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RESUMO

TOYOTA. M. Extratos vegetais e produtos comerciais no manejo da
ferrugem e nos mecanismos de defesa do cafeeiro a cercosporiose. 2008. 66
p. Dissertacdo (Mestre em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.'

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da aplicagdo de extratos vegetais e
de produtos comerciais contra a ferrugem em lavoura convencional e estudar os
mecanismos envolvidos na resposta de defesa em mudas de cafeciro contra
cercosporiose. Os experimentos com ferrugem foram conduzidos no Campus da
Universidade Federal de Lavras, em area com cultivar Rubi de 10 anos de idade.
Testaram-se os seguintes indutores: extrato de casca de frutos de café (CFC), de
folhas de café infectadas com Hemileia vastatrix (EFID), a mistura destes entre
si e com o indutor de resisténcia ASM (Acibenzolar-S-metil), fosfito de cobre
(doses 5 ¢ 10 mL L") ¢ Agro-Mos® (doses 2, 5 ¢ 10mL L") Utilizou-se o
delineamento em blocos casualizados com quatro repetigdes. Os cafeeiros foram
pulverizados mensalmente de fevereiro a maio de 2007. Observou-se que os
melhores resultados obtidos entre os extratos foram a mistura do extrato EFID
com o0 ASM e o extrato EFID que proporcionaram redu¢des na area abaixo da
curva de progresso de severidade da doenca (AACPS) de 52% e 26%,
respectivamente, quando comparados a testemunha. Entre os indutores
comerciais, o fosfito de cobre reduziu a AACPS em 81% quando comparado a
testemunha. O Agro-Mos apresentou desempenho intermediario quando
comparado aos outros tratamentos. Nos testes bioquimicos realizados com
folhas provenientes do campo, ndo houve diferenca significativa nos tratamentos
em relagdo a lignina e fenois totais. Outro experimento foi conduzido com
mudas de cafeeiro para avaliar os mecanismos envolvidos de defesa contra
Cercospora coffeicola. Observou-se que fosfito de cobre e EFID + ASM
proporcionaram aumentos na atividade de peroxidases aos 21 e 11 dias, apos a
pulverizagdo, respectivamente. Plantas tratadas com esses produtos,
apresentaram aumentos na atividade de quitinases e p-1,3-glucanases. Observou-
se também que houve maior producdo de fenois totais em plantas tratadas com
EFID + ASM e fosfito de cobre, quando comparada com a testemunha.

! Comité de Orientac¢do: Mario Liicio Vilela de Resende — UFLA (Orientador)
e Mario Sobral de Abreu — UFLA.



ABSTRACT

TOYOTA. M. Plant extracts and commercial products for the management
of coffee rust and mechanisms of coffee defense against Cercospora leaf
spot. 2008. 66 p. Dissertation (Master in Phytopathology) — Federal University
of Lavras, Lavras'.

The aim of this study was to evaluate the effect of plant extracts and commercial
products against rust in a conventional farming system. Furthermore, to assess
the defense mechanisms of coffee seedlings against Cercospora leaf spot. The
rust experiment was conducted in a coffee field (Cultivar Rubi) with 10 year old
at the campus of Federal University of Lavras. The following inductors were
tested: extract of coffee husks (CFC), extract of leaves of coffee infected with
Hemileia vastatrix (EFID), the mixture of these with each other and with the
inducer of resistance ASM (Acibenzolar-S-methyl), copper phosfite (5 and 10
mL.L") and Agro-Mos® (doses 2, 5 and 10mL. L™"). A randomized blocks
design with four replications was used. Coffee trees were sprayed monthly in the
period from February until May 2007. The best results among the extracts were
provided by a mixture of EFID with ASM and EFID alone, which reduced the
area under the disease progress curve (AUDPC) in respectively, 52% and 26%,
when compared to the control. Among commercial inducers, copper phosphite
reduced the AUDPC up to 81% compared to the control. Agro-Mos® presented
intermediate performance compared to other treatments. In biochemical tests
with coffee leaves from the field, there was no significant difference among
treatments concerning lignin and total phenolics contents. Another experiment
was conducted with coffee seedlings to assess defense mechanisms against
Cercospora coffeicola. It was observed that copper phosphite and EFID + ASM
provided increases in the activity of peroxidases at 21 and 11 days after
spraying, respectively. Plants treated with these products showed increases in the
activities of chitinases and (-1, 3 - glucanases. A higher content of total
phenolics was also observed in plants treated with EFID + ASM and copper
phosphite, compared to the control.

'Guidance Committee: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA (Advisor) and
Mario Sobral de Abreu - UFLA.
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INTRODUCAO GERAL

O café representa uma das principais fontes de divisas para o Brasil que
¢ o maior produtor ¢ exportador mundial, fechando a safra de 2006/2007com
uma producdo de 33,7 milhdes de sacas de café beneficiado. Minas Gerais
destaca-se como o maior produtor nacional com estimativa de producdo em
torno de 22 milhdes de sacas de café beneficiado para a safra de 2008/2009 e
como primeiro produtor de café arabica, sendo responsavel por 50,1% do total
da producao nacional (Companhia Nacional de Abastecimento, 2008).

A cafeicultura, como qualquer outra cultura, para ser auto-sustentavel
necessita de um conjunto de praticas de manejo, empregadas de maneira correta
e eficiente. Entre essas diversas praticas, pode-se destacar o manejo integrado de
doengas de plantas. As doengas foliares do cafeeiro, causadas por ferrugem e
cercosporiose estdo entre os principais problemas da cafeicultura e sdo fonte de
perdas na produtividade. A ferrugem alaranjada causada por Hemileia vastatrix
¢ a principal doenga do cafeeiro. Ela foi constatada no Brasil em janeiro de 1970
e logo se disseminou para todas as regides cafeeiras do pais. Atualmente, &
encontrada em todas as regides produtoras de café do mundo. Os principais
danos causados pela ferrugem sdo ocasionados pela queda precoce das folhas e
seca dos ramos produtivos, que por conseqiiéncia ndo produzem no ano
seguinte, diminuindo a produtividade ¢ a qualidade. Essa seca constante dos
ramos reduz a longevidade dos cafeeiros, tornando a lavoura gradativamente
anti-econémica (Godoy et al., 1997).

Outra doenca que vem despontando como problema na cafeicultura é a
cercosporiose, conhecida também por “mancha de olho pardo” ou “olho de
pomba”, causada por Cercospora coffeicola. E uma das doengas mais antigas do
cafeeiro, tanto na América do Sul como América Central e encontra-se

disseminada por todas as regides produtoras. Nas regides altas do Estado do



Espirito Santo ¢ em Minas Gerais, a partir de 1971, ocorreram ataques intensos
da doenga no campo, chegando a causar perdas na produgdo de 30% (Carvalho
& Chalfoun, 2001). Os prejuizos com a cercosporiose ganharam maior
importancia econdmica com a implantagdo de lavouras nos cerrados ou em areas
de baixa fertilidade natural, pois ha uma grande relagdo entre o ataque de
cercospora ¢ a nutrigdo mineral das plantas (Pozza et al., 2000).

Atualmente em todo o mundo, onde se pratica uma agricultura econdmica,
faz-se o uso de pesticidas para o controle de doengas de plantas (Kimati et al.,
1997). O uso racional desses produtos tem efeito benéfico para os produtores em
curto prazo, no entanto, a longo prazo pode ocorrer selecdo de novas racas
resistentes dos patdgenos, além de promover a contaminacdo do ambiente e
danos a saude humana. Para contornar esse problema, varios estudos estdo sendo
realizados visando desenvolver e descobrir métodos alternativos de controle de
doengas de plantas.

A indugdo de resisténcia em plantas é, certamente, promissora no
controle de doengas, devido aos bons resultados que vém sendo obtidos,
inclusive, na diminui¢do dos custos de producao (Amaral, 2005).

A utilizagdo de produtos comerciais, tais como fertilizantes foliares,
como os fosfitos tém ganhado importancia no controle de doengas (Datnoff et
al., 2001), estando esses produtos entre os citados na literatura como indutores
de resisténcia. Uma outra forma de controle que pode ser utilizada e desperta o
interesse dos especialistas da area € o controle de doengas, através da utilizagao
de produtos naturais, com extratos de plantas ou sub-produtos da cadeia
produtiva do café, como casca de frutos.

Dessa forma, objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito de extratos
vegetais e produtos comerciais contra Hemileia vastatrix em cafeeiro, além de
estudar os mecanismos envolvidos na resposta de defesa contra Cercospora

coffeicola.
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RESUMO

Na cafeicultura, a utilizacdo de extratos vegetais em campo € praticamente
inexistente ¢ a maioria dos trabalhos tém sido realizados in vitro ou em casa-de-
vegetacao. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da aplicagdo de extratos
vegetais contra a ferrugem em lavoura convencional O experimento foi
conduzido no Campus da Universidade Federal de Lavras, em area com cultivar
Rubi de 10 anos de idade. Testaram-se os seguintes indutores: extrato de casca
de frutos de café (CFC), de folhas de café infectadas com Hemileia vastatrix
(EFID), a mistura destes entre si ¢ com o indutor de resisténcia ASM
(Acibenzolar-S-metil). Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados com
quatro repeticdes. Os cafeeiros foram pulverizados mensalmente de fevereiro a
maio de 2007. Observou-se que os melhores resultados obtidos entre os extratos
foram a mistura do extrato EFID com o ASM e o extrato EFID que
proporcionaram redugdes na area abaixo da curva de progresso de severidade da
doenga (AACPS) de 52% e 26%, respectivamente, quando comparados a
testemunha.. Nos testes bioquimicos realizados com folhas provenientes do
campo, ndo houve diferenga significativa nos tratamentos em relacdo a lignina e
fenois totais. Nos testes bioquimicos realizados com folhas provenientes do
campo, ndo houve diferenga significativa nos tratamentos em relagdo a lignina e

fendis totais.

Palavras-chave adicionais: Coffea arabica, EFID, CFC, protegdo do cafeeiro,

inducdo de resisténcia, Hemileia vastatrix.



ABSTRACT

The use of plant extracts in a coffee field is virtually nonexistent and most
studies have been conducted either in vitro or in greenhouses. The aim of this
study was to evaluate the effect of plant extracts against rust in a conventional
farming system. The experiment was conducted in a coffee field (Cultivar Rubi)
with 10 year old at the campus of Federal University of Lavras. The following
inductors were tested: extract of coffee husks (CFC), extract of leaves of coffee
infected with Hemileia vastatrix (EFID), the mixture of these with each other
and with the inducer of resistance ASM (Acibenzolar-S-methyl. A randomized
blocks design with four replications was used. Coffee trees were sprayed
monthly in the period from February until May 2007. The best results among the
extracts were provided by a mixture of EFID with ASM and EFID alone, which
reduced the area under the disease progress curve (AUDPC) in respectively,
52% and 26%, when compared to the control. In biochemical tests with coffee
leaves from the field, there was no significant difference among treatments

concerning lignin and total phenolics contents.

Keywords: Coffea arabica, EFID, CFC, coffee protection, induction of

resistance, Hemileia vastatrix



INTRODUCAO

Segundo Zambolim & Vale (2003), o parque cafeeiro brasileiro é
constituido de 4 bilhdes de plantas, em sua grande maioria suscetiveis as
principais doengas, com destaque para Ferrugem Alaranjada (Hemileia vastatrix
Berk. & Br.), que ¢ considerada a de maior importancia no Brasil devido a sua
existéncia em todas as regides produtoras e as suas perdas que podem chegar até
45% da produgdo. Atualmente, essa doenga ¢ encontrada em todas as regides
produtoras de café do mundo. Os principais danos causados pela ferrugem sao
ocasionados pela queda precoce das folhas e seca dos ramos produtivos do
cafeeiro que, por conseqiiéncia, ndo produzem no ano seguinte, com reducgao de
sua produtividade e qualidade. A seca constante dos ramos reduz a longevidade
dos cafeeiros, tornando a lavoura gradativamente anti-econdmica (Godoy et al.,
1997).

O controle quimico da ferrugem mostra-se eficiente ¢ econdomico,
porém, além do significativo incremento que esses insumos representam no
custo de produgdo, pode acarretar sérias conseqiiéncias no ecossistema, como o
agravamento de outras doencgas e pragas do cafeeiro, pelo seu efeito na
microbiota e eliminagdo de inimigos naturais, além de possibilitar a selecdo de
ragas resistentes aos fungicidas aplicados (Guzzo et al., 2001). Além disso, a
pressdo exercida pela sociedade por producdo de alimentos mais seguros € com
qualidade ambiental, exige da pesquisa maior empenho em encontrar medidas
alternativas de manejo fitossanitario, através de um modelo de sustentabilidade,
no qual se deve usar o minimo de pesticidas possivel e produtos de menor
toxicidade para combater pragas e doengas.

Nesse contexto, a inducdo de resisténcia em plantas contra patégenos
representa método alternativo no controle de doencas, o qual ativa os
mecanismos de defesa latentes na planta. Resende et al. (2004) e Cavalcanti et

al. (2004) citam que a resisténcia induzida em plantas pode ocorrer por meio do



tratamento com agentes bidticos (microrganismos ou parte desses) ou abidticos
como, por exemplo, pelo Acibenzolar-S-metil (ASM). O Acibenzolar-S-metil ¢
um produto que interfere nos processos fisiologicos/bioquimicos das plantas,
podendo ativar resisténcia sistémica aos agentes patogénicos. Esse ingrediente
ativo pertence a classe quimica benzothiadiazole e ¢ o primeiro representante de
uma nova categoria de produtos utilizados na prote¢do de plantas, também
chamados de ativadores de plantas ou indutores de resisténcia (Knight et al.,
1997).

Em relagdo aos extratos vegetais, sdo considerados como eliciadores
bioticos (Pascholati & Leite, 1995), cuja eficiéncia no controle de fitopatdogenos
¢ observada em diversos patossistemas (Bonaldo et al., 2004; Guzzo et al, 1987).
Dentre as op¢des de manejo, alguns trabalhos citam o uso de extratos vegetais
possuidores de substincias bioativas, capazes de atuarem como indutores de
resisténcia as doengas em plantas (Barguil et al., 2005). Em condigdes nao
controladas e sob inoculo natural, Santos et al. (2007) demonstraram que os
extratos de folhas de café infectadas com H. vastatrix caidas ao solo e cascas de
frutos de café reduziram em 31% e 49%, respectivamente, a severidade da
ferrugem em cafeeiro quando comparados a testemunha pulverizada com agua.

Dessa forma, considerando-se que folhas de café infectadas com H.
vastatrix caidas ao solo e cascas de frutos de café sdo materiais vegetais
facilmente disponiveis e abundantes em Minas Gerais e a utilizagdo de produtos
naturais que compoe as chamadas tecnologias limpas € boa opgdo ao agricultor,
(Potenza, 2004), este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagdo
de extratos de casca de frutos de café (CFC) e de folhas de café infectadas com
H. vastatrix (EFID), e a mistura destes entre si, € com o indutor de resisténcia

ASM (Acibenzolar-S-metil) contra a ferrugem em lavoura convencional.



MATERIAL E METODOS
Obtencao dos Extratos Vegetais

Os extratos vegetais de folhas de café infectadas por ferrugem (EFID) e
de casca de frutos de café (CFC) foram processados no Laboratorio de Fisiologia
do Parasitismo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras. E importante salientar que a forma de processamento e a composi¢o

dos mesmos encontram-se sob sigilo de patente.

Instalacdo e conducio do ensaio

O ensaio foi instalado e conduzido no campo experimental da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, no periodo de janeiro a novembro
de 2007. Foi utilizada area, com cafeeiro, da cultivar ‘Rubi- MG 1190°, com 10
anos de idade, recepado, em espacamento de 2,5 x 0,70m. A parcela
experimental foi composta de oito plantas e consideram-se as quatro plantas
centrais como parcelas uteis. O delineamento utilizado foi em blocos
casualizados (DBC), com quatro repetigdes e oito tratamentos. As plantas foram
pulverizadas com intervalo aproximado de 30 dias, nas seguintes datas: 01 de
fevereiro, 07 de margo, 02 de abril e 04 de maio.

Os tratamentos foram: EFID (100g L), CFC (100g L), mistura entre
EFID ¢ CFC (100g L"), ASM (0,2g L™, EFID ¢ ASM (100g L™ ¢ 0,2g L™,
CFC e ASM (100g L' ¢ 0,2g L), fungicida padrdo (EP+PI) nas dosagens 1,5 e
1,0L ha' , aplicados em fevereiro e abril e testemunha sem aplicagio. Como
fungicida padrao, foi utilizado Epoxiconazol + Piraclostrobina (Opera®). Em
todos os tratamentos foi adicionado o espalhante adesivo siliconado Vitaphix®.

A aplicagdo dos tratamentos foi realizada sempre apds as dezesseis
horas, em dias com temperatura amena e ventos moderados, pulverizando-se

toda a planta até o ponto de escorrimento.



Avaliacao da doenca

A ferrugem do cafeeiro foi avaliada a cada 30 dias (fevereiro a
novembro), coletando-se dados de incidéncia e severidade utilizando-se escala
diagramatica preconizada por Cunha et al. (2001). A amostragem para a
avaliacdo foi realizada em oito ramos plagiotropicos, escolhidos aleatoriamente
no terco médio das plantas, quatro de cada lado da linha de plantio. Em cada
ramo foi avaliado o 3° ou 4° par de folhas, com total de 16 folhas por planta em
amostragem nao destrutiva.

Apos as avaliagoes, foi calculada a area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS) e da incidéncia (AACPI), para cada tratamento,
determinada pela equagdo proposta por Shaner & Finney (1977):

n-1
AACPD =2 ((Yi+ Yin)/2)* (Ti- Tivy)
Em que:

AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenga;
Y; = propor¢do da doenga na i-nésima observagao;
T; = tempo em dias na i-nésima observagio;

n = namero de observagoes.

Plotou-se, também, a propor¢ao de doengas no €ixo y € o tempo no eixo
X, para representagdo da epidemia. A analise de varidncia foi realizada no
programa Sisvar®- versdo 4.6 (Build 6.1) (Ferreira, 2000). Quando a variavel
foi significativa no teste de F, as médias entre os tratamentos foram comparadas

pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.

Avaliacao das caracteristicas relacionadas a resposta de defesa
Coleta de tecido vegetal
Durante a conducdo do experimento, foram avaliadas caracteristicas de

resposta de defesa das plantas. Para isso, foram coletadas amostras de folhas dos
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cafeeiros nas parcelas experimentais aos 5, 10, 20, 30 e 40 dias, apds a ultima
pulverizagdo, para a determinagdo de lignina e fendis totais. Foram coletadas
folhas ndo expandidas totalmente, no total de 16 folhas por tratamento.
Selecionaram-se as mais uniformes possiveis quanto ao tamanho, textura e
coloragdo e as que ndo apresentaram lesdes visiveis. Durante as coletas, as
folhas foram protegidas com papel aluminio e colocadas em isopor contendo
nitrogénio liquido. No laboratério de Fisiologia do Parasitismo, as folhas foram
acondicionadas em freezer a -80°C até a preparagdo dos extratos para a

realizag@o das analises bioquimicas.

Preparo de amostras foliares para avaliacio de lignina soluvel e fenoéis
soliveis totais

O material foliar foi homogeneizado, por meio de almofariz e pistilo, até
a obten¢@o de um po fino em nitrogénio liquido e seco por 6 h em liofilizador
L101, marca Liobras.

Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado foi transferida para micro
tubo de 2 mL, homogeneizada com 1,5 mL de metanol 80% e extraida sob
agitacdo por 15 h em agitador rotativo, protegido da luz e em temperatura
ambiente.

O extrato metanodlico foi centrifugado a 12.000 g por 5 min e o
sobrenadante foi transferido para novo micro tubo, com o qual se realizou a
determinagdo de fendis soluveis totais. O residuo foi utilizado para a

determinagdo de lignina.

Fendéis totais
Uma aliquota de 50 pL do extrato metandlico foi misturado a 100 pL de
metanol e 150 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N e mantido em

temperatura ambiente por 5 min. Logo apos, foram adicionados-se 150 pL de
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Na,CO; 1M, foram homogeneizados ¢ mantidos por 10 min em temperatura
ambiente. ApoOs essa etapa, a mistura foi entdo homogeneizada com 1 mL de
H,O, destilada e mantida a temperatura ambiente por uma hora. Os valores de
absorbancia dessa reag@o foram determinados a 725 nm em espectrofotometro e
calculados com base na curva de catecol. Os compostos fenolicos totais foram
expressos em equivalente pg de catecol por miligrama de matéria seca (Spanos

& Wrolstad, 1990).

Lignina

Um volume de 1,5 mL da agua destilada foi adicionado ao residuo
proveniente do item descrito acima, homogeneizado e centrifugado a 12.000 g
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco a 65 °C por 15 h.
Posteriormente, acrescentou-se um volume de 1,5 mL de solugdo contento acido
tioglicolico e HCI 2M (propor¢ao de 1:10). Em seguida, os micro tubos foram
colocados em gelo, para resfriar rapidamente por 10 min e centrifugados a
12.000 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M e mantido em agitador rotativo por 15 h
a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 min, o
sobrenadante foi transferido para novo micro tubo, adicionando-se ao
precipitado 200 pL de HCI concentrado e mantido em camara fria (4 °C) por 4 h,
para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico. A seguir, a
mistura foi centrifugada a 10.000 g por 10 min, o sobrenadante descartado ¢ o
precipitado ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5 M. A absorbancia desta solugdo
foi determinada em espectrofotdmetro a 280 nm e os valores calculados com
base na curva de lignina, sendo expresso em ug de lignina por grama de matéria

seca (adaptado de Doster & Bostock, 1988).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito dos extratos vegetais na intensidade da ferrugem do cafeeiro

O tratamento que proporcionou menor area abaixo da curva de progresso
da incidéncia da doenca (AACPI) foi epoxiconazol + piraclostrobina (EP + PI),
diferindo estatisticamente dos demais, seguido pela mistura de EFID + ASM e
EFID, que ndo diferiram entre si Para a area abaixo da curva de progresso da
severidade da ferrugem (AACPS), o efeito dos tratamentos foi similar ao
observado para a variavel AACPI, com efeito significativo dos tratamentos
EFID + ASM e EFID. Esta combinagdo entre EFID + ASM proporcionou
reduc@o na AACPS de 52%, enquanto EFID reduziu em 26% quando comparado

a testemunha (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito dos tratamentos sobre a area abaixo da curva de progresso da

ferrugem.

TRATAMENTOS' AACPP AACPS’
Fungicida padrao 3750 a 1333 a
EFID + ASM 3058,5b 9448 b
EFID 3867,3b 1451,5b
CFC + ASM 51443 ¢ 1907,0 ¢
CFC 42303 ¢ 1501,5 ¢
EFID + CFC 5109,5¢ 1730,0 ¢
ASM 51153 ¢ 1908,8 ¢
Testemunha 54198 ¢ 1971,5¢

"ASM — acibenzolar-S-metil; EFID—extrato de folhas de café infectadas
com ferrugem; CFC-extrato de casca de frutos de café. *Area abaixo da
curva de progresso da incidéncia. *Area abaixo da curva de progresso da
severidade. Tratamentos com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste

de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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Estudos sobre o aumento do controle da doenga pelo uso de
Acibenzolar-S-metil, associados com extratos ainda ndo foram relatados, porém,
a sua associacdo com fungicidas foi verificada para alguns patossistemas. Assim,
em estudos realizados por Silva et al. (2003) foi verificado que ASM em mistura
com mancozeb proporcionou reducdes de severidade de Xanthomonas
vesicatoria, Oidium lycopersicsi e Septoria lycopersici em tomateiro.
Semelhantemente, T6foli et al. (2005) verificaram elevado potencial de controle
das combinagdes ASM e chlorotalonil ou mancozeb no controle de
Phytophthora infestans em batata. No patossistema café-Hemileia vastatrix,
Costa et al. (2007) observaram que o ASM combinado com o fungicida
piraclostrobin ou azoxtrobin foram eficientes no controle da ferrugem, com
reducdo do nimero de pustulas e area foliar lesionada, quando comparados com
a testemunha (4dgua). Dessa forma, no presente trabalho, o ASM provavelmente
estimulou maior niimero de rotas de sinalizagdo para a defesa pela mistura com
o extrato EFID e, conseqiientemente, maximizou o potencial da planta em
responder a infec¢do (Resende et al., 2007). O acibenzolar-S-metil utilizado,
isoladamente, ndo apresentou efeito protetor, tal resultado concorda com outros
trabalhos (Cavalcanti et al., 2000; Guzzo et al., 2001). Nem sempre o efeito de
um composto quimico, obtido em laboratorio, corresponde a sua performance
em campo devido a decomposi¢do do produto em compostos pouco toxicos,
lavagem pela chuva e cobertura desuniforme na folhagem, (Costa et al., 2007).

O efeito do extrato de folhas de cafeeiro infectadas por ferrugem (EFID)
na reducdo da intensidade da ferrugem, comparado ao observado na testemunha,
esta de acordo com estudos realizados por Guzzo et al. (1987) que supdem a
presenca de eliciadores envolvidos em respostas de defesa da planta derivados
de tecido do cafeeiro infectado por Hemileia vastatrix. Urediniosporos do fungo

inativados por autoclavagem e preparados em forma de filtrado aquoso.

14



Induziram, ainda, proteg¢do contra H. vastatrix em cafeeiros, cujas folhas foram
previamente pulverizadas.

Santos et. al. (2007), ao estudarem, os mesmos extratos vegetais
(EFID e CFC) para ferrugem, cercospora ¢ mancha de phoma, em cafeeiro
orgénico, obtiveram resultados semelhantes. A incidéncia da ferrugem nos
cafeeiros pulverizados com EFID e CFC foi menor do que na testemunha
pulverizada com agua. O tratamento EFID proporcionou area abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPS), 31% inferior ao observado na testemunha
pulverizada com agua, porém, o CFC reduziu em 49% a AACPS da ferrugem, o
que ndo foi observado no presente trabalho, cuja reducdo foi de 23% na area
abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem.

Barguil et al. (2005), em um de seus primeiros estudos com o EFID,
observaram reducao de 38% na severidade da mancha foliar causada por Phoma
costarricencis Echandi, quando comparada com a testemunha inoculada. Em
outro trabalho, Amaral (2005) confirma esse resultado, onde verificou-se
reducdo de 37% no progresso da cercosporiose em mudas de cafeeiro e, segundo
0 mesmo autor, o efeito de eliciadores presentes no extrato preparado com folhas
de cafeeiro infectadas com ferrugem foi evidenciado quando verificou que
plantas pulverizadas com extrato de folhas sadias proporcionaram severidade da
doenga semelhante a testemunha néo pulverizada.

Para a curva de progresso da incidéncia e severidade da ferrugem ao
longo dos meses, os tratamentos com a mistura EFID + ASM e o tratamento
padrdo epoxiconazol + piraclostrobina apresentaram menor severidade da
doencga, (Figura 2B). Observa-se que, durante a época das aplicagdes (fevereiro,
margo, abril e maio), o tratamento com EFID + ASM reduziu a intensidade da
ferrugem. A partir de maio, entretanto, houve aumento significativo na
severidade da doenga com pico de 12% em julho. Dessa forma, sugere-se testar

intervalos menores entre as pulverizagdes e aumentar o niimero de aplicagdes
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para os produtos EFID + ASM, com o intuito de se observar redugdes mais
significativas nos indices da doenca, pois a literatura ¢ inexistente em

informagdes pertinentes ao nimero de aplicagdes para esses produtos.

Incidéncia (%)

—e— EFID —a—CFC —&— EFID+CFC —»— ASM

—%— ASM+EFID —e— ASM+CFC —+— Testemunha

EP+ PI

Severidade (%)

—e—EFID —a— CFC —&— EFID+CFC —%— ASM

—%— ASM+EFID —e— ASM+CFC —+— Testemunha

EP+PI

Figura 2 Curva de progresso da incidéncia (A) ¢ da severidade (B) da
ferrugem do cafeeiro em fungdo dos tratamentos. ASM — acibenzolar-S-
metil; EP+ PI — Epoxiconazol + Piraclostrobina; EFID-extrato de folha de
café infectadas com ferrugem; CFC-extrato de casca de frutos de café.

16



Determinacao de lignina e compostos fenélicos totais

Os teores de lignina e fenodis totais dos tratamentos EFID e da mistura
entre EFID + ASM, ndo diferiram da testemunha e dos demais tratamentos. Ndo
foi encontrada nenhuma correlagdo entre teor de lignina e compostos fendlicos

totais com AACPS ou AACPI (Tabela 2).

Tabela 2. Correlacdo entre teor de lignina, compostos fenolicos totais, AACPS e
AACPI em folhas de café.

Variaveis AACPS AACPI
Lignina 0,0833™ 0,1146 ™
Fendis totais 0,1114™ 0,0941 ™

Correlagdo com base no coeficiente de correlagdio de Pearson; "Nio
significativo.

A distribuicdo e a localizacdo dos fendis nas plantas ndo sdo conhecidas
claramente. Observa-se, no entanto, que as quantidades variam de acordo com os
orgdos, a idade, o estddio de desenvolvimento das plantas e as condigdes
climaticas (Salgado, 2004).

A formagao de lignina torna a parede celular das células vegetais rigidas
e seu principal papel nos vegetais ¢ a sustentacdo da planta. Sua resisténcia fisica
e estabilidade quimica desempenham papel secundario, porém, importante como
protecao celular contra insetos, por ser indigerivel por esses organismos, além de
freqliientemente também estar associada ao bloqueio do crescimento de
patogenos (Taiz & Zeiger, 2004).

Nojosa (2003) observou que folhas de cafeeiro, fisiologicamente mais
velhas, apresentaram maior quantidade de lignina, que comprova que ha
correlagdo direta com a resisténcia contra Phoma costarricensis. Provavelmente,
ndo houve diferencas e correlagdes significativas para os teores de lignina e

fenois devido ao fato das amostragens (coletas) serem realizadas com folhas
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ainda ndo totalmente expandidas. Segundo Rengel et al. (1993), ao avaliarem, o
acimulo de fendis e lignina por plantas de trigo infectadas com
Gaeumannomyces graminis var. tritici Walker, sob diferentes doses de Mn no
solo, mencionaram que, mesmo que os aumentos dos teores de lignina e fenois
se relacionassem, positivamente, com a resisténcia do trigo ao mal-do-pé, o
parametro de resisténcia do hospedeiro eram as concentragdes de fenodis e
lignina no ponto de infeccdo e ndo aos teores totais desses compostos nos
tecidos.

No presente estudo, os resultados obtidos demonstraram que a adi¢ao do
Acibenzolar-S-metil (ASM) ao extrato EFID e o extrato EFID puro reduziram a
incidéncia da ferrugem, comparativamente, aos percentuais de doencas
observados na testemunha.

A mistura de EFID + ASM ¢ o extrato EFID reduziram a severidade da
ferrugem em 52% e 26%, respectivamente, quando comparados a testemunha.

Os tratamentos ndo promoveram lignificacdo e nem alteraram o teor de

compostos fendlicos.
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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o efeito da aplicacdo de fosfito de cobre,
Agro-Mos® e acibenzolar-S-metil (ASM) contra a ferrugem em lavoura
convencional. O experimento foi conduzido no Campus da Universidade Federal
de Lavras, em area com cultivar Rubi de 10 anos de idade. Utilizou-se o
delineamento em blocos casualizados com quatro repetigdes. Os cafeeiros foram
pulverizados mensalmente de fevereiro a maio de 2007. Entre os indutores
comerciais, o fosfito de cobre reduziu a area abaixo da curva de progresso de
severidade da doenca (AACPS) em 81% quando comparado a testemunha. O
Agro-Mos apresentou desempenho intermediario quando comparado aos outros
tratamentos. Nos testes bioquimicos realizados com folhas provenientes do
campo, ndo houve diferenga significativa nos tratamentos em relacdo a lignina e

fenois totais.
Palavras-chave adicionais: protecdo do cafeeiro, produto alternativo, indugéo

de resisténcia, Hemileia vastatrix, fosfito de cobre, Agro-Mos, Acibenzolar-S-

metil.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of copper phosfite, Agro-Mos”
and acibenzolar-S-methyl (ASM) applied against coffee rust in conventional
farming. The rust experiment was conducted in a coffee field (Cultivar Rubi)
with 10 year old at the campus of Federal University of Lavras. A randomized
blocks design with four replications was used. Coffee trees were sprayed
monthly in the period from February until May 2007. Among commercial
inducers, copper phosphite reduced the area under the disease progress curve
(AUDPC) up to 81% compared to the control. Agro-Mos® presented
intermediate performance compared to other treatments. In biochemical tests
with coffee leaves from the field, there was no significant difference among

treatments concerning lignin and total phenolics contents.

Keywords: Coffee protection, alternative products, induction of resistance,

Hemileia vastatrix, copper phosphite, Agro-Mos, Acibenzolar-S-methyl.
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INTRODUCAO

A ferrugem, causada pelo agente etioldgico Hemileia vastatrix Berk. &
Br., é considerada a principal doenga do cafeeiro. Essa doenga provoca queda
precoce das folhas, com menor florada, menor formagdo de chumbinhos e,
também, ocorre seca dos ramos plagiotropicos, o que compromete em mais de
50% a producdo do cafeeiro (Zambolim et al., 1997).

O controle da ferrugem tem sido realizado, na grande maioria dos casos,
por meio de pulverizagdo das plantas com fungicidas protetores e sistémicos.
Além dessa pratica ser onerosa, promove a degradagdo dos recursos naturais,
problemas de intoxicagdo de aplicadores de defensivos agricolas, aumento dos
riscos da presenca de residuos nos produtos colhidos, assim como o surgimento
de ragas resistentes do patdégeno. Com o intuito de evitar a maioria desses
problemas, tem-se buscado praticas de manejo de doengas mais racionais, como
fungicidas de menores custos e baixa toxicidade (Zambolim & Vale, 1999).

Diante desse contexto, a inducdo de resisténcia em plantas pode ser uma
medida promissora de controle, juntamente com outras tradicionalmente
utilizadas e pode compor adequado manejo da doenga.

A indugdo de resisténcia envolve a ativagdo de mecanismos de defesa
latentes que existem nas plantas em resposta a tratamentos com agentes bidticos
ou abioticos, representados por barreiras bioquimicas ou estruturais, que
aumentam a resisténcia geral da planta (Uknes et al., 1996). Resende et al.
(2004) e Cavalcanti et al. (2004) citam que a resisténcia induzida em plantas
pode ocorrer por meio do tratamento com agentes bidticos (microrganismos ou
parte destes) ou abiodticos. O Acibenzolar-S-metil (ASM), considerado indutor
abidtico, possui propriedades de elicitar respostas de resisténcia em plantas
contra amplo espectro de patégenos (Knight et al., 1997).

A utilizagdo de produtos comerciais, tais como fertilizantes foliares,

como os fosfitos e 0o Agro-Mos® tém assumido importancia no controle de
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doengas. O fosfito é comercializado ha algum tempo na forma de etil fosfonato
(Fosetyl-Al) e, recentemente, como sal de potassio, sendo indicado no controle
dos fungos do género Phytophthora e dos fungos de podriddes do colo, raiz,
tronco ¢ frutos. Na forma de sal de potassio, o fosfito parece ter o mesmo efeito
que o Fosetyl-Al, fungicida recomendado para o controle de oomycetos como
Phytium spp e Phytophthora spp. Alguns autores acreditam que o fosfito, além
da acdo direta sobre o patdégeno, também apresente agdo indireta ¢ induz
resposta de defesa na planta (Smile et al., 1989; Jackson et al., 2000). Existem
varios relatos da utilizacdo de fosfitos como indutores de resisténcia em
patossistemas diferentes, entretanto, tal atuacdo ainda ¢é questionada, nao
havendo, em muitos desses relatos, evidéncias concretas de respostas de defesa
ativadas pelos sais de fosfito (Reuveni et al., 1994). Em relagdo ao Agro-Mos®,
esse ¢ um indutor com a¢do em diferentes patossistemas vegetais, cujo principio
ativo ¢ um manano-oligossacarideo fosforilado proveniente da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae e atua de duas formas no controle de doengas de
plantas: impede a fixacdo de patégenos sobre os tecidos das plantas, através do
filme formado pelo principio ativo e promove reagéo ndo especifica a patdgenos,
a indugfo de resisténcia sistémica — ISR (Fazenda Arizona, 2008).

Dessa maneira o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia do
fosfito de cobre, Agro-Mos® ¢ ASM no manejo da ferrugem do cafeeiro em

lavoura convencional.
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MATERIAL E METODOS
Obtencio dos Produtos Comerciais

Os produtos utilizados foram fosfito de cobre (Fulland®), adquirido
junto a Empresa Sudoeste (Araxa-MG), Agro-Mos® adquirido da Empresa
Improcrop do Brasil (Curitiba-PR) e ASM - Acibenzolar-S-metil (Bion®
500wg) da Syngenta Protecdo de Cultivos (Sao Paulo-SP).

Instalacdo e conducio do ensaio

O ensaio foi instalado e conduzido no campo experimental da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, no periodo de janeiro a novembro
de 2007. Foi utilizada area, com cafeeiro, da cultivar ‘Rubi- MG 1190°, com 10
anos de idade, recepado, em espacamento de 2,5 x 0,70m. A parcela
experimental foi composta de oito plantas e consideram-se as quatro plantas
centrais como parcela util. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados
(DBC), com quatro repetigdes e oito tratamentos (Tabela 1). Os seguintes
tratamentos foram avaliados:

Tabela 1. Tratamentos aplicados em lavoura cafeeira, cv ‘Rubi-MG 1190°, com
10 anos de idade, UFLA, Lavras-MG, 2008.

Tratamentos Dosagem Aplicacoes
1. Fosfito de Cobre (FC5) S5mLL" Fevereiro, margo, abril ¢ maio
2. Fosfito de Cobre (FC10) 10mL L' Fevereiro, margo, abril ¢ maio
3. Agro-Mos (AM2) 2mL L Fevereiro, margo, abril ¢ maio
4. Agro-Mos (AMS) 5mL L Fevereiro, margo, abril ¢ maio
5. Agro-Mos (AM10) 10mL L™ Fevereiro, margo, abril € maio
6- ASM 0,2g L’ Fevereiro, margo, abril ¢ maio

7. Fungicida Padrdo (EP+PI) * 1,5+ 1,0 L ha™ Fevereiro e abril

8. Testemunha

* Epoxiconazole + Pyraclostrobin. Obs.: Em todos os tratamentos foi adicionado o

espalhante adesivo siliconado Vitaphix®.
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A aplicacdo dos tratamentos foi realizada sempre apds as 16 horas, em dias
com temperatura amena ¢ ventos moderados, pulverizando toda a planta até o

ponto de escorrimento.

Avaliacao da doenca

A ferrugem do cafeeiro foi avaliada a cada 30 dias (fevereiro a
novembro), coletando dados de incidéncia e severidade, utilizando-se escala
diagramatica preconizada por Cunha et al.,, (2001). A amostragem para a
avaliacdo foi realizada em oito ramos plagiotropicos, escolhidos aleatoriamente
no ter¢o médio das plantas, quatro de cada lado da linha de plantio. Em cada
ramo foram avaliados o 3° ou 4° par de folhas, totalizando 16 folhas por planta

em amostragem ndo destrutiva.

Calculo e plotagem da curva de progresso

Apds dez avaliagoes, foi calculada a area abaixo da curva de progresso
da severidade (AACPS) e da incidéncia (AACPI) para cada tratamento,
determinada pela equagdo proposta por Shanner & Finney (1977):

n-1

AACPD =Zi; ((Yi+ Yi)/2)* (Ti- Tiv)

Em que:

AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenga;

Y;= propor¢ao da doenca na i-nésima observagao;

T; = tempo em dias na i-nésima observacao;

n = nimero de observacgdes.

Plotou-se, também, a propor¢ao de doengas no eixo y € o tempo no €ixo

X, para representacdo da epidemia.
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Analise Estatistica

A andlise de variancia foi realizada no programa Sisvar®- versido 4,6
(Ferreira, 2000). Quando a variavel foi significativa no teste de F, as médias
entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott Knott, a 5% de

probabilidade.

Avaliacao das caracteristicas relacionadas a resposta de defesa
Coleta de tecido vegetal

Durante a condugdo do experimento, foram avaliadas caracteristicas de
resposta de defesa das plantas. Para isso, foram coletadas amostras de folhas dos
cafeeiros nas parcelas experimentais aos 5, 10, 20, 30 e 40 dias, apds a tltima
pulverizagdo, para determinagdo de lignina e fendis totais. Foram coletadas
folhas nao expandidas totalmente, no total de 16 folhas por tratamento.
Selecionaram-se as mais uniformes possiveis, quanto ao tamanho, textura e
coloragdo e as que ndo apresentaram lesdes visiveis. Durante as coletas, as
folhas foram protegidas com papel aluminio e colocadas em isopor contendo
nitrogénio liquido. No laboratério de Fisiologia do Parasitismo, as folhas foram
acondicionadas em freezer a -80°C, até a preparacao dos extratos para as analises

bioquimicas.

Preparo de extratos foliares para avaliacdo de lignina solivel e fenoéis
soluveis totais

O material foliar foi homogeneizado, por meio de almofariz e pistilo, até
a obten¢@o de um po fino em nitrogénio liquido e seco por 6 h em liofilizador
L101, marca Liobras.

Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado foi transferida para micro

tubo de 2 mL e homogeneizada com 1,5 mL de metanol 80% e extraida sob
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agitagdo por 15 h em agitador rotativo, protegido da luz ¢ em temperatura
ambiente.

O extrato metanodlico foi centrifugado a 12.000 g por 5 min e o
sobrenadante foi transferido para novo micro tubo, com o qual se realizou a
determinagdo de fendis soluveis totais. O residuo foi utilizado para a

determinagdo de lignina.

Determinacio de fenéis totais

Uma aliquota de 50 pL do extrato metandlico foi misturada a 100 pL de
metanol a 80% e 150 puL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N e mantido em
temperatura ambiente por 5 min. Logo apos,foram adicionados-se 150 pL de
Na,CO; 1M, homogeneizados -se e mantidos por 10 min em temperatura
ambiente. Apds essa etapa, a mistura foi homogeneizada com 1 mL de H,O
destilada e mantida a temperatura ambiente por uma hora. Os valores de
absorbancia dessa reagdo foram determinados a 725 nm em espectrofotdmetro e
calculados com base na curva de catecol. Os compostos fenolicos totais foram
expressos em equivalente pg de catecol por miligrama de matéria seca (Spanos

& Wrolstad, 1990).

Determinacao de Lignina

Um volume de 1,5 mL da agua destilada foi adicionado ao residuo
proveniente do item descrito acima, homogeneizado e centrifugado a 12.000 g
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco a 65 °C por 15 h.
Posteriormente, acrescentou-se um volume de 1,5 mL de solu¢do contento acido
tioglicolico e HCI 2M (proporgao de 1:10). Em seguida, os micro tubos foram
colocados em gelo para resfriar rapidamente por 10 min e centrifugados a
12.000 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi

ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M e mantido em agitador rotativo por 15 h
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a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 min, o
sobrenadante foi transferido para novo micro tubo, adicionando-se ao
precipitado 200 pL de HCI concentrado e mantido em camara fria (4 °C) por 4 h,
para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico. A seguir, a
mistura foi centrifugada a 10.000 g por 10 min, o sobrenadante descartado e o
precipitado ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5 M. A absorbancia dessa solucao
foi determinada em espectrofotdmetro a 280 nm e os valores calculados com
base na curva de lignina, sendo expressos em g de lignina por grama de matéria

seca (adaptado de Doster & Bostock, 1988).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito dos produtos comerciais na intensidade da ferrugem

A incidéncia da ferrugem nos cafeeiros pulverizados com o fosfito de
cobre (FC10) foi menor do que na testemunha e semelhante, estatisticamente, ao
tratamento padrao - Epoxiconazol + Piraclostrobina. O FC10 proporcionou
redu¢do na area abaixo da curva de progresso de incidéncia da ferrugem
(AACPI) de 75% quando comparada com a testemunha (Figura 1A). O efeito do
tratamento na severidade foi similar a variavel incidéncia, o que evidencia efeito
significativo desse tratamento. A 4rea abaixo da curva de progresso de

severidade (AACPS) foi inferior a testemunha em 81% (Figura 1B).
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Figura 1. Area abaixo da curva de progresso de incidéncia da doenca
(AACP]) (A) e da severidade (AACPS) (B). Tratamentos com letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott (P<0,05). ASM —
acibenzolar-S-metil; EP + PI — Epoxiconazol + Piraclostrobina; FC - fosfito
de cobre; AM — Agro-Mos. O numero apos cada sigla representa a dosagem
utilizada em mL.L"™".

Virios trabalhos também relatam a eficiéncia de fosfitos em reduzir
doengas em plantas, principalmente, doengas causadas por oomycetos (Foster et
al., 1998). Destes estudos, porém, muitos foram realizados com fosfitos de
potassio, sendo praticamente inexistentes os estudos com fosfito de cobre. Bizi
(2006) avaliou o efeito de varios produtos quimicos ndo fungicidas no controle
de mofo cinzento (Botrytis cinérea) e oidio (Oidium sp) em mudas de eucalipto
(Eucalyptus benthamii). A autora observou que o fosfito de cobre na dose de
0,ImL mL™ apresentou menor valor de severidade (2,05) de mofo cinzento,
diferindo estatisticamente da testemunha (2,63), entretanto, esse produto nao foi
eficiente em controlar oidio. A ineficiéncia do fosfito de cobre pode estar
relacionada a sensibilidade das mudas de eucalipto, que apresentaram fitotoxidez

quando aplicadas doses recomendadas para o controle desta doenga. Assim,
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doses mais baixas foram testadas até o desaparecimento da fitotoxidez, tornando
os produtos menos eficientes.

No presente trabalho, o tratamento AM 10 (Agro-Mos 10mL L), apesar
de proporcionar area abaixo da curva de progresso de incidéncia (AACPI) e
severidade (AACPS) da ferrugem de 53% e 60%, respectivamente, em relagdo a
testemunha, apresentou fitotoxidez. Para os tratamentos AM 5 ¢ AM 2 ndo
ocorreu fitotoxidez, porém, ndo houve diferencas estatisticas para o tratamento
AM 2 quando comparado com a testemunha (Figura 1 A e B). Assim, tornam-se
necessarios estudos com doses entre 10mL L™ e SmL L. O Agro-Mos® ja vem
sendo utilizado no manejo de doengas em culturas como manga, uva € em
tratamentos pos-colheita de mamao e manga e tem apresentado bons resultados.
Assim, Dantas et al. (2004) estudaram o efeito de indutores de resisténcia na
protecao do mamao contra podriddes pos-colheita e verificaram que o Agro-Mos
foi eficiente no controle da antracnose, com redu¢do na incidéncia em torno de
70% quando comparado a testemunha em tratamentos pré e pos-colheita. Gomes
et al. (2007) avaliaram o efeito de fosfito de potassio e de Agro-Mos na protecao
de duas cultivares, ‘Italia’ e ‘Cabernet Sauvignon’, de uva contra o mildio e
oidio. Tanto o fosfito de potassio quanto o Agro-Mos (aplicacdo a cada 7 dias),
reduziram a severidade de oidio em 51% e 52%, respectivamente, quando
comparados a testemunha, nas duas cultivares., O Agro-Mos® no intervalo de
15 dias de aplicagdo e o fosfito de potassio reduziram a severidade de mildio em
29% e 40%, respectivamente, na cultivar ‘Cabernet Sauvignon’.

O Acibenzolar-S-metil ndo apresentou efeito protetor (Figura 1 A e B),
tal resultado concorda com outros trabalhos (Cavalcanti et al., 2000; Guzzo et
al., 2001). Nem sempre o efeito de um composto quimico, obtido em
laboratorio, corresponde a sua performance em campo devido a decomposicao
do produto em compostos pouco toxicos, lavagem pela chuva e cobertura

desuniforme na folhagem (Costa et al., 2007).
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De acordo com a curva de progresso da doenga, o més de julho
apresentou maior intensidade da ferrugem (Figura 2 A e B).

Na maioria das regides produtoras, a curva de progresso da ferrugem,
segue padrdo bem definido, com pico maximo em junho e decrescendo em
seguida, devido a queda prematura de folhas provocada pela colheita,
senescéncia natural e também devido a alta severidade provocada pela propria
doenca nos anos agricolas de alta producdo (Vale et al., 2004). Chalfoun et al.
(2001), observaram que a ocorréncia na modificagdo das curvas de progresso da
ferrugem e nas condigdes climaticas entre os anos de 1991 a 1995 sao atribuidas
pela ocorréncia de temperaturas médias proximas a ideal para a ocorréncia e
progresso da doenga, bem como a ocorréncia de chuvas ocasionais, em
freqiiéncia e intensidade suficientes para permitir o seu progresso,
principalmente, durante os meses de abril a julho (outono/inverno). No presente
estudo, no entanto, a curva de progresso da intensidade da ferrugem, ao longo
dos meses para o tratamento com fosfito de cobre 10 (FC10), manteve-se sempre
abaixo de 10% e 5%, para a incidéncia e severidade, respectivamente, mesmo
com picos em julho (Figura 2 A e B). Assim, pode-se comparar a eficiéncia do
FC 10 com o tratamento padrdo que, ao longo dos meses, também apresentou

baixa intensidade da doenga.
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Figura 2 Curva do progresso da incidéncia (A) e da severidade da ferrugem
do cafeeiro em fun¢do dos tratamentos (B). ASM — acibenzolar-S-metil; EP
+ PI — Epoxiconazol + Piraclostrobina; FC - fosfito de cobre; AM — Agro-
Mos. O ntimero apos cada sigla representa a dosagem utilizada em mL L™

Determinacgao de lignina e compostos fendlicos totais
Os teores de lignina e compostos fendlicos totais do tratamento com

fosfito de cobre 10 (FC10), ndo diferiram dos demais tratamentos. Nao foi
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encontrada nenhuma correlagdo entre teor de lignina e compostos fendlicos

totais ou AACPS ou AACPI (Tabela 2).

Tabela 2. Correlacao entre teor de lignina, compostos fenolicos totais, AACPS e
AACPI em folhas de café.

Variaveis AACPS AACPI
Lignina 0,0928 ™ 0,0458 ™
Fenéis totais -0,2495 ™ -0,2549 ™

Correlagdo com base no coeficiente de correlagio de Pearson; ™ Nio
significativo.

Provavelmente, ndo houve diferengas e correlagdes significativas para os
teores de lignina e fenodis devido ao fato das amostragens (coletas) serem
realizadas com folhas ainda nao totalmente expandidas.

Nem todos os fendis tém func¢ao conhecida e alguns deles parecem atuar
como simples intermediarios do metabolismo da planta (Beckman, 2000).
Compostos fenodlicos, porém, nas células vegetais, em alta concentragdo ou
quando oxidados de fendis simples a quinonas, podem constituir-se em
componente de defesa do vegetal contra fatores externos (Pascholati & Leite,
1995). Nojosa (2003) observou que folhas de cafeeiro fisiologicamente mais
velhas apresentaram maior quantidade de lignina, o qual tem correlagdo direta
com a resisténcia contra Phoma costarricensis. Segundo Rengel et al. (1993),
avaliando o acimulo de fenois e lignina em plantas de trigo infectadas com
Gaeumannomyces graminis var. tritici Walker, sob diferentes doses de Mn no
solo, verificaram que, mesmo que se os aumentos dos teores de lignina ¢ fenois
se relacionassem positivamente com a resisténcia do trigo ao mal-do-pé, o
parametro de resisténcia do hospedeiro eram as concentragdes de fendis e de
lignina no ponto de infeccdo e ndo aos teores totais desses compostos nos

tecidos.
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No presente estudo, os resultados obtidos demonstraram que o fosfito de
cobre (FC 10) reduziu a incidéncia da ferrugem em 75% em relacdo aos
percentuais de doengas observados na testemunha.

Nos testes bioquimicos realizados com folhas provenientes do campo,
ndo houve diferenga significativa nos tratamentos em relacdo a lignina e fendis

totais.
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RESUMO

O presente trabalho visou estudar os mecanismos envolvidos na resposta de
defesa de plantas de café tratadas com a mistura EFID + ASM e fosfito de cobre
(Fulland®) contra Cercospora coffeicola.. Observou-se que fosfito de cobre ¢
EFID + ASM proporcionaram aumentos na atividade de peroxidases aos 21 e 11
dias, apos a pulverizagdo, respectivamente. Plantas tratadas com esses produtos,
apresentaram aumentos na atividade de quitinases e B-1,3-glucanases. Quanto ao
teor de lignina, ndo houve diferenga significativa nos tratamentos. Observou-se
também que houve maior produgdo de fendis totais em plantas tratadas com

EFID + ASM e fosfito de cobre, quando comparada com a testemunha.

Palavras — chave adicionais: Coffea arabica, cercosporiose, peroxidase,

quitinase, -1,3-glucanase, lignina, fenois totais.
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ABSTRACT

This investigation was aimed at studying the mechanisms of defense involved in
the response of coffee plants treated with a mixture of EFID + ASM and copper
phosfite (Fulland®) against Cercospora coffeicola. The treatments were selected
according to experiments conducted previously. The experiment was conducted
at the Plant Pathology Department of UFLA. It was observed that copper
phosphite and EFID + ASM provided increases in the activity of peroxidases at
21 and 11 days after spraying, respectively. Plants treated with these products
showed increases in the activities of chitinases and -1, 3 - glucanases. As to the
content of lignin, there was no significant difference among treatments. A higher
content of total phenolics was also observed in plants treated with EFID + ASM

and copper phosphite, compared to the control.

Keywords: Coffea arabica, cercosporiose, peroxidase, chitinase, pB-1, 3 -

glucanase, lignin, total phenols.
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INTRODUCAO

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

A crescente preocupagdo com a qualidade ambiental e padrdes de
producdo agricola, além do aumento da demanda por produtos saudaveis, tem
levado a busca de informagdes por praticas de produgdo favoraveis a
conservagdo e qualidade do meio ambiente (Campanhola & Bettiol, 2003). Neste
contexto, destacam-se os métodos de controle alternativos de doengas em
plantas, como o uso de indutores ou eliciadores com objetivo de induzir a
Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) (Mazaro, 2007).

A RSA pode ser conceituada como um mecanismo de defesa induzido
por agentes bioticos ou abidticos como, por exemplo, acido salicilico e seu
analogo acibenzolar-S-metil (ASM), que conferem protecao a planta a um amplo
espectro de microorganismos (Durrant & Dong, 2004). A resposta das plantas
pode ser, por exemplo, o acumulo de fitoalexinas, lignina, peroxidases ¢ de
proteinas relacionadas a patogénese (Pascholati, 1998).

Os extratos vegetais sdo considerados como eliciadores bioticos
(Pascholati & Leite, 1995), cuja eficiéncia no controle de fitopatdgenos ¢
observada em diversos patossistemas (Bonaldo et al., 2004; Guzzo et al, 1987).
Extratos aquosos de folhas de café infectadas com Hemileia vastatrix foram
eficazes no controle de Phoma costarricencis, em experimentos com folhas
destacadas, em que aplicacdo preventiva do extrato promoveu prote¢ao contra o
supracitado patdgeno, com 28% na diminui¢do na porcentagem da doenga em

relagdo a testemunha inoculada (Barguil, 2004).
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Avangos nas pesquisas com resisténcia induzida em plantas sdo
acompanhados pelo surgimento de novos produtos comerciais que apresentam
maior eficacia, estabilidade e menor impacto ao ambiente, sendo capazes de
propiciar melhora na produtividade agricola, devido a redugdo de perdas
ocasionadas por patdgenos e, em alguns casos, incrementos no desenvolvimento
vegetativo (Resende et al., 2006). O ASM foi o primeiro indutor de resisténcia
liberado para uso comercial (Lyon & Newton, 1997) e, atualmente, muitos
outros produtos ja estdo disponiveis no mercado ou em fase de pesquisa
(Resende et al., 2006). Dentre esses produtos comerciais, a utilizagao de fosfitos
apresenta importancia no controle de doengas. O fosfito ¢ comercializado ha
algum tempo na forma de etil fosfonato (Fosetyl-Al) e, recentemente, como sal
de potassio, com indicacdo para o controle dos fungos do género Phytophthora e
dos fungos de podriddes do colo, raiz, tronco e frutos. Sdo poucos, contudo, os
trabalhos realizados com fosfito de cobre no manejo de doengas em plantas
(McDonald, 2001).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
de fosfito de cobre e extrato de folhas de café infectadas com H. vastatrix
(EFID) em mistura com acibenzolar-S-metil sobre as atividades de proteinas PR,
quitinase, peroxidase e beta-1,3-glucanase, além de fendis totais e a deposi¢ao

de lignina em folhas de mudas de cafeeiro.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Fisiologia do
Parasitismo do Departamento de Fitopatologia da UFLA, Lavras - MG.

E importante salientar que a forma de processamento do extrato vegetal
de folhas de café infectadas por ferrugem (EFID) e a composi¢ao do mesmo
encontra-se sob sigilo de patente. O fosfito de cobre (Fulland®) foi adquirido
junto a Empresa Sudoeste (Araxa-MG) e ASM — Acibenzolar-S-metil (Bion®
500wg) da Syngenta Protecdo de Cultivos (Sao Paulo-SP).

Caracterizacio dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de
defesa

Para a determinagdo dos mecanismos, foram utilizadas mudas de café
cultivar ‘Mundo Novo’ com 90 dias de idade. Esse experimento foi realizado em
casa de vegetagdo, com o intuito de fornecer material foliar para a determinagao
das atividades das enzimas peroxidase de guaicol (POX; EC 1.11.1.7), quitinase
(CHI; EC 3.2.1.14), B-1,3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6), além da deposigdo de
lignina solvel e fenois soluveis totais nos seguintes tratamentos: ASM (0,2g L
", mistura entre EFID ¢ ASM (100g L™ e 0,2g L'1) e Fosfito de cobre -
Fulland® (10mL L) inoculados e ndo inoculados com C. coffeicola, além de
duas testemunhas: uma inoculada com C. coffeicola e ndo pulverizada com os
tratamentos e outra absoluta (plantas pulverizadas somente com agua).

Foram utilizadas 3 repeti¢coes de 3 plantas cada por tempo de coleta por
tratamento. A inoculacdo do patdgeno foi realizada com 6 dias e as coletas das
amostras foliares foram realizadas nos tempos 0, 0,25, 0,5, 1, 3, 7, 11, 14 ¢ 21
dias apos a aplicagdo do eliciador. As amostras coletadas foram protegidas com
papel aluminio, acondicionadas em sacos plésticos e armazenadas em freezer a

-80°C, até o preparo dos extratos para as analises bioquimicas.
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Preparo de extratos foliares para avaliacao de proteinas totais e atividade
de peroxidase de guaiacol, quitinase e -1,3-glucanase

A partir dos tecidos foliares coletados, procedeu-se a maceragdo dos
mesmos em nitrogénio liquido, por meio de almofariz e pistilo até a obtengado de
um po fino. Posteriormente, adicionou-se o tampao acetato de s6dio 50 mM pH
5,2, durante 3 minutos (10mL de tampdo para cada grama de amostra) sobre
banho de gelo. Apds filtracdo em pano de trama fina, a solugdo foi centrifugada
a 12000 g por 15 min e o sobrenadante foi usado como fonte enzimatica. Todos
os procedimentos para obtencdao do extrato enzimatico foram executados em 0-

4°C.

Proteinas Totais
O nivel de proteina total soluvel foi aferido com a utilizacdo de um
padrao de albumina sérica bovina (BSA) ajustado para 100uL do extrato

enzimatico, conforme ensaio de Bradford (1976).

Peroxidase de guaicol (POX; EC 1.11.1.7)

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX) foi determinada pela
adi¢do de 100uL do extrato enzimatico ajustado para 2 mL de solugdo, contendo
900uL de acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, 500uL de guaiacol 20mM e 500uL
perdxido de hidrogénio 60 mM. Apoés incuba¢do em 30°C por 10 min, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro a 480 nm (Urbanek et al., 1991).
Uma unidade POX foi expressa como variagdo de 1 ODygy por miligrama de

proteina soluvel por minuto (A 480nm mgP'l. min'l).
Quitinase (CHI; EC 3.2.1.14)

Atividade de quitinases foi determinada pela adi¢do de 100uL do extrato

enzimatico ajustado para 320uL de uma solugdo com acetato de sodio 50mM pH
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52 e 70uL de CM-Chitin-RBV (2mg mL™), um substrato especifico para
quitinases fornecido por LOEWE Biochemica GmbH, em micro-placas de 96
cavidades, com volume de 350uL por cavidade. Apds incubagdo a 35°C por 80
min., as amostras foram acidificadas com 50ul. de HCI 0,5N, resfriadas em
banho de gelo por 10 min e centrifugadas (1450g por 10 min) a 4°C.

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

por miligrama de proteina solavel por minuto (A 4opmm mgP™ min™).

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

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

Todos os ensaios enzimaticos foram conduzidos em triplicatas.

Preparo de amostras foliares para avaliacdo de lignina soluvel e fenois
soluveis totais

Os tecidos vegetais foliares foram triturados em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo até a obtengdo de um po6 fino. Posteriormente, as amostras
foram liofilizadas por 12 h (Liofilizador L101, marca Liobras). Uma aliquota de
30 mg do material liofilizado foi transferida para micro tubo de 2 mL e

homogeneizada com 1,5 mL de metanol a 80% e mantida sob agitagdo por 15 h
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em agitador rotativo, protegido da luz a temperatura ambiente. A solugdo foi
centrifugada a 12.000 g por 5 min. O sobrenadante (extrato metanolico) foi
transferido para novo micro tubo, com o qual se realizou a determinacdo de
fenois soluveis totais, enquanto o residuo solido foi utilizado para determinagdo

de lignina soluvel.

Determinacéo de lignina soluvel

Foi adicionado ao residuo solido 1,5 mL de metanol 80%,
homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi seco a 65°C por 15 h. Posteriormente foram
acrescentados 1,5mL de solugdo de acido tioglicolico:HCl 2M (1:10). Em
seguida, agitaram-se suavemente os micro tubos para hidratar o residuo e esses
foram colocados em banho-maria a 100°C por 4 horas.

Posteriormente, os micro-tubos foram centrifugados a 10.000g por 10
min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5mL de agua
ultra pura e novamente centrifugado a 10.000g por 10 min.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5M e mantido em agitador rotativo por 15 h
a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 10.000g por 10 min e o
sobrenadante transferido para novo micro tubo, onde foi adicionado 200 pL de
HCI concentrado. A suspensdo obtida foi mantida em camara fria (4°C) por 4 h
para permitir a precipitagdo da lignina ligada ao acido tioglicolico.

A seguir, a mistura foi centrifugada a 10.000g por 10 min, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5M.

A absorbancia desta solucdo foi determinada em espectrofotdmetro a
280 nm e os valores calculados com base na curva de lignina, sendo expressos
em pg de lignina soltvel por miligrama de matéria seca (adaptado de Doster &

Bostock, 1988).
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Determinacio de fendis solaveis totais

Aliquota de 150pL do extrato metanolico foi misturada a 150uL do
reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N por 5 min, homogeneizada com 150uL de
Na,CO; 1M por 10 min e diluida com 1 mL de agua ultra pura a temperatura
ambiente por uma hora.

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

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

Peroxidase de guaicol (POX; EC 1.11.1.7)

A atividade de peroxidases em plantas tratadas com ASM e inoculadas
com C. coffeicola foi maior em relacdo a testemunha, aos 11 ¢ 14 dias apds a
pulverizagdo, cerca de 151 e 80% superior, respectivamente, enquanto que
plantas tratadas com o ASM, sem inoculagdo, apresentaram a maior atividade
dessa enzima aos 21 dias ap6s a pulverizagdo (Figura 1 A). Resultados
semelhantes foram observados por Amaral (2005), em estudo com o mesmo
patossistema, em que a atividade da peroxidase em plantas tratadas com ASM e
inoculadas com o patégeno, apresentaram pico aos 15 dias apos a pulverizagao.
Em alguns patossistemas, esse pico de atividade ocorre antes dos 15 dias. Em
plantas de tomate tratadas com ASM sem inoculagdo e inoculadas, o pico de
produgdo da peroxidase ocorreu aos 9 dias (Ribeiro Junior et al., 2004). Os
tratamentos com ASM inoculado e sem inoculagdo foram superiores aos
observados na testemunha absoluta e inoculada (Figura 1 A).

As plantas pulverizadas com fosfito de cobre apresentaram o maximo de
atividade da peroxidases aos 11 dias apos a aplicacdo do produto. A producao
dessa enzima, entretanto, decresceu até os 21 dias apods a pulverizagdo. Para o
tratamento fosfito de cobre com inoculagdo do patdégeno, a produgdo da
peroxidase aumentou linearmente, com pico aos 21 dias apos a pulverizacao
(Figura 1 B). Segundo Nojosa (2003), a atividade de peroxidases em plantas
tratadas com os produtos ASM, AS (acido salicilico) e fosfito de potassio,
isoladamente e inoculadas com Hemileia vastatrix, apresentaram atividade
superior as testemunhas absoluta e inoculada. Ribeiro Junior et al. (2005),
contudo, observaram que o fosfito de potassio ndo apresentou efeito sobre a
atividade dessa enzima em mudas de cacaueiro contra Verticillium dahliae.

A atividade de peroxidases em folhas de mudas de café, apds tratamento

com EFID + ASM e inoculadas com o patégeno, apresentou pico de producao
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aos 11 dias apds a aplicagdo do produto. Aos 21 dias, porém, ndo houve
diferenga com as testemunhas absoluta e inoculada (Figura 1 C). As peroxidases
de plantas participam em diversos processos fisiologicos, dentre eles a formagao
de lignina. A atividade desta enzima ¢ freqiientemente aumentada em resposta
aos estresses, ataque de patdgenos e tratamentos com indutores, sendo a
protecao celular contra reacdes oxidativas também uma das principais fungdes

das enzimas (Anterola & Lewis, 2002).
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Figura 1. Atividade de peroxidases de guaiacol (POX), A, B e C, em folhas de
mudas de cafeeiro, apds tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-metil, Fulland e
EFID ¢ ASM em mistura, comparados com a testemunha. Setas indicam
inoculag¢do com Cercospora coffeicolla (Cc) 6 dias apds pulverizagdo. Barras de
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erros indicam desvio padrdo da média.

Quitinase (CHI; EC 3.2.1.14) e p-1,3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6)

Os tratamentos ASM ¢ EFID + ASM, sem inocula¢dao e com inoculagdo
de C. coffeicol, apresentaram aumento na atividade de quitinases, com pico aos
21 dias apo6s a pulverizagdo, em relagdo a testemunha inoculada e absoluta

(Figura 2 A e 2C). Plantas pulverizadas com fosfito de cobre apresentaram pico
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da atividade dessa enzima aos 11 dias ap6s a pulverizagdo. Aos 14 dias, no
entanto, apos a pulverizagdo, ndo houve diferencas deste produto em relagdo as
testemunhas inoculada e absoluta e Fulland inoculado (Figura 2 B).

Em plantas tratadas com ASM verificou-se maior atividade de f-1,3-
glucanase aos 0,5 dias e 11 dias ap6s a pulverizagdo. O tratamento ASM com
inoculagdo do patogeno apresentou pico aos 21 dias apds a pulverizagdao. O
fosfito de cobre induziu a atividade de B-1,3-glucanases a partir do sexto dia
apoés a pulverizagdo. Plantas tratadas com fosfito de cobre e inoculadas, também,
induziram a produgdo dessa enzima, apresentando maior atividade aos 21 dias
apos a pulverizacao (Figura 2 E).

Em relagdo ao tratamento EFID + ASM, a atividade da enzima
apresentou aumento a partir de 11 dias apos a pulverizagio (Figura 2 F). Nao foi
observada mudanca na atividade de B-1,3-glucanases na testemunha absoluta
(Figura 2).

Em plantas de feijdo tratadas com ASM também foi relatado aumento da
atividade das quitinases ¢ das B-1,3-glucanases, sendo que o aumento destas
enzimas foi maior quando receberam o indutor ASM, porém, decorridos 14 dias
o nivel de atividade retornava a valores proximos ao controle (Kuhn, 2007).

Entre as proteinas-RPs mais pesquisadas estdo as B-1,3-glucanases ¢ as
quitinases, que apresentam atividade antimicrobiana hidrolitica com quebra de
polimeros estruturais presentes na parede dos patdgenos, sendo expressas na
RSA, associadas a cascata de sinais do acido salicilico, o qual é o sinalizador
para a expressdo dessas proteinas relacionadas a patogenicidade (Glazebrook,

2005, citado por Mazaro, 2007).
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Figura 2. Atividade de quitinases (CHI), A, B e C, e de B-1,3-glucanases
(GLU), D, E e F, em folhas de mudas de cafeeiro, apos tratamentos com: ASM —
acibenzolar-S-metil, Fulland e EFID e ASM em mistura, comparados com a
testemunha. Setas indicam inoculagdo com Cercospora coffeicolla (Cc) 6 dias
apos pulverizagdo. Barras de erros indicam desvio padrao da média.
Lignina solivel e Fenois totais

A lignina ¢ uma macromolécula fenoélica, altamente complexa, sendo o
segundo composto mais abundante nos tecidos vegetais. Sua estrutura ainda nao
¢ totalmente conhecida em fun¢ao das dificuldades no processo de extragdo, mas
acredita-se que ela seja originada da polimerizag@o enzimatica de mondmeros de
coniferil, sinapil e p-cumaril alcoois (Dence & Lin, 1992; Taiz & Zeiger, 1998).
Os compostos testados ndo proporcionaram diferenga significativa para o teor de

lignina solavel em acido em nenhuma das datas onde foram realizadas as coletas
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de tecidos (Figura 3 A, B e C). Alves et al. (2006), semelhantemente, nao
observaram diferengas entre teores de lignina em cafeeiros inoculados e ndo
inoculados, tratados com ASM ou extrato de casca de café. Em outro estudo,
Ribeiro Junior et al (2006) observaram que o fosfito de potassio (1,25 mL.L™)
ndo aumentou o conteido de lignina no patossistema cacau-Verticillium dahliae,
ndo diferindo, estatisticamente, dos demais tratamentos, incluindo o ASM.

Em folhas de mudas de café inoculadas e ndo inoculadas com C.
coffeicola e pulverizadas com ASM e fosfito de cobre ndo foram observadas
diferencas no acimulo de fenois totais, em relacao a testemunha inoculada e
absoluta (Figura 3D e 3 E). Plantas tratadas com EFID + ASM, inoculadas e nao
inoculadas, apresentaram maior acimulo de feno6is aos 14 dias apos a

pulverizagdo (Figura 3 F).
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Figura 3. Acimulo de lignina solivel em 4cido tioglicélico (ug mg”' MS™), A,
B e C, e de fendis soluveis totais (ug de catecol mg'1 MS'I), D, E e F, em folhas
de mudas de cafeeiro, apos tratamentos com: ASM - acibenzolar-S-metil,
Fulland ¢ EFID ¢ ASM em mistura, comparados com a testemunha. Setas
indicam inoculagdo com Cercospora coffeicolla (Cc) 6 dias apds pulverizagio.
Barras de erros indicam desvio padrdo da média.

Para a area abaixo da curva do progresso do actimulo de lignina
(AACPAL), entretanto, o indutor padrao (ASM), Fulland® e EFID + ASM nio
houve diferengas estatisticas entre os tratamentos estudados (Figura 4 A).

Em relagdo a AACP da produgdo de fenois, os tratamentos pulverizados

com fosfito de cobre e EFID + ASM, com ¢ sem inoculagdo de C. coffeicola,
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apresentaram maior area abaixo da curva de progresso com diferencas

estatisticas para os demais tratamentos (Figura 4 B).
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Figura 4. Area abaixo da curva do progresso do acamulo de lignina - AACPAL
(A) e area abaixo da curva do progresso da produgdo de fendis — AACPPF (B)
em folhas de mudas de cafeeiro, apos tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-
metil, ¢ EFID e ASM em mistura comparados com a testemunha. “Cc” indica
inoculagdo com Cercospora coffeicolla 6 dias apds pulverizagao. Médias com
mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Os compostos fendlicos estdo entre os produtos do metabolismo

secundario mais diversificados nas plantas. Muitos participam ou realizam
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fungdes fisiologicas importantes nas plantas, como composi¢do de lignina e
defesa contra diversos estresses, incluindo patdégenos fungicos (Sanchéz et al.,
2000; Nicholson & Hammershmidt, 1992; Bennet & Wallsgrove, 1994; Kosuge,
1969, citados por Nojosa, 2003).

No presente estudo o fosfito de cobre e a mistura entre EFID + ASM
foram capazes de promover o aumento na atividade de peroxidases e de duas
proteinas relacionadas a patogénse (quitinases e B-1,3-glucanases), além de
proporcionar maior produgao de fendis totais em mudas de cafeeiro.

Quanto ao teor de lignina, ndo houve diferenga significativa nos

tratamentos
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CONSIDERACOES FINAIS

A intensa utilizagdo de pesticidas, além do significativo incremento que
estes insumos representam no custo de produgdo, pode resultar em diversas
alteragdes ecoldgicas como o desequilibrio ambiental, contamina¢ao do
solo/agua e a selecdo de pragas e patdgenos resistentes. Ademais, a pressao
exercida pela sociedade por uma producdo de alimentos mais seguros € com
qualidade ambiental tem exigido da pesquisa maior empenho em encontrar
medidas alternativas de manejo fitossanitario, através de um modelo de
sustentabilidade no qual se deve usar o minimo de pesticidas possivel e produtos
de menor toxicidade para combater pragas e doencas. Uma opcao de manejo que
pode ser utilizada é o controle de doengas através da utilizagdo de produtos
naturais com extratos de plantas ou sub-produtos da cadeia produtiva do café,
como casca de frutos. Assim, o grupo de pesquisa liderado pelo Prof. PhD.
Mario Lucio Vilela de Resende busca alternativas através de estudos de
diferentes formulagdes a base de extratos, em diferentes patossistemas, com o
objetivo de potencializar os efeitos destes extratos com efeito comprovado,
como o caso da formulagdo EFID. Também, busca-se inovar tecnologias de
aplicagdo, através de combinacdes de extratos vegetais com produtos
comerciais, como o indutor de resisténcia ASM e micronutrientes, a fim de
promover maior eficiéncia em diversos patossistemas.

No presente estudo, o extrato EFID, a mistura entre EFID ¢ ASM ¢ o
fertilizante foliar-Fosfito de cobre (Fulland) na dose de 10mL/L proporcionaram
menor intensidade de ferrugem do cafeeiro em lavoura convencional. Estes
produtos foram responsaveis em aumentar as atividades de proteinas
relacionadas a patogé€nese (peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase), além de

promoverem aumentos significativos no teor de fendis totais, sendo informagdes
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de grande valia para inferir que sdo capazes de induzir resisténcia em plantas de
café.

Apesar de resultados promissores, faz-se necessario a realizagdo de novos
experimentos em campo considerando o tempo das avaliagdes com variagdo de
doses do produto e/ou nimero de aplicagdes. Podem-se testar novas misturas
entre fosfito de cobre e outros produtos comerciais e/ou extratos vegetais. Para
os estudos dos mecanismos bioquimicos da resposta de defesa torna-se
necessario definir época e idade fisioldégica do material vegetal para a
amostragem, além de especificar quais compostos fendlicos a serem analisados,
como por exemplo, o acido clorogénico. . Neste trabalho, a caracterizagdo dos
mecanismos de resposta de defesa da planta foi realizada em casa de vegetacao
com o patossistema Cercospora coffeicola — café, pois ¢ considerado modelo
mais facil de se estudar experimentalmente. Entretanto, novos trabalhos, com o
objetivo de verificar os mecanismos de ataque e defesa na interagdo planta-
patogeno, devem ser realizados com a aplicacdo desses produtos na presenca de

Hemileia vastatrix.
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