelmente pela maior quantidade de cera
na superficie inferior das folhas.

* Comité Orientador: Mario Licio Vilela de Resende (Orientador), Mario Sobral
de Abreu-UFLA.
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ABSTRACT

AMARAL, Daniel Rufino. Induction of resistance in coffee plants against
Cercospora coffeicola by abiotics elicitors. In:_ Induction resistance in coffee
against Cercospora Coffeicola by abiotics elicitors and plant extracts. 2005
Cap. 2. p. 24-57. Dissertation for the Master Degree in Phytopathology — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

The principal method for the control of brown eye spot of coffee, whose
etiologic agent is the fungus Cercospora coffeicola Berkeley & Cooke, is the use
of fungicides; however, alternative methods, as mineral nutrition can aid in the
management of this disease. Among the nutrients, silicon stands for reducing
the severity of important diseases in several crops. In this work, potassium
silicate was tested at doses of 0.75, 1.5, 3.0 and 6.0 mL/L of water. When
silicate doses were compared to the additional treatments ASM (0.2 g/L) and the
absolute control, doses of 0.75 and 1.5 mL/L were not significantly different,
while the other doses were significant, with higher values of area under the
disease progress curve (AUDPC). The dose of 1.5 mL/L of water provided lower
final AUDPC, with a decrease of 47% in the disease when compared to the
inoculated control. The decrease of the disease with the use of ASM was of 43%
when compared to the inoculated control. In the biochemical tests it can be
observed that the pulverization of the dose of silicon 1,5 mL/L provide in coffee
an increase in the peroxidase activity, with pick to 5 DAP (Days after the
pulverization) without inoculation. Inoculated the plants they presented pick of
that enzyme 10 DAP and 5 days after the inoculation. In the polyphenoloxidase
activity the activity pick happened to 15 DAP without inoculation. When the
patogen the activity pick was inoculated it happened to 10 DAP and 5 days after
the inoculation. The largest lignin accumulation happened in treated plants with
potassium silicate 1,5 mL/L and inoculated with the patogen. In the doses of 1,5
mL/L the potassium silicate provided an increase in he thickness of the cuticle,
probably for the largest amount of wax in the inferior surface of the leaves.

* Guidance Committe: Méario Lucio Vilela de Resende (Major Professor), Mario
Sobral de Abreu-UFLA.
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1 INTRODUCAO

Desde que foi descoberto pelo homem, o café assumiu importante papel
na economia e na vida dos povos que o cultivam, inclusive o Brasil que, devido
as condigOes favordveis & cultura, logo se tornou o maior produtor, papel
desempenhado até os dias atuais. O pais, além de maior produtor, é também o
maior exportador. Entretanto, hd uma série de fatores que podem levar a
dim‘inuigﬁo desta produgdo. Entre eles pode-se citar as doengas com destaque
para cercosporiose (Cercospora coffeicola Berk & Cooke), entre outras
(Matiello & Almeida, 1997).

_ O principal método de controle dessa enfermidade € o uso de fungicidas,
no entanto, métodos alternativos, como a nutrigdo mineral, podem auxiliar no
manejo da doenga. Dentre os nutrientes minerais utilizados no manejo de
doengas, o silicio destaca-se i)or reduzir a severidade de importantes doengas em
vérias culturas (Epstein, 1999).

O silicio tem se mostrado um indutor de resisténcia em plantas a
patégenos muito eficiente. Ele pode atuar na constitui¢@o de barreira fisica, com
o acumulo de lignina e cera, de maneira a impedir a penetragdo de fungos e
afetar os sinais entre o hospedeiro e o patégeno, resultando na ativagéio mais
répida e exténsiva dos mecanismos de defesa pré e pdés-formados da planta,
como também na indugdio de proteinas relacionadas a patogénese (PRs),
peroxidases e polifenoloxidases (Chérif et al., 1992; Chérif et al., 1994; Epstein,
1999).

Estudos foram realizados com plantas de café suplementadas com 1 g de
silicato de cdlcio incorporado a 1 kg de substrato, verificando redugfio de 43%

no total de lesdes por planta e de 63,2% nas folhas lesionadas pela
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cercosporiose, em relagdo a testemunha (Pozza et al., 2004). Em plantas de
pepinos, contra diversos patogenos, observou-se a produgdo de compostos
fendlicos, quitinases, peroxidases e polifenoloxidases em plantas suplementadas
com 100 mg.kg" de silicio na forma de silicato de potéssio, em solugdo nutritiva
(Chérif et al., 1994; Fawe et al., 1998).

De modo geral, este trabalho objetivou testar o silicato de potassio na
indugdio de resisténcia contra a cercosporiose do cafeeiro e elucidar quais os

possiveis mecanismos envolvidos nas respostas de defesa destas plantas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo dos indutores abidticos

Os indutores abiéticos utilizados foram acibenzolar-S-methyl (Bion®),
adquirido junto a Syngenta Protegio de Cultivos (S3o Paulo, SP) e silicato de
potassio adquirido da Agrichem do Brasil Ltda, Ribeiréio Preto, SP.

2.2 Obteng¢do do fungo Cercospora coffeicola e inoculagiio

O patdgeno 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 cdmara umida por 12 horas. Os
conidios formados foram retirados da superficie foliar com pincel de ponta
macia. A concentragdo da suspenso de conidios para as inoculagdes foi ajustada
em cémara de contagem de “Newbauer”, para 15.000 conidios/mL. A suspensdo
de conidios foi pulverizada sobre as folhas de mudas de cafeeiro € uma pequena
aliquota da mesma retirada, em cada ocasifio, para a realizagdo do teste de

germinag@o em lamina escavada.

2.3 Obtengiio do cafeeiro para indugiio de proteciio contra Cercospora
coffeicola |

Mudas de cafeeiro cultivar Topdazio, conhecidamente suscetivel a
Cercospora coffeicola, foram produzidas em substrato comercial Plantmax-café.
As mudas foram suplementadas com aplica¢des de Iogen® (Fertilizantes Mitsui
S. A., Pogos de Caldas, MG) e uma adubagdo com 0,5g de fertilizante de
liberagdo lenta (formulagdio 4-14-8 de NPK) para prevenir deficiéncias de

nutrientes. As mudas foram transplantadas para vasos de 3 L, contendo substrato
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2:1 (terra de subsolo: esterco bovino curtido) e mantidas em condigdes de casa
de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA).

2.4 Experimentos com as doses de silicato de potdssio
Foram realizados trés experimentos com os produtos citados

anteriormente para a verificag@o de seus efeitos no controle de C. coffeicola.

2.4.1 Experimento I: Avalia¢iio da toxidez direta dos eliciadores abidticos a
Cercospora coffeicola

O primeiro experimento foi conduzido para verificar o efeito das doses
de silicato de potéssio no crescimento micelial de C. coffeicola. O meio utilizado
foi o batata-dextrose-dgar (BDA). Os produtos foram esterilizados sob luz
ultravioleta violeta por 30 minutos e, em seguida, adicionados ao meio
autoclavado nas dosagens de 0,75; 1,5; 3,0 e 6,0 mL de silicato de potassio/L de
dgua. Os meios foram distribuidos em placas de petri e inoculados com disco de
meio de cultura de 0,5 cm contendo micélio do fungo. Na testemunha, utilizou-
se apenas BDA. As placas foram transferidas para a cimara de crescimento com
temperatura de 23°C e fotoperiodo de 12 horas. O ensaio foi estabelecido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 8 repetigdes de uma placa
cada. As avaliag3es foram realizadas de 5 em 5 dias ap6s a inoculagdo. O indice
de crescimento micelial (ICM) foi calculado e a anélise estatistica foi realizada
utilizando o teste de Scott & Knott (1974) no programa SISVAR.

O indice de crescimento micelial (ICM) foi determinado pela adaptagio
da férmula proposta por Maguire (1962):
C, + C

ICM=—L4+ 224 4+ C, , sendo
1 2 Nn

ICM = indice de crescimento micelial
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C ., C, C , = crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e
Gltima avaliaggo .

N, N2, N ,=nimero de dias apés a inoculagdo

2.4.2‘Experimen.to II: Indugiio de resisténcia em cafeeiro contra Cercospora
coffeicola por eliciadores abiéticos
O segundo experimento foi conduzido em delineamento em blocos
casualizados (DBC), com onze tratamentos e trés repetigdes com unidadé
experimental de seis plantas. As mudas foram mantidas em casa de vegetagdo a
temperatura de 25 + 3°C até o final do experimento. Foram utilizados os
seguintes tratamentos:
01) testemunha absoluta: plantas de café ndo inoculadas e n3o pulverizadas
com indutores;
02) testemunha inoculada: plantas de café ndo pulverizadas com indutores e
. inoculadas com C. coffeicola;
03) testemunha ASM: plantés de café pulverizadas com 0,4 de ASM/L de
dgua e inoculadas com C. coffeicola;
04) silicato de potassio 0,75: plantas de café pulverizadas com 0,75mL de
silicato de potassio/L de dgua destilada e inoculadas com C. coffeicola;
05) silicato de potassio 1,50: plantas de café pulverizadas com 1,50mL de
silicato de potassio/L de dgua destilada e inoculadas com C. coffeicola;
06) silicato de potassio 3,0: plantas de café pulverizadas com 3,0mL de
silicato de potéassio/L de agua destilada e inoculadas com C. coffeicola;
07) silicato de potassio 6,0: plantas de café pulverizadas com 6,0mL de
silicato de potassio/L de dgua destilada e inoculadas com C. coffeicola;
08) cloreto de potassio 0,33: plantas de café pulverizadas com 0,33g de

cloreto de potassio/L de 4gua destilada e inoculadas com C. coffeicola;
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09) cloreto de potéssio 0,66: plantas de café pulverizadas com 0,66g de
cloreto de potéssio/L de 4gua destilada e inoculadas com C. coffeicola;

10) cloreto de potassio 1,32: plantas de café pulverizadas com 1,32g de
cloreto de potassio/L de agua destilada e inoculadas com C. coffeicola;

11) cloreto de potéssio 2,64: plantas de café pulverizadas com 2,64g de

cloreto de potassio/L de 4gua destilada e inoculadas com C. coffeicola;

2.43 Experimento III: Caracterizacio dos mecanismos envolvidos na
resposta de defesa do cafeeiro pelas melhores doses de silicato de potassio
Um novo experimento foi realizado com mudas, utilizando-se desta
feita, apenas os tratamentos e dosagens dos experimentos com eliciadores
abi6ticos, que propiciaram os mais altos niveis de protegdo contra C. coffeicola
nos experimentos 1 e 2. Este experimento montado em DBC, com 3 blocos e
unidade experimental de 8 plantas, foi realizado visando fornecer material foliar
utilizado para avaliar fatores bioquimicos envolvidos na resisténcia, conforme

detalhados nos préximos itens.

2.5 Preparo de extratos foliares para avaliagdo de proteinas totais e enzimas

A partir dos tecidos foliares coletados, procedeu-se a maceragdo dos
mesmos em tampéo acetato de sddio, na proporgdo 1:3 (gramas de tecido foliar
para mL de tampéo). Estes extratos foram utilizados para a determinagio de
proteinas totais, pelo método de Bradford (1976), quantificagdo da atividade das

enzimas peroxidases e polifenoloxidases e de lignina.

2.6 Determina¢io dos niveis de proteinas totais, peroxidases e

polifenoloxidases
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Os niveis de proteina total dos extratos foram determinados por meio do
método de Bradforgl (1976), utilizando solugdes de albumina sérica bovina
(BSA) para fazer a calibrag@io da curva padrio do reagente de Bradford.

‘ A determinagdo da atividade de peroxidases e polifenoloxidases foi
realizada de acordo com a metodologia de Kar & Mishra (1976), utilizando-se
guaicol como substrato para enzimas peroxidases na presenga de peréxido de
hidrogénio (H,O,) e na auséncia de H,0,, utilizando, como substrato,

pirocatecol para a determinagéo da atividade das enzimas polifenoloxidases.

2.7 Determinagdo de lignina

Para o contetido de lignina utilizou-se metodologia descrita por Stadnik’
(1999), por meio do ensaio com 4cido tioglicélico (Monties, 1989), em que 0,2 g
dos tecidos foliares foram macerados em almofariz e incubados por 24 horas em
solugdo de acetona 85%; em seguida, os tecidos foram secos & temperatura
ambiente. Uma mistura de 4cido tioglic6lico e 4cido cloridrico 2N (1: 10, viv)
foi adicionada a amostra de tecidos homogeneizados (SmL da mistura para 15
mg de tecidos) por 4 horas, a 100°C. Realizou-se uma lavagem com 4gua em
seguida e extraiu-se o dcido lignotioglicolitico a partir do precipitado com 5 mL
de hidréxido de sédio (NaOH 0,5N) por 18 horas. As amostras foram entéio
centrifugadas, acidificadas com HCI concentrado e incubadas a 4°C por 4 horas.
Em seguida, procedeu-se nova centrifuga¢do e o precipitado foi re-suspenso em

NaOH 0,5N e a absorbéncia dessa solugio determinada a 280,,.

2.8 Preparo das amostras para observacio em microscépio eletrénico de
varredura (MEV)

Depois da coleta de folhas, fragmentos com 0,5 cm X 0,5 cm delas
foram imersos em solugdo fixativa, pH 7,2 e armazenados em geladeira. Em

seguida, as amostras foram lavadas com tamp@o cacodilato (0,05mM) por trés
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vezes, durante 10 minutos. As secgBes obtidas foram transferidas para uma
solugdo de tetréxido de 6smio 1% em 4gua por duas horas e, subseqiientemente,
desidratadas em uma série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100% por trés
vezes) e depois levadas para o aparelho de ponto critico.

Com a ajuda de uma fita de carbono, os espécimes foram colocados
sobre “stubs” revestidos por uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro
e observados em microscopio eletrénico de varredura LEO Evo 40. Foram
geradas e registradas digitalmente, em aumentos varidveis, diversas imagens
para cada amostra e as imagens geradas foram gravadas e abertas no software
Photopaint, do pacote Corel Draw 9, para preparagdo das pranchas com

eletromicrografias.

2.9 Avaliagiio da severidade da doenca

As avaliagdes de severidade da doenga foram realizadas
quinzenalmente, num total de seis avaliagdes, seguindo escala proposta por
Oliveira et al (2001). Calculou-se a 4rea abaixo da curva de progresso da doenga
para cada tratamento, seguindo a seguinte férmula:

n-1
AACPD = E[(Xi+ Xou) /2]t~ 1)

]=

em que: X ¢ a intensidade da doenga, t 0 tempo e n o numero de
avaliagGes no tempo (Campbell & Madden, 1990)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

31 Efeito das doses de silicato e cloreto de potissio no crescimento de C,
coffeicola. .

O crescimento do fungo foi inversamente proporcional ao aumento das
doses dos produtos. Com o aumento das doses de silicato de potéssio e cloreto

de potassio, observou-se um menor crescimento micelial. (Figura 1).

-
[ ]

"
§ 16
B 14 y =-0,031x+ 1,421
.%Ef 12 R2 = 0,6660
3 B

£ 081
8 06
o f y =-0,047x+ 1,537
3 %4 R2=0,9251
:g 0,2 -3

i

0 05 1 1,5 2 25 3 35 4 45 5 55

Doses
« KCI = K25i04

FIGURA 1 Efeito in vitro de doses de silicato e cloreto de potéssio, medido
pelo indice de crescimento micelial (ICM) do fungo. Doses: 0; 0,75;
1,5; 3 e 6 mL/L de silicato de potéssio e 0; 0,36; 0,72; 1,44 ¢ 2,88 g/L
de cloreto de potissio.
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O desenvolvimento do fungo foi afetado diretamente quando utilizaram-
se silicato e cloreto de potdssio, caracterizando um efeito fungitéxico (Figura 1).
Os fungos Hemileia vastatrix € Phoma sp. também foram afetados diretamente
em testes de germinagdo de esporos e crescimento micelial, quando em contato
com indutores de resisténcia (Nojosa, 2003).

Geralmente, produtos indutores de resisténcia n3o atuam sobre o
patogeno, contudo, em alguns casos os indutores podem atuar induzindo
resisténcia e afetar o patogeno diretamente, dependendo das dosagens utilizadas
(Nojosa, 2003). Jackson et al. (2000) observaram que o fosfito, em doses
inferiores a 2 mM, atua como indutor de resisténcia, e em doses superiores a
essa, apresenta toxidez direta sobre o patégeno.

De acordo com Kataria et al. (1997) indutores de resisténcia conhecidos
como os dcidos salicilico, nitrosalicilico e ASM inibiram o crescimento micelial

de Rhizoctonia solani, em diferentes doses.

3.2 Doses de silicato de potissio na severidade da doenca

A érea abaixo da curva de progresso da doenga para cercosporiose
(AACPD) apresentou diferenga significativa, para as doses de silicato de
potéssio utilizadas. Observou-se que houve um decréscimo até a dose de 2,27
mL/L, dose Gtima observada como ponto mfnimo, seguida de um aumento na
AACPD nas doses maiores (Figura 2).

O decréscimo observado foi da ordem de 47% da dose 1,5 mL/L para a
dose zero. Moraes (2004) observou menor incidéncia de antracnose no feijoeiro
com aplicagdo via solo de silicato de cédlcio. A menor incidéncia foi observada
para a maior dose de silicato de calcio. Utilizando sulfato de cobre via foliar, a

mesma autora observou que a menor severidade foi observada para maior dose
de sulfato de cobre.
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FIGURA 3 Area abaixo da curva de progresso da doenga, em fungdo das doses
de silicato de potassio aplicado via foliar.

Nao houve diferenga entre as doses de potdssio na forma de cloreto,
utilizadas nas mesmas proporgdes para aquelas utilizadas nas doses de silicato
de potdssio. Entre os tratamentos adicionais, pode-se observar que todas as doses
de potassio diferiram significativamente, apresentando AACPD maiores que os
tratamentos com ASM e a testemunha absoluta. Em relagfo as doses de silicato,
observou-se que ndo houve significincia para as doses de 0,75 e 1,5 mL/L de
4gua para os adicionais, ASM e testemunha absoluta. Somente as maiores doses
3,0 e 6,0 mL/L foram significativamente maiores quando comparadas aos
adicionais.

Plantas de pepino, cultivadas em solugdo nutritiva, apresentaram
redugdo na intensidade de duas doengas, cujos agentes etioldgicos foram
Sphaerotheca fuliginea e Pythium ultimum (Chérif et al., 1992; Menzies et al.,
1991). No caso de S. fuliginea, o silicato de sédio (Na,SiO;), nas concentragdes
estudadas (0,5, 0,95, 1,4, 1,85, 2,3, 3,2 e 4,1 mM de Si), proporcionou menor

numero de coldnias por folha, menor 4rea das coldnias por folhas e menor
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porcentagem de germinag#o dos conidios com o aumento das doses. O silicato
de potassio reduziu a mortalidade, podriddo de raiz e perdas na produgdo
atribuida ao P. ultimum, porém, ndo houve diferenga entre as duas doses
estudadas (1,7 e 3,4 mM Si).

O aumento observado na AACPD com o aumento das doses de silicato
de potéssio deve-se, provavelmente, ao fato do produto utilizado conter em sua
constituicdo, uma percentagem de potassio. De acordo com Malavolta (1980)
altas concentragdes de K interferem na absorgdo de calcio e magnésio. Pozza et
al. (2001) observaram aumento da cercosporiose do cafeeiro com o aumento das
doses de adubagdo com potissio, desbalanceando outros nutrientes como o
célcio. '

O progresso da cercosporiose no tempo teve influéncia para a aplicagdo

de silicato de potéssio (Figura 3).
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FIGURA 3 Progresso da cercosporiose de 20 a 80 dias ap6s a pulverizagdo
(DAP) dos eliciadores abiéticos.
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Pode-se observar, aos 35 dias ap6s a pulverizagdo dos tratamentos, que
em plantas tratadas com Si na dose de 1,5 mL/L, a diminui¢do da AACPD foi de
53% em relagéo a téstemunha inoculada. Plantas que nfo foram inoculadas e ndo
 tratadas (testemunha absoluta) e as plantas tratadas com ASM apresentaram uma
diminui¢do de doenga em 89% e 56%, comparadas com a testemunha inoculada,
respectivamente (Figura 3).

Aos 50 dias, a diminuigdo na percentagem da doen¢a em plantas
pulverizadas com Si 1,5 mL/L de 4dgua comparadas com testemunha inoculada
foi de 45%. Observou-se uma tendéncia na diminuicdo da percentagem de
doenga para este tratamento, culminando, aos 80 dias, com uma diminui¢do na

percentagem de doenga de 25% (Tabela 1).

TABELA 1. Efeito de doses de silicato de potéssio (K;SiO,) na 4rea abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD) da cercosporiose do cafeeiro.

. Tratamentos/DAP* 20 dias' 35dias 50 dias 65 dias 80 dias
Testemunha absoluta  4,05° 10,45 17,85 45,98  88,22°
Testemunhainoculada 25,44°  90,25° 170,24° 263,66° 310,72°
ASM 14,33* 40,55 80,03° 156,72° 215,94
K;Si0,-0,75mL/L  6,11° 49,55° 99,33 174,55° 279,89°
K:SiO,—1,5mL/L 11,83  42,16° 94,05° 130,69° 233,33°
K;SiOs — 3,0 mL/L 23,05° 80,68° 140,47° 225° 349,22°
K;SiO,—6,0mL/L  22,58° 79,85 150,83° 270,54° 455

"Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott Knott
(p=<0,05)
*dias ap0s a pulverizagio

Virios trabalhos relatam a eficiéncia de silicatos em reduzir doengas,
contudo, esses efeitos sdo mais estudados em plantas acumuladoras de silicio,
como gramineas ¢ em plantas intermedidrias no acimulo de silicio, como as
curcubiticeas (Epstein, 1999; Fawe et al., 1998; Ma et al., 2001). No cafeeiro,

Santos (2002) adicionou silicato de clcio e s6dio ao substrato para controlar
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Cercospora coffeicola e observou uma diminui¢@o na porcentagem de doenga de

aproximadamente 24% e 60%, respectivamente.
3.3 Atividade de enzimas

3.3.1 Peroxidases

A atividade de peroxidases da testemunha absoluta foi menor que a
atividade em todos os outros tratamentos (Figuras 4, 5 e 6). As plantas em que
foram aplicados os indutores e inoculadas com C. coffeicola apresentaram
atividade de peroxidase maior que aquelas nas quais foram aplicados somente os
indutores, com excegdo dos tratamentos com silicio, que apresentaram atividade
maior quando foram aplicados isoladamente (Figuras 4, 5 e 6). Plantas tratadas
com ASM e inoculadas apresentaram maior atividade que aquelas plantas que
foram tratadas com indutor e ndo foram inoculadas (Figura 4). Plantas tratadas
com silicato de potassio na dose 1,5 mL/L apresentaram maior atividade aos 5
dias, na primeira coleta (Figura 5). Quando a dose utilizada foi 0,75 mL/L, o
pico de atividade da enzima ocorreu aos 15 dias, na 3° coleta (Figura 6). Em C.
arabica cv. Catuai, vdrias isoenzimas de peroxidase foram detectadas
extracelularmente em suspensGes celulares relacionadas diretamente com o
desenvolvimento das células cultivadas (Queiroz-Figueroa & Loyola-Vargas,
2001).
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FIGURA 4 Efeito de ASM sobre a atividade de peroxidases (UA - unidade de
' atividade da enzima/mg de proteina) em folhas de cafeeiro.
Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha inoculada com
C. coffeicola; ASM — Acibenzolar —S-metil; ASM+ - Acibenzolar —
S-metil inoculada com C. coffeicola. A seta indica 0 momento da

inoculagdo. Barras representam a média + desvio padrdo.

Segundo Nojosa (2003), a atividade de peroxidase em tecidos infectados
e tecidos intermediérios foi cerca de 11,6 e 5,8 vezes superior aquela encontrada
em tecidos sadios, respectivamente. Neste mesmo estudo foi constatado que
plantas tratadas com os produtos ASM, AS e fosfito de potassio, isoladamente e
inoculadas com H. vastatrix, apresentaram atividade superior as testemunhas
absoluta e inoculada.

A atividade de peroxidases em plantas tratadas com ASM foi maior na
terceira coleta, aos 15 dias (Figura 4). Em alguns patossistemas, esse pico de

atividade ocorre antes.
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Em plantas de tomate tratadas com ASM sem inoculagdo e inoculadas o
pico de produgdo dessa enzima ocorreu aos 9 dias (Ribeiro Junior et al., 2004).
No patossistema tomate X Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis, o
pico de atividade de peroxidases foi aos 14 dias (Soylu et al., 2003). Os
tratamentos com ASM isoladamente e inoculado foram superiores aos
observados na testemunha absoluta e inoculada (Figura 4).

Plantas tratadas com silicato de potassio na dose 1,5 mL/L,
provavelmente tiveram pico de atividade de peroxidases antes do 5° dia ou no
proprio 5° dia. Isto pode ser explicado pelo fato de, logo na primeira coleta, ter
se observado a maior atividade da enzima (Figura 5). Em plantas de pepino
mantidas em solugdo nutritiva com silicato de potassio 1,7 mM (100 ppm) e
inoculadas com Pythium spp., observou-se que a atividade dessa enzima
aumenta a partir de 2 dias de inoculagdo e tem sua maxima atividade aos 4 dias
(Chérif et al., 1994).

O maximo de atividade da peroxidase observado neste experimento foi 5
dias apdés a pulverizagdo do indutor, sem a inoculagio. Quando foram
inoculadas, as plantas tiveram a primeira coleta 5 dias apés a inoculagdo e 10
dias ap0s a pulverizagdo do indutor. Nessa coleta observou-se a maior atividade

da enzima (Figura 5).
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FIGURA § Efeito de Si sobre a atividade de peroxidases (UA - unidade de
atividade da enzima/ mg de proteina) em folhas de cafeeiro.
Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha inoculada com

- C. coffeicola; silicio 1,5 — silicato de potéssio 1,5 mL/L; silicio 1,5 —
silicato de potdssio 1,5 mL/L inoculada com C. coffeicola. A seta
indica 0 momento da inoculagiio. Barras representam a média +
desvio padrio.

As plantas pulverizadas com silicato de potassio na dose 0,75 mL/L tiveram
comportamento similar como aquelas tratadas com 1,5 mL/L de Si e sem
inoculag@o, quando observou-se a maior atividade da enzima na primeira coleta.
No entanto, quando o mesmo tratamento foi seguido da inoculagdo do patégeno,

a maior atividade da enzima somente foi observada na Gltima coleta, aos 20 dias

(Figura 6).
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FIGURA 6 Efeito de Si sobre a atividade de peroxidases (UA - unidade de
atividade da enzima/ mg de proteina) em folhas de cafeeiro.
Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha inoculada com
C. coffeicola; silicio 0,75 — silicato de potassio 0,75 mL/L; silicio
0,75 - silicato de sotassio 0,75 mL/L inoculada com C. coffeicola. A
seta indica 0 momento da inoculagfo. Barras representam a média +
desvio padrdo.

3.3.1 Polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase em plantas tratadas com ASM foi maior
aos 10 dias da pulverizago do indutor e 5 dias ap6s a inoculag@io. Em seguida,
nas outras coletas, a atividade dessa enzima caiu. A atividade da
polifenoloxidase em plantas que somente foram inoculadas ocorreu mais
tardiamente, aos 15 dias. As plantas que somente foram tratadas com o indutor

tiveram pico de produgdo da enzima aos 15 dias (Figura 7).
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FIGURA 7 Efeito de ASM sobre a atividade de polifenoloxidases (UA -
unidade de atividade da enzima/mg de proteina) em folhas de
" cafeeiro. Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha
inoculada com C. coffeicola; ASM - acibenzolar —S-metil; ASM+ -
acibenzolar —S-metil inoculada com C. coffeicola. A seta indica o
momento da inoculagdio. Barras representam a média * desvio
padréo.

As plantas tratadas com o indutor silicato de potissio 1,5 mL/L e
inoculadas com o patdgeno tiveram maior atividade 10 dias ap6s a pulverizagio
do indutor e 5 dias ap6s a inoculagdo do patégeno. Chérif et al. (1992)
observaram um rapido inicio de atividade dessa enzima, logo aos 2 dias. O pico

de atividade foi observado aos 4 dias (Figura 8).
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FIGURA 8 Efeito de Si sobre a atividade de polifenoloxidases (UA - unidade de
atividade da enzima/ mg de proteina) em folhas de cafeeiro.
Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha inoculada com
C. coffeicola; silicio 1,5 - silicato de potéssio 1,5 mL/L; silicio 1,5 —
silicato de potdssio 1,5 mL/L inoculada com C. coffeicola. A seta
indica 0 momento da inoculag#io. Barras representam a média +
desvio padrio.

Plantas pulverizadas com silicato de potassio 0,75 mL/L tiveram maior
atividade da enzima aos 10 dias sem inoculago e 20 dias com a inoculaggo, No
entanto, pode ser observado que estas atividades foram inferiores aquela
observada pelas plantas que foram somente inoculada pelo patégeno (Figura 9).

Em plantas de pepino em solugo nutritiva contendo 100 ppm de Si e
inoculadas, observou-se que o maximo de atividade dessa enzima ocorreu aos 6
dias ap6s a inoculag:éo de Pythium spp (Chérif et al., 1992).
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FIGURA 9 Efeito de Si sobre a atividade de polifenoloxidases (UA - unidade de
“atividade da enzima/ mg de proteina) em folhas de cafeeiro.
Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha inoculada com
C. coffeicola; silicio 0,75 — silicato de potassio 0,75 mL/L; silicio
0,75 — silicato de potassio 0,75 mL/L inoculada com C. coffeicola. A
seta indica 0 momento da inoculag@o. Barras representam a média +

desvio padréo.

3.4 Determinagiio de pigmentos
A quantidade de clorofila a, b e caroten6ides para os tratamentos ¢é

apresentada nas Figuras 10 (A), 10 (B) e 10 (C), respectivamente.

A quantidade de clorofila a dos tratamentos que foram induzidos ndo
apresentaram diferencas entre si e o tratamento que apresentou maior quantidade
desse pigmento foi silicato de potéssio 0,75 mL/L inoculado com o patogeno

(Figura 12 A) (Scott & Knott, a 5%).
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FIGURA 10 Quantidade de clorofila a (A), b (B) e carotendides (C) em mudas
de cafeeiro. Tratamentos: testemunha absoluta; testemunha inoculada
com C. coffeicola; ASM — acibenzolar —S-metil; ASM+ - acibenzolar
—S-metil inoculado com C. coffeicola; silicio 1,5 — silicato de
potassio 1,5 mL/L; silicio 1,5 — silicato de potassio 1,5 mL/L
inoculado com C. coffeicola; silicio 0,75 — silicato de potassio 0,75
mL/L; Silicio 0,75 — silicato de potassio 0,75 mL/L inoculado com C.
coffeicola. Barras representam a média + desvio padrio.
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As quantidades de clorofila b dos tratamentos também nd3o tiveram
diferenca entre si.’ Novamente, aquele que apresentou maior valor desse
pigmento foi o tratamento com silicato de potassio, neste caso sem a inoculagdo
" do patégeno (Figura 10 B).

As quantidades de carotenéides foi maior nos tratamento com silicato de
potassio 0,75 e 1,5 ‘mL/L, ambos inoculados com o patégeno. No entanto,
novamente ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos
(Figura 10 C).

Plantas de éafé pulverizadas com ASM e inoculadas com Hemileia
vastatrix e fosfito sem inoculagdo apresentaram uma maior quantidade de.
clorofila b e carotendides quando comparadas com a testemunha absoluta e a

testemunha inoculada (Nojosa, 2003).

3.5 Lignina

| O teor de lignina dos tratamentos com silicato de potassio 1,5 mL/L
isoladamente e inoculado sobressaiu-se em relagdo aos demais, apresentando
maior acimulo dessa macromolécula. Os tratamentos silicato de potassio 0,75
mL/L e ASM, ambos inoculados com o patégeno, apresentaram um maior

acamulo de lignina que as testemunhas absoluta e inoculada (Figura 11).
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FIGURA 11. Acumulo de lignina em mudas de cafeeiro 20 dias apés
pulverizagdo dos tratamentos. Tratamentos: testemunha absoluta;
testemunha inoculada com C. coffeicola; ASM - acibenzolar —S-
metil; ASM+ - acibenzolar —S-metil inoculado com C. coffeicola;
silicio 1,5 — silicato de potassio 1,5 mL/L; silicio 1,5 — silicato de
potassio 1,5 mL/L inoculado com C. coffeicola; silicio 0,75 — silicato
de potéssio 0,75 mL/L; silicio 0,75 — silicato de potassio 0,75 mL/L
inoculado com C. coffeicola. Barras representam a média + desvio
padrio.

No patossistema café-H. vastatrix, as plantas tratadas com os indutores,
ASM, AS e fosfito e inoculados com H. vastatrix, com excegdo do tratamento
silicato+, apresentaram uma quantidade de lignina maior que os tratamentos que
ndo foram inoculados com o fungo, ndo diferindo entre si. No entanto, o maior
actmulo de lignina foi observado em plantas inoculadas que néio foram tratadas
com indutores (Nojosa, 2003).

Em culturas como o trigo o ASM também nio foi capaz de induzir

acimulo de lignina, porém, a aplicagdo de baixa concentragdo de nitrogénio
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(30mg de N/Kg de solo) favoreceu o actimulo de lignina nessa cultura (Stadnik,
1999).

" 3.6 Efeito do silicio no espessamento da cuticula de folhas de cafeeiro a C.
coffeicola
' Por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV), pode-se
observar que uma cuticula mais espessa foi formada na superficie inferior das
folhas tratadas com Si 1,5 mL/L do que em plantas tratadas com Si 0,75 mL/L e
plantas ndo tratadas' (Figurav 14). Isso, provavelmente, ocorre pelo acimulo de
cera na superficie dessas folhas. Tal camada ndo foi mensurada, no entanto, os
estbmatos em plantas ndo tratadas foram mais visiveis do que em plantas
tratadas com Si 1,5 mL/L (Figura 12 A, B e C).

Pozza et al. (2004) observaram em trés variedades diferentes de cafeeiro
tratadas com silicato de calcio, um aumento no espessamento da cuticula dessas
plantas, devido ao acimulo de cera, principalmente na cultivar Catuai. As outras
duas variedades, Icatu e Mundo Novo, também apresentaram aumento de cera,
mas estes foram inferiores dquele apresentado na primeira variedade.

A camada de cera formada pode ter tornado a superficie hidrof6bica,
impedindo a formagdo do filme de égua, importante para os processos vitais da
patogénese como a germinag@o e a penetragdo, além de permitir o acimulo de
substiancias antifiingicas na cuticula (Pascholati & Leite, 1985; Pozza et al.,
2004).
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FIGURA 12 Superficie inferior de folhas de plantas de cafeeiro. A) testemunha;
B) silicato de potassio 0,75 mL/L; C) silicato de potassio 1,5 mL/L.
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4 CONCLUSOES

O silicato de potéssio e o cloreto de potassio exercem efeito direto ao
patégeno com o aumento de suas doses.

O silicato de potassio, na dose 1,5 mL/L de agua, confere prote¢io a
mudas de cafeeiro diminuindo a severidade da doenga.

Mudas de café tratadas com Si induzem a atividade de peroxidases entre
1 e 5 dias.

Mudas de café tratadas com Si induzem a atividade de polifenoloxidases
mais tardiamente, entre 10 e 15 dias apés o tratamento.

O maior acimulo de lignina ocorre na dose de 1,5 mL/L de agua, em
plantas de café inoculadas.

Ocorre um aumento na quantidade de cera em folhas tratadas com Si na

dose de 1,5 mL/L de 4gua.
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CAPITULO 3

INDUCAO DE RESISTENCIA DO CAFEEIRO CONTRA Cercospora
coffeicola POR EXTRATOS VEGETAIS
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AMARAL, Daniel Rufino. Indugio de resisténcia em cafeeiro contra
Cercospora coffeicola por extratos vegetais. In:_ Indugfio de resisténcia em
cafeeiro contra Cercospora Coffeicola por eliciadores abidticos e extratos
vegetais, 2005. Cap. 3. p. 58-96. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

O uso indiscriminado de fungicidas tem causado danos ao meio ambiente e tem
favorecido a selegio de ragas resistentes de patogenos. A resisténcia induzida se
caracteriza pela ativagdo dos mecanismos latentes de defesa de uma planta e
pode ser obtida pelo tratamento com eliciadores abidticos ou bidticos. Este
trabalho visou a prote¢do de cafeeiro contra Cercospora coffeicola utilizando
extratos vegetais. Pode-se observar que os extratos aquosos provenientes de
folha de café infectada com ferrugem, de ramos de lobeira (Solanum
lycocarpum) com vassoura-de-bruxa e de casca de frutos de café
proporcionaram a maior protegdo de plantas de cafeeiro, comparados com
acibenzolar' S-metil, um indutor de resisténcia convencional. Estes extratos
proporcionaram uma diminuig3o na drea abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD) de 37, 32 e 40 % respectivamente, quando comparado com a
testemunha inoculada. Plantas tratadas com ASM apresentaram 41% menor
AACPD que a testemunha inoculada. Plantas tratadas com EFID e extrato de
casca de café induziram maior atividade de peroxidases aos 20 dias, enquanto
aquelas tratadas com VLA aos 15 dias. Para polifenoloxidases as plantas tratadas
com os extratos apresentaram pico de atividade aos 20 dias. Os extratos de folha
de café infectada com ferrugem e de vassoura-de-bruxa de lobeira
proporcionaram um maior actimulo de lignina.

* Comité Orientador: Mério Lucio Vilela de Resende (Orientador), Mério Sobral
de Abreu-UFLA.
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ABSTRACT

AMARAL, Daniel Rufino. Induction of resistance in coffee plants against
. Cercospora coffeicola by plant extracts. In: Induction of resistance in coffee
plants against Cercospora coffeicola by abiotics and plant extracts. 2005.
Cap. 3. p. 58-96. Dissertation for the Master Degree in Phytopathology — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

The indiscriminate use of fungicides has caused damages to the environment and
has favored the selection of resistant strains of pathogens. The induced
resistance is characterized by the activation of latent defense mechanisms of a
plant and can be obtained by the treatment with abiotic or biotic elicitors. This
work was aimed at protecting coffee seedlings against Cercospora coffeicola
using plant extracts. It was observed that the aqueous extracts from rusted coffee
leaves, from witches’ broom diseased branches of ‘lobeira’(Solanum
lycocarpum) and from husks of coffee berries provided the best protection of
coffee plants, compared to acibenzolar S-methyl (ASM), a standard inducer of
resistance. These extracts provided a decrease in the area under the disease
progress curve (AUDPC) of 37, 32 and 40% respectively, when compared to the
inoculated control. Treated plants with ASM provided 41% reduction in
AUDPC. Treated plants with EFID and extract of peel of coffee induced larger
peroxidases activity to the 20 days, while those treated with VLA they went to
the 15 days. For polyphenoloxidase the treated plants with the extracts presented
activity pick to the 20 days. The extracts from rusted coffee leaves and witches’
broom diseased branches of ‘lobeira’ provided the highest accumulation of
lignin.

* Guidance Committe: Mdrio Licio Vilela de Resende (Major Professor), Mario
Sobral de Abreu-UFLA.
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1 INTRODUCAO

A agricultura atual tem aumentado cada vez mais sua potencialidade de
produgdo, as custas de aumento na aplicagdo de produtos quimicos para o
controle de pragas e doengas de plantas. O uso indiscriminado de fungicidas tem
causado danos ao meio ambiente, aos seres vivos e tem favorecido a selegio de
ragas resistentes de patgenos a estas substincias quimicas. Termos como
“agricultura sustentével” ou agricultura alternativa”presumem expressdo politica
(Zadoks, 1992), estimulando a busca por novas medidas de protegdo das plantas
contra as doengas. Um dos enfoques da agricultura alternativa é o controle
alternativo de doengas, o qual inclui diversas formas de controle, entre elas a
indugdo de resisténcia em plantas (Bettiol, 1991).

A resisténcia induzida se caracteriza pela ativagdo dos mecanismos
latentes de resisténcia de uma planta (Hammerschmidt & Dann, 1997), que pode
ser obtida pelo tratamento com agentes bidticos, como microrganismos vidveis
ou inativados (Stangarlin & Pascholati, 1994) ou abiéticos, como, por exemplo,
acido salicilico (Hammerschmidt & Dann, 1997) e seu andlogo acibenzolar-S-
metil (ASM). A resposta das plantas pode ser, por exemplo, o acimulo de
fitoalexinas, lignina, peroxidases e de proteinas relacionadas 4 patogénese
(Pascholati, 1998).

Segundo Smith (1996), eliciadores sio moléculas de origem biéticas ou
abidticas capazes de estimular qualquer resposta de defesa nas plantas. Os
eliciadores  bidticos compreendem moléculas como oligossacarideos,
glicoproteinas, oligopeptideos e acidos graxos e podem estar presentes nas mais
diversas formas de vida, como fungos, bactérias e extratos de plantas infectadas
por patdgenos ou ndo. Os eliciadores abi6ticos sdo representados por metais

pesados (HgCl,) e luz ultravioleta, entre outros (Pascholati & Leite, 1995). A
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variada natureza quimica dos' eliciadores demonstra que ndo hd uma
caracteristica estrutural Uinica que determine a atividade eliciadora (Bonaldo et
al., 2004).

A eficiéncia de extratos vegetais no controle de fitopatogenos in vitro e
in vivo tem sido observada em diversos trabalhos (Amadioha, 2000; Gonzaga et
al., 2003; Karaman ét al., 2003; Okemo et al., 2003; Yin & Tsao, 1999). O
extrato metanélico de “casca de café”, quando aplicado em cacaueiro, na
dilﬁigio em 4gua de 1:1, reduziu para 21% a incidéncia de vassoura-de-bruxa,
contra 61% na testemunha (Lopes et al., 2003). Extratos aquosos de folhas de
café infectadas com H. vastatrix foram eficazes no controle de Phoma
costarricencis, em experimentos com folhas destacadas, em que a aplicagdo
preventiva do extrato promoveu proteg@io contra o supracitado patégeno, com
28% na diminuigdo na porcentagem da doenga quando comparado com a
tes.temunha inoculada (Barguil, 2004). O extrato bruto aquoso (VLA) de
vassoura-de-bruxa-de-lobeira (Solanum lycocarpum), causada por C. perniciosa,
aplicado em plantas de tomate e cacau promovem a protegdo dessas plantas
contra os patogenos Xantomonas vesicatoria e Verticillium dahliae, com 33% e
40% na diminui¢do da porcentagem da doen¢a quando comparado com as
testemunhas inoculadas, respectivamente. Este extrato também induziu o
acimulo de vérias substincias, relacionadas a defesa da planta como as
peroxidases (Cavalcanti et al., 2004; Ribeiro Jinior et al., 2004).

A casca de frutos café, as folhas de café infectadas com Hemileia
vastatrix caidas ao solo, s@io residuos da cafeicultura e materiais vegetais
facilmente disponiveis para os cafeicultores e as plantas de lobeira facilmente
encontradas na regido de cerrado. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar a eficiéncia de extratos aquosos de folha e de casca de café, ramos de

lobeira infectados com C. perniciosa e extrato de folhas de eucalipto na indugdo
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de resisténcia e verificar que os mecanismos estdo envolvidos na resposta de

defesa do cafeeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

" 2.1 Obtengfio dos extratos vegetais

Para a obtengéo dos extratos vegetais foram empregadas folhas de café
naturalmente infectadas por H. vastatrix (EFID), casca de frutos de café (ECF),
folhas de eucalipto (Corymbia citriodora) (ECC) e extrato bruto aquoso (VLA)
de vassoura de lobeira (Solanum lycocarpum) causada por C. perniciosa. Esses
érgdos/tecidos vegetais foram processadas no Laboratério de Fisiologia do
Parasitismo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras, para dar origem a extratos. Para isso, 80 g do érgdo/tecido vegetal moido
foram ressuspensos em 400 mL de 4gua destilada e conduzidos & extragdo a
quente, em refluxo, seguida de filtragem a vacuo, no caso do extrato de lobeira.
Para os demais -extratos, 10 g do 6rg50/tecndo vegetal moido foram ressuspensos
em 100 mL de 4gua destilada e conduzidos a extrago a quente, em refluxo,

seguida de filtragem a vicuo.

2.2 Obtencio do fungo Cercospora coffeicola e inoculagiio

O patogeno foi obtido de folhas naturalmente infectadas coletadas em
lavoura no campus da UFLA. As folhas foram lavadas superficialmente em dgua
corrente, e eﬁ1 seguida, transferidas para cimara imida por 3 dias. Os conidios
formados foram retirados da superficie foliar com pincel de ponta macia. A
concentragdo da suspensdo de conidios para as inoculagdes foi ajustada em
camara de contagem de Newbauer, para 15.000 conidios/mL. A suspensdo de
conidios foi pulverizada sobre as folhas de mudas de cafeeiro € uma pequena
aliquota da mesma retirada, em cada ocasidio, para a realizagdo do teste de

germinagéo em lamina escavada.
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2.3 Obtencdo do cafeeiro para indug¢iio de protecio contra Cercospora
coffeicola

Mudas de cafeeiro cultivar Acaid Cerrado foram produzidas, em
substrato comercial Plantmax-café. As mudas foram suplementadas com
aplicagdes de logen® (Fertilizantes Mitsui S. A., Pogos de Caldas, MG) e uma
adubagfio com 0,5g de fertilizante de liberag@o lenta (formulagdo 4-14-8 de
NPK) para prevenir deficiéncias de nutrientes. As mudas foram mantidas em

condigdes de casa de vegetagio na UFLA.

2.4 Experimentos com extratos vegetais
Foram realizados 3 experimentos com os extratos citados anteriormente

para verificagdo de seus efeitos no controle de C. coffeicola.

2.4.1 Experimento I: Avalia¢io da toxidez direta dos extratos vegetais a
Cercospora coffeicola

O primeiro experimento foi conduzido para verificar o efeito dos
extratos vegetais no crescimento micelial de C. coffeicola. O meio utilizado foi o
batata-dextrose-dgar (BDA). Os extratos foram adicionados ao meio e
autoclavados. Os meios foram distribuidos em placas de petri e inoculados com
disco de meio de cultura de 0,5 cm contendo micélio do fungo. Na testemunha,
utilizou-se apenas BDA. As placas foram transferidas para a cdmara de
crescimento com temperatura de 23°C. O ensaio foi estabelecido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 10 repeti¢oes, de uma placa
cada. As avaliagdes foram realizadas de 5 em 5 dias ap6s a inoculagdo. O indice
de crescimento micelial (ICM) foi calculado e a andlise estatistica foi realizada
utilizando o teste de Scott & Knott (1974) no programa SISVAR.

O indice de crescimento micelial (ICM) foi determinado pela adaptagdo
da férmula proposta por Maguire (1962):
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ICM = &+£1+...+&, sendo:
NI 2 Nn

ICM = indice de crescimento micelial

C 1, C,, C, = crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e

Gltima avaliagio

N i, N2, N ,= nlimero de dias ap6s a inoculagio

2.4.2 Experimento II: Indugao de resisténcia em cafeeiro contra Cercospora

coffeicola por extratos vegetais

O segundo experimento foi conduzido em delineamento em blocos

casualizados (DBC), com 8 tratamentos e trés repetigdes com 12 plantas cada.

As mudas foram mantidas em casa de vegetag@o a temperatura de 25°C até o

final do experimento. As mudas de 1 ano e meio foram pulverizadas com os

seguintes tratamentos:

1

2)

3)

4)
5)
6)
7)
8)

testemunha absoluta: plantas de café ndo inoculadas e ndo pulverizadas
com indutores;

testemunha inoculada: plantas de café ndo pulverizadas com indutores e
inoculadas com C. coffeicola;

testemunha ASM: plantas de café pulverizadas com ASM 0,4 de ASM/L
de dgua e inoculadas com C. coffeicola;

extrato de casca de frutos de café (ECF);

extrato de folha de café com ferrugem (EFID) (50)*;

extrato de folha de café com ferrugem (EFID) (100)**;

extrato de folha de eucalipto (Corymbia citriodora) (ECC);

extrato de lobeira (Solanum lycocarpum) infectada com Crinipellis
perniciosa (VLA);

*Tratamento em refluxo a 50°C
**Tratamento em refluxo 4 100°C
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2.4.3 Experimento III: Caracterizacio dos mecanismos envolvidos na
resposta de defesa do cafeeiro pelos melhores extratos vegetais

Um outro experimento realizado com mudas, utilizando-se desta feita,
apenas o0s tratamentos dos experimentos com eliciadores bidticos, que
propiciaram os mais altos niveis de prote¢do contra C. coffeicola nos
experimentos 1 e 2. Este experimento montado em DBC, com 3 blocos e
unidade experimental de 8 plantas, foi realizado visando fornecer material foliar
utilizado para avaliar fatores bioquimicos envolvidos na resisténcia, conforme

detalhados nos préximos itens.

2.4.3.1. Preparo de extratos foliares para avaliacio de proteinas totais e
enzimas

A partir dos tecidos foliares coletados, procedeu-se a maceragiio dos
mesmos em tampdo acetato de sédio na proporgdo 1:3 (gramas de tecido foliar
para mL de tampéo). Estes extratos foram utilizados para a determinagio de
proteinas totais, pelo método de Bradford (1976), quantificagfio da atividade das

enzimas peroxidases e polifenoloxidases e de lignina.

2.4.3.2. Determinacio dos niveis de proteinas totais, peroxidases e
polifenoloxidases

Os niveis de proteina total dos extratos foram determinados pelo método
de Bradford (1976), utilizando solugdes de albumina sérica bovina (BSA) para
fazer a calibragdo da curva padrio do reagente de Bradford.

A determinagdo da atividade de peroxidases e polifenoloxidases foi
realizada de acordo com a metodologia de Kar & Mishra (1976), utilizando-se
guaicol como substrato para enzimas peroxidases na presenga de peréxido de
hidrogénio (H,O,) e na auséncia de H,0,, utilizando, como substrato,

pirocatecol para determinagdo da atividade das enzimas polifenoloxidases.
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2.4.3.3 Determinagio de lignina

Para o contetdo de lignina utilizou-se metodologia descrita por Stadnik
(1999), por meio do ensaio com 4cido tioglicélico (Monties, 1989), em que 0,2 g
" dos tecidos foliares foram macerados em almofariz e incubados por 24 horas em
solugdo de acetona 85%; em seguida os tecidos foram secos a temperatura
ambiente. Uma mistura de 4cido tioglic6lico e 4cido cloridrico 2N (1: 10, v/v),
foi adicionada a amostra de tecidos homogeneizados (SmL da mistura para 15
mg de tecidos) por 4 horas a 100°C. Realizou-se uma lavagem com 4gua em
seguida, e extraiu-se o 4cido lignotioglicolitico a partir do precipitado com 5 mL
de hidréxido de sddio (NaOH 0,5N) por 18 horas. As amostras foram entdo
centrifugadas, acidificadas com HCI concentrado e incubadas a 4°C por 4 horas.
Em seguida procedeu-se nova centrifugagfio, e o precipitado foi re-suspenso em

NaOH 0,5N e a absorbancia dessa solug3o determinada a 280,

2.5 A\;aliacﬁo da severidade da doenca

As avaliages de severidade e nimero de lesdes da doenga foram
realizadas quinzenalmente, num total de seis avaliagdes, seguindo escala
proposta por Oliveira et al. (2001).

Calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenga para cada
tratamento, seguindo a seguinte férmula:

n-1
AACPD =Z[(X;+ Xi41) 2)(tin— 1)
i=1

em que: X € a intensidade da doenga, t o tempo € n o nimero de

avaliagdes no tempo (Campbell & Madden, 1990).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito dos extratos vegetais no crescimento micelial de C. coffeicola.

Os extratos aquosos de folha (EFID) e de “casca de frutos de café”
(ECF) , de folhas de eucalipto (C. citriodora) (ECC) e o de vassoura de lobeira
Todos os tratamentos apresentaram crescimento superior aquele apresentado
pela testemunha, conforme observado na Figura 1 (p<0,05).

Os tratamentos com extratos in vitro foram iguais entre si e com a
testemunha (Figura 1). Extratos a partir de residuos das plantas de café, casca de
frutos e folhas infectadas com ferrugem caidas ao chio, acrescidos ao meio de
cultura inoculados com fungo, ndo apresentaram toxidez direta ao patégeno.
Barguil (2004) encontrou resultado semelhante a esse quando utilizou extratos
aquosos de casca de frutos de café e folhas de café infectadas com ferrugem, em
diferentes concentragdes contra Phoma costarricensis. A autora observou que os
extratos, além de ndo serem toxicos ao fungo, também promoveram o
crescimento do fungo superior ou da testemunha. J4 quando utilizou extratos
etéricos € ou metandlicos, a mesma observou que os extratos etéricos de folha na
diluigdo 1:3 € o metandlico de casca e de folha nas diluigdes 1:6, promoveram
redugdo do crescimento micelial (P<0,05).

O extrato de eucalipto também nio apresentou toxidez direta ao fungo,
que apresentou crescimento em meio de cultura com extrato da planta superior
ao da testemunha (Figura 1) Stangarlin et al. (1999), quando estudaram o efeito
do extrato bruto de C. citriodora, ndo autoclavado, na germinagéo de esporos de
Colletotrichum graminicola (Ces.) Wilson, observaram que ocorreu estimulo da
germinagdo de esporos e redugdo de 14% a 34% na formagio de apressérios em

concentragdes do extrato acima de 10%. Bonaldo et al. (2004) observaram que
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extrato de C. citriodora autoclavado a partir de 5%, inibiu a germinagio de
esporos. Quando o extrato ndo foi autoclavado, a inibigio da germinagiio

comegou a partir de 10%, com 50% de inibigdo.
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FIGURA 1 Indice de crescimento micelial (ICM) de C. coffeicola, em meio
batata-dextrose-agar acrescido de extratos. *Letras iguais nio
diferem entre si pelo teste de Scott & Knott (1974) a 5%.

3.2 Efeito de extratos na severidade e niimero de lesdes de C. coffeicola

As dreas abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) dos
tratamentos em que se utilizaram-se os extratos de folhas de café infectadas com
ferrugem, refluxo a 100°C (EFID 100), extrato bruto aquoso (VLA) de vassoura
de lobeira (Solanum lycocarpum) e extrato de casca de frutos de café foram
menores que aquela apresentada pela testemunha inoculada e semelhante

estatisticamente as testemunhas absolutas e aquelas tratadas com ASM ao nivel
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de 5 % de probabilidade (Figura 2). O extrato de folhas de café infectadas com
ferrugem, refluxo a 50°C (EFID 50), apresentou AACPD semelhante
estatisticamente a testemunha inoculada a 5% de probabilidade (Figura 2). J4
extrato de eucalipto (C. citriodora) apresentou AACPD diferente da testemunha
inoculada e dos demais tratamentos, a 5% de probabilidade (Figura 2).

Nenhum dos extratos apresentou efeito direto de toxidez ao fungo, nas
dosagens utilizadas, conforme foi observado nos testes de crescimento micelial.
Resultado semelhante foi encontrado por Resende et al. (2004), que observaram
que alguns extratos ndo exerciam efeito toxico ao patégeno, mais conferiram
protecgdo contra a doenga. O extrato de EFID 100 apresentou uma diminuigio de
37% na doenga, quando comparado & testemunha inoculada. Esporos de H.
vastatrix inativados por autoclavagem e preparados na forma de extratos
aplicados 7 dias antes da inoculagdo do patdgeno foram capazes de induzir
protegdo contra H. vastatrix (Guzzo et al., 1987; Maxemiuc—Naccache, 1983;
Maxemiuc-Naccache & Dietrich, 1985).

Resende et al. (2004) observaram uma diminuigdo na AACPD em
plantas tratadas 7 dias antes da inoculag@o com extrato aquoso de folha de café
infectada com H. vastatrix. Segundo Guzzo et al. (1987), a parede do fungo é
composta pela combinagdo de B-glucanas e quitinas, que seriam responsaveis
pela resposta de defesa de plantas ao patégeno. No caso do extrato EFID 100, o
principio de atividade pode ser o mesmo, visto que, em teste para isolar seu
efeito, utilizou-se extrato de folhas de café sadio e o extrato de EFID 100. O
extrato EFID apresentou AACPD menor que a testemunha inoculada enquanto o
extrato de folhas de café sadio apresentou AACPD semelhante ao da testemunha
inoculada (Amaral et al., dados n#o publicados). Provavelmente, o efeito
conferido pelo extrato EFID 50 ndo foi semelhante ao do EFID 100 por causa da

temperatura utilizada na preparagdo do extrato. A temperatura de 50°C talvez
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ndo seja suficiente para inativar o esporo de H. vastatrix e, consegilentemente,
conferir prote¢do as plantas de cafeeiro.

O extrato de VLA apresentou uma diminuigo na severidade da doenga
" de 32% quando comparado ao da testemunha inoculada. Aguilar et al. (2004),
utilizando o mesmo extrato, observaram E]ueda na drea abaixo da curva de
progresso da doencga (AACPD) no patossistema cacaueiro e Verticillium dahliae

com relag@o & testemunha inoculada.
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FIGURA 3 Area abaixo da curva de progresso da severidade da doenga. *Letras
diferentes diferem pelo teste de Scott & Knott a 5%. ASM -
acibenzolar S-metil; EFID 50 — extrato de folha de café infectadas
com ferrugem com tratamento térmico 4 50°C; EFID 100 - extrato de
folha de café infectadas com ferrugem com tratamento térmico a
100°C; VLA — extrato bruto aquoso de lobeira (Solanum lycocarpum)
infectado com C. perniciosa.
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O extrato de casca de frutos de café também ndo apresentou atividade
toxica ao fungo, como observou-se no teste de crescimento micelial. Entretanto,
este extrato foi o que proporcionou a maior diminui¢#o na severidade da doenga.
Esta diminuigdo foi de 40% quando comparado a testemunha inoculada. Quando
comparado ao produto comercial Bion®, a diferenga ¢ minima, ja que a
diminuigéo na severidade da doenga foi de 39%.

O extrato de eucalipto apresentou uma diminui¢io na severidade da
doenga da ordem de 21% em comparagdo & testemunha inoculada (Figura 2).
Bonaldo et al. (2004) observaram que extrato de eucalipto (C. citriodora) (20%)
conferiu protecdo local e sistémica a planta de pepino quando pulverizado 48
horas antes da inoculagdo, com o patégeno Colletotrichum lagenarium.

O namero de lesdes também foi avaliado neste experimento. O resultado
foi semelhante aquele apresentado para a severidade. Os extratos EFID 100,
VLA e casca de frutos de café foram semelhantes entre si e diferentes da
testemunha inoculada, a 5% de probabilidade (Figura 3). Barguil (2004) ja havia
observado que os extratos EFID e casca de frutos de café também influenciavam
o tamanho das lesGes observadas em folhas destacadas de café inoculadas com
P. costarricensis. A autora observou que estes extratos apresentavam Areas
abaixo da curva de progresso do niimero de lesdes (AACPNL) inferior aquela
apresentada pela testemunha inoculada.

O extrato de EFID 50 ndo influenciou na AACPD, mas, no resultado
para AACPNL, péde-se observar que este extrato diferiu da testemunha
inoculada. Isso pode ser devido a um tamanho maior das lesdes apresentadas
para as plantas tratadas com tal extrato. Em experimento com tomate e
Xantomonas campestris pv. vesicatoria, Cavalcanti et al. (2004) e Ribeiro-Junior
et al. (2004), observaram que plantas tratadas com extrato de vassoura-de-
lobeira (Solanum lycocarpun infectado com C. perniciosa) apresentaram menor

valor de AACPL (4rea abaixo da curva de progresso da lesdo causada por X.
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campestris pv. vesicatoria), inferior apenas ao acibenzolar-S-metil (ASM) e
Ecolife® e superior as fragdes parciais de extragdo de quitosana, provenientes de
quitina de carapaga de carangueijo e de micélio de C. perniciosa (Pereira et al.,
' 2004). O extrato de eucalipto (C. citriodora) apresentou resultado similar aquele
apresentado para severidade.
As plantas tratadas com este extrato apresentaram AACPNL inferior a
testemunha inoculada e superior as plantas tratadas com os extratos EFID 100,
VLA e casca de frutos de café.

AACPNL

Test.
absoluta lhoculada

FIGURA 3 Area abaixo da curva de progresso do nimero de lesdes. *Letras
iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott, a 5%. ASM —
acibenzolar-S-metil; EFID 50 - extrato de folha de café infectadas
com ferrugem com tratamento térmico a 50°C; EFID 100 - extrato de
folha de café infectadas com ferrugem com tratamento térmico a
100°C; VLA - extrato bruto aquoso de lobeira (Solanum lycocarpum)
infectado com C. perniciosa.

Com a avaliag@o do progresso da doenga no tempo em plantas tratadas

com o0s extratos, observou-se que, aos 35 dias ap6s a pulverizagdo dos
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tratamentos, plantas pulverizadas com o extrato de casca de frutos de café
apresentavam uma redugéo na AACPD de 48%, enquanto as plantas tratadas
com ASM e a testemunha absoluta apresentavam AACPD de 56% e 70% de
diminuicdlo na AACPD em comparagdo & testemunha inoculada,

respectivamente (Figura 4).
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FIGURA 4 Progresso da cercosporiose de 20 a 80 dias apés a pulverizagdo
(DAP) dos eliciadores bidticos. EFID 50 — extrato de folha de café
infectadas com ferrugem com tratamento térmico & 50°C; EFID 100 -
extrato de folha de café infectadas com ferrugem com tratamento
térmico & 100°C; VLA - extrato bruto aquoso de lobeira (Solanum
lycocarpum) infectado com C. perniciosa.

Aos 50 dias, a redugdo da AACPD foi de 37%, menor que aquela
observada aos 35 dias para as plantas tratadas com o extrato de casca de café.
Para as plantas tratadas com ASM e a testemunha absoluta, observaram-se
diminui¢des na AACPD de 55% e 77%, respectivamente (Tabela 1).
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TABELA 1. Efeito de extratos vegetais na Area abaixo da curva de progresso da
doenga (AACPD) da cercosporiose do cafeeiro.

Tratamentos/DAP* 20dias 35dias 50dias 65 dias 80 dias
Testemunha absoluta  38,41° 97,3¢* 110,19° 235,03° 24833
Testemunha inoculada 72,31° 298,22° 463,48° 524,75° 679,33

ASM ' 34,09 136,25 208,91° 381,41° 541°

EFID 50** 46,4°  264,34° 440,62° 533,36° 624,66
EFID 100** 39,98 216,09° 308,09° 456,11° 618,66
ext. de casca de café  46,08° 156,53 293,39 456,16° 545,66
VLA** . 33,25 203,19° 359,58° 442,53 546,66
ext. de eucalipto 35,35°  268,53° 407,75° 513,36° 580,66°

' Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott Knott
(p<0,005) :

*dias apés a pulverizagdo

** EFID 50 — extrato de folha de café com ferrugem, com tratamento
térmico a 50°C; EFID 100 — extrato de folha de café com ferrugem, com
tratamento térmico a 100°C; VLA - extrato de lobeira (Solanum
lycocarpum) infectada com Crinipellis perniciosa.

3.3 Atividade de enzimas

3.3.1 Peroxidases

A atividade de peroxidase da testemunha absoluta foi menor que a
atividade em todos os outros tratamentos (Figuras 5, 6, 7 € 8). Os tratamentos
em que foram aplicados os indutores e inoculados com C. coffeicola
apresentaram atividade de peroxidase maior que aqueles onde foram aplicados
somente os indutores, com exce¢dio dos tratamentos casca e casca +, que
apresentaram resultado inverso, o tratamento sem inoculagdo apresentou pico de
peroxidase maior que os inoculados (Figura 7).

A atividade de peroxidases em plantas tratadas com ASM foi maior na
terceira coleta, aos 15 dias (Figura 5). Este resultado foi semelhante aquele
obtido neste mesmo estudo, em que observaram-se plantas da cultivar Topazio

pulverizadas com ASM com atividade de peroxidase também aos 15 dias. Em
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alguns patossistemas, esse pico de produg8o ocorre antes. Em plantas de tomate
tratadas com ASM sem inoculagio e inoculadas, o pico de produgio dessa
enzima ocorreu aos 9 dias (Ribeiro Junior et al., 2004). No patossistema tomate-
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis o pico de produgdo de
peroxidases foi aos 14 dias (Soylu et al., 2003). O maior valor foi encontrado em

plantas tratadas com ASM e inoculadas com o patégeno (Figura 5).
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FIGURA 5 Efeito de ASM sobre a atividade de peroxidases (UA - unidade de
atividade da enzima/mg de proteina) em folhas de cafeeiro.
Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha inoculada com
C. coffeicola; ASM — acibenzolar —S-metil; ASM+ - acibenzolar —S-
metil inoculado com C. coffeicola. A seta indica o momento da
inoculagdo. Barras representam a média + desvio padrdo.

Como pode ser observado, mesmo com cultivares diferentes, “Acaia
Cerrado” e “Topazio”, os niveis de peroxidases foram similares. Outro fato a ser
observado € o aumento na atividade dessa enzima quando se tem apenas a
infecgdo com o patégeno (Figura 5). Varios autores j4 demonstraram o aumento

da atividade de peroxidases ou de isoenzimas nos processos de infecgio ou
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indugdo de resisténcia contra patégenos (Floot et al., 1989; Resende et al., 2002;
Xue et al., 1998).

Plantas tratadas com EFID sem inoculagfo tiveram pico de produgéo de
" peroxidases no 15° dia ap6s a aplicagdo do extrato. Quando o mesmo extrato foi
aplicado em mudas dé cafeeiro e posteriormente estas foram inoculadas, a maior
produgdo dessa enzima ocorreu na Gltima coleta, aos 20 dias (Figura 6). O
resultado foi semelhante ao encontrado para plantas tratadas com ASM e

inoculadas com C. coffeicola (Figura 6).
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FIGURA 6 Efeito de EFID sobre a atividade de peroxidases (UA - unidade de
atividade da enzima/mg de proteina) em folhas de cafeeiro.
Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha inoculada com
C. coffeicola; EFID — extratos de folhas de café infectadas com
ferrugem; EFID+ - extratos de folhas de café infectadas com
ferrugem inoculado com C. coffeicola. A seta indica 0 momento da
inoculag@o. Barras representam a média + desvio padrio.

A atividade de peroxidases em plantas de café tratadas com extrato de

casca de café foi maior em plantas onde ndo se realizou a inoculagdo do
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patégeno do que em plantas tratadas com este extrato e inoculadas com o
patogeno. A maior concentragdo dessa enzima também ocorreu aos 20 dias, na
altima coleta do experimento (Figura 7), semelhante ao que ocorreu com plantas
tratadas com ASM (Figura 5). Mazzafera et al. (1989) também concluiram que,
em cultivares de “Catuai” e “Mundo Novo” infectadas com Meloidogyne

incognita, a atividade de peroxidase foi maior que em tecidos ndo infectados.
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FIGURA 7 Efeito de extrato de casca de café sobre a atividade de peroxidases
(UA - unidade de atividade da enzima/ mg de proteina) em folhas de
cafeeiro. Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha
inoculada com C. coffeicola; Casca — extratos de casca de frutos de
café infectadas; Cascat - extratos de casca de frutos de café
inoculada com C. coffeicola. A seta indica o momento da inoculago.
Barras representam a média + desvio padrio.

Plantas de café tratadas com VLA tiveram pico de produgio de
peroxidases aos 15 dias. No caso deste extrato, tanto as plantas sem inoculagio

como as inoculadas tiveram uma maior atividade dessa enzima na mesma época,

79




e quantidades muito préximas uma da outra (Figura 8). Isso também foi

observado no patossistema tomate-X.campestris pv. vesicatoria, sendo que para

este patossistema o pico de atividade dessa enzima foi aos 9 dias (Ribeiro Junior
et al., 2004).
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FIGURA 8 Efeito de VLA sobre a atividade de peroxidases (UA - unidade de
atividade da enzima/mg de proteina) em folhas de cafeeiro.
Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha incculada com
C. coffeicola; VLA - extrato bruto aquoso (VLA) de vassoura-de-
lobeira (Solanum lycocarpum); VLA+ - extrato bruto aquoso
(VLA) de vassoura-de-lobeira (Solanum lycocarpum) inoculada
com C. coffeicola. A seta indica o momento da inoculagéo. Barras
representam a média + desvio padrio.

3.3.2 Atividade de polifenoloxidase
A atividade de polifenoloxidase foi determinada em plantas de café

também utilizando os melhores extratos quando se avaliou a severidade da
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doenga. Foi observado, para a atividade de polifeloxidases, que a testemunha
absoluta apresentou menor atividade quando comparada com todos os outros
tratamentos (Figuras 9, 10, 11 e 12).

Plantas de café tratadas com ASM e depois inoculadas com C. coffeicola
tiveram maior acimulo de polifenoloxidase aos 20 dias, na 1ltima coleta do
experimento, semelhante ao que ocorreu com a outra enzima oxidativa,
peroxidase que, em plantas tratadas com ASM, também tiveram maior atividade

na dltima coleta (Figura 9).
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FIGURA 9 Efeito de ASM sobre a atividade de polifenoloxidases (UA -
unidade de atividade da enzima/ mg de proteina) em folhas de
cafeeiro. Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha
inoculada com C. coffeicola; ASM — acibenzolar —S-metil; ASM+ -
acibenzolar —S-metil inoculada com C. coffeicola. A seta indica o
momento da inoculago. Barras representam a média + desvio
padréo.

Quando as plantas foram tratadas com ASM e ndo foram inoculadas, a
concentracdo da enzima foi menor, assim como a planta que ndo recebeu

tratamento algum e somente foi inoculada com o patégeno (Figura 9).
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O extrato de casca de frutos de café utilizado em plantas de cafeeiro
induziram a atividade de polifenoloxidase. A maior atividade da enzima ocorreu
aos 15 dias, na terceira coleta pela utilizagdo desse extrato em plantas
" inoculadas. As plantas tratadas com o extrato de casca de frutos de café ndo
inoculadas com o patégeno apresentaram pico da enzima aos 20 dias, inferior a
aqueles apresentados pelas plantas tratadas com o extrato e inoculadas (Figura
10).
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FIGURA 10 Efeito do extrato de casca de café sobre a atividade de
polifenoloxidases (UA - unidade de atividade da enzima/ mg de
proteina) em folhas de cafeeiro. Tratamentos: Test — testemunha;
Test+ - testemunha inoculada com C. coffeicola; Casca — extratos
de casca de frutos de café; Casca+ - extratos de casca de frutos de
café inoculado com C. coffeicola. A seta indica 0 momento da
inoculag@o. Barras representam a média =+ desvio padrio.

O efeito do tratamento EFID em plantas de café, foi similar ao efeito do
extrato de cascas de café, As plantas de café tratadas com este extrato sem a

inoculagdo do patdgeno, apresentaram uma maior atividade de polifenoloxidase
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na ultima coleta, 20 dias ap6s o tratamento. O pico de atividade da enzima com a

utilizagfio do extrato anteriormente a inoculag@o do patégeno, ocorreu aos 135

dias (Figura
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FIGURA 12 Efeito de EFID sobre a atividade de polifenoloxidases (UA -

unidade de atividade da enzima/ mg de proteina) em folhas de
cafeeiro. Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha
inoculada com C. coffeicola; EFID — extratos de folhas de café
infectadas com ferrugem; EFID+ - extratos de folhas de café
infectadas com ferrugem inoculado com C. coffeicola. A seta indica
0 momento da inoculagdo. Barras representam a média + desvio
padrdo.

O efeito do extrato VLA na atividade de polifenoloxidase foi maior

quando o extrato foi utilizado em plantas com inoculagdio do patdgeno. As

plantas tratadas com esse extrato tiveram maior concentragdo de

polifenoloxidases na Gltima coleta, aos 20 dias. (Figura 12).
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FIGURA 12 Efeito de VLA sobre a atividade de polifenoloxidases (UA -
unidade de atividade da enzima/ mg de proteina) em folhas de
cafeeiro. Tratamentos: Test — testemunha; Test+ - testemunha
inoculada com C. coffeicola; VLA - extrato bruto aquoso (VLA) de
vassoura de lobeira (Solanum lycocarpum),; VLA+ - extrato bruto
aquoso (VLA) de vassoura de lobeira (Solanum lycocarpum)
inoculado com C. coffeicola. A seta indica o momento da
inoculag@o. Barras representam a média % desvio padrdo.

A atividade de enzimas oxidativas, como a polifenoloxidase, tém sido
bastante estudada em plantas como parte dos mecanismos de defesas induzidas,
ou em condi;ﬁes de estresse (Sanchez et al., 2000; Siegel, 1993). Contudo, a
participag@o destas enzimas na resisténcia constitutiva, antes de ocorrer algum

tipo de estresse, tem sido pouco estudada.

3.4 Determinagiio de pigmentos
A quantidade de clorofila a, b e carotenéides para os tratamentos ¢é

apresentada nas Figuras 13 (A, B e C), respectivamente. A quantidade de
clorofila a dos tratamentos que foram induzidos apresentaram diferencas entre si

e foram maiores que a testemunha absoluta e inoculada (Figura 13A). A
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testemunha absoluta néo diferiu significativamente da testemunha inoculada e os
tratamentos que mais aumentaram o teor de clorofila a foram ASM, EFID,
EFID+, VLA, casca de café e casca de café +.

Quanto ao teor de clorofila b (Figura 13B), os tratamentos utilizados nio
diferiram entre si, assim como a quantidade de carotenéides produzida pelas
plantas de café (Figura 13C) (Scott & Knott, a 5%).

Os pigmentos como as clorofilas e carotendides s3o importantes porque
participam dos processos de absor¢o, convers3o da energia luminosa em ATP e
poder redutor que podem ser usados no metabolismo de carboidratos e outros
processos energéticos das células (Malkin & Niyogi, 2000; Misaghi, 1982). As
doengas causadas por patégenos geralmente diminuem a fotossintese causando
clorose e necrose, interferindo dessa forma na area fotossintética e na quantidade
de pigmentos (Agrios, 1997; Ayres, 1991; Misaghi, 1982).

As avaliages foram realizadas no final do experimento quando as folhas
ja apresentavam os sintomas da doenga. Porém, como na metodologia utilizada
para as determinagdes se fazia uma retirada de 0,2g de tecidos das folhas,
independente de estarem clordticas ou necréticas, podem ter ocorrido diferengas
ndo detectadas, ou que seriam detectadas apenas fazendo-se uma separagdo das
areas sadias, clordticas e necréticas de um mesmo tratamento. Talvez, por isso,
ndo tenham sido detectadas diferengas nas quantidades de clorofila b e

carotendides entre os tratamentos.
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O tratamento de plantas de café com ASM, VLA inoculado e casca de
café inoculado foram inferiores ao tratamento com EFID e superiores aos
tratamentos ASM inoculada, EFID inoculada e VLA (Figura 14).

' " Plantas de tomate tratadas com VLA apresentaram tecido mais
lignificado, com seu efeito isolado ou com a inoculagdo com X. vesicatoria
(Ribeiro Junior et al., 2004). No patossistema cacau-Verticillium dahliae,
tambe’m se observou esse aumento no actimulo de lignina (Cavalcanti et al.,
2004). O extrato VLA tem se mostrado eficaz nas respostas de defesa de plantas

- contra ﬁtopatégenos‘. Isso foi demonstrado em vérios patossistemas, nos quais
esse extrato sempre esteve entre os melhores tratamentos, como também.
verificado neste estudo para o patossistema café-C. coffeicola. O extrato de

cascas de frutos de café € bastante promissor, devido aos resultados encontrados
neste estudo e por tratar-se de um residuo da prépria cultura, o que facilita sua

obtengdo e conseqlente utilizag#o.

Até o momento, nas pesquisas com cafeeiro tem se associado a reagdo
de hipersensibilidade com o acimulo de calose, deposi¢do de compostos
fenodlicos e lignificagdo da parede celular da planta (Martins et al., 1985, Martins
& Moraes, 1996, Rijo et al., 1991 e Silva et al., 2002). Entdo, possivelmente, a
lignificag@o ocorre para tentar impedir a penetragio ou mesmo a colonizagéo
dos tecidos pelo patdgeno, mesmo em cafeeiro suscetivel, como € o caso da
cultivar Acaié Cerrado e como vem sendo comprovado em cafeeiro resistente
(Nojosa, 2003).
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3.5 Determinacéo de lignina

O teor de lignina da testemunha absoluta, inoculada e o tratamento com

casca de café foram menores que nos demais tratamentos € ndo apresentaram

diferengas significativas entre si (Figura 14). O tratamento com EFID foi o que

induziu maior quantidade de lignina, diferindo estatisticamente de todos os

outros tratamentos.

pg 107 de lignina solivel /

mg de matéria fresca

FIGURA 14 Determinagdo de lignina 20 dias apds a pulverizagdo dos

tratamentos. ASM - acibenzolar S-metil; ASM - acibenzolar S-
metil inoculada; EFID - extratos de folhas de café infectadas com
ferrugem; EFID+ - extratos de folhas de café infectadas com
ferrugem e inoculado; Casca de café - extratos de casca de frutos
de café; Casca de café+ - extratos de casca de frutos de café
inoculado; VLA - extrato bruto aquoso (VLA) de vassoura de
lobeira (Solanum lycocarpum); VLA+ - extrato bruto aquoso
(VLA) de vassoura de lobeira (Solanum lycocarpum)
inoculado. Tratamentos com as mesmas letras ndo diferem pelo

teste de Scott & Knott a 5%. Barras representam a média * desvio
padrio.
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O tratamento de plantas de café com ASM, VLA inoculado e casca de
café inoculado foram inferiores ao tratamento com EFID e superiores aos
tratamentos ASM inoculada, EFID inoculada e VLA (Figura 14).

' " Plantas de tomate tratadas com VLA apresentaram tecido mais
lignificado, com seu ‘efeito isolado ou com a inoculagdo com X. vesicatoria
(Ribeiro Junior et al., 2004). No patossistema cacau-Verticillium dahliae,
também se observou esse aumento no actimulo de lignina (Cavalcanti et al.,
2004). O extrato VLA tem se mostrado eficaz nas respostas de defesa de plantas

- contra ﬁtopatégenos.. Isso foi demonstrado em vérios patossistemas, nos quais
esse extrato sempre esteve entre os melhores tratamentos, como também.
verificado neste estudo para o patossistema café-C. coffeicola. O extrato de
cascas de frutos de café é bastante promissor, devido aos resultados encontrados
neste estudo e por tratar-se de um residuo da propria cultura, o que facilita sua
obtengdo e conseqilente utilizagdo.

Até o momento, nas pesquisas com cafeeiro tem se associado a reagéo
de hipersensibilidade com o acimulo de calose, deposi¢do de compostos
fenolicos e lignificagio da parede celular da planta (Martins et al., 1985, Martins
& Moraes, 1996, Rijo et al., 1991 e Silva et al., 2002). Entdo, possivelmente, a
lignificagdo ocorre para tentar impedir a penetragio ou mesmo a colonizagdo
dos tecidos pelo patégeno, mesmo em cafeeiro suscetivel, como ¢ o caso da
cultivar Acaid Cerrado e como vem sendo comprovado em cafeeiro resistente
(Nojosa, 2003).
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4 CONCLUSOES

Os extratos de plantas utilizados ndo exercem efeito direto no patégeno.

Os extratos folhas de café infectadas com ferrugem, casca de frutos de
café e extrato bruto de vassoura-de-lobeira conferem protegio a mudas de
cafeeiro diminuindo os niveis de doenga com base na Area abaixo da curva do
progresso da doenga e niimero de lesdes.

Plantas tratadas com extratos folhas de café infectadas com ferrugem e
casca de café induzem maior atividade de peroxidases aos 20 dias, enquanto
aquelas tratadas com extrato bruto de vassoura de lobeira foi aos 15 dias.

Plantas tratadas com folhas de café infectadas com ferrugem, casca de
frutos de café e extrato bruto de vassoura-de-lobeira induzem maior atividade de
polifenoloxidases aos 20 dias.

Plantas tratadas com folhas de café infectadas com ferrugem, casca de
frutos de café e extrato bruto de vassoura de lobeira contribuem para aumento do
pigmento, clorofila a.

O maior acumulo de lignina ocorre para plantas tratadas com folhas de

café infectadas com ferrugem e extrato bruto de vassoura de lobeira inoculado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

" E evidente que numa sociedade cada vez mais preocupada com o meio
ambiente, a utilizégﬁq de produtos ecologicamente corretos, de baixo custo e
com bom nivel de controle, representa um avango na agricultura. Dentro desse
contexto, a indugdo de resisténcia em plantas contra fitopatégenos representa um
método alternativo no controle de doengas, que pode ser obtido por nutrientes a
- base de silicio e por ;-esiduos da propria atividade agricola.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pdde-se observar.
o potencial do silicio e dos extratos vegetais na redugio de doengas. A utilizagdo
de silicio na forma de silicato de potassio diminuiu em 47% a cercosporiose do
cafeeiro, causada pelo fungo Cercospora coffeicola, em casa de vegetagio,
enquanto a utilizagdo extratos a base de residuos da prépria lavoura cafeeira,
como a casca de frutos de café e as folhas da planta que caem ao chdo infectadas
por Hemileia vastatrix ¢ também ramos de lobeira (Solanum lycocarpum)
infectados com Crinipellis perniciosa, diminuiram em 40%, 37% e 32%,
respectivamente, a mesma doenga. Os produtos também induziram a atividade
das enzimas peroxidases e polifenoloxidases e o acimulo de lignina.

No entanto, faz-se necessaria a realizagdo de novos experimentos em
casa-de-vegetagdo para verificar a melhor época de aplicagdo do silicato de
potassio. Para os extratos ¢ preciso verificar a melhor dose, bem como a melhor
época de aplicagdio. Por fim, testes no campo s3o necessérios para que se possa
realmente afirmar que tais produtos sdo uma alternativa que se pode ser

incorporada ao manejo da cercosporiose.
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