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RESUMO

A geracdo de residuos urbanos aumenta com o passar dos anos e
graves problemas de impactos ambientais ocorrem devido ao seu inadequado tratamento e
disposicdo final. A utilizacdo de residuos urbanos na agricultura destaca-se como uma
alternativa vidvel e por conterem matéria orgénica podem colaborar tanto no controle de
doencgas da parte aérea das plantas, por inducdo de resisténcia sistémica, como induzir a
supressividade aos patdgenos habitantes do solo. O crescimento da agricultura organica
também demanda informacGes sobre os efeitos de matéria organica sobre as doencas de
plantas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da incorporacdo de algumas
fontes de matéria organica ao solo na inducdo da resisténcia sistémica a Ferrugem em mudas
de cafeeiro. Os efeitos da incorporacdo das fontes de matéria organica foram avaliados sobre o
comportamento das mudas (altura; teor de nitrogénio total foliar; e porcentagem de folhas
lesionadas, numero de lesdes por folha lesionada e esporulagdo de lesdes da Ferrugem), das
propriedades quimicas do substrato (pH e condutividade elétrica) e da atividade microbiana do
substrato (hidrolise do diacetato de fluoresceina — FDA). A inducdo de resisténcia sistémica a
Ferrugam foi estudada bioguimicamente por meio da atividade da peroxidase e da
polifenoloxidase em tecido foliar de plantas desenvolvidas em substratos com o lodo de esgoto
e com o composto de lixo em condicBes de casa de vegetacdo. As fontes de matéria organica
foram o lodo de esgoto, o composto de lixo urbano, a cama de aves e 0s estercos de suino, de

bovino e de ovino. As fontes de matérias organicas incorporadas ao substrato aumentaram o
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teor de nitrogénio foliar total e ndo induziram a resisténcia sistémica & Ferrugem do cafeeiro.
As outras varidveis estudadas tiveram um comportamento distinto conforme o tipo e a
concentracdo das fontes de matéria organica. O lodo de esgoto e o composto de lixo
interferiram no metabolismo secundario das plantas modificando a atividade da peroxidase e

da polifenoloxidase, indicando a participacdo das enzimas na resisténcia a doenca.
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SUMMARY

EFFECT OF ORGANIC MATTER SOURCES IN THE COFFEE RUST OF THE COFFEE
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The urban wastes production increases with the vyears and
environmental impacts occur due to its inadequate treatment and final disposition. The
standardized utilization of urban wastes in agriculture stand out as a viable alternative, apart
from organic matters applied in the soil may control foliar diseases of plants for induction of
systemic resistance and induction of supressiviness to soil pathogens. Also, the increase of
organic agriculture requests information about the effects of organic materials in plant disease.
The objective of this work was to evaluate possible effects of organic materials in the systemic
resistance induction for coffee orange rust in seedlings. The effects of incorporating the
organic matter sources into soil were evaluated over the conduct of seedlings (plant height;
foliar total nitrogen; and infected leaves percentage by plant, number of lesions by lesioned
leaf and lesions esporulation of rust), chemical properties of substrate (pH and eletrical
conductivity) and of substrate microbial activity (fluorescein diacetate hydrolysis — FDA). The
systemic resistance induction to coffee orange rust was studied by through biochemical assay

of activity of peroxidase and polyphenoloxidase in the foliar tissue of the plants developed in
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the sewage sludge and with waste compost in greenhouse conditions. The organic matter
sources were sewage sludge, waste compost, swine, bovine, sheep manures and the chicken
litter. The organic matter sources were incorporated to substrate increased the foliar total
nitrogen and didn’t affect the systemic resistance induction for coffee orange rust. The other
variables studied had distinct conducts according to the type and concentration of the organic
matter sources. The sewage sludge and waste compost interfere in the primary and secundary
metabolisms of the plants modifying the activity of the peroxidade and polyphenoloxidase

indicating the participation in the resistance to the disease.

Keywords: Hemileia vastatrix, coffee, orange rust, polyphenoloxidase, peroxidase, diacetate
fluorescein hydrolysis, organic matter, enzyme activity.



1 INTRODUCAO

O café € um importante produto agricola brasileiro de exportacao,
sendo o Brasil, 0 maior exportador mundial de café. Cresce em todo o mundo a expectativa
sobre 0 mercado de produtos orgénicos, dentre eles o café orgénico. Esse nicho de
mercado, embora ainda pequeno, cresce a uma taxa aproximada de 10% ao ano. A
crescente demanda por produtos livres de residuos de agrotoxicos, por parte de produtores e
consumidores, reflete a nova realidade e interesse por este tema (Azevedo et al., 2002).

Existe hoje a preocupacdo de que as cidades e as industrias estdo
cada vez mais encontrando dificuldades para dispor de seus residuos. A disposicao
ordenada na agricultura destes residuos no solo, aproveitando-se 0s nutrientes e materiais
organicos, vem sendo feita em muitas regies do mundo. Trata-se de uma oportunidade
para as zonas urbanas devolverem, na forma de residuos organicos (composto de lixo
organico e lodo de esgoto), os alimentos enviados pela zona rural, promovendo a integracdo
dos sistemas urbano e rural (Guimarées et al., 2002). Com a crescente necessidade de se
tratar os esgotos, ha a disponibilizacdo de residuos como o lodo de esgoto, rico em matéria
organica e que exige uma disposicao final adequada. Do mesmo modo, a quantidade de lixo
urbano gerada é elevada e crescente. Sua fracdo organica possui potencial de utilizacdo na
agricultura dependendo de alternativas para a disposi¢do final sem a degradacdo ambiental.
Com o desenvolvimento da agricultura organica no ambito nacional e mundial, outras

fontes de matéria organica (estercos de bovino, de ovino, de suino e cama de aves) estdo



sendo direcionadas em maior escala para o uso na agricultura. Deste modo, buscou-se
avaliar os efeitos dessas fontes de matéria organica na cultura do cafeeiro, a fim de serem
aproveitadas na forma de substratos para producdo de mudas, bem como simular os
possiveis efeitos de altas concentracfes das fontes de matérias organicas na Ferrugem do
cafeeiro em condicdes de casa de vegetacao.

De modo geral, as fontes de matéria organica sdo altamente
benéficas as diversas culturas, face & melhoria nas propriedades fisicas do solo, incluindo
aumento da disponibilidade de macro e micronutrientes, por meio da mineralizacdo da
matéria organica; elevacdo da capacidade de traca catibnica; diminuicdo da fixacdo de
fésforo por 6xidos amorfos; agregacdo do solo, reduzindo a suscetibilidade a erosdo;
aumento da capacidade de retencdo de agua; favorecimento das operacdes de preparo e das
atividades microbioldgicas do solo (Kiehl, 1985). Assim, a nutricdo e a adubacdo do
cafeeiro sob o paradigma organico poderdo manter a fertilidade do solo por meio da
utilizacdo dos recursos naturais disponiveis e contribuir para uma agricultura sustentavel.

Em diversas cidades do estado de Séo Paulo, o cafeeiro é uma das
culturas que vem recebendo a aplicacdo do lodo de esgoto com a finalidade de
fornecimento de nutrientes e de matéria organica, sem o conhecimento dos seus efeitos
sobre as doengas da cultura. A Ferrugem, principal doenca do cafeeiro, tem sido controlada
principalmente com fungicidas e variedades resistentes. A inducdo de resisténcia as
doencas de plantas, obtida com o emprego de matéria organica, pode ser um componente
indispensédvel em medidas de controle integrado, visando a preservacdo ambiental e a
reducdo dos custos de producéo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
incorporacdo dessas fontes de matéria organica ao solo para a producdo de mudas na
inducdo da resisténcia sistémica a Ferrugem do cafeeiro. Os efeitos da incorporacdo das
fontes de matéria organica foram avaliados sobre o comportamento das mudas (altura; teor
de nitrogénio total foliar; e porcentagem de folhas lesionadas, nimero de lesdes por folha
lesionada e a esporulacdo das lesbes da Ferrugem), das propriedades quimicas (pH e
condutividade elétrica) e atividade microbiana do solo (hidrolise do diacetato de

fluoresceina — FDA). A inducdo de resisténcia sistémica a Ferrugem foi avaliada



bioguimicamente por meio da atividade enzimética da peroxidase e da polifenoloxidase

com o lodo de esgoto e com o composto de lixo, em condicdes de casa de vegetacao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Geragdo de residuos nos centros urbanos

Os esgotos e o lixo urbano constituem-se nos dois maiores
problemas ambientais a serem enfrentados pelo homem no decorrer do século XXI. As
quantidades geradas sdo enormes, o que vem acelerando o ritmo de degradacdo dos
recursos naturais.

De acordo com a Secretaria de Planejamento do governo brasileiro,
apenas 30% dos esgotos produzidos em cidades brasileiras foram coletados em 1996 sendo
que, deste total, cerca de 8% receberam algum tipo de tratamento (Luduvice, 1998).
Andreoli & Pegorini (1998) reportaram que 10 milhdes de metros cubicos de esgotos sdo
despejados diariamente nos cursos d’agua sem nenhum tratamento, situacdo que deve ser
agravada com o aumento nas redes de coletas nos proximos anos.

Esta situacdo faz do tratamento dos esgotos uma pratica
indispensavel para a preservagdo dos recursos hidricos. No entanto, desse tratamento
resulta o lodo de esgoto, cuja a disposicao final é problematica e pode representar 60% dos
custos de operacdo de uma estacdo de tratamento (Centro Nacional de Referéncia em
Gestdo Ambiental Urbana, 1998). Embora uma fracdo muito pequena dos esgotos seja

tratada, quantidades significativas e crescentes de lodo de esgoto vém sendo geradas.



Conjuntamente aos problemas dos esgotos, no Brasil s&o
produzidos cerca de 100 mil toneladas de lixo urbano (Canabarro, 1995), e para Lima et al.
(1998) deve chegar a 170 mil toneladas diérias nos préximos 5 anos. No Brasil, 59% do
lixo gerado é simplesmente disposto em lixGes a céu aberto, sem o minimo de critério
técnico, 1% ¢é jogado em cursos d’agua, 13% é disposto em aterros controlados, 25% em
aterros sanitarios e o restante se divide em incineracdo e compostagem (Grossi, 1993). No
Estado de S&o Paulo, cerca de 87% do lixo gerado é disposto em lixdes a céu aberto, 8%
em aterros controlados e 5% em aterros sanitarios (Ferro Neto, 1994).

O tratamento do lixo consiste basicamente na separacdo da sua
fracdo organica dos matérias inertes reciclaveis como vidro, papel, papeldo, material
ferroso e plastico. A fracdo organica pode ser tratada por meio da compostagem, tendo
como produto final um residuo orgénico humificado com potencial de utilizacdo na
agricultura. Embora haja esta alternativa, o tratamento de lixo no Brasil ainda € incipiente.
Dados do IBGE apontaram para menos de 1% a quantidade tratada e compostada. Em
1995, na cidade de S&o Paulo, das 12 mil toneladas geradas diariamente, apenas 1,5% foi
processada em usinas de reciclagem e compostagem (Melo et al., 1997).

Estima-se que uma populacdo de cem mil habitantes produz de 50-
60 Mg/dia de lixo bruto. A grosso modo calcula-se que o lixo produzido por habitante é de
500 a 1000 gramas por dia, sendo em média de 500 a 700 gramas por dia por pessoa,
material na base Umida. Do lixo coletado, 50% em peso dardo residuos compostaveis
(contendo de 60 a 70% de &gua), 30-40% de rejeitos despreziveis e 10-20% de rejeitos
reciclaveis. O residuo compostavel apos o preparo do composto deve apresentar de 35 a
45% de umidade, perdendo no processo de um terco a metade de seu peso inicial (Kiehl,
1985).

A atenuacgdo ou até mesmo a solugdo dos problemas causados pelos
esgotos e lixos urbanos passam necessariamente por dois caminhos: o primeiro deles € a
educacdo da populacdo ou seja, ndo basta tratar residuos, é imprescindivel combater o
desperdicio e reduzir os volumes gerados; o segundo é a implementacdo de politicas
ambientais e de saneamento basico que visem ampliar a capacidade de tratamento desses
residuos. O sucesso das estagdes ou usinas de tratamento por sua vez, depende da

viabilizacdo técnica e econdmica de alternativas para a disposi¢éo final do lodo de esgoto e



do composto de lixo e neste contexto, o potencial de utilizacdo desses residuos na

agricultura, assume grande importancia (Oliveira, 2000).

2.2 Geragdo de residuos na agropecuaria

A criacdo de suinos, bovinos, ovinos e aves em sistemas intensivos
e confinados tem gerado problema para criadores, pois ha a produgéo de residuos organicos
em grande quantidade. Os mesmos, quando néo dispostos adequadamente, geram impactos
ambientais negativos que interferem no processo de producdo da agropecuaria. Por outro
lado, quando aproveitados adequadamente, sdo excelentes fontes de nutrientes,
especialmente N, podendo suprir, parcialmente ou totalmente, o fertilizante na producéo
agricola. Além do beneficio como fornecimento de nutrientes, o seu uso adiciona matéria
organica que melhora os atributos fisicos do solo, aumenta a capacidade de retencdo de
agua, reduz a erosdo, melhora a aeracdo e cria um ambiente mais adequado para o
desenvolvimento da microbiota do solo. Desta forma, os residuos organicos sao
considerados insumos de baixo custo e de alto retorno econdmico na agropecuéria, além do
retorno direto da atividade (Menezes et al., 2002).

A criacdo intensiva de suinos tem sido uma das atividades agricolas
de maior expansdo no Brasil (IBGE, 1999). Esta atividade produz em média 8,6
litros/dia/animal em terminacdo de dejetos liquidos, incluindo esterco e urina (Cheverry et
al., 1986). Um suinocultor médio com 3000 animais produz quantidade equivalente de
esgoto a uma cidade de 12.000 habitantes, podendo causar enormes problemas ambientais
ao atingir mananciais de gua potavel. Os dejetos de suinos sdo compostos de fezes, urina,
agua, restos de racdo, pélos e animais mortos. A composi¢cdo quimica do chorume é
formada por elementos essenciais para as plantas, tais como N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn,
Mn, Co e Cu (Cheverry et al., 1986). Deve-se destacar também a presenca de material
organico na composicao do chorume, com grande impacto na quimica, fisica e biologia do
solo. Desta forma, o chorume é um dejeto de grande valor para a fertilidade do solo e

nutricdo das plantas.



Vérios trabalhos tém documentado que a aplicagdo do chorume de
suino no solo causa aumentos nos teores de nutrientes, principalmente P (Oliveira &
Parizotto, 1994; Parra et al., 1999). O efeito ndo foi apenas no P-total mas também nas
fracdes inorgénicas de P, sugerindo uma rapida mineralizacdo do P organico presente no
chorume (Parra et al., 1998). As alteracbes na fertilidade do solo com a aplicacdo do
chorume de suinos causou aumentos nos teores de nutrientes nas folhas de feijoeiro,
principalmente N, P, K e Zn (Parra et al., 1999). Aplicacdo de chorume no solo tem
proporcionado aumentos nas produgdes de milho, soja e trigo (Oliveira & Parizotto, 1994)
e feijdo (Parra et al.,, 1999). O efeito da adubacdo organica e mineral sobre o
desenvolvimento de doencas de plantas foi relatado para diversos patossistemas (Zambolim
& Ventura, 1993; Malavolta, 1998; Tanaka et al., 2002). A nutricdo mineral pode
determinar a intensidade dos sintomas de doencas, como relatado por Tanaka (2002), onde
solos com alta fertilidade, principalmente elevados teores de nitrogénio, favoreceram o
desenvolvimento da antracnose em cultivo de morango. Assim, na recomendacdo da
adubacdo nitrogenada e organica deve-se levar em considerag@o o teor de matéria organica
do solo, sem o que, adubacdo pode resultar em plantas com condi¢fes nutricionais
propicias para o desenvolvimento da doenca.

2.3 Critérios para a aplicacao de residuos organicos urbanos em solos agricolas

Nos paises desenvolvidos, que apresentam legislagdes bem
definidas para disposicdo final de residuos com potencial poluente, os critérios adotados
para a aplicacdo de lodo de esgoto ou composto de lixo em solos agricolas sdo bastante
varidveis, o que reflete as dificuldades em se estabelecer normas a respeito deste assunto,
mesmo contando com um consideravel volume de resultados de pesquisa (Rodella &
Alcarde, 1999). No Brasil, a necessidade de se regulamentar a aplicacdo desses residuos é
urgente e, neste sentido, os Estados do Parana e de Séo Paulo ja deram passo a frente. No
Parand, por meio da SANEPAR, foram propostas normas, com alguns critérios adaptados
da legislacdo da Espanha, regulamentando a utilizacdo agricola do lodo de esgoto
produzido naquele Estado (Companhia de Saneamento do Parana, 1997). Para S&o Paulo, a

CETESB por meio da Norma P. 4.230 dispGe de critérios e procedimentos para a aplicacao



de lodo de esgoto em areas agricolas (Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental,
1999). Esta norma por sua vez, foi basicamente uma adaptacdo da norma 40 CFR (Code of
Federal Regulations) Part 503 da U.S.EPA — United States Environmental Protection
Agency (1996). Para o composto de lixo ndo existe no Brasil nenhum tipo de
regulamentacdo. No entanto, acredita-se que no futuro esta devera seguir, em linhas gerais,
os critérios estabelecidos para o lodo de esgoto.

De modo geral, as legislacbes sdo fundamentadas em aspectos
comuns como aqueles que dizem respeito as caracteristicas quimicas e microbiol6gicas dos
residuos, a escolha das areas aptas a receberem 0s residuos e naqueles que determinem as
taxas e frequéncias de aplicacGes. As grandes diferencas ficam por conta do grau de
exigéncia ou tolerancia preconizado em cada legislacao.

Para o Estado de S&o Paulo, a aplicacdo de lodo de esgoto em solos
agricolas ¢ realizada por meio da elaboragdo de um projeto no qual deve ser observado os
seguintes itens: composicao quimica e bioldgica do lodo de esgoto (presenca de organismos
patogénicos, teores de metais pesados e outros produtos toxicos), lodo proveniente de
processos de tratamento eficientes na reducdo de atracdo de vetores aprovados pela
CETESB (1999), caracteristicas da area onde se pretende aplicar o lodo (declividade do
terreno, localizagdo, profundidade do lengol fredtico, conteldo de metais pesados),
potencial de mineraliza¢do do N-orgéanico do lodo no solo onde seré aplicado. Se os teores
de metais pesados estiverem em concentraces superiores aos limites estabelecidos na P
4.230, a CETESB determina que ndo sera permitida a sua aplicagdo em solos agricolas
(CETESB, 1999; Straus, 2000). Com relacdo aos patdgenos, somente sera aceita a
aplicacdo de lodos que se enquadrem nas classes A ou B, desta mesma norma. Os processos
de tratamento para a redugdo de patdgenos podem ser de tipo fisico (temperatura,
dessecacao, irradiacao, estocagem), bioldgico (digestdo aerdbia, anaerébia, compostagem)
e quimico (calagem). O resultado de cada um deles tem efeito variavel, dependendo do tipo
de tratamento em causa, da operacionalizacdo do sistema e se sdo utilizados
independentemente ou combinados (Soccol & Paulino, 2000; Melo et al., 2001).

As taxas de aplicacdo do lodo de esgoto sdo definidas com base no
mais restritivo dos seguintes critérios: nitrogénio disponivel para a cultura; poder de

neutralizacdo; teor de metais pesados no residuo e no solo; e teor de metais pesados



acumulados por aplicagdes sucessivas. O critério do nitrogénio disponivel é definido em
funcdo da capacidade do lodo de esgoto disponibilizar tal nutriente para as plantas, num
determinado periodo de tempo. A CETESB recomenda na Norma P 4.230 alguns ensaios
para se verificar a taxa de mineralizacdo de N-organico presente no residuo. De posse da
taxa de mineralizacdo e do conhecimento das concentracdes de formas organicas e
inorgénicas do elemento presentes no lodo de esgoto, pode-se determinar a quantidade de
lodo a ser aplicada (CETESB, 1999; Straus, 2000; Melo et al., 2001).

A taxa de aplicacdo do lodo de esgoto em Mg ha™ é entéo definida
pelo quociente entre a quantidade de nitrogénio recomendada para a cultura em Kg ha’ e o
teor estimado de nitrogénio disponivel em Kg Mg™ no lodo de esgoto. Provavelmente, para
lodos de estacBes de tratamento onde predominam esgotos domésticos, este critério sera o
mais restritivo na definigdo das taxas de aplicacdo; considerando as quantidades médias de
N recomendadas para a maioria das culturas e as quantidades médias de nitrogénio
disponivel no lodo, as taxas devem variar, de acordo com este critério, de 5 a 20 Mg ha™*
(base na matéria seca) de lodo de esgoto (Wallace & Wallace, 1994).

Com relagdo ao poder de neutralizacdo do residuo, aplica-se esse
critério essencialmente a lodos de esgoto estabilizados com cal. Nesses casos, a definicao
das taxas de aplicacdo devera considerar resultados de ensaios com misturas de lodo-solo
de forma a garantir que o pH final da mistura ndo ultrapasse o valor maximo de 7,5
(determinado em 4&gua, relacdo solo:agua 1:2,5). A taxa anual maxima de aplicacdo do
residuo ndo poderd resultar em quantidades de metais pesados superiores aos limites
estabelecidos na P 4.230, bem como a carga cumulativa desses metais, resultante de
sucessivas aplicacbes (CETESB, 1999). No entanto, ¢ imprescindivel o monitoramento
periodico de todos os componentes do ambiente agricola como solo, agua e as plantas, a

fim de verificar se os teores limites da norma P 4.230 néo foram atingidos.
2.4 Matérias organicas no controle de doencas de plantas
A utilizacdo de residuos organicos na agricultura data de antes 50

a.C. e, talvez, se constitua no mais antigo exemplo de controle biologico de doencas de

plantas. Contudo, somente a partir da década de 1960 que se despertou para a utilizacdo de
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materia organica visando a obtencdo de supressividade a fitopatdgenos e/ou a doencas de
plantas (Hoitink & Fahy, 1986).

O uso de diferentes matérias organicas promoveu o controle de
diversos fitopatdgenos habitantes do solo (Hoitink et al., 1997; Spencer & Benson, 1982;
Lumsden et al., 1983; 1986, Hoitink & Fahy, 1986; Hadar & Mandelbaum, 1986; Hadar et
al., 1992). A maioria destes estudos ndo relata 0 mecanismo de acéo da supressividade. Na
maioria dos modelos de supressdo de doencgas, a estimulacdo de microrganismos
antagonicos na rizosfera ou inducdo de reagdes de defesa no tecido da planta hospedeira sdo
considerados responsaveis pelos efeitos benéficos (Harman & Lumsden, 1990). Assim,
matérias organicas podem induzir as plantas a se tornarem resistentes aos patdgenos da
parte aérea, sendo esse aspecto relevante no manejo integrado de doencas (Hoitink et al.,
1997). Por outro lado, Hoitink (1980) e Bettiol (2002) relatam que matérias organicas
podem promover certas doencas.

A pesquisa em controle biologico e supressdao de patdgenos
fungicos de plantas tem aumentado no mundo nas Ultimas décadas (Janisiewicz, 1988; Park
et al., 1988). Embora as pesquisas tenham frequentemente, se concentrado em
microrganismos individuais, 0 uso de substratos organicos com uma microbiota complexa
tem demonstrado ser efetivo na protecdo das plantas as doencas (Hoitink & Fahy, 1986;
Mandelbaum et al., 1990). Materiais organicos compostados, tais como residuos de plantas
e estercos de animais, tem sido utilizados por mais de 2000 anos para aumentar a fertilidade
do solo. Existe uma relacdo entre a ocorréncia de doencas de plantas do solo e o contelido
de matéria organica (Lumsden et al., 1983). A nutri¢cdo balanceada com compostos tem sido
considerada fundamental para a manutencdo da sanidade das plantas devido a influéncia
nos seus mecanismos de resisténcia (Chaboussou, 1985).

Trankner (1992) relatou que plantas jovens de pepino cultivadas em
solo misturado com composto tiveram menor incidéncia de Oidio do que as plantas
cultivadas em solo sem composto. Plantas cultivadas em uma mistura de igual quantidade
de solo e composto foram 20% menos infectadas quando comparadas com a testemunha, 10
dias apds a inoculagdo. Quando a quantidade de composto do meio de cultivo foi de 1:3, a
infeccdo decresceu 40% quando comparado a infeccdo de plantas crescidas em solo de

campo sem composto. Do mesmo modo, compostos incorporados aos solos desenvolveram



11

supressividade ao Oidio em sementeiras de cevada e de trigo. A cevada semeada em solo
contendo diferentes dosagens de composto de uva foi menos susceptivel & Erysiphe
graminis quando comparado aquela semeada em solo sem composto. O nimero de pustulas
de Oidio nas folhas foi significativamente reduzido pelo efeito do composto. A incidéncia
do QOidio, em plantas desenvolvidas em um substrato enriquecido com 25% de composto,
foi reduzida a 39% na segunda folha e a 35% na terceira folha, quando comparado com
plantas cultivadas em solo sem composto. A incidéncia da doenca foi suprimida em 95%,
quando igual quantidade de solo e composto foi usado como substrato de crescimento.

O aumento da resisténcia as doengas em plantas desenvolvidas em
compostos incorporados ao solo, parece ser devido as substancias presentes no proprio
composto ou provenientes da sua decomposicdo. Estas podem ser absorvidas e
transportadas sistemicamente para todas as partes da planta e tornar a planta resistente. Por
outro lado, as substdncias presentes nos compostos também podem atuar como
sinalizadoras da inducdo de resisténcia sistémica ou proporcionar uma nutricdo balanceada
a planta (Chaboussou, 1985). De qualquer maneira, 0 exato modo de a¢do ndo foi ainda
determinado.

Grandes quantidades de compostos incorporados ao solo sdo
necessarias para gerar supressividade a patdgenos foliares de plantas. Embora este sistema
de controle possa ser adaptavel para cultivo em plantas de casa de vegetacdo, ele ndo pode
ser considerado pratico para culturas de campo, onde grande quantidade de compostos sdo
economicamente impraticaveis (Trankner, 1992). Por outro lado, para a disposic¢do final das
grandes quantidades de lodo de esgoto e de composto de lixo geradas nas estacBes de
tratamentos de esgotos e usinas de reciclagem de lixo, podera ser uma alternativa
econdmica e socialmente viavel.

Trankner (1992) reportou que esses materiais induzem resisténcia
sistémica para Oidio em trigo. Usando um sistema de raizes separadas, Zhang et al. (1996)
demonstraram que somente uma parte do sistema radicular da planta de pepino foi
necessaria ser exposta a0 composto supressivo em vasos, para induzir protecdo ao Pythium
no sistema radicular inteiro. Em adicdo, outros estudos verificaram que a folhagem de
plantas de pepino, produzidas em alguns substratos organicos também pode ser protegida

de antracnose, quando comparada a plantas crescidas na mistura de Sphagnum e turfa,
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previamente conhecida como conducente a varias doencgas causadas por patdogenos do solo
(Boehm & Hoitink, 1992; Hoitink et al., 1991).

Compostos efetivos contra determinadas doengas de plantas
aumentam a atividade de proteinas relacionadas a patogenese, (B-1,3 glucanase e
peroxidase em pepino e Arabidopsis), mas muito destes aumentos de atividades também
podem ocorrer apos a planta tornar-se infectada com o patégeno (Zhang et al., 1996; 1998).
Isto leva a conclusdo de que determinadas matérias organicas induzem as plantas a se
defender contra um determinado patégeno, via a ativagdo de rotas bioquimicas do
metabolismo de defesa.

Han et al. (1998) identificaram varios microrganismos em
compostos supressivos capazes de induzir resisténcia sistémica em rabanete e pepino.
Trichoderma hamatum 382 e Pantoea agglomerans 278A aplicados nas raizes de plantulas
induziram resisténcia a pinta bacteriana foliar causada por Xanthomonas campestris pv.
armoracea. Varios tipos de microrganismos da rizosfera podem induzir este efeito em
plantas (van Loon et al., 1998). Infelizmente, menos de 10% dos grupos e tipos de
compostos testados demonstraram capacidade de promover uma resposta de inducdo de
resisténcia sistémica em plantas (Krause et al., 1998), os quais sugerem a necessidade de
estratégias especificas para assegurar a eficiéncia do produto.

Vérios relatos tém mostrado que alguns microrganismos da
rizosfera podem induzir resisténcia sistémica em plantas as doencas do sistema radicular e
foliares (Han et al., 2000). Por exemplo, as rizobacterias promotoras de crescimento de
plantas Pseudomonas fluorescens (isolado 89B-27) e Serratia marcescens (isolado 90-166)
podem induzir resisténcia sisttmica em pepino contra a antracnose (Wei et al., 1991; 1996),
murcha de Fusarium (Liu et al., 1995a), mancha angular da folha (Liu et al., 1995b), e
Cucumber mosaic virus (Raupach et al., 1996) sob condicGes de casa de vegetacdo e
campo, quando aplicados como tratamentos de sementes. Fungos promotores de
crescimento de plantas, isolados da rizosfera de Zoisiagrass, podem induzir resisténcia
sistémica em pepino contra a antracnose (Meera et al., 1994). Trichoderma harzianum
(isolado T39) induziu resisténcia sistémica a Botrytis cinerea em tomate, pimenta, feijao,

alface e fumo (De Meyer et al., 1998). Estes microrganismos induzem um efeito sistémico
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contra patdgenos mesmo quando permanecem espacialmente separados na planta. Este tipo
de resisténcia sistémica induzida por microrganismos ndo patogénicos tem sido chamada de
resisténcia sistémica induzida (Induced Systemic Resistance - ISR) (Kloepper et al., 1992;
Pieterse et al., 1998) para distinguir da resisténcia sistémica adquirida (Systemic Acquired
Resitance - SAR) (Ross, 1961; Delaney, 1997; Ryals et al., 1994/1996).

A SAR sempre € acompanhada por um aumento na concentragdo do
acido salicilico (SA - salicylic acid) e na inducgdo de proteinas relacionadas a patogénese
(Pathogenesis-Related/PR-proteins) nas plantas (Tuzun & Kuc, 1987; Tuzun et al., 1989;
Métraux et al., 1990; Ward et al., 1991; Palva et al., 1994; Hoffland et al., 1995; Vernooij
et al., 1995; Keller et al., 1996; Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997). Acido salicilico
aplicado exogeamente (Palva et al., 1994) e outras substancias quimicas, tais como o
andlogo ao SA, o acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) (Vernooij et al., 1995) e os
benzothidiazoles (Goulach et al., 1996; Kunz et al., 1997) também podem induzir a
resisténcia sistémica adquirida. Varios fungicidas também tém sido indicados como
indutores da SAR (Kessmann et al., 1994). Estes produtos induzem a acumulacdo de PR-
proteinas (Alexander et al., 1992). Em contraste, a ISR, induzida por microrganismos da
rizosfera, ndo envolve a rota de sinalizagdo do SA ou da indu¢do de PR-proteinas (Hoffland
et al., 1996; Pieterse et al., 1996/1998). O acido jasmonico e o etileno sdo ativados na rota
de sinalizagdo da ISR (Pieterse et al., 1998). Mitter et al. (1998) identificaram um gene
codificando a defesa de Arabidopsis thaliana (PDF 1.2) que é induzido pelo acido
jasmonico, mas ndo pelo SA. Isto mostra que, provavelmente, ambos os sistemas operam
independentemente em plantas. Realmente, van Wees (1999) e van Wees et al., (1997)
mostraram que plantas de Arabidopsis na qual a ISR, induzida por uma rizobatéria
promotora de crescimento, € a SAR, induzida por um patdgeno ou pelo SA, exibiram efeito
aditivo no nivel de resisténcia contra Pseudomonas syringae pv. tomato. Em resumo, o
conhecimento de como 0s agentes de controle bioldgico induzem a resisténcia sistémica
pode ser importante para a efetiva aplicacdo desta pesquisa no controle bioldgico (Han et
al., 2000).

Diversas matérias organicas e microrganismos apresentam potencial
para o controle de doencas da parte aérea das plantas por meio da inducdo resisténcia

sisttmica. Deste modo, ha grande interesse na utilizacdo de residuos gerados pelas
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atividades humanas no controle de doencas das plantas. Neste aspecto, o tratamento de
esgoto resulta na producdo de um lodo rico em matéria organica e nutrientes, denominado
de biossélido ou lodo de esgoto, sendo amplamente recomendada sua aplicagdo como
condicionador de solo e/ou fertilizante. O uso do lodo de esgoto como fertilizante causa
alteracGes na comunidade de organismos, nos teores de metais pesados e nas propriedades
fisico-quimicas do solo, alem da decomposicdo da matéria organica. O lodo de esgoto é
utilizado em diversas culturas (Bettiol et al., 1982; Lourenco et al., 1996; Ludovice, 1996;
1998; Melo & Marques, 2000) propiciando produtividade semelhante a fertilizacdo mineral.

O lodo de esgoto incorporado ao solo pode promover o controle de
fitopatdgenos do solo e da parte aérea em diversas culturas. A severidade da podriddo de
raiz em plantas de sorgo cultivado em solo previamente infestado com micélio de Pytium
arrhenomanes foi reduzida pelo lodo de esgoto (Bettiol & Kriigner, 1984). Seifert, citado
por Bettiol & Krigner (1984) verificou reducdo na infeccdo de Cercosporella
(Pseudocercosporella) herpotrichoides em trigais com a incorporacdo de lodo de esgoto.
Lumsden et al. (1983) verificaram reducdo significativa na podriddo de raiz por
Rhizoctonia solani em alface, algoddo e rabanete; na podriddo de Sclerotinia minor em
alface; na murcha de Fusarium oxysporum f. sp. melonia em pepino; na podriddo de raiz
em ervilha por Aphanomices solani e na podridao do colo de pimenteira por Phytophthora
capsici pela adi¢do de 10% de composto de lodo de esgoto ao solo. Lumsden et al. (1986)
verificaram uma reducéo significativa na incidéncia da podriddo de Sclerotinia minor em
alface em condic¢des de campo com a utilizagdo do lodo de esgoto.

Os compostos organicos obtidos por meio da mineralizacdo
bioldgica de residuos organicos, sob condicbes especiais de temperatura, umidade e
aeracdo, além do efeito benéfico nas caracteristicas fisico-quimicas do solo, como
fertilizante orgéanico, podem contribuir para o controle de doencas de plantas,
principalmente daquelas induzidas por patdgenos habitantes e/ou invasores do solo.
Embora possa ocorrer inducdo de resisténcia nas plantas, os principais mecanismos de
controle s&o decorrentes da atividade da biomassa microbiana presente nesses compostos.
Fatores abiodticos, como o material de origem, o método de compostagem e o nivel de
estabilizacdo do composto afetam, indistintamente, as populacdes de patégenos e de

antagonistas e, consequentemente, a supressividade as doengas. A incorporacdo de
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antagonistas ao composto pode aumentar o efeito supressivo desse e contribuir para o
controle de doencas de plantas. Os compostos organicos podem atuar nos fitopatdgenos
diretamente, ou indiretamente favorecendo o aumento da populacdo dos antagonistas. Estes
efeitos podem variar de acordo com a interagdo patdgeno-hospedeiro e com o tipo e a
origem do composto organico (Pereira et al., 1996).

Os nutrientes minerais provenientes da decomposicdo da matéria
organica podem exercer importantes fungdes no metabolismo vegetal, influenciando nao
somente o crescimento e a producdo das plantas, mas também o aumento ou a reducdo da
resisténcia a determinados patdgenos. A resisténcia pode ser aumentada por modificacfes
na anatomia (células da epiderme mais grossas, lignificadas e ou silificadas) e nas
propriedades fisioldgicas e bioquimicas (producdo de substancias inibidoras ou repelentes).
A resisténcia pode, particularmente, ser aumentada pela alteracdo nas respostas das plantas
aos ataques de patogenos, aumentando as barreiras mecénicas (lignificacdo) e a sintese de
compostos toxicos. Os elementos minerais estdo envolvidos em todos 0s mecanismos de
defesa como componentes integrais ou ativadores, inibidores e reguladores de metabolismo.
Com relacdo aos efeitos do nitrogénio, ocorre diferencas em relacdo a forma com que o
nutriente é aplicado. A forma NOs-N geralmente reduz e a forma NH4-N aumenta o ataque
de patdgenos. Entretanto, para o caso das Ferrugens a nutricdo nitrogenada tende a
aumentar a severidade de ataque, enquanto que o potassio tende a reduzir (Zambolim &
Ventura, 1993). Por outro lado, o material organico pode reduzir a incidéncia e/ou a
severidade da doenca, pela inducdo da resisténcia sistémica. Este fendbmeno pode ocorrer de
modo direto e/ou indiretamente, devido ao incremento da atividade da microbiota do solo e
fornecimento de elementos minerais, pela decomposi¢do da matéria organica no solo. Deste
modo, o emprego de matérias organicas ao solo com o objetivo de controle de doengas da
parte aérea das plantas, podera vir a ser uma pratica agricola de potencial utilizacdo, sendo
que ha a necessidade de se conhecer o fendmeno pelo qual é alterado o hospedeiro.
Modificagdes histoquimicas e bioquimicas no tecido foliar das plantas tém sido observadas
em diversos estudos (Silva et al., 1999; Pharand et al., 2002), esclarecendo os possiveis
mecanismos envolvidos na interacdo patdgeno-hospedeiro. O acompanhamento da

atividade enzimética nos tecidos foliares do hospedeiro, apds sua inoculagdo com o
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patdgeno, permite estabelecer as possiveis rotas metabdlicas envolvidas nas transdugdes de
sinas relacionados com a resisténcia da planta.

A inducdo de resisténcia local e sisttmica a doengas tem sido
observada em vérias plantas em resposta ao tratamento prévio do hospedeiro com agentes
biodticos (patdgeno, microrganismos ndo patogénicos) ou abioticos, denominados elicitores
ou indutores de resisténcia (Kuc, 1995). As plantas ativam um conjunto de respostas de
resisténcia apods o reconhecimento de um patdgeno em potencial, de seus metabdlitos ou
pela aplicagdo exdgena de indutores de resisténcia. Estes capacitam as plantas a responder a
infeccdo mais rapidamente do que o normal e evitam outros patégenos de colonizar, com
sucesso, o hospedeiro (Madamanchi & Kuc, 1991). Um amplo espectro de resposta é
induzido nas plantas, incluindo aumento da concentracdo de compostos fenolicos; sintese
de fitoalexinas; deposicdo de calose; lignificacdo; aumento da atividade da peroxidase,
envolvida na formac&o de radicais livres, a partir de &lcoois cinamicos para a polimerizacao
da lignina; producédo de inibidores de proteinase e enzimas liticas, tais como glucanases e
quitinases (Hammond-Kosack & Jones, 1996).

A indugdo de resisténcia em cafeeiros (Coffea arabica L.) a
Ferrugem, causada por Hemileia vastatrix Berkeley et Broom., foi demonstrada tratando-se
previamente folhas de plantas suscetiveis com filtrados de uma suspensdo de
urediniosporos de H. vastatrix, inativados termicamente, antes de uma posterior inoculagéo
com o patogeno (Moraes et al., 1976); com polissacarideos extracelulares ricos em [-
mananas liberados de urediniosporos autoclavados de H. vastatrix (Guzzo et al., 1987);
com algumas bactérias e fungos ndo patogénicos ao cafeeiro (Martins et al., 1985b); com
Bacillus thuringiensis (Roveratti et al., 1989); e com polissacarideos extracelulares de
bactérias fitopatogénicas ou goma xantana (Guzzo et al., 1993). A inducdo de resisténcia
em cafeeiros suscetiveis foi correlacionada com a sintese das proteinas — RP (proteinas
relacionadas a patogénese), 3-1,3-glucanase e quitinase (Guzzo & Martins, 1996). Guzzo et
al. (1999) obtiveram a protecdo local de cafeeiros contra H. vastatrix utilizando cloreto de
benzalcbnio, um composto de aménio quaternario. Foi constatado um aumento significativo
do teor de compostos fenolicos e da atividade das enzimas 3-1,3-glucanase e quitinase em

relacdo as plantas testemunhas.
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A aplicacdo de matérias organicas pode colaborar com o aumento
da resisténcia das plantas as doencas, bem como aumentar a sua suscetibilidade. Assim,
devido a importancia da cultura e da doenca, buscou-se obter informacgdes sobre o efeito

das matérias organicas na interacdo compativel cafeeiro-Ferrugem.

2.5 Bioquimica da resisténcia no complexo cafeeiro — Ferrugem alaranjada.

2.5.1 Consideragdes gerais sobre resisténcia/susceptibilidade

E do conhecimento geral que as plantas, no seu habitat, tém
desenvolvido mecanismos de resisténcia as doencas para se auto-protegerem dos agentes
patogénicos (Matern & Grimmig, 1993). Na maior parte das vezes, porém, as interacdes
estabelecidas entre patdgenos e os tecidos das plantas ndo resulta em doenca, sendo a
resisténcia o caso mais generalizado e a susceptibilidade o menos freqliente (Rodrigues Jr,
1980).

A sobrevivéncia da planta, numa interacdo patogeno-hospedeiro,
deve-se a sua capacidade de coordenar os varios mecanismos de defesa ao longo das
diferentes fases de interacdo, de modo a vir a definir um fenotipo resistente (Matern &
Grimmig, 1993).

A resisténcia das plantas aos patégenos pode ser classificada de
resisténcia do ndo-hospedeiro, que atua contra microrganismos ndo patogénicos para esse
hospedeiro; e resisténcia do hospedeiro que atua contra agentes normalmente patogénicos
para algumas variedades desse hospedeiro. A especificidade dos agentes patogénicos,
restritos a uma Unica especie ou a espécies intimamente relacionadas, manifesta-se sob a
forma de racas fisiolégicas, cada uma delas, por sua vez, restringida a alguns gendtipos da
espécie hospedeira (ex. Ferrugem, Mildio, Oidios). Este tipo de especificidade é
geneticamente definida pela relacdo gene-a-gene de Flor (1955), por meio de uma
complementaridade entre os genes do hospedeiro e os do patdgeno (Rodrigues Jr, 1980).

Deste modo, devem existir nas plantas mecanismos gerais de
resisténcia que lhes permitem manter-se sadias em presenca de um grande ndmero de

potenciais agentes patogénicos e pragas. E possivel que a resisténcia das plantas n&o-
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hospedeiras aos agentes patogénicos se verifique em virtude de algumas das capacidades do
patégeno ndo serem compativeis com algumas caracteristicas da planta. Em outras
palavras, devem existir diferengas entre os fatores de patogenicidade dos diferentes agentes
patogénicos e diferencas bioquimicas e estruturais entre as diferentes espécies dos
hospedeiros. Qualquer caracteristica da planta responsavel por esta incompatibilidade, tal
como topografia foliar estranha, falta de determinado nutriente ou a presenca de
determinada toxina para o agente patogénico, pode ser considerado um mecanismo de
defesa, desde que contribua para a resisténcia da planta aos agentes patogénicos (Heath,
1994). Outros mecanismos mais especificos devem existir, por outro lado, como
responsaveis por uma maior especificidade das relacdes patdgeno-hospedeiro (Rodrigues
Jr, 1980).

Os mecanismos de resisténcia podem ainda ser classificados em
constitutivos ou passivos e induzidos ou ativos, isto é, se estdo presentes antes da infeccdo
ou se sdo induzidos por ela (Rodrigues Jr, 1980). Segundo Ingham (1973), quando a
resisténcia é devida a presenca de compostos inibitorios, uma terceira categoria pode ser
considerada, a dos compostos semiconstitutivos, ou seja, 0s compostos que, embora pre-
existentes nas células do hospedeiro, aumentam de concentracdo ap6s a infeccdo pelo
patégeno. Os compostos metabdlicos envolvidos podem ser de alto peso molecular, tais
como 0s constituintes da parede celular e dep6sitos de lignina, suberina e calose, ou de
baixo peso molecular, tais como: acumulacdo de calcio ou silica, compostos fendlicos,
inibidores de enzimas, aumento de certas enzimas hidroliticas, sintese de proteinas b e
fitoalexinas (Ride, 1978; Rodrigues Jr, 1980; Ouchi, 1983).

2.5.2 Principal via metabolica envolvida na resposta de resisténcia das plantas

A producdo de metabolitos secundarios pelas plantas, como
resposta aos agentes patogénicos, tem sido intensivamente estudada. Entre as vias
metabolicas envolvidas nesta resposta, a mais estudada tem sido a via fenilpropandide,

responsavel pela sintese de compostos fenolicos, lignina e algumas fitoalexinas.
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2.5.2.1 Compostos fenolicos

Praticamente todos os compostos fendlicos das plantas superiores
sdo formados a partir do &cido xiquimico, tendo como composto intermedidrio a
fenilalanina. A primeira reacdo da via fenilpropandide é a conversdo da L-fenilalanina em
acido trans-cindmico pela fenilalanina amonia-liase (PAL). Esta enzima encontra-se em
varios tecidos das plantas, dicotiledoneas e monocotileddneas. O produto da desaminagéo
da fenilalanina pela PAL pode ter vérios destinos, dependendo do tipo e do estadio de
desenvolvimento do tecido onde a enzima se encontra. Além disso, a PAL pode ser
estimulada por diferentes tipos de stresses, tais como: danos mecanicos, radiagdes U. V.,
varios elicitores e ataques por agentes patogénicos. A resisténcia das plantas ao ataque
pelos fungos patogénicos pode depender da rapidez e quantidade de sintese de uma ou mais
enzimas induzidas no hospedeiro pelo agente patogénico. A andloga desaminacdo da
tirosina pela tirosina amonia-liase (TAL) é também possivel em muitas plantas embora seja
caracteristica das gramineas, dando origem diretamente, se bem que em menor eficiéncia,
ao acido p-cumarico (Ride, 1975; Yamamoto et al., 1977; Mayama et al., 1981; Agrios,
1988; Bryngelsson & Collinge, 1992).

Na Figura 1, encontra-se esquematizada a biossintese dos principais
grupos de compostos fenolicos - via fenilpropandide - onde se incluem ésteres dos acidos
hidroxicindmicos como o acido quinico (acido clorogénico e isdbmeros), glicosidios de
flavondides (rutenina e quempferol 3-rutinose), hidroxicumarinas e seus heterosidios. Uma
parte apreciavel dos &cidos hidroxicinamicos, ou mais precisamente os seus ésteres do Co-
A, é encaminhada para a sintese de flavondides e, nas plantas lenhosas, lignina. Contudo,
muitos deles sdo também produtos finais, acumulando-se nas plantas como ésteres do &cido
quinico (acido clorogénico ou hidroxicumarinas) (Hanson & Havir, 1981).

A indugdo da sintese dos compostos fendlicos é considerada uma
caracteristica geral das interacdes patdgeno-hospedeiro. H& determinados fendis que tém
sido particularmente relacionados com a resisténcia do hospedeiro ao patdgeno. Assim, a
resisténcia de certas variedades de batateira a Phytophthora infestans foi atribuida a
acumulacdo de acido clorogénico nos tecidos infectados (Friend et al., 1973). Soiitherton &

Deverall (1990) verificaram o envolvimento dos &cidos ferdlico e p-cumarico na resisténcia
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de folhas de trigo a Puccinia recondita f. sp. tritici, e Nicholson et al. (1989) encontraram

0s mesmos &cidos fenolicos na interacdo milho-Colletotrichum graminicola.

HIDRATOS DE
CARBONO
ALCALOIDES
VIA DO ACIDO L - fenilalanina —_—_—_*
XIQUIMICO PROTEINAS
» L-tirosina >
NH, NH,
v v PPO
Benzoato e ac. trans-cindmico ac. p-cumarico CONJUGADOS
. > N
derivados D — 4cidos hidroxicinamicos e seus derivados < (ac. clorogénico)
(4cidos) (CoA-ésteres) (CoA-ésteres)
hidroxilases sintetase redutase
PO
BIOSSINTESE BIOSSINTESE BIOSSINTESE
CUMARINAS FLAVONOIDES LIGNINA

Figura 1 — Via metabolica geral fenilpropandide, formacdo da lignina e seus precursores
(adaptado de Alibert et al., 1977 e Hugh Jones, 1984).

Em combinagBes incompativeis de milho-Helminthosporium
maydis ocorreu acumulagdo de antocianinas (pigmentos fenolicos) em volta dos locais de
infeccdo e a acumulagdo de pigmentos totais foi maior do que nos tecidos ndo inoculados.

Nas combinacBGes compativeis a acumulacdo de antocianinas foi muito menor. Heim et al.
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(1983) sugeriram que a acumulagéo de pigmentos poderia ser utilizada como um indicador
de resisténcia ou susceptibilidade, no milho.

Os fenois produzidos nas reacdes de resisténcia das plantas aos
agentes patogénicos tém provavelmente uma dupla fungdo; como "pool" de precursores da
lignina necessarios para aumentar a sua sintese, e como compostos sintetizados de novo,

que podem ser fungitoxicos (Cahill & Mccomb, 1992).

2.5.2.2 Lignina

A lignina, polimero  complexo  de  unidades  p-
hidroxifenilpropanoides, é sintetizada a partir de hidratos de carbono que sdo convertidos
inicialmente em 4&cido xiquimico que, por sua vez, ¢ metabolizado em aminoacidos
fenilpropandides, a fenilalanina e a tirosina. Tal como j& foi referido, estes aminoécidos sdo
entdo convertidos, por acdo da enzima PAL (e por vezes através da TAL), em acido
cindmico e seus derivados (acidos p-cumarico, ferdlico e sindpico), os quais, por reducao
dos seus grupos carboxilicos, ddo origem a derivados do alcool cinamil (respectivamente
alcoois p-cumaril, coniferil e sinapil). Estes alcoois, que funcionam como precursores
imediatos da lignina, sdo oxidados pela peroxidase e outras enzimas oxidativas e, nos
passos finais da lignificacdo, sdo polimerizados (Lewis & Yamamoto, 1990) (Figura 1).

Segundo Pearce & Ride (1978; 1980), a lignificacdo parece ser um
mecanismo de resisténcia induzido quase exclusivamente por fungos, isto é, deverd haver
um reconhecimento especifico de algum componente ou produto universal dos fungos, que
ird constituir a fase inicial da inducdo deste mecanismo de resisténcia. Lamb et al. (1983)
defendem que o répido e elevado aumento de atividade da PAL (embora transitério), que
parece dever-se a sintese de novo da enzima, seja a resposta caracteristica da invasdo por
fungos ou seus elicitores das células das plantas. Na interacdo incompativel batata-
Phytophthora infestans a rapida lignificagdo parece estar correlacionada com o aumento de
atividade da PAL (Friend, 1976). Rodrigues Jr et al. (1982) observaram que lavados de
urediniosporos de H. vastatrix induziram, nas folhas de cafeeiro, o espessamento das
paredes das células guardas e subsidiarias, tendo mais tarde verificado, através de técnicas

histoquimicas, que esse espessamento se devia a acumulacdo de lignina. Asada et al. (1976)
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propuseram um esquema sobre a indugdo de lignificacdo, em tecidos infectados, como
resposta a interacdo patdgeno-hospedeiro no complexo Raphanus sativus-Penonospora
parasitica. Neste trabalho, os pesquisadores estudaram em raizes de R. sativus a atividade
de duas enzimas-chave na biossintese das ligninas, a peroxidase e a PAL, e verificaram que
estas apresentavam um aumento de atividade nas raizes infectadas em relacdo a atividade
das raizes sadias.

A fungdo das peroxidases in vivo ainda ndo foi totalmente
esclarecida, no entanto, parece desempenhar um papel importante em todo o processo de
edificacdo da parede celular e na formacgdo de lignina. As peroxidases sdo responsaveis
pela: formacdo de H,O, necessario a oxidagdo e polimerizagdo do alcool cinamil e seus
derivados; oxidacdo do alcool cinamil em radicais fenoxi com a rapida formacdo de
oligbmeros; conversdo do é&cido ferdlico em difertlico, o qual pode formar ligacbes
cruzadas do tipo da hemicelulose; estabelecimento de ligacGes entre o &cido cindmico e as
proteinas e glicoproteinas membranares; e polimerizacdo do &lcool cinamil existente nas
paredes das células (Gaspar et al., 1982). A variacdo do nivel das peroxidases &cidas esta
correlacionada com a lignificagdo, tal como foi demonstrado pela utilizacdo de
siringaldazina como substrato especifico das peroxidases lignificadoras (Catesson et al.,
1986). As peroxidases acidas e basicas sdo encontradas nas fracfes sollveis das membranas
celulares, sendo as peroxidases &cidas que tém maior afinidade para a siringaldazina. A
recuperacdo de tecido sujeito a danos mecanicos e a suberizacdo também sdo da

responsabilidade das peroxidases (Gaspar, 1986).

2.5.3 Interacdo Coffea arabica-Hemileia vastatrix

Estudos histoldgicos e bioquimicos sobre o processo de parasitismo
tém sido feitos por alguns pesquisadores na tentativa de conhecer os mecanismos de
resisténcia dos cafeeiros a Ferrugem.

Do ponto de vista histolégico, estes estudos tém abrangido as varias
fases do processo de infeccdo celular, desde as fases mais precoces até a reacdo final. Na
reacdo mais comum de resisténcia de C. arabica a Ferrugem, que correspondem a

pontuacdes clordticas com tumefacdo, flt, o crescimento do fungo cessa geralmente nas
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primeiras fases do processo de infeccdo como referem Rijo (1972) e Rijo & Rodrigues Jr
(1978). Estes pesquisadores referem ainda a um espessamento das paredes e um aumento
de volume das células do meséfilo em redor da hifa, originando assim a tumefacéo. Nesta
reacdo foi ainda observada a presenca de calose em células do hospedeiro, nas primeiras
fases da infeccdo, e, em uma fase mais adiantada, detectaram depositos de lignina, papila e
compostos fenolicos (Rijo & Rodrigues Jr., 1978; Tiburzy et al., 1983; Rijo &
Vasconcelos, 1984; Martins et al., 1985a; Rijo et al., 1991; Silva et al., 1992). Assim,
admite-se que a formacdo de lignina funcione como um mecanismo complementar de
resisténcia, apos a formacdo de calose e/ou de outros mecanismos de resisténcia que
tenham lugar nas primeiras fases do processo de infecgéo.

Do ponto de vista bioquimico, Moraes et al. (1971) estudando a
resisténcia em folhas sadias, jovens e adultas de plantas de C. arabica, cultivares Mundo
Novo (grupo fisiolégico E) e IAC 1120.26 (grupo fisiolégico D), observaram que as folhas
jovens apresentavam maiores valores, no teor total de fendis e flavonoides, do que as folhas
adultas. As folhas jovens e adultas da cultivar IAC 1120.26 continham valores mais altos
de fenois e flavondides do que os encontrados para a cultivar Mundo Novo. Nas folhas
adultas de ambas as cultivares, havia uma diminui¢do sensivel dos &cidos e ésteres
fendlicos e um aumento de flavondides, além do aparecimento de outros derivados ndo
existentes nas folhas jovens. Estes resultados, sobre a diferente composicdo fendlica das
folhas jovens e adultas, foram semelhantes aos encontrados por Amorim et al. (1978) e
Mazzafera & Magalhdes (1989). Amorim et al. (1978) estudando algumas interacdes
cafeeiro-Ferrugem ndo conseguiram relacionar a distribuicdo diferencial das substancias
fendlicas, entre folhas de cafeeiro resistentes e susceptiveis, com a resisténcia. No entanto,
Maxemiuc-Naccache & Dietrich (1985) detectaram, nas combinac¢des incompativeis (Sl X
Vs € Spd X vs), um aumento dos niveis de fendis, durante a primeira e segunda semana apés
inoculagdo, sugerindo uma correlagdo com a resisténcia.

Mazzafera & Magalhdes (1989) detectaram o aparecimento de
novos compostos do grupo dos flavonoides na reacdo de resisténcia, compostos estes que
ndo estavam presentes na testemunha. Em trabalhos anteriores a este (Rodrigues Jr. et al.,
1975b, Martins et al., 1982; 1986; Moraes, 1984) realizados em cafeeiros inoculados com

racas avirulentas de H. vastatrix, foi detectada a formacdo de compostos, de natureza
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quimica ndo identificada (fitoalexinas), capazes de inibir a germinacdo dos esporos do
fungo. Guedes et al. (1982) e Martins et al. (1982; 1986) verificaram uma acao similar de
elicitacdo de substancias do tipo das fitoalexinas em folhas de café. Na sequéncia dos
trabalhos anteriores Guedes (1984) verificou, em combinacdes incompativeis de C.
arabica-H. vastatrix, a producdo de trés fitoalexinas do tipo dos sesquiterpendides, entre 0s
quais o capsidol. Alguns sesquiterpendides parecem desempenhar um papel importante nos
mecanismos de defesa das plantas, pois apresentam um elevado potencial antifungico.
Medeiros et al. (1989) observaram um aumento do teor de cafeina nas fases iniciais da
infeccdo com H. vastatrix, nas plantas resistentes em relacdo as susceptiveis. Mais tarde,
Guedes et al. (1992/1994) detectaram numa interacdo incompativel um aumento no
contetdo em fendis totais, acumulacdo de cafeina, teobromina e fitoalexinas do tipo dos
triterpendides.

Diferencas de atividade da PAL em cafeeiros pertencentes a
diferentes gendtipos tém sido feitas. Assim, em Catimor e HDT (grupo A) foram detectados
niveis de atividade alta e media respectivamente, enquanto que em Caturra e Catuai (grupo
E) os niveis encontrados foram baixos (Tobar & Zamora, 1982; Almario, 1992). Mazzafera
& Magalhdes (1989) ndo encontraram diferencas significativas na atividade da PAL entre
plantas resistentes (F840C11122-18, Sy5 Sp2) e susceptiveis (Catuai, Sy5) a raga da
Ferrugem utilizada (raca Il, v5). No entanto, a cultivar Sy5 Sy2 apresentou valores de
atividade enziméatica maiores do que a cultivar Sy5. Este resultado foi concordante com o
fato das plantas resistentes (S5 Sy2) terem apresentado maior teor de fendis do que as
plantas susceptiveis (Sy5), permitindo especular sobre a capacidade desta enzima afetar o
conteddo dos compostos fendlicos nas celulas. Almario (1992) encontrou diferencas
significativas entre a atividade da PAL entre as variedades resistentes (Colombia e HDT) e
as variedades susceptiveis (Caturra), sendo a atividade das variedades resistentes muito
superior a da susceptivel. Porém, ndo encontrou diferencas significativas de atividade da
PAL entre as folhas testemunha e as infectadas pela Ferrugem ao longo do tempo, para
qualquer das variedades de cafeeiro que estudou (HDT, Colémbia e Caturra). Estes
resultados levaram-no a concluir que, pelo menos aparentemente, a presenca da H. vastatrix
ndo induziu a producdo da PAL. Apesar disso, esta enzima poderia estar relacionada com

0s mecanismos de resisténcia que nao envolvem a presenga do agente patogénico.
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Guedes & Rodrigues Jr (1974) correlacionaram 0s grupos
fisiologicos do café com os padrdes eletroforéticos das isoenzimas fenoloxidase em folhas
sadias. Sievers et al. (1980) estudaram em laboratério a atividade da peroxidase em folhas
de variedades de C. arabica cv. Mundo Novo (Sy5) e Mundo Novo x Kent (Sy5SH2), apos
inoculacdo com urediniosporos de H. vastatrix raca Il (v5). Ndo detectaram aumento de
atividade peroxidasica em quaisquer das variedades, nas primeiras trinta e oito horas apos
inoculacdo. Mas nos estadios finais da infeccdo (ap6s algumas semanas) foi detectado um
aumento de atividade na variedade susceptivel. Os mesmos pesquisadores, em um trabalho
de campo, encontraram uma maior atividade peroxidasica em folhas sadias de HDT e C.
canephora do que em C. arabica ou C. racemosa. A atividade da enzima foi cerca de seis
vezes maior em HDT (grupo A) do que em C. racemosa (grupo F). Por outro lado,
Maxemiuc-Naccache & Dietrich (1985) observaram nas combinagBes compativeis um
aumento gradual dos niveis de fenois e das enzimas peroxidase (PO) e polifenoloxidase
(PPO), durante as quatro semanas que durou o estudo, que culminou com a esporulacdo do
patdgeno. Nas combinagdes incompativeis, os niveis de fendis e das enzimas PO e PPO
elevaram-se consideravelmente durante a primeira ou segunda semana apos inoculagéo,
sugerindo uma correlacdo com a resisténcia. Guedes (1988) também encontrou um aumento
de atividade das enzimas PO e PPO na reagéo de resisténcia.

Mazzafera & Robinson (2000) relataram que a atividade da PPO foi
alta nos estadios iniciais de desenvolvimento das folhas e do endosperma dos frutos de
café, como também demonstrado para outras plantas (Dry & Robinson, 1994). Mazzafera
& Robinson (2000) relataram que os &cidos clorogénicos sdo 0s principais compostos
fendlicos em Coffea arabica (5-7% em peso fresco) e, representam aproximadamente 70%
dos compostos fendlicos totais. Os &cidos clorogénicos constituem os maiores substratos da
PPO do café in vivo e, isto foi coincidente com as afinidades observadas para os diferentes
substratos avaliados in vitro. Assim, o cafeeiro pode ser agrupado com aquelas plantas as
quais tem relativamente altos niveis constitutivos de atividade da PPO, mas limitada
inducdo por ferimento ou metil jasmonato. Embora, tenham trabalhado com plantas
selecionadas e com folhas de comprimentos semelhantes, a variacdo na atividade da PPO

foi considerdvel entre as plantas. Esses autores sugerem que as variacdes nas plantas
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testemunhas podem ser devido ao reflexo do prévio histérico das plantas, desde a
sementeira até o transplante para os vasos do ensaio.

Silva et al. (2001) caracterizaram em um estudo citolégico e
bioguimico, 0s mecanismos de resisténcia da interacdo C. arabica-H. vastatrix.
Confrontaram geno6tipos do hospedeiro com o do patdégeno de forma a definir interacbes
incompativeis. Na generalidade destas interagdes, a resisténcia foi do tipo pos-haustorial.
Os primeiros sinais de incompatibilidade traduziram-se em: i) citologicamente, pelo
encapsulamento dos haustdrios com calose e celulose, pela maior parte das células da
planta no local de infeccdo (reagdo de hipersensibilidade) e pela acumulacdo de fenais; ii)
bioquimicamente, pelo aumento de atividade das enzimas peroxidase (anterior a morte
celular), fenilalanina aménia-liase (PAL) e quitinases. Cerca de cinco dias apds a
inoculagdo, foi registrado um novo aumento na atividade da PO e da PAL, que admite estar
relacionado com a lignificacdo das paredes celulares do hospedeiro. Observacdes ultra
estruturais permitiram detectar a acumulacdo de material de composicdo heterogénea
(pectinas, polissacarideos e fenodis) nos espacos intercelulares, em redor das hifas
senescentes e em estreita associacdo com a lamela média. Em uma fase mais avancada do
processo de infeccdo foi ainda observada a hipertrofia das células do hospedeiro,

correspondendo macroscopicamente ao tipo de reacao flt.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacdo da raga de Hemileia vastatrix Berk. & Br. pelo teste em discos
de folhas

Este estudo foi realizado no “Centro de Café e Plantas Tropicais”
do Instituto Agronémico de Campinas - IAC , Campinas, SP.

O teste de disco de folhas foi realizado de acordo com as
metodologias de Costa et al. (1978), Cardoso (1986) e Mazzafera (1987), com algumas
modificaces.

3.2 Efeito das fontes de matérias organicas sobre a Ferrugem do cafeeiro

Plantas de café cv. Mundo Novo, linhagem IAC 388-17, grupo
fisioldgico E, suscetivel a todas as racas de H. vastatrix, foram desenvolvidas a partir de
sementes adquiridas do Centro de Café e Plantas Tropicais, do Instituto Agronémico de
Campinas - IAC, Campinas, SP. As sementes foram colocadas para germinar em bandejas
com areia lavada e, quando atingiram o estaddio de orelha de onga, foram transplantadas
para vasos plasticos com capacidade para cinco litros de solo. O solo utilizado em todos os
ensaios foi 0 Latossolo Vermelho distrofico (Tabela 1), o qual foi peneirado em malha de 1

cm? e misturado com 2 kg de calcério, 5 kg de superfosfato simples e 0,5 kg de cloreto de
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potassio por m® de solo (van Raij et al., 1996). Foram realizados seis ensaios com as
diferentes fontes de matéria organica: esterco bovino, esterco suino, esterco ovino, cama de
aves, lodo de esgoto e composto de lixo urbano. Para cada uma das fontes de matéria
organica, foram estudadas as seguintes concentragdes: 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 30; 40 e
50% (v/v). O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com dez repeticdes e

uma planta por repeticéo.

Tabela 1 — Atributos quimicos de terra para fins de fertilidade

Determinacdes Unidade’ Valor

M.O. g/dm® 28

pH - 4,3
P mg/dm® 13

K mmol/dm?® 1,4
Ca mmol¢/dm? 8,6
Mg mmol./dm? 5,2
H+ Al mmol./dm® 71,6
SB mmol/dm? 15,2
CTC mmol/dm? 86,8
Vi % 17,5
B mg/dm® 0,23
Cu mg/dm? 1,2
Fe mg/dm® 104
Mn mg/dm? 5

Zn mg/dm?® 1,3
Umidade (105°C) % 11,1

ISistema Internacional. IAC, Centro de Solos e Recursos Agroambientais, Campinas, SP.
Extratores: C organico Oxi-Rededucdo; pH: Agua; P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, S:
Nitroperclorico.

O lodo de esgoto foi obtido na Estagdo de Tratamento de Esgotos
de Franca, SP, o qual é essencialmente originado do tratamento de esgoto doméstico. O
processo de tratamento do esgoto consta basicamente das etapas de desarenacéo,
decantacdo primaria, digestdo aerObia, seguido de decantacdo secundaria, digestdo
anaerobia, condicionamento com polieletrélitos e desaguamento. O lodo de esgoto foi seco
naturalmente esparramando-o em uma camada com cerca de cinco centimetros de altura
sobre uma lona de pléstico no interior de uma casa de vegetacdo, sendo revolvido

diariamente com auxilio de enxada. Em seguida, o lodo de esgoto foi moido em moinho
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manual para quirela de milho, obtendo-se uma granulometria homogénea (Figura 2). Este

lodo moido foi utilizado na montagem de todos os experimentos.

: LA
NATURALMENTI

S
ODO MODO

Figura 2 — Lodo de esgoto seco naturalmente (esquerda) com granulometria irregular e lodo
de esgoto moido (direita) com granulometria homogénea.

A composicao do lodo de esgoto utilizado nos ensaios respeitou as
normas para sua utilizacdo na agricultura, adotadas pela CETESB, por meio da norma P
4230, como demonstra a analise quimica completa (Tabela 2).

O esterco de suino foi adquirido da propriedade do Sr. Luiz Alberto
Lot, municipio de Holambra-SP, proveniente de gaiolas de fémeas gestantes. Os dejetos
dos animais foram coletados duas vezes ao dia e armazenados em uma esterqueira coberta.
Este esterco permaneceu armazenado durante trinta dias antes da doacao e transporte para o
campo experimental da Embrapa Meio Ambiente. Posteriormente, o esterco foi compostado
na forma de meda ao ar livre, com determinacdo semanal da temperatura da meda, a uma
profundidade de 20 cm da superficie, em trés pontos equidistantes e em trés alturas
diferentes. Foi efetuado o revolvimento da meda com enxada e adicdo de agua para obter
cerca de 65% de umidade. Apds a estabilizacdo da temperatura da meda, o esterco curtido
foi utilizado para a montagem do ensaio.

Os estercos de ovino e bovino foram adquiridos na fazenda
Engenho das Palmeiras, municipio de Itapira, SP. Os animais sdo mantidos em sistema

extensivo em pastagem de grama batatais, sem complementacdo alimentar com racgéo.
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Tabela 2 — Caracteristicas quimicas e fisicas do lodo de esgoto de Franca (SP) e
concentracdes limites permitidas de metais em lodo para uso agricola.

Limites de metais no

Determinacdes Unidade * Lodo de Franca lodo
(base na matéria seca)’

pH em &gua - 6,4
Umidade % (65°C) 52,1
MO g Kg* 644
C gKg* 374,4
N Kjeldahl gKg* 50,8
N-amoniacal mg Kg* 119,5
N-Nitrato-Nitrito mg Kg™* 54,8
C:N - 7,4
P gKg* 21,3
K g Kg™ 0,99
Ca g Kg™ 16,8
Mg gKg* 2,5
S gKg* 13,3
Mo mg Kg™ <1 75
B mg Kg™ 71
Na g Kg™ 0,6
Cr mg Kg™* 1325
Mn mg Kg™ 267,4
Fe mg Kg™ 31706
Co mg Kg* -
Ni mg Kg* 74,7 420
Cu mg Kg* 359,2 4300
Zn mg Kg* 1590 7500
Al mg Kg* 33550 39
Cd mg Kg* 2 85
Pb mg Kg* 118,8 840
Ar mg Kg™ <1 75
Se mg Kg* 0 100
Hg mg Kg* <1 57
Densidade gcm?® 0,681

! Sistema Internacional. ? Fonte: CETESB (1999). Os valores de concentracdo sdo dados
com base na matéria seca. Os valores das concentracBes para 0 nitrogénio nas formas
amoniacal e nitrato foram determinados na amostra nas condigdes originais.

Os estercos foram compostados seguindo o mesmo procedimento da compostagem do

esterco de suino. A cama de aves foi adquirida na propriedade do Sr. Plinio Cremasco,

localizada no municipio de Itapira, SP, em uma granja de frangos de corte. O material de

origem da cama de aves foi de maravalha e de casca de arroz e também foi compostada. O
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composto de lixo cru foi adquirido na Usina de Compostagem de Vila Leopoldina, Sao
Paulo, SP. Com cerca de dois metros cubicos do material foi realizada uma pilha, a qual foi
revolvida semanalmente com auxilio de enxada, para a compostagem conforme descrito
anteriormente.

Em termos comparativos, as quantidades dos materiais organicos
utilizados nos ensaios para as diferentes concentracdes sdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4.
O uso de elevadas doses das matérias organicas neste estudo, teve como objetivo a
comparacgdo do comportamento do lodo de esgoto e do composto de lixo, em relacdo aos
estercos de bovino, de suino, de ovino e de cama de aves no desenvolvimento da Ferrugem
do cafeeiro. Buscou-se através do estudo e acompanhamento de varios parametros do
sistema solo-hospedeiro-patégeno, uma avaliacdo segura da ocorréncia e severidade dos
efeitos causados pela aplicacdo de doses elevadas dessas matérias organicas. A hipotese de
viabilidade econdmica desta pratica foi desconsiderada pois, acredita-se que a necessidade
do tratamento e destinacdo final dos residuos produzidos pela atividade humana j& é uma
realidade e que os esforgos empregados na resolucdo desses problemas devem ser

enfrentados, pelo menos a luz dos conhecimentos atuais, como um custo social.

Tabela 3 — Quantidade correspondente das concentracfes em % (v/v) das fontes de matéria
organica em Mg ha™.

Fontes de matéria organica

(Mg ha™)
Concentracdo Composto de Estercode Camade Esterco Esterco
% (VIV) Lixo* suino? Aves’  bovino®  ovino®
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2,5 25,0 32,0 19,5 24,9 18,0
5,0 50,5 65,0 39,4 50,3 36,3
7,5 76,8 99,2 59,6 76,5 55,0
10,0 103,7 134,5 80,3 103,3 74,0
15,0 159,7 208,7 1229 159,0 113,2
20,0 218,8 288,3 167,3 217,8 153,8
30,0 347,1 466,1 261,9 3455 239,9
40,0 491,3 673,8 365,2 488,8 333,2
50,0 654,3 919,7 478,3 650,8 434,6

"Densidade = 0,493 g cm™; “Densidade = 0,630 g cm™; °Densidade = 0,386 g cm™;
*Densidade = 0,491 g cm™; °Densidade = 0,357 g cm™; Densidade do solo = 1,0 g cm™;
Profundidade = 0,20 m.
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Tabela 4 — Quantidade de lodo de esgoto em Mg ha™ e os respectivos valores de nitrogénio
total disponivel em Kg ha™ presente nas concentracdes dos experimentos.

N total

Concentragdo  Lodo Solo Lodo Lodo Lodo di Spgﬁfﬁ,e,

%)  (mL) (ML) (@  (gKg'solo) (Mgha') (kg hal)
0,0 0 5000 0,0 0,0 0,0 0
2,5 125 4875 85,1 17,5 34,9 499
5,0 250 4750 170,3 35,8 71,7 1025
7,5 375 4625 255,4 55,2 110,4 1579
10,0 500 4500 340,5 75,7 151,3 2164
12,5* 625 4375 425,6 97,3 194,6 2782
15,0 750 4250 510,8 120,2 240,4 3437
20,0 1000 4000 681,0 170,3 340,5 4869
30,0 1500 3500 1021,5 291,9 583,7 8347
40,0 2000 3000 1362,0 454,0 908,0 12984
50,0 2500 2500 1702,5 681,0 1362,0 19477

Volume do vaso = 5 L; Densidade do lodo = 0,681 g cm™; Densidade do solo = 1,0 g cm™;
Profundidade = 0,20 m; *Ensaio de atividade enzimatica. N disponivel = 14,3 Kg Mg™ lodo

base seca.

Tabela 5 — Analises quimicas e fisicas dos materiais organicos utilizados nos experimentos.

Matérias organicas

Determinacdo  Unidade’ Compostode Esterco Camade Esterco Esterco
Lixo de Suino Aves Bovino Ovino
M.O. gkg' 384 469 583 384 661
C g kg™ 223 273 339 223 384
pH - 7.9 73 6,2 9,3 8,5
N g kgt 15,0 32,1 37,5 17,1 27,5
P g kg™ 2,5 55,0 14,1 4.4 6,3
K g kg 8,0 10,0 14,9 17,9 16,9
Ca g kg 27,9 151,9 23,8 9,0 12,1
Mg g kg™ 3,5 24,0 53 6,6 7,3
B mg kg™ 8,3 25,0 54,7 8,6 43,1
Cu mg kg™ 2171 1292,7 78,2 49,1 36,8
Fe mg kg™ 15338 3275 15674 20126 3352
Mn mg kg™ 318 1692 395 524 486
Zn mg kg™ 426 2142 291 183 114
S g kg™ 2,9 6,9 41 35 4,0
C:N - 15:1 8:1 9:1 13:1 14:1
Umidade % 10,0 62,4 21,9 40,8 24,7
Densidade* gcm? 0,493 0,630 0,386 0,491 0,357

ISistema Internacional. Instituto Agrondmico - IAC Centro ~de Solos e Recursos
Agroambientais, Campinas, SP. Extratores: C org. Oxi-Red.; pH: Agua; P, K, Ca, Mg, Cu,
Fe, Mn, Zn, S: Nitroper. *Laboratorio de Quimica e Fisica de Solos, Embrapa Meio

Ambiente.
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Amostras foram coletadas no dia da montagem dos experimentos,
para determinar o teor de umidade, densidade e para analise quimica para fins de fertilidade
(Tabela 5).

Os experimentos foram conduzidos no interior de casas de
vegetacdo e em um telado no campo experimental da Embrapa Meio Ambiente. As plantas
foram usadas quando tinham aproximadamente oito meses de idade, com seis a oito pares
de folhas completamente expandidos. Devido ao grande numero de experimentos e
repeticbes em cada tratamento, a montagem e as avaliagdes das varidveis ndo foram

realizadas simultaneamente em uma mesma época do ano.

3.2.1 Coleta de folhas infectadas e processamento dos urediniosporos

Urediniosporos de H. vastatrix, raca Il, foram coletados de plantas
infectadas de café cv. Ibaaré, da colecdo do banco de germoplasma do IAC. A cultivar
Ibaaré € suscetivel a raca Il (Eskes, 1989) e apresenta a caracteristica de manter as folhas
infectadas pela ferrugem nos ramos da planta, por varios meses do ano, disponibilizando
abundante quantidade de folhas lesionadas para a coleta. Também foram coletados
urediniosporos de H. vastatrix, raca Il, de plantas infectadas de café cv. Mundo Novo,
mantidas em vaso no interior da casa de vegetacdo no campo experimental da Embrapa
Meio Ambiente.

As coletas das folhas infectadas com H. vastatrix foram realizadas
no periodo da manh&, ap6s as nove horas, geralmente um dia antes da inoculagdo das
plantas. Foi coletada uma quantidade de folhas com lesdes novas, isentas de Verticillium
lecani (Zimm) Viegas que garantisse uma quantidade de inoculo suficiente ao
estabelecimento de cada experimento. Em seguida foram acondicionadas em saco plastico e
transportadas para o laboratério.

O processamento das folhas foi realizado logo apds a sua chegada
ao laboratério, ou no maximo até 24 horas depois. Os urediniosporos foram coletados das
lesbes das folhas com auxilio de um coletor de esporos (Figura 3) e armazenados em tubos

tipo Eppendorfs com capacidade de dois mL. Na época de pico da doenca foram realizadas
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coletas de urediniosporos nas plantas do campo e da casa de vegetagdo e 0s mesmos foram
armazenados para utilizacdo na época do ano em que ndo ocorre esporulacdo nas plantas
(Agosto-Novembro). Os tubos Eppendorfs contendo os urediniosporos foram
acondicionados entre algodao ni interior de um frasco de vidro com tampa, sendo colocados
em um dissecador, contendo na parte inferior uma solucdo aquosa de acido sulfdrico com
densidade igual a 1,8 e na concentragdo de 32,6% (v/v), conforme recomendada por
Zambolim & Chaves (1974). Nos ensaios para determinacdo da atividade enzimatica, este
método de preservacdo foi substituido e os urediniosporos foram mantidos em tubos do tipo
Eppendorf, entre algoddo, no interior de um vidro com tampa contendo cristais de
dicromato de sddio, o qual mantém a umidade relativa a aproximadamente 52% (Eskes,
1989). Em seguida, para os dois métodos, os urediniosporos foram mantidos em uma
geladeira, a temperatura de 5-7 °C, até a sua utilizag&o.

Figura 3 — Coleta de urediniosporos de Hemileia vastatrix em folhas de café (Esquerda).
Coletor de esporos montado com um tubo de ensaio, uma rolha, dois canos de
coluna de cromatografo e uma mangueira de borracha. (Direita). Manipulagao:
pincéis, tampa de placa de Petri e tubos tipo Eppendorf.

3.2.2 Preparo do indculo e inoculacéo

Os urediniosporos armazenados conforme item 3.2.1 foram
suspensos em agua destilada a uma concentracdo de 2 mg de urediniosporos por mL. A

suspensado foi agitada constantemente durante o processo de inoculagdo. A inoculagéo foi
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realizada utilizando um aspersor acoplado a um compressor com a pressdo ajustada a 3923
MPa, a uma distancia de 20 cm da superficie abaxial das folhas. Posteriormente, as plantas
foram mantidas em cdmara Umida e escura a 25° C e 90-95% UR, durante 24 horas.

Da suspenséo de urediniosporos preparada para a inoculacao, foi
retirada uma amostra para a avaliacdo da germinacdo dos urediniosporos. Trés gotas da
suspensdo foram colocadas na superficie de trés laminas de vidro. Apds 24 horas de
incubacdo, em cdmara Umida e escura a 25 °C#5, foi avaliada a porcentagem de
urediniosporos germinados. Para tanto, contou-se em trés campos por gota de cada lamina,
0 numero de esporos germinados em 100 urediniosporos, com auxilio do um microscépio
Gtico.

3.2.3 Avaliacéo da doenca

A avaliacdo da doenga foi realizada cerca de 25 dias apds a
inoculacdo das plantas pela contagem do numero total de folhas, nimero de folhas
lesionadas e nimero de lesBes por folha lesionada, em cada planta (Ribeiro et al., 1981).
Também foi avaliada a porcentagem de lesbes clordticas esporuladas por folha lesionada.

No mesmo dia da avaliacdo da doenca, foi medida a altura de cada
planta em centimetros, a partir da superficie do solo do vaso até a gema apical central da
planta.

Para a avaliacdo da porcentagem de lesdes cloréticas esporuladas
por folha lesionada, adotou-se a seguinte escala de notas: (0) sem esporulagdo, (1) de O-
25%, (2) de 25-50%, (3) de 50-75% e (4) de 75-100% de lesdes esporuladas. Nas plantas
sem ramos plagiotropicos, avaliou-se o0s cinco primeiros pares de folhas, do apice para a
base da planta. Em cada um dos pares de folhas, avaliou-se primeiro a folha da esquerda e,
em seguida, a folha da direita. Para iniciar a leitura, o vaso foi posicionado com a etiqueta
(tratamento e repeticdo) voltada para o avaliador. Nas plantas com ramos plagiotropicos,
avaliou-se inicialmente trés pares de folhas na haste central da planta, sendo os dois
primeiros pares de folhas logo acima do segundo par de ramos plagiotrépicos da base para
0 apice da planta e o terceiro par de folhas, foi o primeiro par abaixo do mesmo ramo

plagiotropico. Em seguida, avaliou-se no segundo par de ramos plagiotrdopicos da base para
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0 pice da planta, o segundo par de folhas do apice para a base do ramo. Do mesmo modo,
em cada par de folhas avaliado, avaliou-se primeiro a folha da esquerda e, em seguida, a
folha da direita com o vaso na posi¢do considerada acima (Figura 4). A realizacdo das
leituras na seqliéncia pré-estabelecida permitiu avaliagcBes sucessivas sempre nas mesmas
folhas, totalizando dez folhas avaliadas por planta. Esta avaliacdo foi realizada em
diferentes intervalos de tempo, até a esporulagéo total (nota 4) ser obtida nas folhas pré
determinadas das plantas testemunhas.

Com os dados obtidos foi calculada a porcentagem de controle para
cada tratamento em relacdo a testemunha por meio da formula: % de controle = (nimero
médio de lesbes por folha lesionada na testemunha — nimero médio de lesdes por folha
lesionada no tratamento) / (namero médio de lesdes por folha lesionada na testemunha) x
100. Foi considerado como lesdo cada mancha clorética individualizada. A porcentagem de
folhas lesionadas foi calculada a partir de: (nimero de folhas lesionadas na planta / nimero

total de folhas por planta) x 100.

Folhas Folhas
Esquerda Direita Esquerda Direita
1 9 &>
1 2
3 4
5 6 2 par
7 8 ramos plagiotropicos
O
9 10 'S 1 par
Haste principal
Sem ramos plagiotrépicos Com ramos plagiotropicos

Figura 4 — Esquema utilizado na avaliagc&o da esporulacdo das lesdes nas folhas das mudas
de café, nos diferentes ensaios com as fontes de matéria organica.
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Nas mesmas plantas foram realizadas trés inoculacGes em periodos
espacados de 90 dias, sendo repetido apds cada inoculacdo as avaliagdes do nimero de
lesbes por folha lesionada (NL/FL), a porcentagem de folhas lesionadas (%FL), a
porcentagem de controle da doenca (%C) e a altura das plantas. O intervalo de 90 dias,
estabelecido entre as inoculagdes foi necessario para as plantas se recuperarem da
inoculacdo anterior. Apo6s as avaliacOes terem sido realizadas, as folhas infectadas das
plantas foram podadas. Isto permitiu a rebrota das plantas sem que as folhas novas
estivessem em contato com uma fonte de indculo natural. Também, foi necessario realizar
algumas podas de folhas visando a eliminacdo de folhas com ataque de bicho mineiro
(Perileucoptera coffeella ) que ocorreu na época seca do ano.

Durante a conducdo dos experimentos foram realizadas regas e
eliminacdo de plantas daninhas conforme a necessidade e 0 monitoramento da temperatura

e umidade relativa do ar do interior das casas de vegetagao.

3.2.4 pH, condutividade elétrica, teor de umidade e atividade microbiana

total do substrato por meio da hidrolise de diacetato de fluoresceina — FDA

Em cada um dos ensaios, ap6s o aparecimento das lesdes da doenga
da primeira inoculacdo, foram coletadas amostras de 100 mL do substrato de cada uma das
dez repeticbes em cada tratamento. A partir destas amostras foram realizadas as analises
para a determinacdo do pH, da condutividade elétrica, do teor de umidade e da atividade
microbiana total do substrato.

O pH das amostras dos substratos foi determinado seguindo a
metodologia descrita por Camargo et al. (1986). A condutividade elétrica do extrato aquoso
do substrato foi determinada seguindo a metodologia descrita por Gillman & Bell (1978).
Para a determinacdo da umidade das amostras dos substratos foi feita a secagem de 10 g do
substrato, em trés repeticdes, em estufa de secagem e esterilizacdo (Famem, modelo
315SE) a 105 °C até obter peso constante. Para a determinacdo da hidrolise de FDA foi
utilizada a metodologia descrita por Boehm & Hoitink (1992).
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3.2.5 Teor de nitrogénio total foliar

A determinacdo do teor de nitrogénio foliar total foi realizada
empregando-se 0 método de Kjeldahl, oxidacdo umida, descrito por Tedesco et al. (1995).
Para tanto, foram coletadas folhas do primeiro par de ramos plagiotrépicos e no terceiro par
de folhas do apice para a base de cada ramo (quatro folhas/planta), em todas as repetices
de cada um dos tratamentos, obtendo uma amostra composta (Malavolta, 1987). Estas
amostras foram coletadas logo apds a avaliagdo dos sintomas da doenga da primeira
inoculagdo de cada ensaio. As amostras compostas de folhas foram secas a 65 °C em estufa
(Marconi, MA035) com circulagdo de ar até obter peso constante. Posteriormente, as
amostras foram passadas em moinho de bolas (Marconi) até obter-se um po fino e, em

seguida, foram estocadas em sacos plasticos fechados até o inicio da analise.

3.3 Efeito do lodo de esgoto e do composto de lixo na atividade enzimatica do

cafeeiro

As seguintes concentracfes de lodo de esgoto no solo foram
estudadas: 0; 2,5; 5; 7,5, 10; 12,5; 15 e 20 % (v/v). Para o composto de lixo urbano, além
das concentracGes anteriores, exceto a de 12,5%, também foram utilizadas as concentracoes
de 30, 40 e 50% (v/v). Apos a mistura com o solo, os substratos foram colocados em vasos
com cinco litros de capacidade.

Foram utilizados grupos de nove plantas em vasos individuais para
cada concentracdo, as quais foram inoculadas com urediniosporos de H. vastatrix. Deste
grupo de plantas inoculadas, foram separadas trés plantas por tratamento, para a avaliacdo
dos sintomas 25 dias apds a inoculagdo, determinando-se o nimero de leses por folha
lesionada. As seis plantas restantes foram utilizadas para coletar folhas para a determinagéo
da atividade enzimética. Grupos de seis plantas testemunhas, por concentra¢do, foram
tratadas com agua destilada. Apds a inoculacdo todas as plantas inoculadas e tratadas com
agua foram submetidas as mesmas condi¢cdes ambientes (cdmara Umida e escura a 25° C).

Ap0s 24 horas, as plantas foram transferidas para o interior da casa de vegetacéo.
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Apos diferentes intervalos da inoculagéo (0, 3, 6, 9, 12, 15, 20 e 25
dias para o lodo de esgoto e O, 2, 4, 8, 16, 32 dias para 0 composto de lixo), foram
realizadas coletas das folhas para a avaliacdo da atividade enzimética. As folhas foram
coletadas sempre as 9:00 horas da manha. Retirou-se de quatro a cinco folhas por planta,
em pontos eqlidistantes da mesma. Em cada ramo escolhido retirou-se uma folha do
segundo par de folhas, do apice para a base do ramo plagiotropico. Nas coletas seguintes,
foram realizadas do mesmo modo, retirando-se a outra folha do segundo para de folhas do
ramo e, passando para as folhas do terceiro par de folhas do ramo e assim, sucessivamente.

As folhas coletadas no grupo de plantas inoculadas e no de plantas
tratadas com agua, foram colocadas separadamente em sacos plasticos codificados e
armazenados imediatamente em uma caixa de isopor contendo gelo. Em seguida as
amostras compostas de folhas inoculadas e de folhas tratadas com &gua, para cada uma das
concentracdes, foram pesadas. Em seguida retirou-se a nervura central das folhas e pesou-
se novamente as amostras. As amostras de cada tratamento foram armazenadas a — 20 °C,

até serem utilizadas para o preparo do pé de acetona.

3.3.1 Andlises enzimaticas realizadas em tecido foliar de plantas de café

3.3.1.1 Atividade enzimatica da peroxidase — POX

3.3.1.1.1 Preparo do pé de acetona e dos extratos enzimaticos

O p6 de acetona foi preparado a partir de tecidos foliares
congelados (- 20° C) empregando-se 0 método de Rahe et al. (1970). O tecido foliar foi
reduzido a p6 com nitrogénio liquido, utilizando cadinho e pistilo de porcelana frios. Em
seguida, o po do tecido foliar obtido a partir de plantas testemunhas (sadias) e de plantas
infectadas (inoculadas), foi homogeneizado durante dois minutos com acetona previamente
fria a — 20°C (10 mL/grama de peso fresco). Logo apds, o0 homogeneizado foi filtrado com
succdo através de papel de filtro Whatman n° 01, em funil de Buchner previamente frio e
lavado com acetona com um segundo igual volume de acetona fria. O material foi seco

durante uma hora sob véacuo no interior de um dissecador a temperatura ambiente e



40

estocado a — 20° C em recipientes plasticos fechados e codificados (Rahe et al., 1970,
Hammerschmidt et al., 1982).

O po6 de acetona foi homogeneizado (0,1g /2 mL) com uma solugédo
de tampéo de acetato de sodio pH 5,6 0,05 M a 4° C com 10% de polivinilpirrolidona
insolivel (PVPP). O homogeneizado foi filtrado através de um tecido fino (“voal”) em
banho de gelo e centrifugado a 13000 g durante 20 min a 4° C. O sobrenadante foi
transferido para tubos do tipo Eppendorf (2 mL) e congelado a —20° C. Este sobrenadante
foi utilizado como extrato enziméatico para determinacdo da atividade da peroxidase
(Hammerschmidt et al., 1982).

3.3.1.1.2 Determinacéo da atividade enzimatica da peroxidase — POX.

A atividade da POX foi determinada por espectrofotometria a 470
nm, tendo como doador de hidrogénio o guaiacol (que por oxidacgao passa a tetraguaiacol) e
como substrato o peroxido de hidrogénio. A mistura de reacdo continha: 0,2 mL de extrato
enzimatico em 0,8 mL de uma solucdo de tampdo citrato-fosfato 0,05 M, pH 6 com 0,2%
de guaiacol e 0,1% de perdxido de hidrogénio. A atividade foi medida tendo como
referéncia uma mistura igual a da reacdo, mas sem extrato enzimatico. Como testemunha
utilizou-se uma mistura de reacdo sem perdxido de hidrogénio. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 0,2 mL do extrato enzimatico (sobrenadante) e as varia¢cdes na absorbancia a 470
nm foram medidas por trés minutos, a intervalos de dez segundos. Para cada tratamento,
foram realizadas trés repeticdes e para cada repeticdo foram realizadas trés leituras da
atividade enzimatica no espectrofotémetro (Lambida 20, Perkin Elmer) (Hammerschmidt et
al., 1982).

A atividade enzimatica foi expressa como 0 aumento na
absorbancia. min™.g™* de p6 de acetona. A unidade de enzima por peso de p6 de acetona é
definida como a quantidade de enzima necessaria para causar a variagdo de uma unidade de

absorbancia por minuto (Draetta & Lima, 1976).
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3.3.1.2 Atividade enzimatica da polifenoloxidase — PPO.

A metodologia empregada para a andlise da polifenoloxidase foi
semelhante a da peroxidase (Item 3.3.1.1), partindo-se do mesmo p6 de acetona

armazenado para o preparo do extrato enzimatico.

3.3.1.2.1 Determinacao da atividade enzimética da PPO

Foram utilizadas duas metodologias: na primeira a atividade da
PPO foi determinada por espectrofotometria a 480 nm, pela oxidacéo da L-Dopa (L-B-3,4-
dihidroxifenilalanina, Sigma D-9628) em dopaquinona. A mistura da reagdo continha 0,8
mL de uma solugdo de L-Dopa em tampéo —fosfasto 0,01M, pH 7 (4 mg/mL) e 0,2 mL de
extrato enziméatico. Como testemunha utilizou-se uma mistura de reacdo sem L-Dopa. A
atividade da PPO foi medida a intervalos de dez segundos pela alteragcdo da absorbancia da
mistura a 480 nm, durante trés minutos. Para cada tratamento foram realizadas trés
repeticdes e para cada repeticdo foram realizadas trés leituras da atividade enzimatica no
espectrofotdbmetro (Lambida 20, Perkin Elmer) (Lazarrovitis & Ward, 1982, Okey et al.,
1997).

Na segunda metodologia as folhas novas do segundo par de folhas
dos ramos plagiotropicos, foram retiradas das plantas de cada um dos tratamentos. Foram
armazenadas em caixa de isopor contendo gelo e levadas para o laboratorio. A nervura
central das folhas foi cortada e pesou-se trés repeticbes de 0,2 gramas por tratamento. As
amostras foram maceradas em cadinho com auxilio de pistilo, previamente frios. Na
maceracdo, para cada amostra de 0,2 g, usou-se 6,0 mL de tampdo fosfato de sodio a 100
mM, pH 7,0, contendo 2,0% (p/v) de acido ascérbico e 5,0% (p/v) de
polivinilpolipirolidona insoluvel (PVPP), a 4 °C. O extrato foi mantido a 4 °C, durante 30
minutos, com ocasional agitagdo. Apos centrifugacdo (32.000 g, 20 minutos, 4 °C), o
sobrenadante foi recuperado e desalinizado em mini colunas PD-10 Sephadex G25
(Pharmacia) usando tampdo fosfato de sédio a 50 mM, pH 6,0, para a elui¢cdo (Mazzafera &
Robinson, 2000).



42

A atividade da polifenoloxidase foi determinada como o consumo
de oxigénio em um eletrodo de oxigénio (Hansatech), a 25 °C. A mistura de reagéo (volume
final = 1 mL) continha: 50 pL de &cido clorogénico a 20 mM (concentracéo final de 1 mM)
(Sigma 3878), 450 uL de tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0 contendo dodecil sulfato
de sodio a 3,5 mM (SDS) e 500 uL do extrato enzimético. A reacdo foi iniciada com a
adicdo do acido clorogénico e a quantidade de oxigénio consumida durante o primeiro
minuto foi usada para calcular a atividade (Mazzafera & Robinson, 2000).

O doseamento da concentracdo protéica das diferentes amostras foi
estimado pelo método de Bradford (1976), utilizando o kit da Bio-Rad de acordo com as

instrucdes do fabricante usando como padrédo albumina de soro bovino.

3.4 Analise dos resultados

Os dados resultantes dos experimentos com as fontes de matéria
organica, testados em diversas concentracbes em delineamento em blocos completos
casualizados foram analisados por meio da analise de regressdo linear empregando o SAS
System versdo 8.0 (SAS Institute Inc., 1999).
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4 RESULTADOS

4.1 ldentificacdo da raca de Hemileia vastatrix pelo teste de discos de folhas

Na avaliacdo da germinacdo dos urediniosporos em laminas de
vidro obteve-se uma germinagdo média entre 40 e 50%.

De acordo com Rodrigues Jr. et al. (1975a) e com o0s sintomas
obtidos no teste de disco de folhas concluiu-se que os urediniosporos de Hemileia vastatrix,
coletados nas plantas do banco de germoplasma do IAC, pertencem a raga Il, com gene de

viruléncia vs.

4.2 Efeito de fontes de matéria organica na Ferrugem do cafeeiro

4.2.1 Efeito do lodo de esgoto sobre a Ferrugem do cafeeiro

O lodo de esgoto nas concentracdes de 30, 40 e 50% causou a morte
das mudas, ap6s o transplante, por fitotoxidade e/ou por anaerobiose causada pelo excesso
de agua retida no substrato dos vasos.

Com as concentracBes crescentes do lodo de esgoto, o nimero de
lesdo por folha lesionada (NL/FL) aumentou significativamente na primeira e na segunda

inoculagdo (R% = 0,85 e R? = 0,64) (Tabelas 6 e 7). Na terceira inoculagdo o NL/FL também
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aumentou, mas ndo significativamente com as concentragdes crescentes de lodo de esgoto
(R? = 0,54) (Tabelas 6 e 7). Os aumentos maximos no NL/FL em relacdo a testemunha
foram de 308,2%; 312,0% e 251,7% na primeira, na segunda e na terceira inoculacao,
respectivamente. Com a realizacdo das trés inoculagdes das plantas houve uma tendéncia de
reducdo no NL/FL tanto nas testemunhas, como nas concentragdes crescentes com o lodo

de esgoto (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6 — Efeito do lodo de esgoto no nimero de lesdes por folha lesionada das mudas de
cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentracdo Inoculacéo
% (viv)* | Il 1l
0,0 115,7 107,2 68,8
2,5 181,0 166,1 121,3
5,0 178,9 173,5 138,1
7,5 189,2 180,0 140,7
10,0 245,7 117,5 199,3
15,0 225,1 199,2 173,2
20,0 356,6 334,5 162,5
30,0 - - .
40,0 - - .
50,0 - - -
R 0,85 0,64 0,54

! Lodo de esgoto seco e moido. R*= coeficiente de determinaco. ( - ) Plantas mortas ap6s o
transplante. Cada valor representa a média de 10 repeti¢fes. Intervalo entre as inoculacgdes:
90 dias.

A porcentagem de folhas lesionadas nédo foi afetada ap6s a primeira
inoculacdo (R? = - 0,16) (Tabelas 7 e 8). Na segunda e na terceira inoculacéo as %FL
diminufram significativamente com o aumento das concentraces de lodo de esgoto (R* = -
0,75 e R? = — 0,89). Considerando as trés inoculacdes das plantas ocorreu uma tendéncia de
reducdo na %FL tanto nas testemunhas, quanto nas concentragdes com o lodo de esgoto
(Tabelas 7 e 8).
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Tabela 8 — Efeito do lodo de esgoto na porcentagem de folhas lesionadas das mudas de
cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentracdo Inoculacéo

% (viv)" | I 11
0,0 44,0 35,9 27,8
2,5 31,1 35,0 39,0
5,0 35,8 34,6 33,5
7,5 41,7 36,0 30,4
10,0 24,8 21,2 17,6
15,0 33,1 21,7 10,3
20,0 334 20,2 7,1
30,0 - - -
40,0 - - -
50,0 - - -
R -0,16 -0,75 - 0,89

! Lodo de esgoto seco e moido. R* = coeficiente de determinagdo. ( - ) Plantas mortas ap6s
0 transplante. Cada valor representa a média de 10 repeticBes. Intervalo entre as
inoculacgdes: 90 dias.

As concentracfes crescentes de lodo de esgoto diminuiram nao
significativamente o desenvolvimento das mudas na primeira inoculacdo (R? = - 0,46). As
alturas das plantas diminuiram significativamente na segunda e na terceira inoculacéo (R
=-0,76 e R?> =—0,83) (Tabelas 7 e 9).

O teor de nitrogénio foliar total aumentou significativamente com
as concentrages crescentes de lodo de esgoto na primeira inoculagdo (R? = 0,66) (Tabelas
7 e 10). De acordo com a recomendacao de N nas folhas de cafeeiro de Malavolta (1987) o
teor de N da testemunha foi considerado como da classe deficiente (< 20-25 g kg™), na
concentracdo de 2,5% de lodo foi considerado como da classe adequada (26-30 g kg™) e os
teores de N das demais concentracdes de lodo de esgoto foram considerados como da classe
excessiva (> 30g kg™).

O pH do substrato nas concentracdes crescentes de lodo de esgoto
diminuiu, porém ndo de forma significativa (R* = - 0,31) (Tabelas 7 e 10).

A condutividade elétrica (CE) e a atividade total microbiana do
substrato, avaliada por meio da hidrdlise de diacetato de fluoresceina (FDA), aumentaram
significativamente com as concentracdes crescentes de lodo de esgoto (R? = 0,97 e R? =

0,74, respectivamente) (Tabelas 7 e 10).
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Tabela 9 — Efeito do lodo de esgoto na altura (cm) das mudas de cafeeiro na primeira,
segunda e terceira inoculagdo com Hemileia vastatrix.

Concentracdo Inoculacéo

% (viv)* | 1 1l
0,0 27,1 42,5 66,0
2,5 40,3 50,1 76,0
5,0 33,3 33,7 64,7
7,5 35,6 37,3 45,3
10,0 23,8 27,0 37,7
15,0 22,4 25,3 29,6
20,0 21,5 23,1 28,4
30,0 - - .
40,0 - - .
50,0 - - -
R - 0,46 -0,76 -0,83

! Lodo de esgoto seco e moido. R* = coeficiente de determinagdo. ( - ) Plantas mortas ap6s
0 transplante. Cada valor representa a meédia de 10 repeticdes. Intervalo entre as
inoculagdes: 90 dias.

Tabela 10 — Efeito do lodo de esgoto no nitrogénio foliar total de mudas de cafeeiro

inoculadas com Hemileia vastatrix; no pH, na condutividade elétrica e na
atividade microbiana (hidrolise de FDA) total do substrato onde as mudas de
cafeeiro se desenvolveram.

Concentragao N pH CE FDA hidrolisado
% (viv)* (g Kg™h (@Sm™)  (ugmin." g solo seco™).

0,0 22,0 6,1 0,054 3,01
2,5 30,4 4,2 0,341 3,66
5,0 31,9 4,3 0,568 4,20
7,5 30,9 44 0,762 4,50

10,0 34,9 4,3 0,886 3,85

15,0 32,3 4.4 1,263 4,51

20,0 33,5 4,3 1,227 5,75

30,0 - - - -

40,0 - - - -

50,0 - - - -
R’ 0,66 -0,31 0,97 0,74

! Lodo de esgoto seco e moido. N = teor de nitrogénio foliar total (Kjeldahl). CE
condutividade elétrica do substrato. FDA = hidrélise de diacetato de fluoresceina. R?

coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap0s o transplante. Cada valor representa a
média de 10 repeti¢Oes. AvaliacOes realizadas apds a primeira inoculagéo.

A esporulacdo das lesdes das folhas lesionadas apds trés dias do

inicio do aparecimento das lesdes clordticas ndo foi afetada (R? = - 0,02). Na segunda

avaliagdo, realizada apds 12 dias do inicio do aparecimento das lesdes, as concentraces
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crescentes de lodo de esgoto retardaram o desenvolvimento da esporulacdo em relacdo a
testemunha (R? = - 0,82). Na terceira avaliacdo, realizada 18 dias apés o inicio do
aparecimento das lesdes, houve um atraso na esporulacdo das lesbes de acordo com as

concentracdes crescentes de lodo de esgoto (R’= - 0,85) (Figura 5).

3,5
3,0
2,5
2,0 1
1,5 4 .
1,0 3 dlgs

0,5 A [12 dias
0;0 T T T T T 2 18 dias

0 2,5 5 7,5 10 15 20

Concentracédo % (v/v)

Notas

ab ab ab

Figura 5 — Esporulagdo das lesbes cloroticas em folhas de cafeeiro cultivado em diferentes
concentrac@es de lodo de esgoto, em diferentes intervalos de tempo apds o inicio
do aparecimento das lesdes da primeira inoculacdo. Notas: (0) sem esporulagéo;
(1) de 0 a 25%; (2) de 25 a 50%); (3) de 50 a 75% e (4) de 75 a 100% de lesdes
esporuladas. Em uma mesma data, médias seguidas pela mesma letra, nédo
diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Para

as analises estatisticas os dados originais foram transformados em /x +0,5.

4.2.2 Efeito do esterco de suino sobre a Ferrugem do cafeeiro

O esterco de suino ndo diminuiu significativamente o NL/FL e a
%FL na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo de Hemileia vastatrix (Tabelas 7, 11
e 12). No entanto, ocorreram aumentos maximos no NL/FL em relacdo as testemunhas de
363,0; 221,7 e 217,3%, respectivamente, para a primeira, segunda e terceira inoculagdes.
Na primeira inoculacdo o NL/FL diminuiu em relacdo a testemunha nas concentragdes de
30 e 40%, com controle da doenca de 83,3 e 45,4%, respectivamente (Tabela 11). Na

segunda inoculacdo o NL/FL diminuiu nas concentracdes de 30, 40 e 50%, com controle da
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doenca de 89,8; 66,6 e 14,6%, respectivamente. Na terceira inoculacdo o NL/FL diminuiu
nas concentracbes de 7,5; 10; 30 e 40%, com controle da doenca de 25,9; 54,6; 78,2 e
48,3%, respectivamente (Tabela 11). O NL/FL nas trés inoculacbes apresentou uma
tendéncia de diminuir tanto na testemunha quanto nas concentra¢cdes do esterco de suino
(Tabela 11).

Tabela 11 — Efeito do esterco de suino no numero de lesdes por folha lesionada das mudas
de cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentra?éo Inoculacédo
% (V/v) I 1 i
0,0 87,9 72,0 44,0
2,5 129,6 99,8 64,8
5,0 191,1 109,9 95,6
7,5 221,6 110,8 32,6 (25,9)
10,0 319,2 159,6 20,0 (54,6)
15,0 254,0 127,0 67,0
20,0 212,6 106,3 50,1
30,0 14,7 (83,3) 7,3(89,8) 9,6 (78,2)
40,0 48,0 (45,4) 24,0 (66,6) 22,7 (48,3)
50,0 123,0 61,5 (14,6) 57,7
R -0,05 -0,22 -0,12

! Esterco de suino. R*= coeficiente de determinagdo. Cada valor representa a média de 10
repeticbes. Intervalo entre as inoculagfes: 90 dias. Os valores entre parénteses
correspondem a porcentagem de controle da doenca em relacdo a testemunha.

Apesar do aumento, a altura das plantas ndo apresentou aumento
significativo na primeira, na segunda e na terceira inoculacéo (R? = 0,31; R* = 0,25 e R* =
0,08) (Tabelas 7 e 13). A tendéncia nas trés inoculagdes foi de diminuir o efeito no
desenvolvimento das plantas.

O teor de nitrogénio foliar total aumentou significativamente com
as concentracBes crescentes de esterco de suino na primeira inoculagido (R* = 0,83)
(Tabelas 7 e 14). De acordo com Malavolta (1987), os teores de N nas concentracdes de 0 a
7,5% foram considerados como da classe deficiente; os teores das concentracdes de 10 e
15% foram considerados da classe adequada e os teores das concentragdes de 20 a 50%

foram considerados da classe excessiva.
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Tabela 12 — Efeito do esterco de suino na porcentagem de folhas lesionadas das mudas de
cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentracdo Inoculacéo
% (viv)" | I 11
0,0 25,3 20,6 19,8
2,5 29,5 23,1 20,2
5,0 33,7 25,7 23,1
7,5 26,5 21,1 20,8
10,0 25,9 27,6 18,3
15,0 24,1 22,4 24,5
20,0 18,2 13,8 21,7
30,0 12,4 9,5 6,3
40,0 15,8 17,3 144
50,0 26,6 28,6 30,1
R -0,38 -0,05 0,00

! Esterco de suino. R* = coeficiente de determinacéo. Cada valor representa a média de 10
repeticOes. Intervalo entre as inoculagdes: 90 dias.

Tabela 13 — Efeito do esterco de suino na altura (cm) das mudas de cafeeiro na primeira, na
segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia vastatrix.

Concentracao Inoculagdes
% (viv)' | I 1
0,0 16,5 24,2 36,0
2,5 22,2 27,9 41,9
5,0 41,5 51,2 63,0
7,5 47,8 54,1 62,3
10,0 29,2 45,0 56,9
15,0 45,0 53,1 63,2
20,0 54,2 61,4 67,0
30,0 55,3 60,3 66,7
40,0 54,5 57,0 65,0
50,0 28,0 33,9 36,0
R 0,31 0,25 0,08

! Esterco de suino. R? = coeficiente de determinacéo. Cada valor representa a média de 10
repeticdes. Intervalo entre as inoculagdes: 90 dias.

As concentragBes crescentes de esterco de suino aumentaram
significativamente o pH no substrato (R® = 0,90) (Tabelas 7 e 14). A condutividade elétrica
e a atividade microbiana no substrato dos vasos ndo aumentaram significativamente com as
concentracdes crescentes de esterco de suino (R* = 0,41; R? = 0,05, respectivamente)
(Tabelas 7 e 14).
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Tabela 14 — Efeito do esterco de suino no nitrogénio foliar total de mudas de cafeeiro
inoculadas com Hemileia vastatrix; no pH, na condutividade elétrica e na
atividade microbiana (hidrélise de FDA) total do substrato onde as mudas de
cafeeiro se desenvolveram.

Concentracao N pH CE FDA hidrolisado
% (viv)* (g Kg?h) (@Smh  (ug min.* g solo seco™).
0,0 24,7 6,3 0,067 3,88
2,5 24,5 6,5 0,924 4,01
5,0 23,8 6,5 0,602 3,43
7,5 24,5 6,6 0,421 2,92
10,0 28,0 6,7 0,898 3,03
15,0 27,3 6,7 0,642 3,68
20,0 30,9 6,8 0,812 3,09
30,0 31,6 7,0 0,526 3,48
40,0 32,1 6,9 0,915 5,09
50,0 30,7 6,9 1,447 3,72
R 0,83 0,90 0,41 0,05

! Esterco de suino. N = teor de nitrogénio foliar total (Kjeldahl). CE = condutividade
elétrica do substrato. FDA = hidrélise de diacetato de fluoresceina. R? = coeficiente de
determinacdo. Cada valor representa a média de 10 repeticdes. AvaliacOes realizadas apés a
primeira inoculacéo.

Apos a primeira e segunda inoculacdo, a esporulacéo nas lesdes das
folhas lesionadas apos 17 e 21 dias, respectivamente, diminuiu significativamente tanto na
primeira (R*> = - 0,66), como na segunda (R? = - 0,64) avaliacdo (Figura 6). As
concentragBes crescentes de esterco de suino retardaram as esporulacBes das lesGes
significativamente na primeira e na segunda avaliagdes. Por outro lado, se for considerado a
esporulacdo na testemunha até a concentracdo de 30%, o efeito no atraso da esporulacdo
fica maior para as trés avaliacdes (R? = - 0,83; R = - 0,86 e R? = - 0,81). Em relacéo aos
demais ensaios realizados, a cor verde das folhas neste ensaio foi menos intensa e a textura
das folhas foi mais coreécea; exceto para as concentraces de 40 e 50%, possivelmente

demonstrando desequilibrio nutricional.
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Figura 6 — Esporulagdo das lesfes cloroticas em folhas de cafeeiro cultivado em diferentes
concentracBes de esterco de suino, em diferentes intervalos de tempo ap6s o
inicio do aparecimento das lesbes da primeira inoculacdo. Notas: (0) sem
esporulacéo; (1) de 0 a 25%; (2) de 25 a 50%; (3) de 50 a 75% e (4) de 75 a
100% de lesdes esporuladas. Em uma mesma data, médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). Para as analises estatisticas os dados originais foram transformados em

AJX+05.

4.2.3 Efeito do composto de lixo sobre a Ferrugem do cafeeiro

O namero de lesdes por folha lesionada e a altura das plantas nao
foram afetadas significativamente com as concentragdes crescentes de composto de lixo nas
trés inoculacBes de H. vastatrix (Tabelas 7, 15 e 17). Os aumentos maximos no NL/FL em
relacdo as testemunhas foram de 570,7; 146,1 e 1.012,6%, respectivamente, para a
primeira, a segunda e a terceira inoculacdo. Na segunda inoculagéo, ocorreram controles da
doenca de 40,2; 26,5; 19,6 e 40,2% nas concentracdes de 2,5; 5; 7,5 e 10% de composto de
lixo, respectivamente (Tabela 15).

A porcentagem de folhas lesionadas por planta aumentou
significativamente na primeira e na terceira inoculacdo e ndo foi observada alteracdo
significativa na segunda inoculacéo (R* = 0,65; R* = 0,66 e R* = — 0,41) (Tabelas 7 e 16).
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Tabela 15 — Efeito do composto de lixo urbano no nimero de lesdes por folha lesionada das
mudas de cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com
Hemileia vastatrix.

Concentracdo Inoculacéo
% (viv)" | I 11
0,0 8,2 20,4 39
2,5 34,3 12,2 (40,2) 9,0
5,0 25,5 15,0 (26,5) 36,3
7,5 14,9 31,0 37,4
10,0 18,6 16,4 (19,6) 39,5
15,0 46,8 12,2 (40,2) 36,2
20,0 34,9 29,8 29,3
30,0 30,2 26,4 15,6
40,0 38,0 23,4 22,8
50,0 25,6 29,6 20,2
R 0,27 0,27 0,03

! Composto de lixo urbano. R*= coeficiente de determinacao. Cada valor representa a média
de 10 repeticBes. Intervalo entre as inoculagbes: 90 dias. Os valores entre parénteses
correspondem a porcentagem de controle da doenca em relagdo a testemunha.

Tabela 16 — Efeito do composto de lixo urbano na porcentagem de folhas lesionadas das
mudas de cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculagdo com
Hemileia vastatrix.

Concentragdo Inoculagéo
% (vIv) | I Il
0,0 12,9 31,4 10,0
2,5 28,5 23,9 50
5,0 30,2 23,6 6,4
7,5 29,2 36,9 8,7
10,0 31,8 21,5 14,5
15,0 34,1 16,0 19,2
20,0 419 18,8 36,7
30,0 32,6 22,2 38,5
40,0 39,5 14,9 45,2
50,0 37,8 19,4 23,1
R’ 0,65 -0,41 0,66

! Composto de lixo urbano. R* = coeficiente de determinagdo. Cada valor representa a
média de 10 repeticBes. Intervalo entre as inoculagdes: 90 dias.

O teor de nitrogénio foliar total e o pH do substrato dos vasos
aumentaram significativamente com as concentracdes crescentes de composto de lixo
(Tabelas 7 e 18). De acordo com a recomendacdo de N nas folhas de cafeeiro de Malavolta

(1987), o teor de N na testemunha e nas concentracfes de 2,5 e 7,5% de composto de lixo
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foram considerados como da classe deficiente. O teor de N da concentracdo de 5% foi
considerado como da classe adequada e os teores das demais concentracfes como

pertencentes a classe excessiva.

Tabela 17 — Efeito do composto de lixo urbano na altura (cm) das mudas de cafeeiro na
primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia vastatrix.

Concentragao Inoculacéo
% (viv)' | I 11

0,0 45,8 51,4 66,67
2,5 53,7 59,9 71,00
5,0 48,8 54,6 74,33
75 51,7 55,4 74,67
10,0 45,6 55,3 74,67
15,0 52,9 63,3 80,33
20,0 42,4 52,3 79,67
30,0 37,5 47,8 81,67
40,0 40,4 57,0 73,67
50,0 32,1 46,6 63,67
R - 0,58 -0,12 0,02

1 Composto de lixo urbano. R = coeficiente de determinacdo. Cada valor representa a
média de 10 repeticdes. Intervalo entre as inoculagdes: 90 dias.

Tabela 18 — Efeito do composto de lixo urbano no nitrogénio foliar total de mudas de
cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix; no pH, na condutividade elétrica
e na atividade microbiana (hidrélise de FDA) total do substrato onde as mudas
de cafeeiro se desenvolveram.

Concentracdo N pH CE FDA hidrolisado
% (viv)! (g Kg?) (@Smh)  (ug min.* g solo seco™).
0,0 23,2 54 0,111 3,32
2,5 22,0 5,7 0,141 3,14
5,0 26,1 5,7 0,181 2,90
7,5 23,5 59 0,101 2,61
10,0 30,1 6,2 0,166 3,14
15,0 30,3 6,3 0,172 2,36
20,0 33,0 6,7 0,215 1,88
30,0 33,8 7,0 0,272 1,85
40,0 33,6 7,3 0,186 1,51
50,0 33,7 74 0,232 1,53
R’ 0,86 0,98 0,59 - 0,88

! Composto de lixo urbano. N = teor de nitrogénio foliar total (Kjeldahl). CE
condutividade elétrica do substrato. FDA = hidrélise de diacetato de fluoresceina. R? =
coeficiente de determinacdo. Cada valor representa a média de 10 repeticdes. Avaliaches
realizadas ap@s a primeira inoculag&o.
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A atividade microbiana total do substrato  diminuiu
significativamente com as concentracdes crescentes do composto de lixo (R* = - 0,88)
(Tabelas 7 e 18).

A esporulacdo nas lesbes das folhas lesionadas apos trés, 12 e 22
dias do inicio do aparecimento das lesdes cloroticas, foi de modo geral uniforme nas

concentragdes crescentes de composto de lixo (R? = 0,00; R? = 0,00 e R? = 0,02) (Figura 7).

Notas

M9 dias
A 12 dias

022 dias

0 25 5 75 10 15 20 30 40 50
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Figura 7 — Esporulacao das lesdes clorodticas em folhas de cafeeiro cultivado em diferentes
concentracGes de composto de lixo, em diferentes intervalos de tempo apds o
inicio do aparecimento das lesdes da primeira inoculagdo. Notas: (0) sem
esporulacéo; (1) de 0 a 25%; (2) de 25 a 50%; (3) de 50 a 75% e (4) de 75 a
100% de lesBes esporuladas. Em uma mesma data, médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). Para as anélises estatisticas os dados originais foram transformados

em /x+0,5.

4.2.4 Efeito da cama de aves sobre a Ferrugem do cafeeiro

As concentragdes crescentes da cama de aves ndo interferiram
significativamente no NL/FL e na altura das mudas; no pH, na CE e hidrdlise de FDA do

substrato (Tabelas 7, 19, 21 e 22). Os aumentos maximos no NL/FL em relacdo a
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testemunha foram de 222; 162,3 e 258,5%, respectivamente, para a primeira, a segunda e a
terceira inoculacdo. Na segunda inoculacdo, o NL/FL nas concentracdes de 2,5; 7,5 e 15%
diminuiram em relacdo ao da testemunha, obtendo-se controles da doenca de 36,2; 13,2 e

25%, respectivamente (Tabela 19).

Tabela 19 — Efeito da cama de aves no nimero de lesdes por folha lesionada das mudas de
cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentragao Inoculagéo

% (VIv) | I Il
0,0 25,4 28,9 6,5
2,5 29,8 18,5 (36,2) 9,7
5,0 50,3 37,6 12,1
7,5 53,9 25,1 (13,2) 16,8
10,0 47,3 31,9 13,4
15,0 42,5 21,7 (25,0) 15,7
20,0 43,7 31,4 11,7
30,0 48,1 46,9 15,3
40,0 56,4 33,9 9,0
50,0 - - -
R’ 0,46 0,23 0,11

1 Cama de aves. R*= coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o transplante.
Cada valor representa a média de 10 repeti¢des. Intervalo entre as inoculagdes: 90 dias. Os
valores entre parénteses correspondem a porcentagem de controle da doenca em relagdo a
testemunha.

A porcentagem de folhas lesionadas ndo aumentou
significativamente na primeira inoculacdo (R? = 0,45) e significativamente na segunda
inoculacdo (R® = 0,91) (Tabelas 7 e 20). A %FL na terceira inoculacdo diminuiu néo
significativamente com as concentracdes crescentes da cama de aves (R?= - 0,22) (Tabelas
7 e 20).

O teor de nitrogénio foliar total aumentou significativamente com
as concentracdes crescentes da cama de aves (R? = 0,77) (Tabelas 7 e 22). De acordo com
Malavolta (1987), o teor de N da testemunha foi considerado como da classe deficiente, os
teores das concentracfes de 2,5 a 7,5% foram considerados como pertencentes a classe

adequada e os demais como pertencentes da classe excessiva.
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Tabela 20 — Efeito da cama de aves na porcentagem de folhas lesionadas das mudas de
cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentracdo Inoculacéo

% (viv)" | I 11
0,0 20,2 19,7 26,6
2,5 24,9 20,5 33,3
5,0 27,1 25,9 39,9
7,5 29,9 27,2 24,6
10,0 32,0 31,0 43,0
15,0 35,3 38,5 32,0
20,0 29,5 36,2 22,7
30,0 31,7 35,6 27,8
40,0 28,7 42,3 15,0
50,0 - - -
R 0,45 0,91 -0,22

! Cama de aves. R” = coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o transplante.
Cada valor representa a média de 10 repeticdes. Intervalo entre as inoculacdes: 90 dias.

Tabela 21 — Efeito da cama de aves na altura (cm) das mudas de cafeeiro na primeira, na
segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia vastatrix.

Concentracao Inoculacéo

% (viv)" | I 1
0,0 35,2 52,6 60,0
2,5 40,0 61,6 73,2
5,0 42,3 60,7 69,0
75 43,5 59,4 71,3
10,0 45,6 63,4 81,2
15,0 34,6 56,3 67,9
20,0 28,5 53,3 70,1
30,0 33,8 55,0 66,3
40,0 35,0 65,0 70,0
50,0 - - B
R’ 0,21 0,01 0,02

! Cama de aves. R? = coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o transplante.
Cada valor representa a média de 10 repeticdes. Intervalo entre as inoculagdes: 90 dias.

A esporulagéo das lesdes nas folhas de cafeeiro oito, 14 e 20 dias
apos a inoculacdo, aumentou ndo significativamente com as concentracdes crescentes da
cama de aves (R? = 0,55; R? = 0,48 e R? = 0,13) (Figura 8).

A cama de aves determinou a morte de 70, 90 e 100% das mudas,

respectivamente, nas concentracdes de 30; 40 e 50% (Tabela 19).
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Tabela 22 — Efeito da cama de aves no nitrogénio foliar total de mudas de cafeeiro

inoculadas com Hemileia vastatrix; no pH, na condutividade elétrica e na
atividade microbiana (hidrélise de FDA) total do substrato onde as mudas de
cafeeiro se desenvolveram.

Concentragéo N pH CE FDA hidrolisado
% (viv)* (g Kg?h) (@Smh  (ug min.* g solo seco™).

0,0 24,9 55 0,126 2,43
2,5 29,7 57 0,153 3,30
5,0 29,8 55 0,153 2,43
7,5 28,2 5,4 0,088 2,31

10,0 31,5 55 0,141 2,54

15,0 47,9 5,4 0,131 2,42

20,0 49,7 5,6 0,152 3,03

30,0 48,2 57 0,268 2,24

40,0 454 5,9 0,242 1,94

50,0 - - - -
R? 0,77 0,16 0,46 -0,18

! Cama de aves. N = teor de nitrogénio foliar total (Kjeldahl). CE = condutividade elétrica
do substrato. FDA = hidrélise de diacetato de fluoresceina. R®> = coeficiente de
determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o transplante. Cada valor representa a média de 10
repeticOes. AvaliacOes realizadas ap0s a primeira inoculagéo.

Notas

8 dias

14 dias
20 dias

0 25 5 7,510 15 20 30 40
Concentracao % (v/v)

Figura 8 — Esporulagdo das lesdes cloroticas em folhas de cafeeiro cultivado em diferentes

concentraces de cama de aves, em diferentes intervalos de tempo apds o inicio
do aparecimento das lesdes da primeira inoculagdo. Notas: (0) sem esporulagéo;
(1) de 0 a 25%; (2) de 25 a 50%; (3) de 50 a 75% e (4) de 75 a 100% de lesbes
esporuladas. Em uma mesma data, médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Para

as analises estatisticas os dados originais foram transformados em /x +0,5.
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4.2.5 Efeito do esterco de bovino sobre a Ferrugem do cafeeiro

O numero de lesdes por folha lesionada diminuiu de forma nao
significativa na primeira e na segunda inoculagdo com as concentracdes crescentes de
esterco bovino (R* = - 0,12 e R?> = - 0,05) (Tabelas 7 e 23). Entretanto, na terceira
inoculagdo o NL/FL aumentou mas de forma ndo significativa, com as concentragdes
crescentes de esterco de bovino (R? = 0,10) (Tabelas 7 e 23). Na primeira e na segunda
inoculagdo ocorreu o controle da doenca de 42 e 28%, respectivamente, na concentragdo de
40% (Tabela 23).

A %FL aumentou significativamente na primeira e segunda
inoculagdo com as concentragdes crescentes do esterco bovino (R? = 0,81 e R® = 0,86)
(Tabelas 7 e 24).

Tabela 23 — Efeito do esterco de bovino no nimero de lesdes por folha lesionada das mudas
de cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentragao Inoculacéo

% (viv)' | I 1
0,0 12,9 37,3 44.8
2,5 15,7 46,2 59,3
5,0 15,9 53,6 75,1
7,5 15,9 55,2 1129
10,0 15,2 51,9 134,8
15,0 19,2 57,8 1194
20,0 16,5 57,6 97,4
30,0 12,9 40,0 113,5
40,0 7,5 (42,0) 26,8 (28,1) 48,2
50,0 - - -
R -0,12 -0,05 0,10

! Esterco de bovino. R*= coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o
transplante. Cada valor representa a media de 10 repeticdes. Intervalo entre as inoculagdes:
90 dias. Os valores entre parénteses correspondem a porcentagem de controle da doenga em
relacdo a testemunha.

Os valores do pH e da condutividade elétrica do substrato

aumentaram significativamente com as concentracfes crescentes do esterco de bovino. Por
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outro lado, a atividade microbiana total do substrato diminuiu significativamente com o

aumento das concentragoes do esterco de bovino (Tabelas 7 e 26).

Tabela 24 — Efeito do esterco de bovino na porcentagem de folhas lesionadas das mudas de
cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentracao Inoculacéo

% (viv)' | I 11
0,0 18,0 20,9 64,2
2,5 20,6 21,1 57,7
5,0 25,3 29,8 60,9
7,5 22,0 32,9 69,7
10,0 21,7 31,1 64,1
15,0 29,4 34,2 58,6
20,0 33,3 46,5 68,2
30,0 30,5 42,1 53,3
40,0 32,8 61,2 52,8
50,0 - - -
R’ 0,81 0,86 -0,18

! Esterco de bovino. R* = coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas apds o
transplante. Cada valor representa a meédia de 10 repeticOes. Intervalo entre as inoculagdes:
90 dias.

Tabela 25 — Efeito do esterco de bovino na altura (cm) das mudas de cafeeiro na primeira,
na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia vastatrix.

Concentracdo Inoculacéo

% (viv)* | 1 1l
0,0 26,6 37,3 52,5
2,5 35,1 46,2 54,7
5,0 37,8 53,6 56,3
75 46,4 55,2 55,7
10,0 41,7 51,9 53,7
15,0 39,6 57,8 59,1
20,0 35,2 57,6 58,5
30,0 21,5 40,0 44,3
40,0 16,3 26,8 43,9

50,0 - - -
R -0,19 - 0,05 -0,23

1 Esterco de bovino. R* = coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas apds o
transplante. Cada valor representa a média de 10 repeti¢fes. Intervalo entre as inoculacdes:
90 dias.
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Tabela 26 — Efeito do esterco de bovino no nitrogénio foliar total de mudas de cafeeiro
inoculadas com Hemileia vastatrix; no pH, na condutividade elétrica e na
atividade microbiana (hidrélise de FDA) total do substrato onde as mudas de
cafeeiro se desenvolveram.

Concentragéo N pH CE FDA hidrolisado
% (viv)* (g Kg?h) (@Smh  (ug min.* g solo seco™).

0,0 25,0 52 0,082 2,80
2,5 28,0 55 0,183 2,88
5,0 35,1 5,6 0,212 2,87
7,5 34,8 57 0,246 2,77

10,0 35,2 57 0,247 3,07

15,0 36,5 6,1 0,352 2,83

20,0 36,0 6,1 0,222 2,12

30,0 36,1 6,7 0,382 2,15

40,0 39,9 71 0,404 2,01

50,0 - - - -
R? 0,75 0,90 0,78 - 0,60

! Esterco de bovino. N = teor de nitrogénio foliar total (Kjeldahl). CE = condutividade
elétrica do substrato. FDA = hidrélise de diacetato de fluoresceina. R? = coeficiente de
determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o transplante. Cada valor representa a média de 10
repeticOes. AvaliacOes realizadas ap0s a primeira inoculagéo.

Notas

l 11 dias
18 dias
23 dias

|
7

75 10 15 20 30 40
Concentragéo % (v/v)

Figura 9 — Esporulagdo das lesbes cloroticas em folhas de cafeeiro cultivado em diferentes
concentracBes do esterco bovino, em diferentes intervalos de tempo apds o inicio
do aparecimento das leses da primeira inoculacdo. Notas: (0) sem esporulacéo;
(1) de 0 a 25%; (2) de 25 a 50%; (3) de 50 a 75% e (4) de 75 a 100% de lesdes
esporuladas. Em uma mesma data, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Para as

analises estatisticas os dados originais foram transformados em /x +0,5.
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A esporulacdo das lesdes nas folhas lesionadas apds 11 dias do
aparecimento das lesdes, aumentou significativamente com as concentracfes crescentes de
esterco bovino (R? = 0,64) (Figura 9). Entretanto, ocorreu diminuicdo na esporulacéo na

segunda e na terceira avaliacdo.

4.2.6 Efeito do esterco de ovino sobre a Ferrugem do cafeeiro

Com concentragdes crescentes de esterco de ovino, o nimero de
lesbes por folha lesionada aumentou significativamente na primeira e na segunda
inoculagdo (R*> = 0,63 e R? = 0,69). Por outro lado, o NL/FL diminuiu na terceira
inoculagdo com as concentracées crescentes do esterco de ovino (R? = - 0,29) (Tabelas 7 e
27). Na terceira inoculacdo, as concentracGes de 40 e 50% controlaram a doenga em 19,5 e
35,7%, respectivamente (Tabela 27).

Tabela 27 — Efeito do esterco de ovino no numero de lesbes por folha lesionada das mudas
de cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentra?éo Inoculacédo
% (V/V) | I 1
0,0 35,9 21,1 78,0
2,5 42,3 47,4 95,2
5,0 72,2 39,0 122,7
7,5 83,7 75,3 116,2
10,0 87,1 77,2 108,5
15,0 85,4 77,0 103,1
20,0 89,7 74,9 89,4
30,0 94,5 80,3 99,2
40,0 91,3 84,4 62,8 (19,5)
50,0 82,6 78,5 50,1 (35,7)
R 0,63 0,69 -0,29

! Esterco de ovino. R”= coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o transplante.
Cada valor representa a média de 10 repeticdes. Intervalo entre as inoculagdes: 90 dias. Os
valores entre parénteses correspondem a porcentagem de controle da doenca em relacdo a
testemunha.

Para a porcentagem de folhas lesionadas e altura das plantas nédo

houve efeito significativo para as trés inoculacfes (Tabelas 7, 28 e 29).
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Tabela 28 — Efeito do esterco de ovino na porcentagem de folhas lesionadas das mudas de
cafeeiro na primeira, na segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia

vastatrix.
Concentracdo Inoculacéo
% (viv)" | I 11
0,0 34,4 45,7 39,0
2,5 42,1 45,4 47,6
5,0 53,3 58,1 61,4
7,5 45,6 47,8 58,1
10,0 55,4 56,6 54,3
15,0 50,9 53,0 51,5
20,0 57,4 58,1 44,7
30,0 48,5 52,4 49,6
40,0 47,3 46,8 314
50,0 48,2 60,5 25,1
R 0,21 0,20 -0,29

! Esterco de ovino. R® = coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o
transplante. Cada valor representa a média de 10 repeti¢fes. Intervalo entre as inoculacgdes:
90 dias.

Os teor de nitrogénio total foliar, o pH e a CE aumentaram
significativamente com as concentracdes crescentes do esterco de ovino (Tabelas 7 e 30). A
atividade microbiana total do substrato aumentou ndo significativamente com as

concentracdes crescentes de esterco de ovino (R® = 0,06) (Tabelas 7 e 30).

Tabela 29 — Efeito do esterco de ovino na altura das mudas de cafeeiro na primeira, na
segunda e na terceira inoculacdo com Hemileia vastatrix.

Concentracao Inoculacéo
% (viv)* | I 11
0,0 33,2 41,1 52,4
2,5 37,7 46,6 57,4
5,0 44,2 55,0 55,9
7,5 49,5 53,2 63,7
10,0 47,8 53,6 57,3
15,0 43,9 50,8 62,0
20,0 41,2 50,9 61,6
30,0 36,8 43,3 60,3
40,0 33,6 44,0 46,3
50,0 28,4 47,6 48,9
R -0,14 -0,01 -0,08

! Esterco de ovino. R? = coeficiente de determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o
transplante. Cada valor representa a média de 10 repeticfes. Intervalo entre as inoculagdes:
90 dias.
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Tabela 30 — Efeito do esterco de ovino no nitrogénio foliar total de mudas de cafeeiro
inoculadas com Hemileia vastatrix; no pH, na condutividade elétrica e na
atividade microbiana (hidrélise de FDA) total do substrato onde as mudas de
cafeeiro se desenvolveram.

Concentracao N pH CE FDA hidrolisado
% (viv)* (g Kg?h) (@Smh  (ug min.* g solo seco™).
0,0 27,4 55 0,089 2,77
2,5 29,4 51 0,163 3,05
5,0 37,4 55 0,262 2,80
7,5 39,1 5,7 0,207 2,89
10,0 31,3 5,7 0,211 2,99
15,0 39,4 6,2 0,194 3,29
20,0 43,4 6,2 0,347 2,64
30,0 49,9 6,6 0,338 3,11
40,0 52,4 6,9 0,316 4,40
50,0 54,7 7,1 0,508 2,42
R’ 0,87 0,92 0,76 0,06

! Esterco de ovino. N = teor de nitrogénio foliar total (Kjeldahl). CE = condutividade
elétrica do substrato. FDA = hidrélise de diacetato de fluoresceina. R? = coeficiente de
determinacdo. ( - ) Plantas mortas ap6s o transplante. Cada valor representa a média de 10
repeticOes. AvaliacOes realizadas ap0s a primeira inoculagéo.

A esporulacdo das lesbes nas folhas lesionadas, um dia apds o
aparecimento das lesfes, diminuiu de forma n&do significativa com as concentracdes
crescentes de esterco de ovino (R® = - 0,52) (Figura 10). Na segunda e terceira avaliacées,
sete e 16 dias ap6s o0 aparecimento das lesdes, as esporulagdes diminuiram
significativamente com o aumento das concentragdes de esterco de ovino (R* = - 0,77 e R?
=-0,88). Ocorreu um atraso significativo nas esporulagdo nas concentragdes de 40 e 50%.

Na concentragdo de 50% de esterco de ovino ocorreu a morte de

20% das mudas.
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Figura 10 — Esporulacdo das lesdes cloroticas em folhas de cafeeiro cultivado em diferentes
concentracBes de esterco de ovino, em diferentes intervalos de tempo apds o
inicio do aparecimento das lesdes da primeira inoculagdo. Notas: (0) sem
esporulacéo; (1) de 0 a 25%; (2) de 25 a 50%; (3) de 50 a 75% e (4) de 75 a
100% de lesGes esporuladas. Em uma mesma data, médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). Para as andlises estatisticas os dados originais foram transformados

em /x+05.

4.3 Efeito do lodo de esgoto e do composto de lixo nas atividades enzimaticas do

cafeeiro

4.3.1 Atividade enzimatica da peroxidase nas plantas de café

desenvolvidas em substratos com o lodo de esgoto

A atividade da peroxidase no experimento com o lodo de esgoto

teve ajustes ndo significativos ao modelo de regresséo linear (Figura 11).
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Figura 11 — Atividade da peroxidase em folhas de Coffea arabica cv. Mundo Novo néo
inoculadas (-—-®--- ) e inoculadas (— ™ — ) com urediniosporos de Hemileia
vastatrix raga Il em diferentes concentracdes de lodo de esgoto. Barras verticais
representam o desvio padrdo da média. T = testemunha e | = Inoculada.
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A atividade media da peroxidase no periodo de estudo foi
semelhante entre as plantas testemunhas e as inoculadas. Nas testemunhas e nas plantas
inoculadas ocorreram aumentos da atividade da POX a medida que aumentaram-se as
concentraces de lodo de esgoto (R* = 0,11 e R® = 0,64) (Figura 12). Apenas nas
concentracbes de 15 e 20% das plantas testemunhas, a atividade da POX diminuiu & um
valor inferior ao obtido na testemunha absoluta. Nas plantas inoculadas a atividade
diminuiu na concentracdo de 20%, mas ndo foi inferior aos valores das testemunhas
absoluta e da inoculada (Figura 12).

As concentragdes crescentes de lodo de esgoto tiveram baixo ajuste
ao modelo de regressio linear em relacéo ao NL/FL (R? = - 0,19), & %FL (R? = - 0,08) e a0
desenvolvimento das plantas (R* = - 0,67) no experimento da peroxidase (Figuras 13, 14 e
15).

0 25 5 75 10 125 15 20 —®—inoculada
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Figura 12 — Atividade média da peroxidase em diferentes concentragcdes de lodo de esgoto

durante 25 dias apds a inoculacdo das plantas.
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Figura 13 — Efeito do lodo de esgoto no nimero de lesdes por folha lesionada.
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Figura 14 — Efeito do lodo de esgoto na porcentagem de folhas lesionadas por planta.
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Figura 15 — Efeito do lodo de esgoto na altura das plantas.

4.3.2 Atividade enzimatica da peroxidase nas plantas de café

desenvolvidas em substrato com o composto de lixo.

A atividade da peroxidase no experimento com o composto de lixo
teve ajustes ndo significativos ao modelo de regressdo linear, exceto na testemunha da
concentracdo de 0,0% (Figura 16).

Na testemunha absoluta, sem composto de lixo e sem inoculagdo de
esporos de H. vastatrix, a atividade da POX teve aumento aos 16 e 32 dias apos a
inoculagdo. A atividade da POX nas plantas sem composto de lixo e inoculadas aumentou
aos oito dias apos a inoculagdo com valor superior ao da testemunha; teve pico maximo aos
16 dias apds a inoculacdo e diminuiu a atividade aos 32 dias ap6s a inoculacéo (Figura 16).

Nas concentracdes de 2,5 a 10% de composto de lixo a atividade da
POX geralmente foi baixa nos trés primeiros intervalos de tempo: 0, 2 e 4 dias apés a
inoculacdo. Aos oito dias apds a inoculacdo das plantas ocorreram aumentos na atividade
nas plantas inoculadas e nas testemunhas. (Figura 16). Nas concentracdes de 15 a 50% a

atividade da POX nas plantas inoculadas foi maior do que a da testemunha. O aumento da



70

POX nas plantas inoculadas a partir de quatro dias apos a inoculagdo pode ter contribuido
para diminuir o NL/FL nas concentrac6es de 20; 30; 40 e 50% (Figuras 16 e 17).

A atividade média da POX na testemunha diminuiu em todas as
concentracdes de composto de lixo (R? = - 0,24) (Figura 18). A diminuic&o da atividade da
POX pode estar relacionada a presenca de elementos toxicos no composto de lixo, como
por exemplo os metais pesados. No entanto, o composto de lixo ndo prejudicou o
desenvolvimento das plantas, exceto na concentracdo de 50% (Figura 19).

Nas plantas inoculadas a atividade média da POX foi inferior a da
testemunha nas concentraces de 0 a 10% e superior nas demais concentragdes (R? = 0,47)
(Figura 18). A atividade da POX nas plantas inoculadas pouco interferiu na %FL (Figura
20). Mesmo com o0 aumento da atividade da POX nas concentracdes de 20 a 50% de
composto de lixo, a %FL ndo diminuiu. Por outro lado, a baixa %FL obtida pode ser devido
a época do ano na qual o experimento foi realizado. De acordo com Ribeiro et al. (1978) e
Eskes (1989), as altas temperaturas afetam o desenvolvimento do fungo no interior dos

tecidos da planta.
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Figura 16 — Atividade da peroxidase em folhas de Coffea arabica cv. Mundo Novo néo
inoculadas (---®--- ) e inoculadas (—®— ) com urediniosporos de Hemileia
vastatrix raca Il em diferentes concentragcdes de composto de lixo urbano. Barras
verticais representam o desvio padrdo da média. T = testemunha e | = inoculada.
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lixo urbano durante 32 dias ap0s a inoculacdo das plantas.
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4.3.3 Atividade enzimatica da polifenoloxidase nas plantas de café

desenvolvidas no substrato com composto de lixo

A atividade da polifenoloxidase foi determinada inicialmente nos
extratos enzimaticos preparados a partir do p6 de acetona. As leituras realizadas por meio
de espectrofotometria a 480 nm, pela oxidagdo do substrato L-Dopa nao foram eficientes.
Os resultados obtidos em variacdo da absorbancia foram muito baixos ou mesmo sempre
nulos.

Posteriormente, foram realizadas leituras das mesmas amostras
congeladas em tubos Eppendorfs a — 75 °C, empregando-se a metodologia proposta por
Mazzafera & Robinson (2000). As leituras realizadas do consumo de oxigénio, no eletrodo
de oxigénio, também ndo foram eficientes nas amostras provenientes do p6é de acetona.
Quando a atividade enzimatica da PPO foi realizada em extrato bruto de folhas coletadas
das plantas do mesmo experimento os resultados foram promissores. Novos p6s de acetona
foram preparados para verificar o efeito do tempo de armazenamento, mas a atividade
enzimatica geralmente permaneceu nula. Notou-se que os pds de acetona provenientes de
plantas de concentracOes altas do lodo de esgoto ou do composto de lixo apresentaram um
escurecimento durante a secagem no interior do dissecador. Estes tecidos foliares mais
tenros oxidaram afetando a PPO e/ou ocorreu uma acgdo direta da acetona na enzima.
Portanto, as amostras preparadas com o pé de acetona afetaram a atividade da PPO, nédo
sendo uma metodologia adequada para a sua determinacdo. A partir destes resultados,
foram realizadas novas coletas de folhas nos experimentos de lodo de esgoto e de composto
de lixo para verificar o efeito destas matérias organicas na atividade da PPO. Os resultados
obtidos nestas avaliagcdes nao fazem parte do primeiro ciclo da doenca nas plantas dos dois
experimentos realizados. Por outro lado, o efeito do composto de lixo e do lodo foram
comparados entre as concentragdes de cada experimento.

A atividade da PPO no experimento com composto de lixo, foi
realizada empregando-se a segunda metodologia 94 dias ap6s a inoculacdo das plantas e 60
dias apos a avaliacdo da doenca nas plantas.

A atividade total da PPO nas plantas ndo inoculadas apresentou

uma tendéncia de reducdo com o aumento da concentracdo de composto de lixo até a
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concentracdo de 10%. A partir da concentracdo de 15% ocorreu uma tendéncia de aumento
da atividade total da PPO. As concentragdes de 7,5 e 40% ndo se enquadraram nas
respectivas tendéncias observadas. A testemunha absoluta apresentou valor superior da
PPO em relacdo as concentracdes de 2,5; 5; 10; 15; 20 e 40% e inferiores para as
concentracbes de 7,5; 30 e 50% (Figura 21). Nas plantas inoculadas a atividade total da
PPO na testemunha foi inferior a testemunha absoluta. A atividade da PPO apresentou uma
tendéncia de reducdo até a concentracdo de 15%. A partir da concentracdo de 15% ocorreu
uma tendéncia de aumento da atividade da PPO, exceto para a concentracdo de 20%
(Figura 21). Provavelmente, o fungo ainda estava colonizando mais lentamente os tecidos
foliares das plantas nas concentragdes de 20 a 50%, determinando a reacdo da planta.

A atividade especifica da PPO nas plantas ndo inoculadas, no
experimento de composto de lixo, apresentou um aumento da testemunha absoluta para a
concentracdo de 5%, seguida de um decréscimo até a concentracdo de 10%.
Posteriormente, apresentou uma tendéncia de aumento de acordo com as concentracfes

crescentes de composto de lixo, exceto para as concentracées de 30 e 50% (Figura 21).
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Figura 21 — Efeito do composto de lixo na atividade total e especifica da polifenoloxidase
94 dias apds a inoculacgdo das plantas.
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Nas plantas inoculadas a atividade especifica da PPO apresentou
um aumento da testemunha até a concentracdo de 7,5% e diminuiu em seguida até a
concentracdo de 15%. A partir desta concentracdo a atividade da PPO aumentou e
praticamente permaneceu constante (Figura 21). A atividade especifica da PPO nas plantas
inoculadas em relacdo as ndo inoculadas foi menor para todas as concentracbes de
composto de lixo (Figura 21).

Na andlise quimica foliar das plantas desenvolvidas no substrato
com o composto de lixo apenas o teor de manganés diminuiu significativamente com as
concentracdes crescentes do composto de lixo (R* = - 0,86) (Tabela 31). Os teores dos
demais elementos néo tiveram ajustes significativos ao modelo de regressdo linear com as
concentracOes crescentes de composto de lixo (Tabela 31). Entre todos os elementos, o
niquel aumentou ndo significativamente o seu teor no tecido foliar com as concentracfes de
composto de lixo (R*= 0,52).

Na analise da atividade total e especifica da PPO nas plantas
desenvolvidas em substrato com o composto de lixo, as menores atividades foram obtidas
nas concentraces de 10 e 15%. No entanto, nenhum dos elementos analisados no tecido
foliar apresentou valores que justificassem a reducgdo da atividade enzimética (Figura 21 e
Tabela 31).

4.3.4 Atividade enzimatica da polifenoloxidase nas plantas de café

desenvolvidas em substrato com lodo de esgoto

A atividade total da polifenoloxidase nas plantas ndo inoculadas foi
maior na auséncia de lodo de esgoto (testemunha absoluta) (Figura 22). A atividade da PPO
decresceu até a concentracdo de 10% e aumentou em seguida até a concentracdo de 20%.
Nas plantas inoculadas a atividade total da PPO na testemunha foi inferior a da testemunha
absoluta. Nas concentracfes de 2,5 e 5% ocorreram 0s menores valores da PPO enquanto
que nas concentracOes de 7,5% a 20% ocorreu uma tendéncia de aumento da atividade. As
maiores atividades da PPO foram observadas nas concentracdes de 15 e 20%. A atividade
total dessas concentracdes também foram superiores a atividade total da testemunha

absoluta (Figura 22).
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O lodo de esgoto diminuiu a atividade total da PPO nas plantas ndo
inoculadas em 42,1 a 99,8% (R?> = — 0,29). Nas plantas inoculadas o lodo de esgoto
diminuiu a atividade da PPO em 23,2 a 80,1% nas concentragOes de 2,5 a 12,5%. No
entanto, apresentou uma tendéncia de aumento da PPO a partir da concentracdo de 7,5%
(R? = 0,46) (Figura 22).

A atividade especifica da PPO nas plantas ndo inoculadas foi maior
na testemunha absoluta. Nas concentragdes de 2,5 a 12,5% a atividade diminuiu e,
aumentou nas concentragdes de 15 e 20% (Figura 22). Nas plantas inoculadas a atividade
especifica da PPO foi maior na testemunha em relagdo as demais concentragdes. Em termos
bioldgicos, a PPO da testemunha foi mais pura, necessitando de uma menor quantidade de

proteina para uma mesma atividade.
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Figura 22 — Efeito do lodo de esgoto na atividade total e especifica da polifenoloxidase 160
dias apds a inoculacao das plantas

Nas plantas desenvolvidas em substrato com o lodo de esgoto, as
maiores atividades totais e especificas nas plantas inoculadas e ndo inoculadas foram nas
testemunhas; exceto na atividade total das plantas inoculadas, para as concentracdes de 15 e

20% de lodo de esgoto.
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeito de fontes de matéria organica na Ferrugem do cafeeiro

O uso de altas doses de matéria organica causou a morte, apos o
transplante das mudas: de 100% das plantas no experimento com lodo de esgoto nas
concentracdes de 30, 40 e 50% (Tabela 6); de 70, 90 e 100% das plantas nas concentracdes
de 30, 40 e 50%, respectivamente, de cama de aves (Tabela 19); de 100% das plantas na
concentracdo de 50% de esterco bovino (Tabela 23); de 20% das mudas na concentracao de
50% de esterco de ovino. A morte das plantas ocorridas com o lodo de esgoto apds o
transplante foram, possivelmente, causadas pelo excesso de umidade retida nos substratos
dos vasos e por excesso de compostos quimicos como o nitrogénio. A morte das plantas
com a cama de aves foi, possivelmente, devido ao alto teor de nitrogénio disponivel e a
salinizacdo. Na anélise quimica da cama de aves o teor de nitrogénio foi de 37,5 g Kg*
(Tabela 5). Esse valor corresponde a uma quantidade de 116, 136, 219 e 250%,
respectivamente, aos teores de nitrogénio presentes nos estercos de suino, de ovino, de
bovino e do composto de lixo (Tabela 5). Os sintomas caracteristicos em plantas de café,
como pontas e margens das folhas com manchas irregulares e secas, ocasionados pela
salinizacdo foram verificados nas mudas desenvolvidas no substrato com a cama de aves
(Malavolta, 1987). Apesar da constatacdo visual dos sintomas de salinizacdo, a
condutividade elétrica média no substrato foi de 0,268 e 0,242 dS m™, respectivamente,

para as concentracOes de 30 e 40% (Tabela 22). No entanto, esses valores foram inferiores
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aos encontrados nas demais matérias organicas nas quais ndo ocorreram mortes das plantas.
As mortes das plantas com os estercos de bovino e ovino foram atribuidas ao efeito da
salinizacéo do substrato.

Nos diferentes experimentos com as fontes de matéria organica, o
teor de nitrogénio foliar total foi a Unica varidvel que teve aumento significativo com as
concentracOes crescentes de todas as matérias organicas testadas (Tabela 7). No entanto, o
teor de nitrogénio foliar total e o desenvolvimento das plantas variaram conforme a matéria
organica e a sua concentracéo utilizada no substrato (Tabelas 9, 13, 17, 21, 25 e 29).

Em todas as testemunhas dos experimentos o teor de nitrogénio
total foliar foi considerado deficiente, exceto no esterco de ovino que foi adequado
(Malavolta, 1987). Com o esterco de suino e o composto de lixo também ocorreram valores
considerados deficientes nas concentracdes de 2,5; 5,0; 7,5 e 2,5; 7,5%, respectivamente.
Os teores de N foram considerados excessivos para: lodo de esgoto, esterco bovino e
esterco de ovino (> 2,5%); composto de lixo (> 5%); esterco de suino (> 15%); e cama de
aves (> 7,5%). Esta diferenca se deve as origens dos materiais, aos teores de nitrogénio, de
matéria organica e da relacdo C:N de cada fonte de matéria orgénica as quais forneceram
diferentes quantidades de nitrogénio para as plantas (Lumsden et., 1983; Hoitink & Fahy,
1986; Pereira et al., 1996). Estes dados estdo de acordo com os relatados por Corréa (2001)
que obteve diferentes teores de nutrientes no tecido foliar de mudas de cafeeiro com fontes
de mateéria organica. As deficiéncias de nitrogénio das plantas ndo foram corrigidas por
meio de adubacdo quimica foliar para ndo interferir na Ferrugem que é uma doenca da parte
aérea das plantas.

O aumento no teor de N foliar total no experimento com o esterco
de sufno, na primeira inoculacéo, ndo resultou em uma tendéncia de aumento no NL/FL (R
= - 0,05) (Tabelas 11 e 14). Por outro lado, nas concentracdes de 2,5 a 10% de esterco de
suino ocorreu um aumento no NL/FL de até 263% em relacdo a testemunha (Tabela 11).
Provavelmente, outros fatores interferiram na %FL e no NL/FL nas concentracfes de 20;
30; 40 e 50%de esterco de suino (Tabelas 11 e 12). O esterco de suino teve na anélise
quimica altos teores de Ca, Zn, Cu e Fe (Tabela 5) os quais podem ter interferido na

microbiota do substrato e na fisiologia da planta diminuindo a %FL e o NL/FL. As
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concentracOes crescentes de esterco de suino tiveram uma tendéncia ndo significativa de
aumento na altura das plantas nas trés inoculacdes (R* = 0,31; R? = 0,25 e R? = 0,08,
respectivamente) a qual tende a ser nula com o decorrer do tempo (Tabela 13). Também,
ndo teve uma tendéncia significativa de aumentar a hidrolise de FDA no substrato dos
vasos na primeira inoculacdo (R® = 0,05) (Tabela 14). No entanto, a0 comparar o teor de
32,1 g Kg™ de nitrogénio existente no esterco de suino com os teores de N existentes nas
outras fontes de matéria organica, verifica-se que esse teor foi superior aos existentes no
composto de lixo, no esterco de bovino e no esterco de ovino (Tabela 5).

O lodo de esgoto diminuiu a altura das plantas de forma ndo
significativa na primeira (R = - 0, 46) e significativamente na segunda e na terceira
inoculagdo (R? = - 0,76 e R* = - 0,83), com tendéncia & uma maior diminui¢do com o
decorrer do tempo (Tabela 9). No entanto, ocorreu aumento na altura das plantas de: 48,7;
22,9 e 31,5% nas concentracdes de 2,5; 5 e 7,5%, respectivamente, na primeira inoculacao;
de 17,9% na concentracdo de 2,5% na segunda inoculacdo e de 15,1% na concentracdo de
2,5% na terceira inoculacdo. Este aumento na altura das plantas, nas menores concentracfes
de lodo de esgoto, corresponderam a um maior desenvolvimento vegetativo das plantas,
com um numero maior de folhas e ramos. Também as plantas desenvolvidas nessas
concentracOes de lodo de esgoto tiveram uma coloracdo verde escura intensa nas folhas em
relacdo a uma coloracdo verde amarelada das testemunhas. Estes dados estdo de acordo
com os relatados por Santos (2001), Leoni (2002) e com a bibliografia que sugere melhores
desenvolvimentos das plantas crescendo em solos com incorporacdo de matéria orgénica de
diversas origens (Bettiol & Krigner, 1984; Kim et al., 1997; Pascual et al., 2000).

Um bom desenvolvimento das plantas, em baixas concentracfes de
matéria organica, também foi verificado com o esterco de suino, composto de lixo, cama de
aves, esterco de bovino e esterco de ovino (Tabelas 13, 17, 21, 25 e 29). No entanto, as
concentracdes crescentes de esterco de bovino (R* = - 0,19; R> = - 0,05 e R® = - 0,23,
respectivamente) e de ovino (R? = - 0,14; R®> = - 0,01 e R? = - 0,08, respectivamente)
tiveram tendéncias nédo significativas de diminuir a altura das plantas nas trés inoculacfes
(Tabelas 25 e 29). O efeito do composto de lixo na altura das plantas foi variavel nas trés
inoculacdes, sendo que a tendéncia foi de diminuir ndo significativamente a altura das

plantas na primeira (R? = - 0,58) e na segunda (R? = - 0,12) inoculacéo e, na terceira foi de



82

aumentar néo significativamente a altura das plantas (R* = 0,02). O efeito do composto de
lixo no decorrer do tempo foi de néo interferir negativamente na altura das plantas (Tabela
17). A cama de aves teve uma tendéncia ndo significativa no aumento da altura das plantas
nas trés inoculacdes (R® = 0,21; R = 0,01 e R? = 0,02, respectivamente); com tendéncia de
ndo interferir na altura das plantas no decorrer do tempo (Tabela 21)

Nas maiores concentra¢fes de lodo de esgoto, composto de lixo,
estercos de bovino e de ovino a altura das plantas em relagdo a testemunha diminuiu, o que
pode ser devido a fitotoxicidade como reportado por outros autores quando grandes
volumes de matéria organica sdo incorporadas ao solo e/ou quando estas ndo estdo bem
compostadas (Casale et al., 1995; Widmer et al., 1998; Aryantha et al., 2000). Segundo
Widmer et al. (1998), esse efeito negativo pode desaparecer com o passar do tempo e num
prazo maior estimular o desenvolvimento da cultura.

O efeito do composto de lixo em diminuir a altura das plantas em
alta concentracdo variou entre: 0,4 a 29,0% na primeira inoculacdo, de 7 & 9,3% na segunda
inoculacgdo e de 4,5% na terceira inoculacdo (Tabela 17). Este resultado esta de acordo com
o de Costa et al. (1997) obtido em doses maximas aplicadas de 60 e 90 Mg ha™ em cultivo
de cenoura. Estes autores reportaram uma diminuicdo acentuada no crescimento das
plantas, o que foi atribuido aos altos valores de pH e condutividade elétrica, bem como ao
teor considerado fitotoxico de Cu encontrado na parte aérea. A principal limitacdo que o
composto organico de lixo urbano ocasionou no cultivo da cenoura foi o seu efeito negativo
no crescimento da planta. O composto aumentou os teores de Zn, Cu e Cd na matéria seca
das plantas, todavia apenas o Cu atingiu teor considerado fitotoxico na maxima dose
aplicada. A aplicacdo de composto de lixo reduziu linearmente a concentracdo de Mn nas
folhas de cafeeiro (R? = - 0,86) (Tabela 31). Provavelmente, a quantidade de matéria
organica adicionada por este composto e 0 aumento do pH do substrato reduziram a
disponibilidade do Mn, o que resultou em menor acumulo desse metal no tecido vegetal.
Mugwira (1979) também constatou redugdo na concentracdo de Mn em plantas de milheto
com o aumento das doses de esterco de curral, devido ao aumento do pH proporcionado
pelo esterco. Do mesmo modo, Vitti & Mello (2002) obtiveram diminui¢do na
concentracdo de Mn em folhas de tomateiro com a utilizacdo de doses crescentes de

composto de lixo urbano.
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O efeito do lodo de esgoto no pH do substrato teve uma tendéncia
em diminuir os seus valores (R? = - 0,31) (Tabela 10). A diminuicéo do pH do substrato
com a incorporac¢do do lodo de esgoto esta de acordo com o relatado por Leoni (2002) em
diferentes experimentos em casa de vegetacdo e campo. O mesmo foi relatado por Abrahdo
(1992), Carmo (2001), Santos (2001) e Schoenmaker (2001) quando o lodo de esgoto, ndo
calado, foi incorporado ao solo. De acordo com Carmo (2001), a diminuicao dos valores de
pH na solugéo do solo deve-se a liberagdo de N-NH," durante o processo de mineralizagio
do lodo no solo, e os altos teores de NH;* podem indicar uma maior liberagio de H* para o
meio promovendo acidificagdo. Oliveira (2000), revisando vérios trabalhos, cita também
como causa da acidificacdo do solo a provavel oxidacdo de sulfitos e a producdo de acidos
organicos durante a degradacao do residuo.

A tendéncia do composto de lixo, dos estercos de suino, bovino e
ovino e da cama de aves foi aumentar significativamente o valor do pH no substrato, exceto
a cama de aves que o aumento ndo foi significativo (R* = 0,98; R? = 0,90; R? = 0,90; R? =
0,92 e R* = 0, 16; respectivamente) (Tabelas 7, 18, 14, 26, 30 e 22). O aumento do pH do
substrato obtido com as fontes de matéria organica esta de acordo com Mazur et al. (1993),
Meloni et al. (1995), Costa et al. (1997) e Mesquita Filho et al. (2002). Entre as matérias
organicas testadas, a cama de aves apresenta pequena amplitude nos valores do pH (Tabela
22). Este resultado ndo esta de acordo com o relatado por Vitti & Melo (2002) no qual a
cama de aves reduziu o pH do solo quando aplicada nas dosagens de 0; 2,9; 4,4; e 5,9 Mg
ha*. Também, discorda de Asiegbu & Oikeh (1995) que relataram aumento no pH do solo
ap6s 52 dias da adicdo de 10; 20 e 30 Mg ha™ de esterco de galinha ou de coelho.

A tendéncia do lodo de esgoto, do esterco de bovino e de ovino foi
aumentar significativamente a condutividade elétrica do substrato (R* = 0,97; R> = 0,78 e
R? = 0,76; respectivamente) (Tabelas 7, 10, 26 e 30). A tendéncia com o esterco de suino,
com o composto de lixo e com a cama de aves foi aumentar ndo significativamente a
condutividade elétrica do substrato (R? = 0,41; R? = 0,59 e R® = 0,46; respectivamente)
(Tabelas 7, 14, 18 e 22). O aumento da condutividade elétrica obtido com essas fontes de
matéria organica esta de acordo com o reportado por Oliveira (2000), Carmo (2001), Santos
(2001), Schoenmaker (2001) e Leoni (2002). A condutividade elétrica nos substratos

testados ndo atingiu 2 dS m™ que caraterizam os solos salinos (Tabelas 10, 14, 18, 22, 26 e
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30) (Richards, 1954; Lopes, 1989; Widmer et al., 1998). As medidas de condutividade
elétrica sdo frequentemente utilizadas para avaliar a concentracdo de sais sollveis no solo.
No caso de solos salinos, o crescimento e o desenvolvimento das plantas sdo diretamente
afetados pela ocorréncia de alguns ions, desequilibrios nutricionais e principalmente pelas
dificuldades na absorcdo de agua e nutrientes devido ao aumento da pressdo osmética da
solucdo do solo (Fageria, 1984). Estas alteracOes, possivelmente, ocorreram nos
experimentos com o lodo de esgoto, com o composto de lixo, com a cama de aves e com 0
esterco de bovino, pois a altura das plantas foram diminuidas em relagcdo a testemunha
(Tabelas 9, 17, 21 e 25). O aumento da condutividade elétrica com a disposicao do lodo de
esgoto e com o composto de lixo em solos agricolas foi relatado por Episten et al. (1976) e
foram atribuidos aos altos teores de sais presentes nos residuos. Estes autores relataram que
0 aumento da condutividade elétrica foi devido a grande concentragdo de fons de Ca*?,
Mg* e CI™* presentes, bem como a presenca de fons NOs e NH,". Por outro lado,
diferencas na condutividade elétrica ocorrem entre os diversos tipos de solos, as quais
provavelmente estdo relacionadas aos diferentes potenciais para a mineralizacdo do carbono
e do nitrogénio orgéanico presente no residuo. A condutividade elétrica pode variar em
funcdo da composicdo, taxas e frequéncia de aplicacdo dos residuos, do regime
pluviométrico da localidade e da capacidade de drenagem dos solos. O potencial em
proporcionar, mesmo que temporariamente, condi¢des de salinidade nos solos existe e as
consequéncias dessas alteracbes no solo sdo variaveis com a capacidade de tolerancia de
cada espécie vegetal. Assim, o potencial de salinizacdo dos residuos € um fator de
preocupacdo quando da disposicdo dos mesmos em solos agricolas e 0 mesmo deve ser
considerado em estratégias de manejo de residuos (Oliveira, 2000).

O efeito do lodo de esgoto, do esterco de suino e de ovino foi uma
tendéncia em aumentar a atividade microbiana total no substrato determinada por meio da
hidrélise de FDA (R® = 0,74; R? = 0,05 e R? = 0,06; respectivamente) (Tabelas 7, 10, 14 e
30). A tendéncia significativa obtida com o lodo de esgoto ndo promoveu o controle do
fungo na parte aérea das plantas por meio da inducdo de resisténcia sistémica (Tabelas 6, 7
e 10). Possivelmente, a microbiota presente no substrato com o lodo de esgoto ndo
produziu compostos capazes de ativar as rotas metabodlicas de defesa da planta. No entanto,

a microbiota foi adaptada aos crescentes valores da CE e ao pH &cido do substrato (Tabela
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10). Uma tendéncia contraria foi obtida com o composto de lixo, com a cama de aves e com
0 esterco bovino que diminuiram a atividade microbiana total no substrato (R? = - 0,88; R
=-0,18 e R?*= - 0,60; respectivamente) (Tabelas 7, 18, 22 e 26). Possivelmente, a tendéncia
significativa obtida com o composto de lixo deve estar relacionada a algum componente
toxico presente no composto de lixo, ao alto teor de ferro ou ao baixo teor de nitrogénio (15
g Kg™h) (R?= - 0,88) (Tabela 5). Por outro lado, a diminuicéo da atividade microbiana total
no substrato teve alta correlacdo com a condutividade elétrica (r = - 0,72) e com o pH (r = -
0,92) do substrato de composto de lixo. A tendéncia nao significativa em diminuir a
atividade microbiana total com a cama de aves deve estar relacionado a algum residuo de
produto quimico (antibiéticos) e ao alto teor de ferro presente no esterco (R® = - 0,18)
(Tabelas 5 e 7). A cama de aves teve 0 maior teor de nitrogénio entre as fontes de matéria
organica estudadas (37,5 g Kg™) (Tabela 5), o qual poderia estimular a atividade
microbiana no substrato.

Na maior parte dos modelos de supresséo de doencas a estimulagédo
da microbiota na rizosfera ou a indugdo de reacdes de defesa nos tecidos da planta
hospedeira sdo considerados responsaveis pelos efeitos benéficos (Harman & Lumsden,
1990). A inducdo de resisténcia sistémica por esses mecanismos ndo foi constatada no
presente estudo com o lodo de esgoto, esterco de suino e esterco de ovino que promoveram
0 aumento da atividade microbiana total no substrato (Tabelas 7, 10, 14 e 30). O controle
da Ferrugem foi obtido apenas em algumas concentracdes das fontes de matéria organica
estudadas. Esperava-se que o controle da doenca fosse crescente e linear com as crescentes
concentracbes estudadas e semelhante nas trés inoculacdes realizadas. No entanto, o
controle da doenca obtido foi isolado em algumas concentragdes das fontes de matéria
orgénica e ndo constante nas trés inoculacGes realizadas. O esterco de suino teve uma
tendéncia néo significativa de diminuir o NL/FL nas trés inoculagdes (Tabelas 7 e 11) e 0
controle da doenga variou entre 15 a 90% (Tabela 11). Na primeira inoculacéo, o controle
foi nas concentragdes de 30 e 40%; na segunda inoculacdo foi nas concentracdes de 30, 40
e 50% e na terceira inoculagdo o controle foi nas concentracGes de 7,5; 10; 30 e 40%. Por
outro lado, ocorreu um aumento maximo no NL/FL de 263, 222 e 217% nas concentracfes
de 10, 10 e 5%, respectivamente, para primeira, segunda e terceira inoculacdes.

Possivelmente, fatores como 0s nutricionais alteram o metabolismo das plantas
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determinando o controle da doenca (Pereira et al., 1986). O composto de lixo teve uma
tendéncia néo significativa em aumentar o NL/FL nas trés inoculagdes realizadas (Tabelas
7 e 15). O controle da doenca variou de 20 a 40% nas concentragdes de 2,5; 5; 10 e 15% na
segunda inoculacdo (Tabela 15). Por outro lado, ocorreu aumento maximo no NL/FL de
470, 46 e 912%, respectivamente, na primeira, na segunda e na terceira inoculacéo (Tabela
15). A cama de aves teve uma tendéncia ndo significativa em aumentar o NL/FL nas trés
inoculacdes (Tabelas 7 e 19). O controle da doenga foi obtido nas concentragdes de 2,5; 7,5
e 15% na segunda inoculacdo (Tabela 19). Por outro lado, ocorreu aumento maximo no
NL/FL de 122, 62 e 158%, respectivamente, na primeira, na segunda e na terceira
inoculagdo (Tabela 19). O esterco de bovino teve uma tendéncia ndo significativa de
diminuir o NL/FL na primeira e na segunda inoculagdes e aumentar ndo significativamente
na terceira inoculagdo (Tabelas 7 e 23). O controle da doenca foi de 42 e 28% na
concentracdo de 40% da primeira e da segunda inoculacdo, respectivamente (Tabela 23).
Por outro lado, ocorreu aumento maximo no NL/FL de 49, 55 e 200%, respectivamente,
para a primeira, segunda e terceira inoculagdo. O esterco de ovino teve uma tendéncia
significativa em aumentar o NL/FL na primeira e na segunda inoculacéo e, na terceira foi
diminuir ndo significativamente (Tabelas 7 e 27). O controle da doenca foi de 19 e 36% nas
concentracbes de 40 e 50%, respectivamente, na terceira inoculacdo. Por outro lado,
ocorreu aumento maximo no NL/FL de 163, 300 e 57%, respectivamente, para a primeira,
segunda e terceira inoculagdes (Tabela 27).

O lodo de esgoto ndo promoveu o controle da doenca (Tabela 6). O
efeito do lodo de esgoto foi uma tendéncia em aumentar significativamente o NL/FL na
primeira e na segunda inoculacéo (Tabelas 6 e 7). De acordo com Vieira (2000), 0 processo
de mineralizacdo do nitrogénio em solo suplementado com lodo de esgoto foi intenso e
aumentou com as maiores dosagens do lodo de esgoto. Deste modo, o aumento do NL/FL
com as concentragdes crescentes de lodo de esgoto pode estar relacionado a grande
quantidade de nitrogénio fornecida pelo lodo de esgoto. O lodo de esgoto também teve
comportamento distinto em relacdo as demais fontes de matéria orgénica quanto a
porcentagem de folhas lesionadas por planta. Na segunda e na terceira inoculacéo o lodo de
esgoto diminuiu significativamente a %FL (Tabela 8). Por outro lado, o composto de lixo

teve tendéncia significativa em aumentar a %FL na primeira e na terceira inoculagdo
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(Tabela 16), enquanto que o esterco de bovino teve tendéncia significativa em aumentar a
%FL na primeira e na segunda inoculacdo (Tabela 24). O esterco de suino, a cama de aves
e 0 esterco de ovino ndo influénciaram significativamente na %FL (Tabela 7). Em termos
epidimioldgicos a tendéncia em diminuir da %FL seria o desejavel para a cultura, pois
diminuiria a severidade da doenga. O aumento da severidade da Ferrugem pode levar ao
aumento dos ciclos secundarios por ser uma doenca policiclica.

O efeito das fontes de matéria organica na esporulacdo das lesdes
nas folhas lesionadas foi variavel e ndo constante nas trés avaliagdes, exceto para o esterco
de ovino (Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10): o lodo de esgoto aumentou significativamente a
esporulacdo na segunda e na terceira avaliagdo (R* = 0,67 e R® = 0,85; respectivamente); 0
esterco de suino retardou significativamente a esporulacdo na primeira e na segunda
avaliacdo (R* = - 0,66 e R? = - 0,64; respectivamente); o esterco de bovino aumentou
significativamente a esporulacdo na primeira avaliagdo (R* = 0,64) e retardou
significativamente a esporulacéo na terceira avaliacdo (R? = - 0,66); o composto de lixo e a
cama de aves ndo influenciaram significativamente na esporulacéo das lesdes; o esterco de
ovino retardou ndo significativamente na primeira e significativamente na segunda e na
terceira avaliacdo (R® = - 0,52; R* = - 0,77 e R? = - 0,88; respectivamente). Em termos
epidimioldgicos, o atraso na esporulacao das les6es nas folhas de cafeeiro seria desejavel, o
que leva a retardar o inicio de uma epidemia por ser uma doenca policiclica. No entanto,
este resultado foi obtido em experimento desenvolvido no interior de casa de vegetacao,
necessitando de uma avaliacdo futura em condicGes de campo. As trés avaliacbes na
esporulacdo das lesdes ndo foram feitas a intervalos de tempo pré determinados entre elas
devido & evolucdo da doenca, no decorrer do tempo, variar de acordo com a fonte de
matéria orgénica e as condi¢fes ambiente na casa de vegetagéo.

O comportamento diferenciado das fontes de matéria organica nas
varidveis estudadas permitiu concluir que a natureza quimica e as dosagens influenciaram
no desenvolvimento da planta, no NL/FL e na %FL. O efeito da adubacdo organica e
mineral sobre o desenvolvimento de doencas de plantas foi relatado para diversos
patossistemas (Zambolim & Ventura, 1993; Pereira et al., 1996; Malavolta, 1998; Pozza et
al. 2001; Tanaka et al., 2002). No entanto, efeitos promissores no controle da Ferrugem

com as diferentes matérias organicas ndo foram obtidos no presente estudo. Portanto, na
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recomendacdo da adubacdo nitrogenada e organica deve-se levar em consideragéo o teor de
matéria organica do solo e as caracteristicas quimicas da fonte de matéria organica, sem o
que, a adubacdo pode resultar em plantas com condi¢des nutricionais propicias para o
desenvolvimento da Ferrugem.

Solos com uma grande quantidade de matéria organica tém uma
microbiota ativa e complexa associada com uma habilidade a suprimir os patdgenos das
plantas (Aryantha et al., 2000). Os compostos e 0s estercos contém uma populagdo propria
de microrganismos e a mesma varia durante a compostagem. Dependendo da taxa de
decomposicdo e da qualidade, os compostos podem resultar, ap6s a incorporagdo ao solo,
em conducentes ou supressivos as doencas (Hoitink et al., 1996; Hoitink & Boehm, 1999).
De acordo com Aryantha et al. (2000), o conteddo de matéria organica é necessario, mas
isoladamente ndo é uma condicdo suficiente, para induzir a supressividade. Embora todas
as fontes de matéria organica tenham elevado o contetdo de nitrogénio foliar, as respostas
em relacdo a doenca foram diferentes. Apesar da matéria organica provida pelos estercos
terem alta qualidade por causa de seu contetdo celulolitico e nivel de energia para suportar
0 crescimento de uma microbiota supressiva, efeitos promissores no controle da Ferrugem
ndo foram obtidos. Estas diferencas obtidas conforme a matéria organica confirmam a
complexa natureza da supressdo da doenca, a qualidade dindmica dos compostos de
diferentes maturidades e a importancia do conhecimento das diferentes condi¢gdes ambiente
(Hoitink & Boehm, 1999).

O aumento da atividade total microbiana obtido pela incorporacao
das fontes de matéria organica ao solo ndo foram suficientes para se obter a supressividade
a Ferrugem. De acordo com Chen et al. (1987; 1988), uma atividade microbiana de 3,2 ug
de FDA hidrolisado minuto™ g solo seco™ foi necessaria para obter supressividade a
patdégenos do solo. Por outro lado, as hidrélises de FDA obtidas neste estudo variaram
conforme a fonte de matéria organica: de 3,0-5,7 pg de FDA hidrolisado minuto™ g solo
seco™ com o lodo de esgoto; de 2,9-5,1 pg de FDA hidrolisado minuto™ g solo seco™ com o
esterco de suino; de 1,9-3,3 pg de FDA hidrolisado minuto™ g solo seco™ com a cama de
aves; de 2,0-3,1 pg de FDA hidrolisado minuto™ g solo seco™ com o esterco bovino; de
2,4-3,3 ug de FDA hidrolisado minuto™ g solo seco™ com o esterco de ovino e de 1,5-3,3

g de FDA hidrolisado minuto™ g solo seco™ com o composto de lixo. Apesar dos valores
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excederam ao nivel geral suficiente para a supressividade de patogenos do solo, nao foi
obtido o controle significativo da Ferrugem. Este fato demonstra a complexidade da
inducdo de resisténcia sistémica as doencas da parte aérea das plantas por meio do aumento

da atividade microbiana total no substrato.

5.2 Efeito do lodo de esgoto e do composto de lixo nas atividades enzimaticas do

cafeeiro

A atividade da peroxidase (POX) nas folhas de cafeeiro
desenvolvido em concentracGes crescentes de lodo de esgoto foi variavel. As maiores
atividades da POX nas plantas inoculadas promoveram um controle da doenca de 20,6 e
86,6% nas concentragOes de 12,5 e 15%, respectivamente (Figuras 11 e 13). Nas mesmas
concentracles, a porcentagem de folhas lesionadas por planta diminuiu em 63,2 e 74,5%
em relacdo a testemunha, respectivamente (Figura 14). Devido ao controle obtido pode-se
concluir que a peroxidase participa dos mecanismos de inducdo de resisténcia sistémica no
cafeeiro atacado pela Ferrugem. O aumento da atividade da POX nas concentrac¢des de 12,5
e 15% das plantas inoculadas ocorreram aos trés dias ap6s a inoculagdo (Figura 11). A
época na qual ocorre 0 aumento da atividade da POX esta diretamente relacionada com o
impedimento do desenvolvimento do fungo no tecido foliar e conseqiiente controle da
doenca (Maxemiuc-Naccache & Dietrich, 1985). Assim, o controle obtido nas
concentracbes de 12,5 e 15% de lodo de esgoto podem estar ligados a este aumento da
peroxidase no inicio do processo de infeccdo da doenga. O aumento da atividade da POX
aos 25 dias apds a inoculagdo das plantas, pode estar associado ao concomitante inicio da
esporulacdo das lesdes observado visualmente nas folhas. Considerando a média da
atividade da peroxidase, na testemunha e nas plantas inoculadas, o efeito do lodo de esgoto
ndo foi negativo para as reacdes de defesa da planta (R> = 0,11 e R* = 0,64;
respectivamente) (Figura 12).

Para o composto de lixo a atividade da peroxidase nas folhas de
cafeeiro foi varidvel. A atividade média da POX na testemunha diminuiu néo
significativamente em todas as concentraces (R* = - 0,24) (Figura 18). Por outro lado,

atividade média da POX nas plantas inoculadas aumentaram ndo significativamente (R? =
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0,47) (Figura 18). Também nas plantas inoculadas a atividade média da POX foi inferior a
da testemunha nas concentragdes de 0 a 10%. Deste modo, o composto de lixo interferiu de
modo negativo na atividade da peroxidase mais nitidamente nas plantas testemunhas. A
diminuicdo da atividade da POX pode estar relacionada a um desbalango nutricional no
tecido foliar do cafeeiro, o qual modifica as reacfes bioquimicas de defesa da planta
(Figura 31). No entanto, o composto de lixo ndo prejudicou o desenvolvimento das plantas,
exceto na concentracdo de 50% (Figura 19).

O aumento rapido ou pico da atividade da peroxidase comum em
interacdes incompativeis (Silva et al., 2000; 2001) ndo foi detectado na interacdo
compativel estudada mesmo modificando os intervalos das coletas (Figuras 11 e 16). O
efeito da presenca do patdgeno, por meio da inoculacdo das plantas, na reacéo de defesa do
hospedeiro foi pequeno provavelmente devido ao estudo ter sido realizado com uma
interacdo compativel entre o patdgeno e o hospedeiro. Este comportamento estd de acordo
com os relatados por Silva et al. (2001) em que mecanismos bioquimicos de defesa
imediatos, no méximo 24 horas ap0s a inocula¢do, com um pico na atividade da peroxidase
sdo caracteristicos apenas de interagbes incompativeis de C. arabica e H. vastatrix,
denominados de reacdo de hipersensibilidade. No entanto, outras modificagbes no
metabolismo do hospedeiro podem ocorrer no decorrer do processo de infec¢do. Durante a
colonizacdo do tecido do hospedeiro pelo patdgeno, os mecanismos de defesa atuam e
podem bloquear parcialmente ou totalmente seu desenvolvimento. Esta reacdo de defesa,
mais tardia ao inicio da infeccdo ocorreu na interacdo compativel estudada, mas néo
impediu a esporulacdo do patdgeno.

Maxemiuc-Naccache & Dietrich (1985) relataram que a atividade
da POX na cultivar Mundo Novo foi crescente e linear na testemunha e nas plantas
inoculadas no decorrer dos 28 dias do estudo, com a atividade na testemunha ligeiramente
inferior a das plantas inoculadas. No presente estudo, a atividade da POX de modo geral,
também ndo diferiu entre as testemunhas e as plantas inoculadas. Por outro lado, elas ndo
foram crescentes e lineares durante o periodo de estudo, possivelmente, devido a influéncia
dos fatores ambientais. As varia¢des na atividade da POX podem estar relacionadas com a

interferéncia da temperatura e da umidade relativa do ar nos mecanismos bioquimicos de



91

defesa da planta. Estes fatores foram apenas monitorados durante a conducdo do
experimento.

A atividade total da polifenoloxidase (PPO) nas plantas inoculadas
e desenvolvidas no substrato com lodo de esgoto foi devido a uma reacdo de defesa da
planta em relacdo a presenca do patdgeno no tecido foliar (Figura 22). Mesmo 160 dias
apos a inoculacdo das plantas ocorreu uma atividade da PPO no tratamento inoculado
superior ao ndo inoculado, o que pode estar relacionado a uma possivel colonizagdo do
patdgeno e uma conseqliente reacdo da planta. Provavelmente, nas duas concentracdes
iniciais das plantas inoculadas, devido ao periodo de tempo transcorrido entre a inoculagdo
e a avaliagdo, ndo ocorreu reagdo da planta porque o patdgeno ja pode ter colonizado
totalmente o tecido foliar (Figura 22). O efeito da inoculacdo e a presenca do fungo no
interior do tecido foliar demonstrou uma reacdo de defesa da planta mesmo em uma
interacdo compativel. Para um melhor esclarecimento das interacGes ocorridas entre o lodo
de esgoto e a doenca, sugere-se que novos estudos sejam realizados com um
acompanhamento da atividade da PPO, logo apdés a inoculagdo das plantas.
Simultaneamente as anélises enzimaticas poderia ser realizado um estudo histologico para
acompanhar a colonizagdo do fungo no interior do tecido foliar. Assim, seria possivel
associar as etapas da colonizagdo do fungo com as reacdes da planta (Silva et al., 1999;
Pharand et al., 2002). Nas concentracdes de 15 e 20% de lodo de esgoto no substrato
ocorreram aumentos na atividade da PPO de 179 e 166%, respectivamente, em relacdo a
testemunha. Também em termos comparativos seria ideal incluir no ensaio um tratamento
de plantas com resisténcia a Ferrugem. Deste modo, seria possivel a comparacdo da
atividade das enzimas nas plantas resistentes em relacao as suscetiveis.

Ao comparar a atividade total da PPO nas plantas desenvolvidas em
substrato com composto de lixo com as desenvolvidas com o lodo de esgoto, verificou-se
que em todas as concentragdes e, principalmente nas ndo inoculadas, ocorreu diminui¢éo na
atividade total da PPO no ensaio de lodo de esgoto (Figuras 21 e 22). Possivelmente, esta
baixa atividade seja devido ao tempo decorrido entre a inoculagdo das plantas e a coleta das
folhas para a analise da atividade enzimética. Por outro lado, o composto de lixo ndo afetou
0 desenvolvimento das plantas, 0 que ocorreu com as concentragdes crescentes de lodo de
esgoto (R? = 0,02; R? = - 0,67) (Figuras 19 e 15).
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A peroxidase e a polifenoloxidase estdo envolvidas no processo de
resisténcia do cafeeiro a Ferrugem. Nesse estudo o lodo de esgoto e o composto de lixo
interferiram na fisiologia da planta modificando a atividade dessas enzimas no decorrer das
coletas de folhas. As concentracdes de lodo de esgoto e de composto de lixo, bem como o
patdgeno no interior do tecido vegetal, proporcionaram alteracdes na atividade das enzimas
POX e PPO (Figuras 10, 14, 18, 22, 26 e 30). Deste modo, a existéncia de atividade da
POX no tecido de cafeeiro deste estudo esta de acordo com os reportados por Maxemiuc-
Naccche & Dietrich (1985), Mazzafera (1987) e Silva et al. (2000) e discorda do reportado
por Guzzo et al. (1999).

O aumento do nitrogénio foliar total em todas as fontes de matéria
organica (Tabelas 8, 10, 11, 12, 13 e 14) interferiu na fisiologia das plantas e aumentou
diferentemente o nimero de lesdes por folha lesiona das plantas de café. O aumento do
NL/FL, possivelmente, pode ser devido aos diferentes conteudos de nitrogénio fornecido
por cada tipo de matéria organica e as alteragdes induzidas no metabolismo primario e
secundario das plantas. De acordo com Sander & Heitefuss (1998), altas concentragdes de
nitrogénio na forma de nitrato, causou uma reducdo dos &cidos hidrocindmicos em cultivo
hidropo6nico de plantas de trigo, inoculadas com Erysiphe graminis f.sp. tritici e resultou no
aumento do numero de pustulas e esporulagdo por unidade de area, comparado a uma baixa
intensidade da doenga quando as plantas foram cultivadas em baixas doses de nitrogénio.
Também foi relatado por Kiraly (1964) que o conteldo total de compostos fendlicos
decresce em trigo com a alta fertilizacdo de nitrogénio. As razfes para tais comportamentos
devem estar associadas a uma competicdo entre as rotas dos metabolismos priméarios e
secundarios sob tais condices. No periodo de rapido desenvolvimento da planta, como no
caso de altas doses de nitrogénio, a fenilalanina, por exemplo, segue preferencialmente para
a sintese de proteina do que para a sintese de fenilalanina-amonia-liase. Patdgenos
obrigatdrios tais como as Ferrugens e os Oidios ganham, aparentemente, vantagem por uma
melhor provisdo de nutrientes da planta hospedeira, além de enfrentar uma baixa

concentracdo de substancias com possiveis efeitos inibitorios (Sander & Heitefuss, 1998).
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6 CONCLUSOES

O lodo de esgoto, 0 composto de lixo urbano, o esterco de suino, o
esterco de bovino, o esterco de ovino e a cama de aves incorporados no solo para a
producdo de mudas ndo induziram resisténcia sisttémica a Ferrugem do cafeeiro.

Com o aumento das doses de lodo de esgoto, do composto de lixo
urbano, dos estercos de bovino, de ovino, de suino e da cama de aves, incorporados no solo,
houve aumento no teor de nitrogénio total foliar.

O lodo de esgoto incorporado ao solo néo interferiu na atividade da
peroxidase avaliada no tecido foliar do cafeeiro, enquanto que o composto de lixo urbano
diminuiu a sua atividade.

O lodo de esgoto e o composto de lixo urbano diminuiu a atividade
da polifenoloxidase.

O lodo de esgoto, 0 esterco de suino e o esterco de ovino aumentou
a atividade microbiana total no substrato.

O lodo de esgoto acidificou o substrato para a producdo de mudas

de cafeeiro.
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