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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Borges. Extrato de casca de café e 6leo de tomilho no
controle de Cercospora coffeicola Berk & Cooke em cafeeiro. 2006. 79p.
Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Os objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar o efeito de diferentes doses do
extrato de casca de frutos de café (ECC) e dleo essencial de tomilho (OET) na
germinacdo e no crescimento micelial de Cercospora coffeicola; (ii) avaliar a
eficiéncia do EEC e OET como possiveis indutores de resisténcia em casa-de-
vegetagdo; (iil) caracterizar bioquimicamente os efeitos dos indutores de
resisténcia, ECC e OET, usando como marcadores a atividade das enzimas
peroxidases e a lignificagdo; (iv) e observar por meio da microscopia eletronica
de varredura (MEV) os efeitos destes na germinagdo e no desenvolvimento do
fungo. De acordo com os resultados observados, o ECC ndo apresentou efeito
fungitoxico aos conidios de C. coffeicola, promovendo uma maior germinagéo
em relagd@o a testemunha. O OET apresentou efeito fungitoxico aos conidios, nas
concentragdes de 500, 1000 e 2000ppm. No ensaio de crescimento micelial,
todas as doses do ECC e OET inibiram o crescimento micelial em relacdo a
testemunha. Nos experimentos realizados em casa-de-vegetacdo, o ECC
(150g.L™") e o OET (500ppm), apresentaram melhor controle da cercosporiose,
28,1% e 20%, respectivamente, em relacdo a testemunha. Em relacdo a
caracterizagdo das respostas de defesa, as plantas somente tratadas com ECC
apresentaram pico de atividade de peroxidases no sétimo e décimo primeiro dias
apos tratamento. As plantas inoculadas apresentaram comportamento
semelhante. As plantas tratadas com OET apresentaram picos de atividade no
segundo e terceiro dias apos tratamento, voltando a atingir o pico no nono dia,
no qual mantiveram-se até o décimo quarto dia. As plantas inoculadas
apresentaram pico apenas no primeiro dia apds inoculagdo. Ndo foram
observadas diferencas significativas na concentragdo de lignina aos 14 dias apds
pulverizacdo entre os tratamentos testados. Observou-se em MEV que o ECC
promoveu melhor germinagdo dos conidios e desenvolvimento do fungo,
diferentemente do OET, que reduziu a germinacdo dos conidios e o
desenvolvimento do fungo em todos os tempos.

“Comité de Orientacdo: Eduardo Alves — UFLA (Orientador); Mario Licio
Vilela de Resende — UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Borges. Coffee peel extract and thyme oil in the control
of Cercospora coffeicola Berk & Cooke in coffee. 2006. 79p. Dissertation
(Master in Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The objectives of this work were: (i) to assess the effect of different doses of
coffee berry husk extract (CHE) and thyme essential oil (TEO) on the
germination and mycelial growth of Cercospora coffeicola; (ii) to assess the
efficiency of CHE and TEO as possible resistance inducers in green house
conditions; (iii) to biochemically characterize the effects of the resistance
inducers CHE and TEO through the assay of peroxidase activity and
lignification; (iv) to observe through scanning electron microscopy (SEM), the
effects of these inducers on the spore germination and fungal development. It
was observed that CHE had no fungitoxic effect on C. coffeicola conidia,
promoting higher conidia germination in comparison with the control. TEO
presented fungitoxic effect to the conidia in the concentrations of 500, 1000 and
2000ppm. The mycelial growth was inhibited in all CHE and TEO doses
applied. In the green house trials, CHE (150g.L™") and TEO (500ppm) reduced
C. coffeicola incidence to 28.1% and 20%, respectively, in comparison with the
control treatment. Plants that received only CHE had peaks of peroxidases
activity in the seventh and eleventh days after treatment and, when inoculated
the plants had similar behavior. Plants treated with TEO showed activity peaks
in the second and third days after treatment, having another peak in the ninth day
which was observed until the fourteenth day. In the inoculated plants it was
observed a peak only in the first day after inoculation. There were not significant
differences in the lignin concentrations fourteen days after treatment spraying. It
was observed through SEM that CHE promoted better conidial germination and
fungal development; on the other hand TEO reduced conidial germination and
fungal development in all the times evaluated.

"Advising Committee: Eduardo Alves - UFLA (Adviser), Mario Lucio Vilela
de Resende — UFLA (Co-adviser).

i



CAPITULO 1

EXTRATO DE CASCA DE CAFE E OLEO DE TOMILHO NO
CONTROLE DE Cercospora coffeicola Berk & Cooke EM CAFEEIRO



1 INTRODUCAO GERAL

O cafeeiro ¢ uma planta originaria das regides altas da Etiopia (Graner &
Godoy Junior, 1967). A grande maioria das histérias que cercam essa planta,
envolve a bebida de seus frutos como alimento e estimulante.

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, com produgéo
de 40,62 milhdes de sacas no ano safra 2005/2006, representando uma das
principais fontes de divisas para o pais. Minas Gerais destaca-se como o maior
produtor nacional, com 20,1 milhdes de sacas e as regides Sul ¢ Oeste Mineiro
contribuem com mais da metade desta producdo, ou seja, 13,2 milhdes de sacas
(Conab, 2006).

Devido ao aumento na demanda pelo café, principalmente nos paises de
clima mais frio, seu cultivo tem sido sempre crescente. No entanto, a cultura
ainda apresenta alguns problemas que contribuem para a reducdo de sua
produgdo, sendo as doengas uma das principais causas das perdas no campo.
Dentre as principais doengas, tem-se a ferrugem do cafeeiro, causada por
Hemileia vastatrix, a cercosporiose causada por Cercospora coffeicola ¢ a
mancha-de-phoma, causada por Phoma sp., entre outras menos freqiientes, como
as antracnoses do complexo Colletotrichum spp.

A cultura do café ¢, atualmente, uma das que utilizam maiores
quantidades de defensivos no controle de doencgas, com perigo de contaminagéo
ao meio ambiente e ao aplicador. Os gastos de fungicidas para o controle de
doengas fungicas em uma lavoura de café adensado, do primeiro ao sexto ano,
representam, aproximadamente, 36,86% dos gastos com os insumos € materiais
de consumo (Agrianual, 1999).

Para que a cafeicultura continue desempenhando esse importante papel

na economia brasileira, ela necessita ser auto-sustentavel, a partir de um



conjunto de praticas de manejo, as quais devem ser empregadas de maneira
correta e eficiente. Dentre as diversas praticas, destaca-se o manejo integrado de
doengas de plantas (Guzzo et al., 2001; Marchi et al. 2002).

Como medida alternativa de controle das doencas, existe o controle
biolégico, o qual utiliza microrganismos antagonicos, que tenham acdo direta
sobre 0 microrganismo patogénico; tem-se também a indugdo de resisténcia em
plantas, que envolve a ativagdo de mecanismos de defesa latentes nela
existentes, em resposta a tratamentos com agentes bidticos e abiodticos (Bettiol,
1991).

A resisténcia induzida ativa mecanismos de defesa representados por
barreiras bioquimicas ou estruturais, aumentando a resisténcia geral da planta
(Uknes et al., 1996; Oliveira et al., 1997). A prote¢do obtida contra determinado
patogeno pode ser local ou sistémica, dependendo do intervalo de tempo entre o
tratamento inicial (indutor) e a inocula¢do do patégeno (desafiador). A sua
duragdo pode ser de poucos dias a algumas semanas ou, mesmo, durar todo o
ciclo de vida da planta (Pascholati & Leite, 1995), passando, assim, a funcionar
como um mecanismo de defesa constitutivo da mesma.

No Brasil, a cafeicultura organica também tem aumentado muito nos
ultimos anos, devido a alta remuneragdo que a atividade oferece nos anos de boa
produgdo. Segundo Associacdo de Cafeicultura Organica do Brasil (ACOB), a
producdo de café organico no Brasil representa cerca de 0,5% do total nacional,
sendo 80% desta exportada a pregos superiores aos do café convencional
(Rodrigues, 2005). Com esse crescimento, tém-se buscado novas alternativas de
manejo de doengas e pragas, que atendam as rigorosas normas de producdo, a
qual possui um conceito simplificado de que a cafeicultura organica é um
modelo de agricultura sem o uso de agrotoxicos.

Baseado nestas exigéncias, o uso de extratos vegetais e 6leos essenciais

com potenciais agdes no controle de doencas do cafeeiro podera contribuir para



o aumento da produgdo, uma vez que seus usos nao oferecem risco ao ambiente.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos avaliar o
efeito direto do extrato de casca de café e 6leo de tomilho sobre Cercospora
coffeicola, bem como a eficicia destes produtos no controle da cercosporiose,
buscar as melhores doses e, por meio de andlises bioquimicas e ultra-estruturais,

observar o modo de acdo destes compostos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia da cultura do café

O género Coffea abrange mais de 100 espécies botanicas conhecidas, no
entanto, somente as espécies Coffea arabica L. e C. canephora Pierre sdo
cultivadas em regides tropicais e subtropicais. A maior parte do café produzido
mundialmente é da espécie C. arabica, ocupando, aproximadamente, 70% das
areas cultivadas (Mo6naco, 1977).

O Brasil ¢ o maior produtor e o segundo maior consumidor de café do
mundo, com uma produgdo estimada em 40,62 milhdes de sacas na safra
2006/2007. O aumento da producdo deve-se, principalmente, a bienalidade e a
melhoria dos tratos culturais (podas, desbrotas, adubacdes e controle
fitossanitario), impulsionadas pela melhoria dos precos de mercado, a partir do
segundo semestre de 2005 (Conab, 2006). Como consumidor, o pais fica atras
somente dos EUA, com aumento do consumo a taxa de 1,6% ao ano. O consumo
nacional equivale a, aproximadamente, 50% do total consumido por todos os
outros paises produtores (Agrianual, 2006).

O Brasil é o maior exportador mundial de café, tendo exportado 27,1
milhdes de sacas no ano 2004/05 e 20,5 milhdes no ano de 2005/06 (Jornal

Coffee Business, 2006), tendo importante contribuicao para o PIB.

2.2 Problemas da cafeicultura brasileira
2.2.1 Mercado do café

A cafeicultura no Brasil representa uma fatia consideravel do
agronegocio brasileiro, gerando uma receita, no ano safra 2002/2003, de 1,2
bilhdo de dolares (Agrianual, 2004). Os principais destinos de exportagdo de

café brasileiro sao, Alemanha, Estados Unidos, Italia e Japao.



No final da década de 1990 e inicio da década de 2000, a cafeicultura
nacional enfrentava problemas em fun¢do da qualidade do café produzido.
Ocorreram perdas nas cotas de exportacdes de café do Brasil, enquanto aquelas
de paises como Colémbia e outros da América Central, foram elevadas, para
atender a procura por cafés de melhor qualidade (Agrianual, 2004).

Este aspecto da procura pela qualidade no mercado internacional do café
exigiu do Brasil uma modernizagdo da produgdo, tanto pelo uso de melhores
cultivares, como pelo controle fitossanitario e cuidados na pos-colheita. Os cafés
brasileiros t€ém-se mostrado cada vez mais competitivos (Nojosa, 2003).

A cafeicultura representa uma contribui¢cdo importante para o PIB dos
paises produtores e consumidores, porém, a distribui¢do das riquezas geradas
pelo mercado do café entre os paises produtores e consumidores ¢ muito
desequilibrada. Em 2001, o mercado do café gerou cerca de 70 bilhdes de
dolares, contudo, em funcdo desses desequilibrios, 92% da receita foi retida por

paises consumidores e 8% ficaram com os paises produtores (Nojosa, 2003).

2.2.2 Problemas fitossanitarios

Além dos problemas de mercado, a produgdo cafeeira tem como um dos
principais obstaculos a ocorréncia de uma série de doengas causadas por
patogenos. Entre essas doengas, podem-se citar a ferrugem do café, causada por
Hemileia vastatrix; a cercosporiose, causada por Cercospora coffeicola; a
antracnose dos frutos (CBD), causada por Colletotrichum kahawae e ainda nio
presente no Brasil; o nematoide das galhas, Meloidogyne spp.; a mancha-de-
ascochyta, causada por Ascochyta coffeae; e mancha-de-phoma, causada por
Phoma spp.; entre outras (Zambolim et al., 2005).

2.2.2.1 Cercosporiose do cafeeiro

A cercosporiose, conhecida por “mancha-de-olho-pardo” ou “olho-de-



pomba”, causada por Cercospora coffeicola Berk & Cooke, ¢ uma das doengas
mais antigas do cafeeiro. C. coffeicola pertence a familia Dematiaceae, ordem
Moniliales, classe dos fungos mitospoéricos (Godoy et al., 1997).

Atualmente, esta presente de forma endémica em quase todas as regides
que apresentam condigdes favordveis, constituindo-se numa doenca de
importancia economica, causando desfolha e reduzindo a produgdo, além de
prejuizos pela depreciagdo da qualidade da bebida do café (Chalfoun, 1997).

Ataques mais intensos de doencas no campo ocorrem, principalmente,
em regides mais altas, chegando a causar perdas de 30% na producdo (Carvalho
& Chalfoun, 2001). Os prejuizos com a cercosporiose ganharam maior
importancia econdmica com a implantacdo de lavouras nos cerrados e em areas
de baixa fertilidade natural (Pozza et al., 2000).

Nas folhas, o sintoma ¢ caracterizado por manchas circulares de
coloracao castanho-clara a castanho-escura (0,5-0,8cm de diametro), com centro
branco-acinzentado, quase sempre envolvido por um halo amarelo, dando a
lesdo aspecto de olho. No centro das lesdes, sdo formados os esporodoquios
escuros do fungo, onde sdo produzidos conidios hialinos, multisseptados, com
100-270pum de comprimento por 3-4um de diametro, agrupados em fasciculos.
A presen¢a de uma tunica lesdo na folha é suficiente para que a planta produza
maior quantidade de etileno, provocando a queda da mesma (Chalfoun, 1997).

Nos frutos, a doenca pode iniciar-se quatro meses apds a floragdo,
causando lesdes deprimidas de coloragdo castanho-clara, dispostas no sentido do
pedanculo-coroa do fruto. Quando atacados no estagio ainda verde e verde-cana,
os frutos amadurecem precocemente, iniciando por um avermelhamento a partir
da lesdo, provocando chochamento e queda prematura dos graos. Em frutos mais
desenvolvidos, a lesdo aumenta de tamanho, tornando-se mais escura € a casca
permanece aderida ao pergaminho, dificultando o processo de despolpamento

(Chalfoun, 1997).



Em condigoes de viveiro, causa desfolha intensa, provocando atraso no
desenvolvimento e raquitismo das mudas (Godoy et al., 1997).

Solos com baixa fertilidade ou com desequilibrio nutricional,
principalmente em calcio, potdssio e nitrogénio, predispdem a planta a um
ataque mais intenso do patéogeno. Alta umidade relativa e temperaturas amenas
sdo condigdes ideais para o desenvolvimento do fungo, pois o mesmo
desenvolve-se em temperaturas entre 10°C e 25°C. Condigdes de alta
luminosidade e alta carga pendente também contribuem para o desenvolvimento
da doenca, pois os frutos drenam grande parte dos nutrientes das folhas para
completar seu desenvolvimento e, assim, a folha se torna desnutrida,
apresentando uma maior incidéncia da doenga (Zambolim, 2003).

Como medidas de controle da doenga, algumas praticas culturais podem
ser adotadas, principalmente em condi¢des de viveiro, como o controle da
irrigacdo, a luminosidade, e a utilizacdo de substratos equilibrados e com boas
propriedades fisicas. O controle quimico pode ser realizado por meio de
aplicagoes de fungicidas cupricos alternados com fungicidas sistémicos. Triazois
e strobilurina sdo bem utilizados, pois, com as mesmas aplicacdes, ja se realiza

também o controle da ferrugem (Godoy et al., 1997).

2.3 Mecanismo de defesa em plantas

As plantas detém uma rede de mecanismos de defesa contra patégenos,
podendo esses serem pré-formados ou, mesmo, pds-formados em resposta de
defesa ao processo de infeccdo. Os mecanismos de defesa pré-formados
consistem de barreiras fisicas, como a parede celular primaria, composta de
celulose, hemicelulose e pectina, e parede celular secundaria, podendo essa ser
reforgada pela deposicdo de lignina, impregnacdo de silica, ceras, suberina e
cutina (Ride, 1983).

Outro importante mecanismo de defesa sdo os produtos do metabolismo



primario e secundario dos vegetais. Existem, nos vegetais, proteinas cujos genes
tém sua expressdo regulada por sinais liberados pelo processo de infecgao,
denominadas PRps (proteinas relacionadas a patogénese). As PRps podem
apresentar fungdes variadas, quando induzidas por sinais enddgenos ou
exdgenos a planta (Loon, 1999).

Além das PRps, as enzimas relacionadas a sintese de fitoalexinas, bem
como a lignificagdo e a deposicdo de calose podem ter sua sintese aumentada em
resposta ao processo de infecgdo (Hammond-Kosack & Jones, 2000).

A maioria das PRps tem sua sintese ativada ou potencializada por
indutores de resisténcia, conferindo amplo espectro de resisténcia a varios
patogenos. A avaliacdo temporal da expressdo de PRps em plantas tratadas com
indutores (bidticos ou abiodticos) ¢ um excelente indicativo do seu efeito protetor
e a durabilidade desse efeito, podendo, assim, estabelecer um cronograma de

recomendacdo para a aplicacdo dos indutores (Cavalcanti 2005).

2.4 Inducéo de resisténcia

Desde o inicio do século XX, visando encontrar medidas de controle de
doencas de plantas, pesquisadores vém estudando o fendmeno da inducdo de
resisténcia. Beauverie & Ray (1901), citados por Kessmann et al. (1994), foram
os pioneiros nesses estudos, demonstrando que estirpes fracas de Botrytis
cinerea tornavam plantas de Begonia sp. resistentes as estirpes virulentas do
fungo.

Baseando-se nesta alternativa de controle, varios pesquisadores tém
investigado metodologias eficazes para a determinagdo dos possiveis
componentes estruturais e bioquimicos que possam conferir resisténcia as
plantas.

A indugdo de resisténcia em plantas contra fitopatdgenos representa um

método alternativo no controle de doengas, o qual ativa os mecanismos de



defesa da planta que se encontram na forma latente. Resende et al. (2004),
afirmam que a resisténcia induzida em plantas pode ocorrer pelo tratamento com
agentes biodticos (microrganismos viaveis ou inativados) ou abioticos. Segundo
Garcia (1990), esta resisténcia podera ocorrer devido a estimulos diferentes da
doenca. Como exemplo dessa utilizacdo, cita-se o uso de substincias como AS
(acido salicilico) e o ASM (acibenzolar-S-metil) para a ativacdo da resisténcia
que, em outras culturas, como trigo, sdo bem conhecidas atualmente (Stadnik,
1999; Moraes, 1998; Gorlach et al., 1996).

O éacido salicilico foi o primeiro composto produzido por plantas a ter
sua atividade como indutor de resisténcia sist€émica adquirida (SAR).
Posteriormente, um analogo de AS, 4cido 2,6 dicloroisonicotinico (INA) foi o
primeiro composto sintético a ativar a resisténcia sistémica adquirida (SAR).
Entretanto, tanto AS como INA sd3o fitotoxicos para a maioria das plantas
cultivadas e, portanto, ndo possuem potencial para serem usados comercialmente
como protetores de plantas. Recentemente, outro analogo do AS, o éster S-metil
do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7 carbotidico (BTH), um composto do grupo
benzotiadiazole, comportou-se como ativador potente de SAR, possibilitando a
prote¢do em condi¢des de campo, contra um amplo espectro de patdgenos em
diversos cultivos (Gorlach et al., 1996).

Estudos recentes t€ém enfocado o modo de acdo de produtos sintetizados
em laboratorio a partir do AS, caracterizados como ativadores de resisténcia de
plantas, principalmente o BTH (Moraes, 1998; Morris et al., 1998; Oswald et al.,
1998).

Quando a planta reconhece alguma substancia eliciadora, ela ativa seu
sistema de defesa, que pode ter diferentes mecanismos de agdo, as quais podem
ser bioquimicos: PRps (quitinases, glucanases e peroxidases), fitoalexinas e
fenois, e estruturais, como, lignina, ceras, papilas e etc. (Pascholati et al. 1995).

Martins et al. (1998) verificaram agdo protetora do ASM em mudas de
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café, o qual foi capaz de, em condi¢des controladas, induzir protecdo contra
Hemileia vastatrix por até 10 semanas. Esse efeito indutor do ASM contra
ferrugem do cafeeiro foi confirmado por Nojosa (2003), em cujo trabalho o
tratamento com ASM proporcionou controle de 56,82% em folhas destacadas e
52% em mudas de café. Nas plantas tratadas com ASM, foi possivel observar
aumento consideravel nos teores de clorofila a e b, nos teores de lignina e na
atividade de peroxidases.

A resisténcia induzida apresenta algumas vantagens no controle de
fitopatogenos, como diminui¢do do impacto ambiental, amplo espectro de
controle, estabilidade devido a agdo de diferentes mecanismos de resisténcia,
carater sistémico persistente e natural da protecdo, economia de energia
metabdlica e presenga do potencial genético para resisténcia em todas as plantas

suscetiveis (Pascholati, 2002).

2.5 Extratos vegetais no controle de fitopatdgenos

Alguns trabalhos indicam a presenca de substancias 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 substancias bioativas sdo, na maioria, compostos
secundarios, como ¢ o caso dos alcaldides, fendlicos e terpenoides, dentre
outros.

Existem varios relatos da eficiéncia de extratos vegetais na inibigdo do
crescimento micelial e germinagdo de fungos fitopatogénicos, em testes in Vivo e
em casa-de-vegetagao.

Bonaldo et al. (2001) observaram que extrato de Eucaliptus citriodora,
quando aplicado 72, 48 ¢ 24 horas antes da inoculacdo de Colletotrichum
lagenarium em pepino, reduziu o nimero e tamanho das lesdes. Extratos de

Piper longum L. foram capazes de reduzir a severidade e a incidéncia dos fungos
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Pyricularia oryzae, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Phytophthora
infestans, Puccinia recondita e Erysiphe graminis (Lee et al., 2001). Extratos de
mag¢d e mamao (casca e semente) diminuiram a incidéncia de Colletotrichum
gloeosporioides em pos-colheita de mamao (Carica papaya) (Bands et al.,
2003). Extrato de Sargassum filipendula, em varias concentragdes, inibiu o
crescimento fingico de Aspergillus niger, A. flavus, A parasiticus, Penicillium
sp. e Fusarium oxysporum (Martinez-Lozano et al., 2000).

Kritzinger et al. (2005) observaram a presenga de substincias
antimicrobianas em extratos etanolicos e ceténicos de Vigna unguiculata,
reduzindo, significativamente, o crescimento fungico de Alternaria alternata e
Fusarium proliferatum.

Alguns trabalhos demonstram que extratos de plantas t€ém apresentado
resultados significativos na redugdo da severidade da doenga. No patossistema
tomateiro ¢ Xanthomonas vesicatoria, Pereira et al. (2004) observaram que
plantas tratadas com extrato de vassoura-de-lobeira (Solanum lycocarpun
infectado com Crinipellis perniciosa) (VLA) apresentaram menor area abaixo da
curva de progresso da lesdo, inferior apenas ao ASM e Ecolife® e superior as
fragOes parciais de extragdo de quitosana, provenientes de quitina de carapaga de
caranguejo ¢ de micélio de C. perniciosa. Resende et al. (2004) observaram
diminui¢do na area abaixo da curva de progresso da doenga em plantas tratadas
sete dias antes da inoculagdo com extrato aquoso de folha de café infectada com
H. vastatrix.

Pesquisas demonstram que a utilizagdo de extratos de casca de café
(ECC) e de folhas de café infectadas com ferrugem (EFID) apresenta bons
resultados na protecdo de cafeeiro contra Phoma sp. e Cercospora coffeicola.
Resende et al. (2004) observaram uma diminui¢do na percentagem da mancha-
de-phoma de 20% e 38%, para ECC e EFID, respectivamente. Amaral (2005)

observou uma diminui¢do na cercosporiose de 40% e 37% em plantas tratadas
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com ECC e EFIF. No mesmo patossistema C. coffeicola e cafeeiro, estudando o
comportamento das enzimas peroxidases do guaiacol (POX) e polifenoloxidases
(PPO), Amaral (2005) observou que, em plantas tratadas com ECC, o maior pico
de atividade destas enzimas foi detectado aos 20 e 15 dias apds tratamento das
mudas, respectivamente, enquanto que mudas tratadas com VLA tiveram picos
de atividades aos 15 dias. No patossistema Xanthomonas vesicatoria e
tomateiro, Ribeiro Janior et al. (2004), também trabalhando com VLA,
observaram que os picos de atividade das enzimas POX e PPO ocorriam aos
nove dias ap6s tratamento das mudas.

Em relag@o a quantificagdo de lignina soluvel em acido, alguns trabalhos
téem demonstrado incrementos significativos dos teores, quando comparados
com a testemunha. Amaral (2005) tratou mudas de cafeeiro com ECC, porém
ndo obteve incrementos significativos no teor de lignina em relagdo a
testemunha absoluta. No entanto, o EFID induziu maior quantidade de lignina,
diferindo estatisticamente de todos os demais tratamentos. Plantas de tomate
tratadas com VLA apresentaram tecido mais lignificado, com e sem inoculagdo
de X. vesicatoria (Ribeiro Junior et al., 2004) e, em cacaueiro, utilizando este
mesmo extrato, também foi observado um aumento no acumulo de lignina em
plantas com e sem inoculagdo com Verticillium dahliae (Cavalcanti et al., 2004).

Até o momento, pesquisas com cafeeiro t€m associado a reacdo de
hipersensibilidade (HR) com acumulo de calose, deposicdo de compostos
fenodlicos e lignificacdo 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 penetragdo ou, mesmo, a colonizagdo
dos tecidos pelo patdégeno, mesmo em cafeeiro suscetivel, como € o caso da
cultivar Acaia Cerrado e como vem sendo comprovado em cafeeiro resistente.

Trabalhos comprovam o potencial de extratos de plantas no controle de

fitopatogenos, tanto por sua agdo fungitoxica, inibindo o crescimento micelial e
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a germinagdo de esporos, quanto pela indugdo de fitoalexinas (indicando
presenca de algum composto eliciador) e ativagdo de PRps (POX e PPO).

Na cafeicultura, a utilizagdo de extratos vegetais em campo ainda é
praticamente inexistente e a maioria dos trabalhos tem sido realizada in vitro ou
em casa-de-vegetagdo.

Produtos de origem natural podem ser ativadores de resisténcia de
plantas de cafeeiro contra fungos patogé€nicos. Futuramente, a agricultura
orgénica podera ser a principal beneficiada, pois nesse sistema € proibido o uso
de produtos oriundos da industria petroquimica. Esta ativacdo pode vir pela
utilizacdo de subprodutos da cadeia produtiva do café, como casca de frutos que
¢ um produto natural, de facil obtencao e produzido em grandes quantidades ou

por outras formas, como extratos e 6leos de plantas.

2.6 Oleos essenciais no controle de fitopatgenos

As plantas aromaticas tém sido vistas como fontes de substincias
quimicas de atividades bioldgicas intensas. O aroma que elas exibem podem
exercer atracdo em alguns organismos ou, ao contrario, toxidez, repelindo-os.
Esse principio torna as plantas aromaticas poderosas fontes de agentes biocidas
largamente estudadas na agricultura, por apresentarem atividades bactericida e
fungicida. Dentro do contexto da agricultura alternativa, tais compostos
poderiam funcionar seletivamente no controle de diversas pragas e doencas
agricolas e inofensivamente ao ambiente (Shan Villar, 2002).

Nos ultimos anos, a exploragdo da atividade biolégica de compostos
secundarios presentes em oleos essenciais de plantas pode se constituir, ao lado
da indugdo de resisténcia, em mais uma forma potencial de controle alternativo
de doencas de plantas, capazes de minimizarem o progresso das doencgas e seus
efeitos sobre a producdo (Teuscher, 1990). Estudos t€ém obtido resultados

promissores com o uso de 6leos essenciais no controle da ferrugem da soja e
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demais patossistemas, embora a maioria dos trabalhos tenha sido realizada em
testes in vitro e em casa-de-vegetagio.

Trabalhos desenvolvidos com 6leos essenciais obtidos a partir de plantas
medicinais da flora nativa tém indicado o potencial das mesmas no controle de
fitopatogenos, tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento
micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas e outros
compostos de defesa, indicando a presenga de compostos com caracteristica de
eliciador.

Stangarlin et al. (1999) detectaram, por meio de cromatografia delgada, a
presenga de compostos fungitoxicos em 6leo derivados de plantas medicinais,
inibindo o desenvolvimento de Colletotrichum graminicola. Observaram
também a presenca de duas fragdes fungitéxicas bem definidas nos extratos de
erva cidreira, canfora e alfavaca. Lemos et al. (1990), avaliando os oleos
essenciais de dez plantas brasileiras quanto as suas atividades antimicrobianas,
verificaram que o 6leo essencial de Lippia sidoides exibiu grande atividade
contra todos os microrganismos testados, como Saccharomices cerevisae,
Aspergillus flavus e Cryptococus neofarmans. Bastos (1997), utilizando 6leo de
Piper aduncum (500 e 1000ppm), reduziu totalmente a germinagdo € o
crescimento micelial de Crinipellis perniciosa. A atividade fungitoxica do 6leo
essencial de Corymbia citriodora foi comprovada contra Sclerotium rolfsii,
Phythophthora sp., Alternaria alternata e Colletotrichum graminicola, em testes
in vitro, nos quais a inibi¢do do crescimento micelial destes patdgenos foi de
100% (Bonaldo et al., 1998).

Rios et al. (2003) utilizaram o 6leo essencial de citronela in vitro, para
avaliar a percentagem de crescimento micelial de Colletotrichum acutatum,
agente da flor preta do morangueiro, doenca que pode causar grandes perdas na
producdo de morangos. Os autores observaram que o 6leo de citronela, nas

concentragoes de 5%, 10% e 15%, reduziu parcialmente o crescimento micelial

15



de C. acutatum, enquanto que, na concentragdo de 20%, ocorreu inibi¢do total
deste crescimento.

Nim (Azadirachta indica) é uma planta muito utilizada na medicina e na
agricultura. Na agricultura usa-se o seu oOleo essencial como produto
fitossanitario, pois este ndo contamina o ambiente.

A eficiéncia deste Oleo essencial foi comprovada em trabalho
desenvolvido contra C. perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa, em
cacaueiro. Nesse estudo in vitro, mesmo em baixas concentragdes do 6leo (1%),
observou-se a inibi¢do total do crescimento micelial fungico (Barbosa et al.,
2004).

Amaral et al. (2005), estudando o comportamento da esséncia do cravo-
da-india (Sizygium aromaticum) sobre crescimento fingico em sementes de
arroz, soja, milho e feijao, observaram que o 6leo essencial de cravo-da-india
apresentou acdo fungicida nas concentragdes de 0,5% a 0,1%, agindo,
possivelmente, na parede celular do fungo.

Uma outra espécie, conhecida popularmente por tomilho (Thymus
vulgaris L.), apresenta constituintes ativos reconhecidos cientificamente, como
timol e carvacrol, com caracteristicas similares a de bactericidas e de fungicidas
(Pinto et al., 2001). Zambonelli et al. (1996), utilizando o 6leo de tomilho a
800ppm, observaram que houve uma redug¢do no crescimento micelial de
Colletotrichum lindemuthianum e Pythium ultimum, causando degeneragdo das
hifas e extravasamento do citoplasma celular. Em trabalhos realizados em casa-
de-vegetagdo, Almada et al. (1998) observaram a agdo fungitéoxica do oleo
essencial de tomilho a 20% em plantas de pepino inoculadas com
Pseudoperonospora cubensis. Medice (2005) observou redugédo na severidade da
ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhyzi), variando de 35% a 62%, em plantas
tratadas separadamente sete dias antes da inoculagdo com 06leo de Corymbia

citriodora, citronela, nim ¢ tomilho a 3000ppm. Medice (2005) relatou um efeito
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direto do o6leo de tomilho a 3000ppm sobre a formagdo de urédias e
urediniosporos de P. pachyrhyzi ¢ que plantas tratadas apresentavam as folhas
verdes e turgidas, quando comparadas com a testemunha somente inoculada, que
apresentavam-se amareladas e em estidgio avancado de senescéncia. No mesmo
estudo, foi observado, por meio da microscopia eletronica de varredura, que
plantas tratadas com 6leo de tomilho a 3000ppm apresentavam urédias menores
e urediniésporos murchos e em menor niumero. Como verificado por Zambonelli
et al. (1996), com outros fitopatogenos, o 6leo de tomilho foi capaz de causar
degeneragdo das hifas e extravasamento do citoplasma celular, indicando um
efeito fungitdxico sobre os patdgenos.

Como verificado nestes trabalhos, ¢ possivel controlar fitopatdégenos
utilizando produtos naturais, os quais propiciam aos agricultores uma agricultura
sustentavel, a baixo custo, ndo poluem o meio ambiente e resultam em alimentos
saudaveis para a populagdo. Atualmente, 6leos, como o de nim e tomilho, ja vém
sendo utilizados em cafeeiro para o controle de pragas, como o bicho mineiro, o
que poderia reduzir ainda mais o custo, se 0s mesmos apresentarem efeito sobre

os patdgenos estudados.

2.7 Estudo histopatolégico de Cercospora coffeicola

Na interagdo planta-patdégeno, a maioria dos eventos que levam ao
estabelecimento de relagdes parasiticas ou a resisténcia da hospedeira, ocorre na
celula, tanto do patéogeno como da planta hospedeira. Detalhes de tais
modificagdes t€m sido obtidos por meio de estudos bioquimicos, enzimoldgicos
e moleculares, mas, sua visualizagdo so6 tem sido possivel por meio dos estudos
morfolégicos. Para a visualizagdo de tais processos de infec¢do, o microscopio
de luz (ML), o microscopio eletronico de transmissdo (MET) e o microscopio
eletrénico de varredura (MEV) tém proporcionado inestimaveis contribuigdes.

Como exemplo, no caso da ferrugem da soja, essas técnicas tém sido
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utilizadas ha bastante tempo. McLean & Byth (1980) estudaram os eventos de
pré-penetragdo e penetragdo de urediniosporos de P.pachyrhizi em cultivares
suscetiveis, resistentes e altamente resistentes (Tainung-3, Tainung-4 e PI-
200492). Em todas as cultivares, ndo foi encontrada nenhuma diferenca em
relacdo ao desenvolvimento do tubo germinativo, mas houve diferenca na
percentagem de urediniésporos germinados, formagdo de apressorio e
penetracdo. Os cultivares Tainung-3 ¢ Tainung-4 apresentaram-se resistentes a
germinacdo dos uredinidsporos, portanto, a resisténcia dessas cultivares ¢ de pré-
penetragdo e penetracdo. Ja a cultivar PI-200492 nao apresentou resisténcia a
germinacdo dos urediniosporos, pois eles germinavam e penetravam no tecido
do hospedeiro, mas nido conseguiam desenvolver, portanto, essa resisténcia
ocorre na fase de pos-penetracao.

Trabalhos ultra-estruturais utilizando a microscopia eletronica de
varredura e transmissio, com o patogeno C. coffeicola em cafeeiro, relacionados
com os eventos de pré-penetragdo, penetracdao e colonizacdo, sdo raros. Amaral
(2005), por meio da microscopia eletronica de varredura, observou uma cuticula
mais espessa formada na superficie abaxial de folhas de cafeeiro tratadas com
silicio 1,5mL.L", pela ocorréncia do acamulo de cera na superficie foliar.

Pozza et al. (2004) observaram, em trés cultivares diferentes de cafeeiro
tratadas com silicato de calcio, um aumento no espessamento da cuticula dessas
plantas, devido, também, ao acimulo de cera, principalmente na cultivar Catuai.
A camada de cera torna a superficie hidrofobica, impedindo a formagao do filme
de dgua, importante para os processos vitais da patogénese, como a germinacao
e penetracdo, além de impedir o acimulo de substancias antifiingicas na cuticula
(Pascholati & Leite, 1985).

Até o momento, ndo se tem conhecimento concreto do tipo de barreiras
produzidas pela planta de café contra a a¢do de C. coffeicola, se essas sdo

bioquimicas (fitoalexinas, fendis, quitinases e glucanases) ou fisicas (lignina,
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papilas, gomas, ceras, etc.).

Estudos sdo necessarios para o esclarecimento das respostas de defesa,
pré-formadas e pos-formadas, pela planta contra patdgenos. O mesmo acontece
para o efeito de 6leos essenciais. Tem sido verificado o fato dos mesmos
poderem controlar doengas, mas o mecanismo pelo qual esses atuam ainda nao ¢

esclarecido.
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CAPITULO 2

EXTRATO DE CASCA DE CAFE E OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO
NA GERMINACAO, CRESCIMENTO MICELIAL E INCIDENCIA DE

Cercospora coffeicola

27



RESUMO

PEREIRA, Ricardo Borges. Extrato de casca de café e 6leo essencial de tomilho
na germinagdo, crescimento micelial e incidéncia de Cercospora coffeicola. In:

. Extrato de casca de café e 6leo de tomilho no controle de
Cercospora coffeicola Berk & Cooke em cafeeiro. 2006. Cap. 2, p.27-55.
Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Com o presente trabalho objetivou-se avaliar o efeito de diferentes doses do
extrato de casca de café¢ (ECC) e 6leo essencial de tomilho (OET) na germinagao
e no crescimento micelial de Cercospora coffeicola. Além disso, buscou-se
avaliar a eficiéncia do ECC e OET como possiveis indutores de resisténcia em
mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo em casa-de-vegetacdo. Testou-se o
ECC, nas diluigdes de 200; 150; 100; 50 e lOg.L’l, e OET, nas concentracgdes de
2000, 1000, 500, 250 e 125ppm. Foram adicionados aos experimentos,
acibenzolar-S-metil (ASM) 0,2mg.mL" e uma testemunha. No ensaio de
crescimento micelial, foi adicionado propilenoglicol a 2% nos tratamentos que
consistiam OET. Sete dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos, as plantas foram
inoculadas via pulverizacdo. Foram realizadas cinco avalia¢des da incidéncia da
cercosporiose € 0s dados transformados para area abaixo da curva de progresso
da incidéncia (AACPI). De acordo com os resultados observados no ensaio de
germinacdo, o ECC ndo apresentou efeito fungitoxico aos conidios de C.
coffeicola. O OET apresentou efeito toxico aos conidios, nas concentragdes de
500, 1000 e 2000ppm, com reducdo na germinagdo de 27%, 30% e 45%,
respectivamente. O ASM reduziu a germinagdo em 13,7% em relagdo a
testemunha. No ensaio de crescimento micelial, todas as doses do ECC
exerceram efeito inibitorio do indice de crescimento micelial (ICM) em relagdo
a testemunha. O mesmo foi observado para os tratamentos com OET. Em casa-
de-vegetagdo, ndo foram observadas diferengas entre as doses de 50, 100, 150 e
200g.L"' do ECC, ¢ entre todas as doses do OET. O ECC (150g.L™") e o OET
(500ppm), apresentaram melhor controle da cercosporiose, 28,1% e 20%,
respectivamente, em relagao a testemunha.

“Comité de Orientacdo: Eduardo Alves — UFLA (Orientador); Mario Licio
Vilela de Resende — UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Borges. Coffee peel extract and thyme essential oil in the
germination, mycelial growth and incidence of Cercospora coffeicola. In:
. Coffee peel extract and thyme oil in the control of Cercospora
coffeicola Berk & Cooke in coffee. 2006. Chap. 2, p.27-55. Dissertation
(Master in Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The present work was carried out with the objective to assess the effect of
different coffee husk extract (CHE) and thyme essential oil (TEO) doses on the
germination and mycelial growth of Cercospora coffeicola. Moreover, the
efficacy of CHE and TEO as possible resistance inducers was evaluated on
coffee seedlings ‘Mundo Novo’ in green house conditions. CHE was tested in
the 200, 150, 100, 50 and 10 g.L'1 dilutions and TEO in the concentrations of
2000, 1000, 500, 250 and 125ppm. The controls were acibenzolar-S-metil
(ASM), 0.2mg.mL"', and no treatment after inoculation. In the mycelial growth
assay, propyleneglycol 2% was used as surfactant for TEO treatments. Seven
days after treatment, seedlings were inoculated via spraying. The experiment
was evaluated five times regarding disease incidence and the data transformed to
the area under the incidence progress curve (AUIPC). In the germination assay,
CHE had no fungitoxic effect on the conidia of C. coffeicola, while TEO showed
toxic effect to the conidia in the concentrations of 500, 1000 and 2000ppm,
reducing the germination in 27%, 30% and 45%, respectively. ASM reduced the
germination in 13.7% in comparison with the control. In the mycelial growth
assay, all the doses of CHE had inhibitory effect on the mycelial growth index
(MGI) when compared with the control treatment. The same was observed for
TEO treatments. In the greenhouse experiments no differences were observed
between 50, 100, 150 and ZOOg.L‘1 doses of CHE, as well as between all doses
of TEO. CHE (150g.L™") and TEO (500ppm) reduced C. coffeicola incidence to
28.1% and 20%, respectively, in comparison to the control treatment.

"Advising Committee: Eduardo Alves - UFLA (Adviser), Mario Lucio Vilela
de Resende — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a ferrugem e a cercosporiose estdo entre as principais doengas
causadoras de perdas na produtividade do cafeeiro. Estima-se que as perdas
relacionadas apenas ao ataque por C. coffeicola sejam da ordem de 30% a 40%
da producdo, na auséncia de medidas de controle dessa doenca (Matiello &
Almeida, 1997).

A cercosporiose tem como agente causal o fungo Cercospora coffeicola
Berk e Cooke. Essa é uma doenga de grande importincia para a cultura do
cafeeiro, pois, além de causar perdas na produgdo, deprecia a qualidade da
bebida do café. A doenga apresenta grande disseminag@o no campo, onde esta
presente praticamente em todo o ano. O principal método de controle € o uso de
fungicidas protetores e sistémicos, no entanto, métodos alternativos, como a
nutri¢do mineral, podem auxiliar no manejo da doenca.

Uma das estratégias para controlar o ataque de patégenos em plantas, e
que tem sido muito estudada atualmente, ¢ a indugdo de resisténcia. Contudo, o
uso eficiente da resisténcia induzida depende, sobretudo, da disponibilidade de
eficientes indutores. Por isso, o estudo de indutores de origem bidtica ou
abidtica, para controlar doengas como cercosporiose, ainda sdo necessarios.

Varios trabalhos demonstraram a eficiéncia de extratos vegetais no
controle de doengas em diversas culturas, como cercosporiose e ferrugem do
cafeeiro (Santos, 2006), murcha-de-verticillium em cacaueiro, mancha
bacteriana em tomateiro (Cavalcanti, 2005) e mancha de phoma em cafeeiro
(Barguil, 2004), entre outras. Resende et al. (2004) observaram uma diminui¢ao
na percentagem da mancha de phoma de 20% ¢ 38%, em plantas previamente
tratadas com extrato de casca de frutos de café¢ e extrato de folhas de café

infectadas com ferrugem, e Amaral (2005), com os mesmos extratos, constatou
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reducdo na cercosporiose de 40% e 37%, respectivamente, para cada extrato.

Trabalhos desenvolvidos com 6leos essenciais obtidos a partir de plantas
medicinais da flora nativa tém indicado o potencial das mesmas no controle de
fitopatdgenos, tanto por sua agdo fungitoxica, inibindo o crescimento micelial e
a germinag¢do de esporos, quanto pela presenca de compostos eliciadores.

Zambonelli et al. (1996), utilizando o dleo de tomilho a 800ppm,
observaram que houve uma reducdo no crescimento micelial de Colletotrichum
lindemuthianum e Pythium ultimum, causando degeneracdo das hifas e
extravasamento do citoplasma celular. Almada et al. (1998), em estudo realizado
em casa-de-vegetacdo, observaram a acdo fungitoxica do o6leo de tomilho em
plantas de pepino inoculadas com Pseudoperonospora cubensis. Medice (2005)
observou redugdo na severidade da ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhyzi)
variando de 35% a 62%, em plantas tratadas sete dias antes da inoculacdo com
6leo de Corymbia citriodora, citronela, nim e tomilho.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o efeito direto, in vitro, de
diferentes doses do extrato de casca de frutos de café e 6leo essencial de tomilho
na germinagdo e no crescimento micelial de Cercospora coffeicola. Além disso,
buscou-se avaliar a eficiéncia do extrato de casca de frutos de café e oleo
essencial de tomilho como possiveis indutores de resisténcia em mudas de

cafeeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacéo

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Fisiologia do Parasitismo e no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise
Ultra-estrutural, no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), na cidade de Lavras, MG (altitude de 960m, longitude de -
44,97° e latitude de -21,22°).

2.2 Obtencao do extrato de casca de café

Cascas de frutos de café (pericarpo), provenientes de lavoura em cultivo
organico, foram secas em estufa a 60°C por 48 horas e moidas até a obtengao de
uma fracdo fina. Em seguida, 100gramas dessa fragdo foram ressuspensos em
500mL de agua destilada e a suspensdo foi conduzida a extracdo a quente
(fervura), por 2 horas, sob refluxo. Apds o tempo de extragdo, a suspensio foi
filtrada a vacuo e teve seu volume completado para 500mL com agua destilada.
Seguiu-se 0 armazenamento em freezer a -20°C até a utilizagdo experimental.
Este extrato foi entdio, denominado ECC 200g.L", do qual partiram as demais

diluicoes testadas.

2.3 Obtencao do inéculo

O inéculo de C. coffeicola foi obtido de plantas naturalmente infectadas,
provenientes de lavouras localizadas no Setor de cafeicultura, no Campus da
UFLA. Folhas com sintomas foram coletadas, lavadas superficialmente em agua
corrente e submetidas a cdmara umida por trés dias, para a esporulacdo do
fungo. Os conidios formados foram, entdo, destacados da superficie foliar com

pincel de cerdas macias e agua destilada.
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Posteriormente, a suspensao de conidios foi filtrada em camada dupla de
gaze e teve sua concentragdo ajustada para 1,5 x 10° conidios.mL™, em cAmara

de contagem.

2.4 Ensaio |: Efeito do extrato de casca de café e 6leo essencial de tomilho
sobre a germinacéo de conidio de C. coffeicola

O ensaio foi realizado com o objetivo de verificar o efeito fungitoxico do
extrato de casca de café e oleo essencial de tomilho sobre a germinagdo de
conidios de C. coffeicola. Os tratamentos consistiram de extrato de casca de café
a 200; 150; 100; 50 e IOg.L‘1 e 6leo essencial de tomilho nas concentragdes de
2000, 1000, 500, 250 e 125ppm. Foram também adicionadas uma testemunha
padrio de indugdo de resisténcia (acibenzolar-S-metil 0,2mg.mL") e uma
testemunha com agua destilada.

Foram utilizadas placas de Petri estéreis, de 6cm de diametro, as quais
foi adicionado, previamente, meio AA (agar-agua) 2%. Em seguida,
adicionaram-se 10mL das solugdes constituintes dos tratamentos nas placas e
ImL da suspensdo de conidios a 1,5 x 10° conidios.mL". A suspensdo de
conidios foi, entdo, espalhada com al¢a de Drigalski e as placas acondicionadas
em BOD a 25°C, onde permaneceram por 24 horas, com fotoperiodo de 12
horas.

Para cada tratamento, utilizaram-se duas placas, as quais foram divididas
em quatro quadrantes, sendo avaliados 30 conidios por quadrante, num total de
oito repetigdes.

Apds a incubacdo, a germinagdo foi paralisada com solugdo de
lactoglicerol e, em microscopio de luz, foi avaliada a porcentagem de

germinacdo dos conidios.
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2.5 Ensaio Il: Efeito do extrato de casca de café e 0leo essencial de tomilho
sobre o crescimento micelial de C. coffeicola

O ensaio foi realizado com o objetivo de verificar o efeito fungitoxico do
extrato de casca de café e dleo essencial de tomilho sobre o crescimento micelial
de C. coffeicola. Testou-se o extrato de casca de café nas dilui¢des de 200; 150;
100; 50 e IOg.L'l e 0 0leo essencial de tomilho nas dilui¢des de 2000, 1000, 500,
250 e 125ppm. Foram também adicionadas uma testemunha padrdo de indugdo
de resisténcia (acibenzolar-S-metil O,ng.mL'l), uma testemunha somente com
agua destilada e uma testemunha com 2% de propilenoglicol.

Para a realizacdo do experimento, foram utilizadas placas de Petri
estéreis de 9cm de didmetro e meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) 2%.
O meio de cultura foi preparado em etapas. Primeiramente, a batata foi
descascada, picada, fervida em agua destilada e, em seguida, o caldo coado. O
caldo da batata foi separado em quantidades iguais, colocando-se 125mL em
cada erlenmayer de 250mL, ao qual também foram adicionados agar e dextrose.
Em seguida, foram autoclavados.

O extrato de casca de café e 6leo de tomilho foram diluidos em 4gua
estéril. Os meios de cultura autoclavados foram fundidos e, apds queda da
temperatura (40°C), acrescidos de 125mL das solug¢des, completando, assim, o
volume para 250mL, de modo que as diluigdes finais atingissem as
prestabelecidas pelo ensaio. Nos tratamentos que consistiam de 6leo essencial de
tomilho, adicionaram-se ao meio, no momento da mistura, 2% de
propilenoglicol (surfactante). Na testemunha, utilizou-se apenas agua estéril.
Apds a adigdo dos tratamentos, cada meio foi homogeneizado e vertido em oito
placas. Cada placa foi inoculada no centro, com um disco de 6mm de diametro
contendo micélio de C. coffeicola, posicionado de modo que o fungo entrasse
diretamente em contato com o meio. Em seguida, as placas foram

acondicionadas em BOD a 25°C, onde permaneceram até o final das avaliagdes,
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com fotoperiodo de 12 horas.

O ensaio estabelecido foi o de delineamento inteiramente casualizado,
com oito repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida de uma placa.

Foram realizadas avaliagdes de quatro em quatro dias apods a inoculacio
e, em seguida, calculado o indice de crescimento micelial (ICM), determinado

pela adaptacdo da formula proposta por Maguire (1962)

ICM = Ql + Q; + ...+ Qn,
N N, Nn

em que:

didmetro do micélio na

ICM = indice de crescimento micelial; C |, C ,, C ,,
primeira, segunda e ultima avaliagdo; N |, N ,, N , = numero de dias apds a

inoculagdo.

2.6 Preparo das mudas de cafeeiro

Para a realizagdo dos experimentos em casa-de-vegetacdo (ensaio 3 e 4),
foram utilizadas sementes de café cultivar Mundo Novo 379/19 suscetiveis a C.
coffeicola, cedidas pela EPAMIG. As sementes foram germinadas em areia, até
que atingissem o estagio de ‘palito de fosforo’ e em seguida, transplantadas para
bandejas contendo substrato Plantmax®, onde receberam solugio nutritiva até a
formacdo do terceiro par de folhas verdadeiras. Em seguida, foram
transplantadas para vasos de quatro litros contendo substrato composto por terra,
areia e esterco bovino, na propor¢do de 2:1:1, quando receberam adubagdes
complementares com adubo NPK mais micronutrientes.

As mudas foram conduzidas em casa-de-vegetacdo, onde receberam

irrigacoes diarias.
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2.7 Ensaio I11: Efeito de doses do extrato de casca de café na protecédo de
plantas de cafeeiro contra C. coffeicola

No experimento, testou-se o extrato de casca de café nas dilui¢des de
200; 150; 100; 50 e 10g.L'1. Foram também adicionados ao experimento
acibenzolar-S-metil 0,2mg.mL" e uma testemunha somente inoculada.

Quando as plantas adquiriram 10 pares de folhas verdadeiras, foram
pulverizadas, com as solu¢des que compunham os tratamentos, até o ponto de
escorrimento. Apoés sete dias, as plantas foram inoculadas com a suspensdo de
conidios de C. coffeicola, por meio de uma pulverizagio foliar da face superior e
inferior das folhas e, imediatamente ap6s, submetidas a uma cdmara umida por
um periodo de 14 horas.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
com quatro repeti¢des e parcela constituida de seis plantas. Foram realizadas
cinco avaliagdes, com intervalos de 15 dias, nas quais foram quantificados
numero de folhas totais da mudas e numero de folhas lesionadas.

Foi calculada a 4rea abaixo da curva de progresso da incidéncia
(AACPI) para cada tratamento, seguindo a formula de Campbell & Madden
(1990)

n-1
AACPI = Z[(X;+ Xis1) /2] (tir1 — t)
i=1

em que:

X = intensidade da doenga; t = tempo; n = nimero de avaliagdes no tempo.

2.8 Ensaio IV: Efeito das doses do 6leo essencial de tomilho na prote¢do de
plantas de cafeeiro contra C. coffeicola

No experimento, testou-se o 6leo esséncial de tomilho nas dilui¢des de
1000, 500, 250 e 125ppm. Foram também adicionados ao experimento

acibenzolar-S-metil 0,2mg.mL" (ASM) e uma testemunha somente inoculada.
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Quando as plantas adquiriram 10 pares de folhas verdadeiras, foram
pulverizadas e, sete dias apds, inoculadas. O tratamento das mudas, a inoculacao

e as avaliacOes foram realizados conforme descrito no ensaio III.

2.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas em software estatistico SISVAR
v. 4.3 Build 45, do Departamento de Ciéncias Exatas da UFLA, 1999-2004. Para
os testes de médias, foram utilizados os testes de Scott Knott e Tukey e, para
comparar o tratamento adicional com os demais, utilizou-se o teste de Dunnett.
Para a confecgdo dos graficos de regressdo, utilizou-se o programa Excel, do

Microsoft Office XP, 2003.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito de doses do extrato de casca de frutos de café e dleo essencial de
tomilho na germinacéo de conidio de C. coffeicola
3.1.1 Extrato de casca de café

Pode-se observar, de acordo com a Figura 1, que todas as doses do
extrato de casca de fruto de café (ECC) apresentaram germinagdes superiores ao
acibenzolar-S-metil 0,2mg.mL"' (ASM), provavelmente por esses apresentarem,
em sua fracdo soluvel, quantidades significativas de carboidratos e proteinas
extraidos da casca dos frutos de café. O tratamento adicional com ASM diferiu
significativamente, pelo teste de Dunnett (P = 0,05), das doses do ECC (Tabela
1). As doses 10 e 50g.L™" ndo diferenciaram entre si ¢ em relagdo a testemunha
(dose 0), no entanto, doses de 100, 150 e 200g.L" apresentaram germinagdes
superiores a da testemunha, porém, ndo se diferenciaram entre si, pelo teste de
Scott Knott (P = 0,05). O ECC, nas doses estudadas, ndo apresentou efeito
inibitério da germinagdo de C. coffeicola, tendo ocorrido até estimulo.
Resultados similares foram obtidos por Bonaldo et al. (1998), quando utilizaram
extrato bruto de Eucaliptus citriodora, ocorrendo estimulo a germinacdo de
conidios de Colletotrichum graminicola, embora tenha reduzido entre 14% e
34% a formagdo de apressorios em concentragdes do extrato superiores a 10%.

Na menor ¢ maior dose do ECC, foi observada a germinagdo de 2,9% ¢
6,9%, respectivamente, superiores em relagdo a testemunha, enquanto que o
tratamento com o ASM 0,2mg.mL'1, causou inibicdo da germinagdo em 13,7%,
em relagdo a testemunha.

Segundo Kuc (2001), geralmente, os indutores de resisténcia no Senso
stricto ndo atuam diretamente sobre o patdogeno. Contudo, no senso amplo,

podem atuar induzindo resisténcia e afetando o patdégeno diretamente.
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FIGURA 1. Efeito de doses do extrato de casca de frutos de café (ECC) (0, 10,
50, 100, 150 e 200g.L™") na germinacio de conidios de C. coffeicola.
Dados transformados para arcosen da Vx.

TABELA 1. Efeito das doses do extrato de casca de frutos de café (ECC) (200,
150, 100, 50 ¢ 10g.L™") e acibenzolar-S-metil (ASM) (0,2mg.mL"™")
na germinacdo de conidios de C. coffeicola.

Tratamentos Germinacéo’

ECC 0 10 50 100 150 200
(g.L™h 2,922° 2937 2935 29610 2,949 2,956
ASM

(0,2mg.mL™) 2,846

* = gignificativo, pelo teste de Dunnett (P = 0,05); ns = ndo significativo, pelo
teste de Dunnett (P = 0,05). 'Dados transformados para arcosen da Vx.
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3.1.2 Oleo essencial de tomilho

O O6leo essencial de tomilho a 500, 1000 e 2000ppm reduziu
significativamente a germinagéo de conidios de C. coffeicola em 27,6%, 30% e
45,1%, em relacdo a testemunha, pelo teste de Scott Knott (P = 0,05), enquanto
que, no tratamento com ASM 2mg.L'l, observou-se reducdo de 13,7% em
relagdo a testemunha. O OET a 125 e 250ppm, apesar de ndo possuir diferengas
significativas em relagdo a testemunha, reduziu a germinagdo em 4,5% ¢ 9,2%,
respectivamente. Doses de 500 e 1000ppm nao diferiram estatisticamente entre
si, reduzindo a germinagdo em 27,6% e 30% em relagdo a testemunha. O OET a
2000ppm diferiu de todas as demais concentra¢des, apresentando 45,1% de
inibi¢do da germinagdo em relagdo a testemunha. O tratamento adicional com
ASM 2mg.L™" diferiu estatisticamente somente do OET 1000 e 2000ppm, pelo
teste de Dunnett (P = 0,05) (Tabela 2).

O oleo essencial de tomilho apresentou efeito inibitorio & germinacao de
conidios de C. coffeicola, a medida em que se aumentou a concentragdo do 6leo.
A DLs, do dleo essencial de tomilho para a germinagdo de conidios de C.
coffeicola foi estimada em 4440ppm.

Resultados do presente estudo foram semelhantes aos de Bastos (1997),
utilizando 6leo de Piper aduncum a 500 ¢ 1000ppm. Barbosa et al. (2004) com
6leo essencial de nim a 1%, constataram a reducdo total da germinagdo de
Crinipellis perniciosa e Bonaldo et al. (1998), utilizando 6leo de Corymbia
citriodora, observaram inibi¢do de 100% da germinagdo de Sclerotium rolfsii,
Phytophthora sp., Alternaria alternata e¢ C. graminicola. Wilson et al. (1997),
observaram atividade antifingica de Thymus sygis 0,78%, uma espécie de

tomilho vermelho, na germinagdo de Botrytis cinerea, 40 horas apos inoculagéo.
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FIGURA 2. Efeito de doses do 6leo essencial de tomilho (OET) (0, 125, 250,
500, 1000 e 2000ppm) na germinagdo de conidios de C. coffeicola.
Dados transformados para arcosen da Vx.

TABELA 2. Efeito de doses do 6leo essencial de tomilho (OET) (2000, 1000,
500, 250 e 125ppm) e acibenzolar-S-metil (ASM) (0,2mg.mL"™") na
germinacdo de conidios de C. coffeicola.

Tratamentos Germinacdo’

OET 0 125 250 500 1000 2000
(ppm) 2,922 2.899™  2.874™  2759™ 2743 2,620
ASM

(0,2mg.mL™) 2,846

* = significativo, pelo teste de Dunnett (P = 0,05); ns = ndo significativo, pelo
teste de Dunnett (P = 0,05). 'Dados transformados para arcosen da Vx.
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3.2 Efeito de doses do extrato de casca de café e 6leo essencial de tomilho
sobre o crescimento micelial de C. coffeicola
3.2.1 Extrato de casca de café

Todas as doses do extrato de casca de frutos de café (ECC) exerceram
efeito inibitdrio no crescimento micelial do fungo em relacdo a testemunha (dose
0). Com o aumento das doses do ECC, observou-se um menor crescimento
(Figura 3).

O crescimento do fungo foi afetado diretamente, caracterizando um
efeito fungitoxico. Normalmente, indutores de resisténcia ndo atuam sobre o
patégeno, contudo, em alguns casos, os indutores podem atuar induzindo
resisténcia e afetar o patogeno diretamente, dependendo das dosagens utilizadas

(Nojosa, 2003).
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FIGURA 3. Efeito de doses do extrato de casca de frutos de café (ECC) (0, 10,
50, 100, 150 e 200g.L™") sobre o indice de crescimento micelial
(ICM) de C. coffeicola.
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Resultados diferentes foram obtidos por Amaral (2005) que, realizando
ensaio in vitro com o ECC 100g.L™", ndo observou diferencas significativas em
relagdo a testemunha. Outros resultados semelhantes foram relatados por Barguil
(2004), quando inoculou com Phoma costarricensis, que também observou que,
além do extrato ndo ser toxico ao fungo, promoveu o crescimento do fungo
superior ao da testemunha.

O tratamento adicional com ASM 2mg.L" diferiu estatisticamente de
todas as doses do ECC, exceto da 200g.L'1, pelo teste de Dunnett (P = 0,05)
(Tabela 3).

A DL, do ECC foi calculada em 410g.L™".

TABELA 3. Efeito das doses do extrato de casca de frutos de café¢ (ECC) (200,
150, 100, 50 ¢ 10g.L™") e acibenzolar-S-metil (ASM) (0,2mg.mL"™")
sobre o indice de crescimento micelial ICM) de C. coffeicola.

Tratamentos ICM

ECC 0 10 50 100 150 200
(@L™ 2,000° 1,829° 1,611 1,570  1,466°  1,333™
ASM

(0,2mg.mL™) 1,212

* = significativo, pelo teste de Dunnett (P = 0,05); ns = ndo significativo, pelo
teste de Dunnett (P = 0,05).

3.2.2 Oleo essencial de tomilho

Todas as doses do 0Oleo essencial de tomilho (OET) diferenciaram-se
entre si e em relacdo a testemunha. Com o aumento da concentragdo OET,
observou-se um menor crescimento fungico (Figura 4 e 5). O desenvolvimento
do fungo foi afetado diretamente quando utilizou-se o OET, caracterizando um

efeito fungitoxico.
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FIGURA 4. Efeito de doses do 6leo essencial de tomilho (OET) (0, 125, 250,
500, 1000 e 2000ppm) sobre o indice de crescimento micelial (ICM)
de C. coffeicola.

Resultados similares foram obtidos por Souza et al. (2004), utilizando
OET adicionado ao meio, que observaram inibi¢do do crescimento micelial de
Rhizopus sp., Penicillium spp., Eurotium repens e Aspergillus niger, nas
concentragdes de 500, 1000, 1500 ¢ 2000ppm. Outros trabalhos também tém
mostrado o efeito antimicrobiano do OET, como os de Maruzzella & Ligguori,
(1958), Beuchat (1976) e Farag et al. (1989).

Com relagdo as diferentes concentragdes do OET, o ASM 2mgL’
diferiu estatisticamente de todas as doses do OET, pelo teste de Dunnett (P =
0,05) (Tabela 4).

A DLsy do OET foi calculada em 621ppm.

Nao foi possivel, a partir dos resultados obtidos e da natureza dos
experimentos (experimentos de inducdo de resisténcia), correlacionar o potencial
antifungico e reducdo de lesdo in vivo, neste estudo, tampouco fazer observagdo

de disseminacdo de principio ativo sistematicamente.
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TABELA 4. Efeito do 6leo essencial de tomilho (OET) (2000, 1000, 500, 250 ¢
125ppm) e do acibenzolar-S-metil (ASM) (0,2mg.mL™") sobre o
indice de crescimento micelial (ICM) de C. coffeicola.

Tratamentos ICM

OET 0 125 250 500 1000 2000
(ppm) 1,967°  1,694° 1,499  1,065° 0,667 0305
ASM

(0,2mg.mL™) 1,212

* = significativo, pelo teste de Dunnett (P = 0,05); ns = ndo significativo, pelo
teste de Dunnett (P = 0,05).
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FIGURA 5. Efeito do 6leo essencial de tomilho (OET), extrato de casca de frutos de café (ECC) e ASM 0,2mg.mL"",
testemunha (Test.) e testemunha mais 2% de propilenoglicol (surfactante) (Test. + Prop.) sobre o
crescimento micelial de C. coffeicola.



3.3 Efeito de doses do extrato de casca de café e oleo essencial de tomilho
sobre a incidéncia de C. coffeicola em mudas de cafeeiro
3.3.1 Extrato de casca de café

As areas abaixo da curva de progresso da incidéncia da cercosporiose
(AACPI) apresentaram diferencas significativas, pelo teste Scott Knott (P =
0,05), 82 dias apds pulverizagdo, para as doses ECC (Figura 5). Observou-se
diminui¢do de 12,4%, 11,3%, 28,1% e 9,6% na AACPI, em relagdo a
testemunha (dose 0), para os tratamentos 50, 100, 150 e 200g.L'1 de agua,
respectivamente, enquanto que o ASM 0,2mg.mL™ apresentou redugio de
30,5%. A protecdo de mudas de cafeeiro ndo foi proporcional a concentragdo do
ECC. O tratamento adicional com ASM 0,2mg.mL’ ndo diferiu
significativamente, pelo teste de Dunnett (P = 0,05), das doses 50, 100, 150 e
200g.L" (Tabela 5).

2250 - y =2026,2 - 8,397x + 0,0314x"
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FIGURA 6. Efeito de doses do extrato de frutos de café (ECC) (0, 10, 50, 100,
150 ¢ 200g.L™") na redugio da area abaixo da curva de progresso da
incidéncia da cercosporiose (AACPI), em mudas de cafeeiro.
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Nao foi observada diferenga significativa na AACPI para a dose 10g.L™",
em relagdo a testemunha, pelo teste Scott Knott (P = 0,05).

A redug¢do no progresso da cercosporiose pelo ECC, observada no
presente estudo, confirma o efeito semelhante verificado por outros autores.
Amaral (2005), trabalhando com o mesmo patossistema, aplicou o ECC 100g.L"!
de agua e obteve reducdo de 40% na AACPI, quando comparado a testemunha,
Barguil (2004) observou que o ECC 100g.L”' de é&gua influenciava
negativamente o tamanho e o nimero de lesdes de Phoma costarricensis. Santos
(2006) testou o ECC 100g.L" de agua em campo, observando redugdo de 34%
na incidéncia da cercosporiose em relagdo ao Viga-café, considerada testemunha
padrdo. A DLsy estimada do ECC, a qual provavelmente apresentaria o maior

controle da cercosporiose (20,61%), ¢ de 134g.L™".

TABELA 5. Efeito das doses do extrato de casca de frutos de café (ECC) (200,
150, 100, 50 ¢ 10g.L™") e acibenzolar-S-metil (ASM) (0,2mg.mL™")
na area abaixo da curva de progresso da incidéncia da cercosporiose
(AACPI), em mudas de cafeeiro.

Tratamentos AACPI

ECC 0 10 50 100 150 200
(gL 1836"  2180° 1607 1628™ 1320  1660™
ASM

(0,2mg.mL™) 1276

* = significativo, pelo teste de Dunnett (P = 0,05); ns = ndo significativo, pelo
teste de Dunnett (P = 0,05).

De acordo com a curva de progresso da incidéncia da cercosporiose

(Figura 7), nas avaliacdes realizadas aos 15 e 30 dias ap6s inoculagdo, todos os
. A . -1

tratamentos apresentaram incidéncia semelhante, exceto o ECC 10g.L~, que

apresentou incidéncia superior a todos os tratamentos em todas as avaliagdes.
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Aos 45, 60 e 75 dias apos inoculagdo, 0 ASM 0,2mg.mL" apresentou incidéncia
cerca de 30%, 35% e 43,5% inferior a incidéncia da testemunha ¢ ECC 150g.L'1
apresentou incidéncia 32%, 36% e 40,7%, também inferiores a testemunha.

A casca de frutos de café possui, em sua fragcdo soluvel, carboidratos,
proteinas, taninos e varios compostos fenolicos. Conforme Molina et al. (1974),
42% do peso dos frutos de café cereja correspondem a polpa, considerada
residuo do beneficiamento do fruto seco. Em sua composi¢do constam,
principalmente, compostos fendlicos (4cido clorogénico e flavondides).
Compostos fendlicos nas células vegetais, quando presentes em alta
concentragdo, ou oxidados de fendis simples a quinonas, podem constituir-se em
componentes de defesa do vegetal contra fatores externos (Nicholson &

Hammerschmidt, 1992; Pascholati & Leite, 1994).
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FIGURA 7. Curva de progresso da incidéncia da cercosporiose em mudas de
cafeeiro inoculadas com C. coffeicola. Extrato de casca de frutos de
café (ECC) (g.L") e Acibenzolar-S-metil (ASM) (0,2mg.mL™).
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3.3.2 Oleo essencial de tomilho

No experimento realizado em casa-de-vegetagdo, com diferentes
concentragoes do OET, assim como no experimento anterior, 0 ASM 0,2mg.mL"
' reduziu significativamente a AACPI em relagdo a testemunha. O OET 125,
250, 500, 1000 e 2000ppm ndo diferiu estatisticamente em relagdo ao ASM
0,2mg.mL™" pelo teste de Dunnett (P = 0,05) (Tabela 6).

TABELA 6. Efeito das doses do 6leo essencial de tomilho (OET) (2000, 1000,
500, 250 e 125ppm) e acibenzolar-S-metil (ASM) (0,2mg.mL"™") na
area abaixo da curva de progresso da incidéncia da cercosporiose
(AACPI), em mudas de cafeeiro.

Tratamentos AACPI

OET 0 125 250 500 1000 2000
(ppm) 2350"  2007™  1920™ 1890™ 1936™  2076™
ASM

(0,2mg.mL™) 1610

* = significativo, pelo teste de Dunnett (P = 0,05); ns = ndo significativo, pelo
teste de Dunnett (P = 0,05).

Trabalhos semelhantes foram realizados por Almada et al. (1998), em
casa-de-vegetacdo, os quais observaram efeito fungitdéxico do OET 20% em
plantas de pepino inoculadas com Pseudoperonospora cubensis. Medice (2005),
trabalhando com ferrugem da soja, observou redugdo na severidade da doenca
variando de 35% a 62%, em diferentes cultivares tratadas sete dias antes da
inoculacdo com OET 0,3%. A autora relatou também o efeito direto do 6leo na
formagdo de urédias e urediniosporos de Phakopsora pachyrhyzi. Hassanzadeh
(2006) observou redugéo significativa de Erwinia amylovora em maga, quando
tratada com OET, em combinagdo com oxicloreto de cobre.

De acordo com a Figura 8, em todas as avaliagdes, aos 15, 30, 45, 60 ¢
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75 dias apds inoculagdo, o ASM 0,2mg.mL’1 apresentou menor incidéncia da
doenca em relagdo a testemunha, enquanto que os tratamentos com OET
permaneceram com incidéncias superiores ao ASM e inferiores & testemunha,

com comportamento similar entre as doses.

Folhas Lesionadas (%)

0 15 30 45 60 75

Dias ap6s inoculagdo

—&— ASM ——0OET0 —4&—OETI125 —&—0ET 250
—©— OET 500 —A— OET 1000 —— OET 2000

FIGURA 8. Curva de progresso da incidéncia da cercosporiose em mudas de
cafeeiro inoculadas com C. coffeicola. Oleo essencial de tomilho
(OET) (ppm) e Acibenzolar-S-metil (ASM) (0,2mg.mL™).

Aos 30, 45, 60 e 75 dias apds inoculagdo, o ASM O,ng.mL'1 reduziu a
incidéncia da cercosporiose em 33,5%, 34,6%, 30,7% e 25,7%, em relagdo a
testemunha, enquanto que o OET 500ppm, a melhor dose, porém,
significativamente semelhante as demais, pelo teste Tukey (P = 0,05),

apresentou controle de 30,7%, 31,3%, 29% e 23,1%, em relagdo a testemunha.
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4 CONCLUSAO

O extrato de casca de frutos de café ndo apresentou efeito fungitoxico na
germinagdo de conidios de Cercospora coffeicola, no entanto, reduziu

significativamente o crescimento fungico de C. coffeicola.

Verificou-se efeito fungitoxico do oleo essencial de tomilho sob a

germinagdo e o crescimento micelial de C. coffeicola.

O extrato de casca de frutos de café e o 6leo essencial de tomilho
mostraram-se promissores no controle da cercosporiose do cafeeiro,
respectivamente nas concentragdes de 150g.L"' e 500ppm, quando

aplicados sete dias antes da inoculagao.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E ULTRA-ESTRUTURAL DE
FOLHAS DE CAFEEIRO PULVERIZADAS PREVIAMENTE COM
EXTRATO DE CASCA DE CAFE E OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO,
E INOCULADAS COM C. coffeicola
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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Borges. Caracterizacdo bioquimica e ultra-estrutural do
efeito da aplicagcdo de extrato de casca de café¢ e 6leo de tomilho em folhas de
cafeeiro. In: . Extrato de casca de café e 6leo de tomilho no controle
de Cercospora coffeicola Berk & Cooke em cafeeiro. 2006. Cap. 3, p.56-78.
Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

O presente trabalho teve por objetivo estudar o efeito do extrato de casca de
frutos de café¢ (ECC) e dleo essencial de tomilho (OET) na indugdo de
resisténcia em cafeeiro contra a cercosporiose, usando como marcadores, as
peroxidases e a lignificagdo. Além disso, observar por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV), os efeitos destes na germinacdo e no
desenvolvimento do fungo. Para a caracterizagdo da resposta de defesa das
plantas e observagdo em MEV, foram testados o ECC 150g.L", OET 500ppm,
ASM 0,2mg.mL" e uma testemunha. Foram utilizadas mudas da cultivar Mundo
Novo, cultivadas em substrato Plantmax”. As plantas foram tratadas e, apds sete
dias, inoculadas. As coletas do tecido para a determinacdo das atividades de
peroxidases foram realizadas 24, 48, 96 ¢ 168 horas apos tratamento das mudas,
com o0s mesmos tempos apds inoculacdo das mesmas. A coleta para
determinacdo de lignina foi realizada 14 dias apés tratamento. As plantas foram
pulverizadas e, ap6s sete dias, tiveram suas folhas destacadas e inoculadas. As
amostras a serem observadas em MEV foram coletadas 4, 8, 16 ¢ 48 horas apds
inoculagdo, e preparadas segundo a metodologia estabelecida pela UFLA. As
plantas somente tratadas com ECC apresentaram pico de atividade de
peroxidases no sétimo e décimo primeiro dias apos tratamento. As plantas
inoculadas apresentaram comportamento semelhante. As plantas tratadas com
OET apresentaram picos de atividade no segundo e terceiro dias apds
tratamento, voltando a atingir o pico no nono dia, no qual mantiveram-se até o
décimo quarto dia. As plantas inoculadas apresentaram pico apenas no primeiro
dia apods inoculagdo. Nao foram observadas diferencas significativas na
concentragdo de lignina aos 14 dias apods pulverizagdo entre os tratamentos
testados. Observou-se em MEV que o ECC promoveu melhor germinagdo dos
conidios e desenvolvimento do fungo, diferentemente do OET, que reduziu a
germinagdo dos conidios e o desenvolvimento do fungo em todos os tempos.

“Comité de Orientacdo: Eduardo Alves — UFLA (Orientador); Mario Licio
Vilela de Resende — UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Borges. Biochemical and ultra-structural characterization of
the effect of coffee peel extract and thyme oil application on coffee leaves. In:
. Coffee peel extract and thyme oil in the control of Cercospora
coffeicola Berk & Cooke in coffee. 2006. Chap. 3, p.56-78. Dissertation
(Master in Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The present work was aimed at studying the effect of coffee husk extract (CHE)
and thyme essential oil (TEO) on the resistance induction against brown eye spot
on coffee leaves through peroxidase activity and lignification. It was also
observed through scanning electron microscopy (SEM), the effects of these
possible inducers on spore germination and fungal development. For the
characterization of the defense responses of plants and observation in SEM,
CHE (150g.L™"), TEO (500ppm), ASM 0.2mg.mL" and non-treated control were
tested. ‘Mundo Novo’ seedlings were cultivated in Plantmax™., The plants were
treated and, after seven days, inoculated. The tissue sampling for peroxidase
activity determination was made at 24, 48, 96 and 168 hours after seedling
treatment and after seedling inoculation. Sampling to determine lignin formation
was carried 14 days after treatment. The plants were sprayed and, after seven
days, their leaves were detached and inoculated. The samples used for
observation in SEM were collected 4, 8, 16 and 48 hours after inoculation, and
prepared according to methodology already established at UFLA. Plants that
received only CHE had peaks of peroxidase activity in the seventh and eleventh
days after treatment and, when inoculated the plants had similar behavior. Plants
treated with TEO showed activity peaks in the second and third days after
treatment, having another peak in the ninth day which was observed until the
fourteenth day. For the inoculated plants it was observed a peak only in the first
day after inoculation. There were no significant differences in the lignin
concentrations fourteen days after spraying treatments. It was observed through
SEM that CHE promoted better conidial germination and fungal development;
on the other hand TEO reduced conidial germination and fungal development at
all time points evaluated.

"Advising Committee: Eduardo Alves - UFLA (Adviser), Mério Licio Vilela
de Resende — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

A indugdo de resisténcia em plantas vem sendo estudada em diversos
patossistemas. Trabalhos estdo sendo realizados com o intuito de descobrir e
desenvolver novos eliciadores capazes de ativar, de forma eficiente, mecanismos
de defesa em plantas. Podem ser citados: a ativacdo de genes de proteinas
relacionados a patogénese (PRps) e os genes de enzimas que regulam rotas do
metabolismo secundario de substancias do tipo fitoalexinas ou outros compostos
de defesa, como lignina (Sticher et al., 1997). Estes genes podem ser ativados
por eliciadores biodticos, como formas avirulentas do patdgeno, ragas
incompativeis, extratos fungicos, extratos vegetais, 6leos essenciais (Stangalin &
Pascholati, 1997) ou eliciadores abidticos, como acibenzolar-S-metil, entre
outros.

Existe uma caréncia de estudos utilizando a microscopia eletrénica de
varredura e transmissdo na investigacdo do parasitismo de plantas, visando ao
controle de doengas com a utilizacdo de extratos vegetais e 6leos essenciais.

A aplicagd@o de produtos de origem natural, como subprodutos da cadeia
produtiva do café (casca de frutos de café) ou alguns dleos (nim e tomilho), que
j& vém sendo utilizados em cafeeiro para o controle de pragas (bicho mineiro),
pode ser ativador de resisténcia de plantas de cafeeiro contra fungos
patogénicos.

De modo geral, este trabalho teve por objetivo estudar o efeito do extrato
de casca de frutos de café e 6leo essencial de tomilho na indu¢do de resisténcia
em cafeeiro contra a cercosporiose, utilizando como marcadores as enzimas
peroxidases e a lignificagdo. Além disso, buscou-se observar, por meio da
microscopia eletronica de varredura, os efeitos desses na germinagdo e no

desenvolvimento do fungo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das mudas de cafeeiro

Para a realizagdo dos experimentos, em casa-de-vegetacdo, foram
utilizadas sementes de café cultivar Mundo Novo 379/19 suscetiveis a C.
coffeicola, cedidas pela EPAMIG. As sementes foram germinadas em areia, até
que atingissem o estagio de ‘palito de fosforo’ e em seguida, transplantadas para
bandejas contendo substrato Plantmax®, onde receberam solugdo nutritiva e
irrigagdes diarias, evitando qualquer tipo de estresse as mudas, até a formagao
do terceiro par de folhas verdadeiras.

A obten¢do destas mudas teve como proposito fornecer material foliar
para a avaliacdo dos caracteres bioquimicos envolvidos na resposta de defesa.

Foram testados somente os tratamentos que apresentaram maior
eficiéncia no controle da cercosporiose, nos experimentos do capitulo anterior.
No caso do extrato de casca de frutos de café, testou-se a diluigdo de 150g.L" e
do o6leo essencial de tomilho, & concentracdo de 500ppm. Foram também
adicionados ao experimento uma testemunha padrdo de indugdo de resisténcia
(acibenzolar-S-metil 0,2mg.mL") e uma testemunha. As plantas foram divididas
em tratadas e inoculadas, e tratadas e ndo inoculadas.

Quando as mudas apresentaram o terceiro par de folhas verdadeiras
completamente expandido, tiveram as faces inferior e superior de suas folhas
pulverizadas com as solucdes do extrato e do 6leo, até o ponto de escorrimento.

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com trés blocos e

parcela experimental composta de trés plantas.
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2.2 Coleta e armazenagem de amostras

As coletas foram realizadas 24, 48, 96 e 168 horas apos pulverizacdo do
extrato de casca e 6leo de tomilho, coletando folhas das plantas tratadas, mais a
testemunha e, ap6s a inoculagdo do fungo, novamente foram coletadas amostras
as 24, 48, 96 ¢ 168 horas. As mudas foram inoculadas mediante pulverizagdo da
suspensao de conidios nas faces inferiores e superiores de suas folhas e, logo
apods, submetidas a uma camara umida por um periodo de 14 horas.

Na ocasido da ultima coleta, também foram realizadas as coletas das
plantas para a realizacdo das analises de lignina. Todas as folhas das plantas
foram coletadas (primeiro, segundo e terceiro par de folhas) e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido, a fim de se evitar oxidacdo. Em seguida,
foram armazenadas a -80°C até o momento da maceracao.

Para a caracterizagdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na
resposta de defesa, aproximadamente 3g de folhas das mudas de café de cada
tratamento (com e sem inoculagdo) foram macerados em almofariz com tampao
acetato de sodio S0mM, pH 5,2, contendo NaCl 0,5M e 0,4% de acido citrico.
Posteriormente, a mistura foi filtrada em pano de seda e a suspensdo
centrifugada a 12.000g por 20 minutos, a uma temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi mantido a -80°C até o momento das analises. Estes extratos
foram utilizados para a determinagdo de proteinas totais, pelo método de

Bradford (1976) e quantificagdo da atividade de enzimas peroxidases.

2.3 Caracterizacdo dos mecanismos envolvidos na protecdo do cafeeiro a
Cercospora coffeicola
2.3.1 Quantificacdo de proteinas totais

A proteina solivel contida nos extratos foi aferida pelo ensaio de
Bradford (1976), utilizando solugdes de albumina sérica bovina (BSA), para se

fazer a calibragdo da curva padrdo do reagente de Bradford.
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A quantificacdo das proteinas totais torna-se necessaria, pois, o resultado
das atividades das enzimas peroxidases sdo expressas em unidade de atividade

por miligrama de proteina (U.A.mg de proteina™).

2.3.2 Determinacdo da atividade de peroxidases

A atividade de peroxidases de guaiacol foi determinada pela adicdo de
100uL do extrato enzimatico ajustado para 2mL de uma solugdo contendo
acetato de sodio 50mM pH 5,2, guaiacol 20mM e peroxido de hidrogénio
20mM. Apos incubagdo a 30°C por 10 minutos, a absorbancia foi aferida a 480,
(Urbanek et al., 1991). Os resultados foram expressos em unidade enzimatica

(U.E.)/mg de proteina.

2.3.3 Quantificacao de lignina

O teor de lignina foi determinado pelo método do &cido tioglicdlico,
segundo Monties (1989), com algumas modificagcdes. A partir do material
armazenado, 0,2g de tecidos foliares foram pesados, de cada uma das repeti¢des
de cada tratamento. A extragdo de pigmentos foi realizada com a adigdo de SmL
de acetona 85%, por um periodo de 24 horas. Apods a extragdo com acetona, o
material foi centrifugado, o sobrenadante descartado e deixado em repouso até a
secagem. Depois de seco, o material foi tratado com SmL de acido tioglicdlico e
acido cloridrico 2N (1:10v/v), por 4 horas a 100°C; em seguida, foi centrifugado,
lavado com agua e novamente centrifugado, quando foram adicionados 5 mL de
hidroxido de s6dio 0,5N por 18 horas para a extragdo do acido lignotioglicolico
do precipitado. As amostras foram centrifugadas novamente e o sobrenadante foi
acidificado com 200l de acido cloridrico concentrado e incubado no gelo por 4
horas. Apos isso, o precipitado foi coletado, ressuspenso em hidroxido de sodio
0,5N e a absorbancia a 280,, foi determinada em espectrofotometro. A

quantidade de lignina foi calculada com base em uma curva padrdo, construida
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com diferentes concentra¢des de lignina padrao (alkali, 2-hidroxipropil éter) e os

dados foram expressos em pg.mg"' de matéria fresca.

2.4 Estudo histopatoldgico C. coffeicola
2.4.1 Instalacdo do experimento e inoculacéo

Foram utilizadas mudas de café com seis meses de idade, cultivadas em
bandejas com substrato Plantmax®, as quais foram submetidas aos melhores
tratamentos do experimento do capitulo anterior, extrato de casca de frutos de
café 150g.L" e do 6leo essencial de tomilho, & concentragdo de 500ppm. Foram
também adicionadas ao experimento uma testemunha padrio de indugdo de
resisténcia (acibenzolar-S-metil 0,2mg.mL"') e uma testemunha somente
inoculada.

Aos sete dias apds tratamento das mudas, foram coletadas quatro folhas
de cada tratamento, destacando-se a folha do terceiro e quarto pares, as quais
foram lavadas com agua corrente com detergente e secas, depois acomodadas
em bandejas, de plastico desinfestadas com alcool. Foi colocada no fundo das
bandejas uma esponja de latex em lamina, umedecida com &gua destilada e
coberta com papel aluminio perfurado, para permitir a passagem da umidade.
Em seguida, foram desenhados quatro circulos de 1cm de didmetro com caneta
de marca permanente na superficie abaxial de cada folha. No centro de cada
circulo, foi colocada uma gota de 30uL de suspensio de conidios de 1,5 x 10°
conidios.mL™ de C. coffeicola. Apds a inoculagdo, as bandejas foram cobertas
com plastico transparente e colocadas em camara de crescimento a 25°C, até o

final das coletas.

63



2.5 Coleta das amostras para microscopia

As coletas das amostras a serem observadas em microscopia eletronica
de varredura (MEV) foram realizadas nos tempos de 4, 8, 16 e 48 horas apods
inoculacdo. As coletas foram feitas por meio de cortes circulares de Smm de
diametro, realizados com bisturi, dentro de cada circulo onde foram inoculadas.
Os fragmentos foram colocados em microtubos de 1,5mL contendo fixador
(Karnovisky’s modificado) e, em seguida, armazenados em geladeira a 4°C.

O preparo ¢ a observagdo das amostras em MEV foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia e Analise Ultra-Estrutural (LME), no Departamento
de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG.

2.5.1 Preparo das amostras para microscopia eletronica de varredura

Depois do material ser imerso em solugdo fixativa (Karnovisky’s
modificado), pH 7,2, por um periodo de no minimo 24 horas, oito fragmentos de
cada tratamento foram transferidos para uma solugdo tampao de cacodilato
0,05M e lavados trés vezes, durante 10 minutos. As secgOes foram transferidas
para solugdo de tetroxido de 6smio 1,0% em agua por 1 hora, lavadas em agua
destilada por trés vezes e desidratadas em uma série de acetona (30%, 50%,
70%, 90% e 100%, por trés vezes). Apos essa desidratacdo, as amostras foram
levadas ao aparelho de ponto critico Balzers CPD 030 para substituicdo da
acetona por CO, e complementacdo da secagem. Os espécimes obtidos foram
montados em suportes de aluminio stubs com fita de carbono sobre uma pelicula
de papel aluminio e cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 050 para
observacdo em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40. As imagens
foram geradas e registradas digitalmente, havendo diversas imagens para cada
amostra nas condi¢des de trabalho de 20Kv ¢ distancia de trabalho de 9mm. As
imagens geradas foram gravadas e abertas no Software Photopaint do pacote

Corel Draw 12.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo bioquimica
3.1.1 Atividade de peroxidases

O aumento da atividade de proteinas relacionadas a patogénese em
folhas de cafeeiro suscetivel foi associado com a expressdo de inducdo de
resisténcia induzida local (foliar) por ASM 0,2mg.mL"', ECC 150g.L" e OET na
concentragdo de 500ppm.

Com relagdo a atividade de peroxidases de guaiacol ao longo do periodo
adotado para o experimento de coleta de material fresco, plantas pulverizadas
com todos os tratamentos mostraram respostas de aumento em relagdo as
testemunhas, considerando plantas somente tratadas e tratadas e inoculadas.

Como mostrado na Figura 1, plantas somente tratadas com ASM
apresentaram picos de atividade no segundo e décimo primeiro dias apos a
pulverizagdo, assim como a testemunha, porém essa com atividade inferior.
ASM inoculado apresentou picos de atividade no oitavo dia ap6s pulverizagdo e
um pequeno pico no décimo quarto dia, ambos superiores a testemunha
inoculada. Resultados similares foram obtidos por Amaral (2005), em plantas de
café, quando tratadas com ASM, que observou picos de atividade desta mesma
enzima aos 15 dias apos tratamento (oito dias apds inoculacdo com C.
coffeicola). Em alguns patossistemas, esse pico de atividade ocorre antes. Em
plantas de tomate tratadas com ASM sem inoculagdo e inoculadas, o pico dessa
enzima ocorreu aos nove dias (Ribeiro Junior et al., 2004). No patossistema
tomate - Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, o pico de atividade

das enzimas peroxidases ocorreu aos 14 dias (Soylu et al., 2003).
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FIGURA 1. Atividade de peroxidases de guaiacol (POX) em folhas de cafeeiro,
apos tratamentos das mudas via pulverizagdo foliar com ASM
0,2mg.mL". + indica plantas tratadas e inoculadas. Seta indica
inoculagdo com C. coffeicola. Barras de erros indicam o desvio
padrdo.

Plantas somente tratadas com ECC apresentaram atividade de enzimas
peroxidases superiores em todas as coletas, com picos aos 7 ¢ 11 dias apos
tratamento das mudas, semelhante a testemunha, porém, com atividades
superiores. Plantas tratadas com ECC e inoculadas apresentaram comportamento
semelhante as somente tratadas, assim como a testemunha em relagdo a
testemunha ndo inoculada. O maior pico da atividade desta enzima foi
quantificada aos 11 dias ap6s tratamento das mudas com ECC 150g.L"', Amaral
(2005) observou maior pico desta atividade aos 20 dias apods tratamento das
mudas com ECC 100g.L" e posterior inoculagdo aos sete dias. Plantas, quando
submetidas a inoculagdo, geralmente apresentam atividade de peroxidases
superiores as ndo inoculadas. Mazzafera et al. (1989) também concluiram que o
tecido infectado de cultivares Catuai e Mundo Novo apresentou atividades de

peroxidases superiores aos nao infectados.
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FIGURA 2. Atividade de peroxidases de guaiacol (POX) em folhas de cafeeiro,
apos tratamentos das mudas via pulverizagdo foliar com ECC
150g.L". + indica plantas tratadas e inoculadas. Seta indica
inoculagdo com C. coffeicola. Barras de erros indicam o desvio
padrio.

Plantas somente tratadas com OET 500ppm apresentaram picos de
atividade de peroxidases no primeiro e segundo dias apos tratamento das mudas,
voltando atingir o pico no nono dia, mantendo-se até o décimo quarto dia.
Plantas tratadas com OET e inoculadas apresentaram pico no primeiro dia apds
inoculagdo, caindo no segundo e mantendo-se até¢ o décimo quarto enquanto que
a testemunha inoculada apresentou pequeno pico de atividade no quarto dia apds
inoculacdo (Figura 3).

Diante dos resultados obtidos neste ensaio bioquimico, também dos
obtidos no capitulo 2, pdde-se observar que o extrato de casca de café nao teve
efeito direto sobre o patdégeno, porém, induziu resisténcia, em mudas cafeeiro,
contra a cercosporiose, fato confirmado pelo aumento na atividade das enzimas

peroxidases.
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FIGURA 3. Atividade de peroxidases de guaiacol em folhas de cafeeiro, apos
tratamentos das mudas via pulverizacao foliar com OET 500ppm.
+ indica plantas tratadas e inoculadas. Seta indica inoculagdo com
C. coffeicola. Barras de erros indicam o desvio padrio.

3.1.2 Determinacao de lignina

Nao houve diferencas significativas dos teores de lignina, pelo teste de
Scott Knott (P = 0,05) (Figura 4). Os tratamentos inoculados apresentaram
concentragdes de lignina pouco superiores aos nao inoculados, com excecdo do
ASM 2mg.L"', que apresentou maior concentragdo de lignina no tratamento sem
inoculacdo. Essa diferenca também foi observada por Amaral (2005), em
experimento realizado com C. coffeicola, quando feita a quantificagdo aos 20
dias apos tratamento das mudas.

Amaral (2005) também obteve um acréscimo da concentragdo de lignina
em plantas tratadas com ECC 100g.L"' 20 dias antes e inoculadas com C.
coffeicola 13 dias antes das coletas, porém esse nio diferiu significativamente da
testemunha. Neste ensaio, ndo foi observada diferenga nas concentragdes de

lignina entre os tratamentos, pois a coleta foi realizada aos 14 dias apods
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tratamento das mudas. Provavelmente, o tempo foi insuficiente para tal
observacao.

A lignina é uma macromolécula fendlica, altamente complexa, sendo o
segundo composto mais abundante nos tecidos vegetais. Sua estrutura ainda ndo
¢ totalmente conhecida em fung@o das dificuldades no processo de extracdo, mas
acredita-se que seja originaria da polimerizagdo enzimatica de mondmeros de

alcoois coniferil, sinapil e p-cumaril (Dence & Lin, 1992; Taiz & Zeiger, 1998).
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FIGURA 4. Concentragdo de lignina acido soltivel (micrograma de lignina por
miligrama de matéria fresca) em folhas de mudas de cafeeiro, aos 14
dias apds pulverizagdo com os tratamentos. Testemunha (T),
Acibenzolar-S-metil (ASM) 0,2mg.mL", Extrato de casca de frutos
de café (ECC) 150g.L", Oleo essencial de tomilho (OET) 500ppm.
+ significa plantas tratadas e inoculadas com C. coffeicola, aos sete
dias apds pulverizagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo
direfem entre si pelo teste Scott Knott (P = 0,05). Barras de erros
indicam desvio padrao.
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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 fungico em tecidos vegetais, atuando como barreira, resistindo
a penetracdo ou ao desenvolvimento (Nicholson & Wood, 2001; Pascholati &
Leite, 1995; Misaghi, 1982; Hammerschmidt & Kuc, 1982; Ride, 1983).

Até o momento, nas pesquisas com cafeeiro tem se associado a reagdo
de hipersensibilidade com acumulo da calose, deposicdo de compostos fendlicos
e lignificacdo 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 dos tecidos ocorre para tentar impedir a penetracdo, ou mesmo, a
colonizacdo dos tecidos pelo patégeno, mesmo em cafeeiro suscetivel, como € o
caso da cultivar Acaia Cerrado, e como vem sendo comprovado em cafeeiro

resistente (Nojosa, 2003).

3.2 Estudo do efeito do ASM, ECC e OET no processo inicial de infeccéo de
C. coffeicola em folhas de café, por meio da microscopia eletrénica de
varredura

Em todos os tratamentos testados, observou-se que os conidios de C.
coffeicola iniciaram a germinagdo por volta de quatro horas apds inoculagio.
Nas plantas pulverizadas previamente com ASM, observou-se, quatro horas apos
a inocula¢do, que a germinagdo ocorreu de maneira semelhante a testemunha,
assim como as plantas tratadas com ECC 150g.L”. Entretanto, nas plantas
tratadas com OET 500ppm, observou-se inibicdo da germinac¢do de conidios de
C. coffeicola. Provavelmente, o 6leo essencial de tomilho apresentou efeito
fungitoxico (Figura 5).

Nas observagdes realizadas as oito horas apos inoculagdo, pdde-se
perceber a formagao de pequenas hifas na superficie foliar em plantas tratadas

com ASM, com ECC e na testemunha inoculada. Os conidios presentes em
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folhas tratadas com o ECC apresentavam-se bem desenvolvidos, visto que a
superficie foliar ainda apresentava grande quantidade do extrato aderido. Sabe-
se que a casca de frutos de café possui, em sua fracdo soluvel, quantidades
significativas de carboidratos, proteinas, taninos e varios compostos, que podem
ter favorecido o crescimento fungico. O OET, oito horas apds inoculagdo,
apresentou germinacdo reduzida, conforme observado anteriormente. Esses
resultados sdo compativeis com os apresentados no Capitulo 2, no ensaio de
germinacdo, em que o OET inibiu a germinacdo de conidios de C. coffeicola
(Figura 5).

Nas observagdes realizadas as 16 e 48 horas apds inoculagdo, como
mostra na Figura 6, os conidios ja se apresentavam em estadios avancados de
desenvolvimento em plantas tratadas com ASM, ECC e testemunha. O ECC 16
e 48 horas apds inoculacdo apresentou um crescimento superior ao da
testemunha, enquanto que, em plantas tratadas com OET, o crescimento ainda
mostrava-se reduzido. As observac¢des corroboram como os resultados obtidos
no Capitulo 2, no qual o OET mostrou efeito fungitdxico ao crescimento
micelial de C. coffeicola.

O ASM, como em todas observagdes, ndo mostrou efeito fungitdoxico a
germinacéo de C. coffeicola. Provavelmente, no ato da inoculagio, a folha ji nio
apresentava residuo do produto em quantidades significativas que poderiam
prejudicar a germinagdo dos conidios. O mesmo parece nao ter ocorrido em
plantas tratadas com OET, em que os conidios tiveram sua germinacao
diretamente afetada pela presenca do dleo.

Em estudo realizado por Medice (2005), com o patossistema soja
Phakopsora pachyrhyzi, observagdes realizadas em microscopio eletronico de
varredura mostraram que plantas tratadas com OET 3000ppm, sete dias antes da
inoculacdo, apresentavam urédias menores, uredinidsporos murchos ¢ em menor

numero. Como verificado por Zambonelli et al. (1996), com outros
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fitopatogenos, o 6leo de tomilho causou degenerag@o das hifas, indicando um
efeito fungitoxico do 6leo de tomilho sobre os patdgenos.

Existem poucos trabalhos utilizando a microscopia eletronica como
ferramenta na investigacdo do parasitismo de plantas em patossistemas, visando

ao controle de doencas, com a utilizacdo de extratos vegetais e 6leos essenciais.
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FIGURA 5. Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro inoculadas
com C. coffeicola. (A) ASM, (B) ECC, (C) OET e (D) Testemunha,
4h ap6s inoculagio e (E) ASM, (F) ECC, (G) OET e (H)
Testemunha, 8h apos inoculagao.
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FIGURA 6. Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro inoculadas
com C. coffeicola. (A) ASM, (B) ECC, (C) OET e (D) Testemunha,
16h apods inoculagdo e (E) ASM, (F) ECC, (G) OET e (H)
Testemunha, 48h apds inoculacio.
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4 CONCLUSAO

O maior pico de atividade de peroxidases ocorreu no quarto dia apos
inoculacdo em plantas tratadas com extrato de casca de frutos de café e
no segundo e terceiro dias apds inoculagdo, em plantas tratadas com

oleo essencial de tomilho.
No ensaio de microscopia eletronica de varredura, observou-se que o
extrato de casca de fruto de café ndo causou efeito direto & germinagéo

dos conidios de C. coffeicola, potencializando o crescimento do fungo.

O dleo essencial de tomilho reduziu a germinagdo e crescimento dos

conidios, caracterizando um efeito fungitéoxico do 6leo ao patogeno.
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CONSIDERACOES FINAIS

A sociedade tem se mostrado, cada vez mais, preocupada com o meio
ambiente e com a utilizagdo de produtos ecologicamente corretos, porém, de
baixo custo e com um bom nivel de controle. A indugdo de resisténcia contra
fitopatogenos, tida como um avango na agricultura, representa um método
alternativo no controle de doencas, que pode ser obtido por meio da utilizacao de
subprodutos da cadeia produtiva do café, como casca de frutos de café, e por
meio de 6leos essenciais, como o 6leo de tomilho.

A partir dos experimentos conduzidos neste trabalho, verificou-se que o
extrato de casca de frutos de café e o oleo essencial de tomilho podem ser
utilizados na protegdo do cafeeiro contra o ataque de Cercospora coffeicola, pois
0os mesmos apresentaram redu¢do na incidéncia da doenga, quando aplicados
sete dias antecedentes a inoculacdo. Nas observagdes realizadas em microscopia
eletronica de varredura, pode-se observar que o extrato de casca de frutos de
café ndo apresentou efeito fungitéxico aos conidios do fungo, enquanto que,
para o dleo essencial de tomilho, esse efeito foi verificado.

No entanto, faz-se necessaria a realizagdo de novos experimentos em
casa-de-vegetacdo, no sentido de verificar o efeito do extrato da casca de frutos
de café e 6leo essencial de tomilho em aplicacdes consecutivas em espagos de
tempo predeterminados, visando um controle da doenga por um periodo mais
prolongado e de maneira mais eficiente. Como complemento a este trabalho,
estudos com microscopia eletronica de varredura e transmissdo devem ser
realizados, para se entender como ocorre o processo de desenvolvimento do
patdégeno dentro do tecido hospedeiro. Esses estudos podem ajudar a esclarecer
sobre o tipo de barreiras (quimicas e estruturais) que podem levar a resisténcia

da planta.
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