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RESUMO

A ferrugem alaranjada ¢ uma das principais doengas do cafeeiro e, cada vez
mais, buscam-se novas alternativas de controle dessa enfermidade que causem
menores impactos a0 homem e ambiente. Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o
efeito de produtos alternativos, como formulacdes a base de extratos vegetais e
produtos comerciais, como fertilizantes foliares, no manejo da ferrugem do cafeeiro
em condigdes de campo ¢ mudas de cafeeiro, bem como caracterizar alguns
mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de defesa da planta. O ensaio de
campo foi instalado em area cultivada com Coffea arabica, cv. IAC-144, com
quatro anos, sob sistema convencional de produ¢do. Os produtos utilizados foram:
extrato aquoso de folha de café com ferrugem (Nefid), extrato aquoso de casca de
fruto de café (Ecfc), acibenzolar-S-metil (ASM), fosfito de cobre (Fulland®),
mananoligossacarideo fosforilado proveniente da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, Viga-Café plus” e testemunha sem aplicagdo. Foi utilizado também um
fungicida (ciproconazol + azoxistrobina). Foram realizadas pulverizagdes mensais
dos produtos, a excecdo do fungicida, que foi pulverizado duas vezes a cada ano.
Avaliando-se a severidade da ferrugem de forma acumulada, nos trés anos de
avaliacao (2008 a 2010), observou-se que os extratos vegetais (Nefid e Ecfc) e o
fosfito de cobre, na dose 10 mL L™, foram capazes de reduzir a 4rea abaixo da curva
de progresso da severidade da ferrugem (AACPS) em 32%, 31% e 23%,
respectivamente. Em casa de vegetacdo, foram realizados dois experimentos para
avaliar o controle da ferrugem. Para tanto, mudas de cafeeiro cv. Mundo Novo
foram pulverizadas com os mesmos tratamentos utilizados em campo, além de uma
testemunha inoculada. Verificou-se que o extrato Nefid e o produto a base de fosfito
de cobre, na dose 10 mL L™, conferiram protecdo as mudas de cafeeiro em relagdo a
testemunha, com controle médio nos dois experimentos de 79% e 75%,
respectivamente. Para as analises bioquimicas, as mudas foram tratadas com Nefid,
fosfito de cobre, na dose 10 mL L™ ¢ ASM, e observou-se aumento nas atividades
das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, B-1,3-glucanase e quitinase nas folhas,
sem alteracdo dos teores de lignina e fenois soliiveis totais. No presente estudo
observou-se que o extrato Nefid e fosfito de cobre apresentaram controle parcial da
ferrugem em condi¢des de campo e em mudas de cafeeiro, provavelmente pela
indugdo de resisténcia, pois promoveram aumento nas atividades de algumas
proteinas relacionadas a patogénese.

Palavras-chave: Café. Ferrugem. Inducdo de resisténcia. Extratos vegetais.
Produtos alternativos. Proteinas relacionadas a patogénese.



ABSTRACT

Leaf rust is one of the main diseases of coffee trees. Currently,
researchers are studying alternatives to control this disease without damaging the
environment. The aim of this work was to examine the effect of alternative
products, such as formulations based on plant extracts and commercial products
such as foliar fertilizers, on the management of coffee leaf rust in the field. The
experiment was conducted in an area cultivated with a four-year-old Coffea
arabica, cv. Catuai TAC-144, under a conventional coffee production system.
The products utilized were: aqueous extract of coffee leaves with rust symptoms
(Nefid), aqueous extract of coffee berry husk (Ecfc); acibenzolar-S-methyl
(ASM); copper phosphite (Fulland®), phosphorylated mannanoligosaccharide
from cell walls of Saccharomyces cerevisiae; Viga-Café plus®, a control
treatment without spraying, and a fungicide (cyproconazol+ azoxystrobin). The
applications were carried out monthly, except for the fungicide, which was
sprayed twice a year. Assessing the cumulative severity of leaf rust, during the
three year evaluation period (2008-2010), it was noted that the plant extracts
(Nefid and Ecfc) and copper phosphite (10 mL L) were able to reduce the area
under the leaf rust severity progress curve by 32%, 31% and 23%, respectively.
Also, two experiments were conducted in the greenhouse to evaluate the leaf
rust control. For such, cv. Mundo Novo coffee seedlings were sprayed with the
same treatments used in the field, plus an inoculated control. It was observed
that Nefid and the copper phosphite product (10 mL L) protected the coffee
seedlings when compared with the control, conferring 79% and 75% reduction
of the disease, respectively. For the biochemistry analysis, the coffee seedlings
were sprayed with Nefid, Fulland® and ASM. Increases in the activities of
peroxidase, polyphenol oxidase, B-1,3-glucanase and chitinase were observed in
the coffee leaves. However, there were no alterations in the lignin and total
soluble phenol contents. Therefore, it was demonstrated in this study that Nefid
and copper phosphite promoted partial control of leaf rust under field conditions,
probably through resistance induction, since they increased the activities of
some pathogenesis-related proteins.

Keywords: Coffee. Coffee leaf rust. Resistance induction. Plant extract.
Alternatives products. Pathogenesis-related proteins.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o lider na producdo e exportagdo mundial de café, com
produgdo estimada, para 2011, de 43,54 milhdes de sacas de 60 kg de café
beneficiado. Desse total, a produgdo do café ardbica (C. arabica L.) representa,
aproximadamente, 74% (32,18 milhdes de sacas) e tem como maior produtor o
estado de Minas Gerais, com 67,9% (21,85 milhdes de sacas) de café
beneficiado (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2011).

Apesar da representatividade da cafeicultura brasileira e do grande
potencial produtivo, alguns obsticulos contribuem para as perdas na producao.
Entre estes, as doengas representam um dos fatores mais limitantes para a
produgdo do café, podendo causar perdas que chegam a inviabilizar a exploracio
da cultura. Entre as doencas foliares do cafeeiro, principalmente a ferrugem
alaranjada ¢ uma das mais antigas e importantes. Seu agente etiologico,
Hemileia vastatrix, ¢ um parasita biotréfico exclusivo do género Coffea. Ela foi
constatada no Brasil em janeiro de 1970 e logo se disseminou para todas as
regides cafeeiras do pais. Atualmente, ¢ encontrada em todas as regides
produtoras de café¢ do mundo.

Os principais danos causados pela ferrugem sdo ocasionados pela queda
precoce das folhas e seca dos ramos produtivos que, por consequéncia, nao
produzem no ano seguinte, diminuindo a produtividade e a qualidade. Essa seca
constante dos ramos reduz a longevidade dos cafeeiros, tornando a lavoura
gradativamente antieconémica (GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO,
1997). Estima-se que as perdas na produ¢do de café, se ndo forem devidamente

controladas, podem variar de 35% a 50% (ZAMBOLIM et al., 2002).
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O controle da ferrugem ¢ baseado, principalmente, em aplicagdes de
produtos quimicos (fungicidas protetores e/ou sistémicos). Entretanto, na
decisdo sobre o seu uso, devem ser levados em consideragdo varios fatores, entre
eles o alto custo para o produtor, além do impacto que pode causar ao homem e
ao meio ambiente (ZAMBOLIM et al., 2002).

A agricultura moderna prioriza o uso de produtos ecologicamente mais
seguros, que sejam compativeis com a qualidade ambiental baseada no manejo
sustentavel e a satde dos trabalhadores rurais e consumidores.

Nesse contexto, a indugdo de resisténcia em plantas constitui uma
promissora ferramenta no manejo fitossanitario sustentavel e integrado, por meio
da utilizacdo de produtos bidticos ou abidticos que atuam como indutores dos
mecanismos de defesa inerentes das plantas (GUZZO et al., 2001; RYALS et al.,
1996; STANGARLIN; PASCHOLATI, 1994).

A utilizacdo de fertilizantes foliares, como os fosfitos, tem ganho
importancia no controle de doengas (DATNOFF; SEEBOLD; CORREA, 2001),
sendo citados na literatura como indutores de resisténcia. Outra forma que
desperta o interesse dos especialistas da area ¢ a utilizacdo de produtos naturais,
com extratos de plantas ou subprodutos da cadeia produtiva do cafg,
principalmente extratos de folha de café e de casca de fruto de café, que
apresentam eficiéncia comprovada no controle de doencas no cafeeiro,
cacaueiro, algodoeiro e tomateiro (MEDEIROS et al., 2009; PEREIRA et al.,
2008; SANTOS et al., 2007).

Dessa forma, objetivou-se, neste trabalho, avaliar os possiveis indutores
bidticos e abidticos no manejo da ferrugem em cafeeiro, além de estudar o efeito

destes na ativag@o de mecanismos envolvidos na resposta de defesa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importincia da cultura do cafeeiro

O café representa uma das principais fontes de divisas para o Brasil, que
¢ o principal produtor e exportador desta cultura, responsavel por
aproximadamente 30% do mercado internacional INTERNATIONAL COFFEE
ORGANIZATION - ICO, 2011). Segundo a CONAB (2011), a previsdo de
producdo de café (arabica e conilon), para 2011, indica 43,54 milhdes de sacas
de 60 kg de café beneficiado. Quando comparada a safra anterior (48,09 milhdes
de sacas de café beneficiado), verifica-se uma redugéo de 9,5% (4,55 milhdes de
sacas) devido, principalmente, a bienalidade da cultura.

Além da elevada produgdo, o café brasileiro tem melhorado em
qualidade, agregando valor ao produto ofertado e melhorando as estratégias de
produgdo, tanto pelo uso de melhores variedades como pelo controle
fitossanitario e os cuidados na poés-colheita (PEREIRA, 2006), a fim de se
melhorar a rentabilidade do cafeicultor. Esta rentabilidade estd diretamente
relacionada com o bom gerenciamento de custos de producdo, existindo a
necessidade de se eliminar quaisquer fontes de perdas nas lavouras (MATIELLO
et al., 2002), em que se destacam as doengas.

A ocorréncia de doengas, dependendo da intensidade, pode estar
associada a perdas em larga escala, que vao desde a fase de viveiro até a
producdo final. Entre essas doencas, podem-se citar a ferrugem do café, causada
por Hemileia vastatrix Berk et Br.; a cercosporiose, causada por Cercospora
coffeicola Berk et Cook.; antracnoses, seca de ponteiros e mancha manteigosa,
causadas por Colletotrichum gloeosporioides; galhas, causadas pelos nematoides

do género Meloidogyne; mancha-de-phoma, causada por Phoma spp., entre
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outras (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010; ZAMBOLIM; VALE;
ZAMBOLIM, 2005).

2.2 Ferrugem do cafeeiro

A ferrugem alaranjada, considerada uma das doengas mais impactantes
do cafeeiro, foi constatada no Brasil em janeiro de 1970 e logo se disseminou
para todas as regides cafeeiras do pais (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM,
2005). Tem como agente etiologico o fungo biotrofico Hemileia vastatrix Berk.
& Br., pertencente a familia Pucciniacea, ordem Uredinales, classe
Basidiomycetes. Apresenta ciclo de vida incompleto, pois, até o momento, as
fases de picnio e écio sdo desconhecidas (AGRIOS, 2005; GODOY;
BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997).

A disseminagdo de H. vastatrix ocorre mais eficientemente pela agdo do
vento, das gotas da chuva, do escorrimento de agua pelas margens do limbo
foliar para a superficie inferior e pela acdo do homem durante os tratos culturais
(GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997, ZAMBOLIM; VALE;
ZAMBOLIM, 2005). Como o periodo de produgdo dos uredinidsporos numa
mesma lesdo pode ser superior a trés meses, uma lesdo produzida em uma
estagdo vegetativa pode servir como fonte de indculo para a estagdo seguinte
(CHALFOUN; ZAMBOLIM, 1985).

O fungo desenvolve-se na superficie abaxial foliar, quando ha condi¢des
de umidade e temperatura propicias para a germinacdo dos uredinidsporos,
geralmente 24 horas apds a infecgio (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM,
2005). Em seguida, ocorre formagao de tubos germinativos, apressorios e da hifa
de penetragdo, a qual atravessa o ostiolo do estdmato e continua seu
desenvolvimento na camara subestomatica, colonizando as células subsidiarias e

do mesofilo, formando estruturas denominadas haustérios, responsaveis pela
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absor¢ao de nutrientes das células do hospedeiro pelo patdogeno (ZAMBOLIM;
VALE; ZAMBOLIM, 2005).

Os sintomas da doenga iniciam-se na forma de manchas cloroticas
translticidas com 1 a 3 mm de didmetro na face abaxial do limbo foliar que,
rapidamente, atingem até 2 cm de didmetro. Na face abaxial, desenvolvem-se
massas pulverulentas de coloragdo amarelo-alaranjada, formadas por
urediniosporos do patégeno que, quando coalescem, podem cobrir grande
extensdo do limbo. Areas de tonalidade amarelada na face adaxial do limbo
foliar correspondem as regides infectadas. As lesdes, com o progresso da
doenga, aumentam de tamanho, formando uma area necrética central, onde a
esporulacdo ¢ reduzida, com produgdo de esporos de coloragdo esbranquicada de
menor viabilidade, chegando a cessar (GODOY; BERGAMIN FILHO;
SALGADO, 1997). Ocasionalmente, os sintomas sdo também observados nas
extremidades de ramos em desenvolvimentos e em frutos verdes (GODOY;
BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997).

Nas plantagdes, o sintoma mais notavel ¢ a desfolha, que prejudica o
desenvolvimento de plantas jovens, causando definhamento, o que compromete
a produgdo. A desfolha antes do florescimento interfere no desenvolvimento dos
botdes florais e na frutificacdo e, durante o desenvolvimento dos frutos, leva a
formacao de grios anormais e defeituosos, afetando sensivelmente a produgdo
(GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997). A severidade da ferrugem
e os prejuizos ocasionados na producdo do cafeeiro, de modo geral, variam de
regido para regido e de ano para ano, em decorréncia da carga pendente dos
cafeeiros e das condigdes climaticas prevalecentes (POZZA, 2004;
ZAMBOLIM; VALE, 2003).

No Brasil, estima-se que as perdas devidas apenas a ferrugem do
cafeeiro sejam da ordem de 30% da producdo quando na auséncia de medidas de

controle, principalmente devido a predominancia de plantas de cafeeiro (C.
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arabica L.) suscetiveis a maioria das ragas de H. vastatrix, incluindo a raga II,
predominante no pais (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

A ferrugem do cafeeiro ¢ manejada pelo uso de fungicidas sistémicos,
em aplicagdes sistematicas durante a estagdo chuvosa, dependendo da severidade
da doenca. Porém, o uso inadequado desses fungicidas pode selecionar novas
racas fisioldgicas resistentes do patdgeno (AGRIOS, 2005).

Pesquisas sdo realizadas com o objetivo de obter cultivares portadoras
de genes de resisténcia a H. vastatrix que possam substituir as cultivares
tradicionais de C. arabica suscetiveis, as quais requerem um controle
sistematico da doenca. No entanto, esse processo tem sido dificultado pelo
surgimento de novas ragas fisioldgicas do patogeno, que levam a “quebra” da
resisténcia das cultivares melhoradas (VARZEA et al.,, 2002; SERA et al.,
2010).

2.3 Mecanismos de defesa em plantas

As plantas apresentam um conjunto de mecanismos de defesa contra
patogenos, que podem ser pré-existentes, expressos constitutivamente, e outros
que s3o induzidos como resposta de defesa ao processo de infecgdo. Os
mecanismos pré-existentes consistem de barreiras fisicas, como a parede celular
primaria, composta de celulose, hemicelulose e pectina, e a parede celular
secundaria, podendo esta ser reforgada pela deposi¢do de lignina, impregnacio
de silica, ceras, suberina e cutina (RIDE, 1983). Outro importante mecanismo de
defesa sdo os produtos do metabolismo primario e secundario dos vegetais.
Muitos desses compostos sdo produzidos de forma constitutiva, sem a presenca
de patégenos, como ¢ o caso de fenois, alcaloides, lactonas insaturadas,
glicosidios fenolicos, glicosidios cianogénicos, fototoxinas, inibidores proteicos

e enzimas hidroliticas (PASCHOLATI; LEITE, 1995; SCHWAN-ESTRADA;



16

STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Por outro lado, existem nos vegetais
proteinas cujos genes tém sua expressdo regulada por sinais liberados pelo
processo de infec¢do, denominadas proteinas relacionadas a patogénese (PRps).
Além das PRps, as enzimas relacionadas a sintese de fitoalexinas, bem
como a lignificacdo e a deposicao de calose, podem ter sua sintese ativada em

resposta a presenca do patogeno (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000).

2.4 Inducio de resisténcia

O fendmeno de inducdo de resisténcia (RI) em plantas a patégenos ¢
estudado ha muito tempo. Beauverie e Ray (1901 citados por KESSMANN et
al., 1994) foram os pioneiros nesses estudos, demonstrando que isolados
atenuados de Botrytis cinerea tornavam as plantas de Begonia sp. resistentes as
estirpes virulentas do fungo. Porém, somente nos ultimos 20 anos esse aspecto
comegou a ser investigado de forma direcionada, nos aspectos bioquimicos e
moleculares, para uma aplicac@o pratica do seu uso em culturas economicamente
importantes (PASCHOLATI et al., 2010).

A indugdo de resisténcia em plantas contra patdogenos representa um
método alternativo no controle de doengas, a qual ativa os mecanismos de defesa
latentes na planta. A RI pode ser ativada em plantas por uma série de substancias
denominadas eliciadores, evitando ou atrasando a entrada e/ou a subsequente
atividade do patdogeno em seus tecidos (ATHAYDE SOBRINHO; FERREIRA;
CAVALCANTI, 2005; NOJOSA et al.,, 2005). Quando a planta reconhece
algum destes eliciadores, ocorre a ativagdo de genes envolvidos em diversas
respostas de defesa, as quais podem ser bioquimicas: PRps, fitoalexinas e fenois,
e estruturais, como lignina, ceras, papilas etc. (PASCHOLATTI; LEITE, 1995). O
desempenho de um eliciador certamente pode ser melhorado, ou mesmo

estabilizado, se associado a outros indutores de resisténcia ou, mesmo, a
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micronutrientes que podem funcionar como cofatores de varias enzimas
envolvidas na sintese de importantes substancias de defesa da planta
(CAVALCANTI, 2005).

Em funcdo da rota de sinalizagdo que leva a expressdo das defesas, a
inducdo de resisténcia pode ser dividida em duas categorias, a resisténcia
sistémica adquirida (systemic acquired resistance, SAR) que tem o acido
salicilico como principal sinalizador, levando a expressdo principalmente de
PRps (METRAUX, 2001; STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997) ¢ a
resisténcia sistémica induzida (induced systemic resistance, ISR) em que atua na
rota regulada por jasmonato e etileno (LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).
No fenomeno SAR, a resisténcia desenvolve-se de forma sistémica ou
localizadamente em resposta a um patégeno que causa uma lesdo necrotica
(reagdo de hipersensibilidade) ou por aplicacdo exogena de acido salicilico ou
compostos sintéticos, como o acibenzolar-S-metil (ASM) e o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA), sendo efetiva contra amplo espectro de patdgenos
(PASCHOLATI; LEITE, 1995). Dependendo da planta e do eliciador, ¢
necessario um determinado periodo de tempo para o estabelecimento da SAR, o
qual corresponde ao tempo requerido para a expressdo génica, o acimulo das
PRps e a indugdo sistémica do acido salicilico (PASCHOLATI et al., 2010). Ja
na ISR, geralmente é induzida por rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (PGPRs), que apresentam certa especificidade em determinadas espécies
de plantas (LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998; PASCHOLATI et al., 2010).
A sinaliza¢do ndo ¢ salicilato dependente e ndo ha acimulo de PRps (LOON;
BAKKER; PIETERSE, 1998). Contudo, tanto a SAR como a ISR apresentam
respostas fenotipicas semelhantes, além de as respostas serem molecularmente
interligadas e resultarem em amplo espectro de resisténcia a patogenos

(PASCHOLATI et al., 2010).
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As PRPs sdo proteinas de plantas que se acumulam rapidamente nos
tecidos vegetais apOs o contato com patdgenos ou em resposta ao tratamento
com determinados compostos quimicos ou a outros tipos de estresse (LOON et
al., 1994). Representam um grupo de proteinas bastante amplo, que abrange
familias de proteinas com fungdes e caracteristicas variadas (quitinases,
glucanases, peroxidases, dentre outras) e podem ser induzidas por sinais
endogenos ou exodgenos a planta. A maioria das PRps tem sua sintese ativada ou
potencializada por indutores de resisténcia, conferindo amplo espectro de
resisténcia a varios patégenos (CAVALCANTI, 2005). Localizam-se no espago
intercelular, no vactolo e na parede celular e estdo presentes em diversas
espécies de plantas pertencentes a diferentes familias. Muitas delas possuem
atividade antimicrobiana e sdo excelentes marcadores moleculares para a
resposta de resisténcia (HAMMERSCHMIDT; SMITH-BACKER, 1999). Essas
proteinas apresentam propriedades fisico-quimicas tipicas, como baixo peso
molecular, estabilidade em meio acido e resisténcia a proteases, uma vez que,
nos locais para os quais elas sdo translocadas, encontram-se muitas enzimas com
atividade de protease acida (LOON, 1997). A avaliagdo temporal da expressao
de PRps em plantas tratadas com indutores (bidticos ou abidticos) ¢ um
excelente indicativo do seu efeito protetor e a durabilidade desse efeito,
podendo, assim, estabelecer um cronograma de recomendagdo para a aplicacao

dos indutores (CAVALCANTI, 2005).

2.5 Mecanismos envolvidos na resposta de defesa

2.5.1 B-1,3-glucanases e quitinases

Dentre as PRps, as hidrolases, como as B-1,3-glucanases (EC 3.2.1.6) e

quitinases (CHI; EC 3.2.1.14), sdo relatadas principalmente como inibidoras do
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crescimento fungico (LOON; STRIEN, 1999). As quitinases sdo proteinas
antifungicas que atuam hidrolisando a ligagdo B-1,4 glicosidica presente em
biopolimeros de quitina, componente da parece celular de muitos fungos
(BUNNER et al., 1998). Ja as B-1,3-glucanases sdo enzimas que hidrolisam
polimeros de B-1,3-glucana, compostos que também conferem resisténcia a
parede celular dos fungos (CORNELISSEN; MELCHERS, 1993).

Na indugdo de resisténcia, quitinases e -1,3-glucanases agem de forma
conjunta. Uma pequena quantidade de B-1,3-glucanases ¢ sintetizada e excretada
para lamela média (espaco intercelular) e, com o crescimento fungico neste
espago, essa enzima comeca a degradar o tecido da parede celular do fungo e os
fragmentos liberados pela acdo da enzima funcionam como exoelicitores,
induzindo a sintese de grande quantidade de quitinases e B-1,3-glucanases que
sdo acumuladas nos vacuolos. A partir do momento em que o fungo consegue
penetrar na célula, os vactolos sdo rompidos e ocorre a liberagdo de grande
quantidade dessas enzimas, reprimindo a acdo do patogeno (MAUCH;
STAEHELIN, 1989).

O acumulo e a sintese destas duas enzimas em tecidos vegetais foram
detectados em plantas de tomate, cacau, soja e café, estando associadas a
resisténcia induzida contra Xanthomonas vesicatoria, Crinipellis perniciosa,
Phakopsora pachyrhizi e Hemileia vastatrix, respectivamente (CAVALCANTI
et al., 2006; COSTA et al., 2010; PEREIRA et al., 2009; GUZZO et al., 2004).

2.5.2 Peroxidases

As peroxidases (POX; EC 1.11.1.7) s@o outra importante classe de
proteinas relacionadas a patogénese. Sao glicoproteinas secretadas no apoplasto
que tém a fungdo basica de reagir com compostos contendo o grupo hidroxila

anexado a um anel aromatico (HIRAGA et al., 2001). Apresentam um grande
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numero de isoformas e sdo conhecidas como enzimas de “fun¢do dupla”, pois
sdo capazes de gerar peroxido de hidrogénio (H,0O,) que lhes servird de substrato
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). As
peroxidases catalisam reagdes de um grande nimero de compostos, entre eles os
fenois. Como exemplo dessa oxidacdo, tém-se a do pirogalol, que produz a
purpurogalina e a do catecol, que produz o 0-benzoquinona. Usualmente, para se
avaliar a atividade das peroxidases totais, usa-se o substrato guaiacol (0-metoxi
fenol), que leva a formag@o do tetraguaiacol (HIRAGA et al., 2001). Essas
enzimas também participam na biossintese de etileno, na formagao de lignina e
no metabolismo de parece celular, além da defesa de plantas contra patdégenos
(LOON; STRIEN, 1999).

Na inducdo de resisténcia, as peroxidases sdo bastante estudadas devido
a sua importancia nos processos de defesa e, na maioria dos casos, o aumento na
atividade esta diretamente relacionado a reducao da severidade da doenga.

Em pesquisas foi evidenciada a expressdo da peroxidase em diversos
patossistemas, tais como eucalipto x Puccinia psidii (BOAVA et al., 2010),
tomateiro x Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria (CAVALCANTI;
RESENDE; OLIVEIRA, 2007), feijoeiro x Pseudocercospora griseola
(VIECELLI et al., 2010), cacaueiro x Moniliophthora perniciosa (COSTA et al.,
2010) e cafeeiro x Cercospora coffeicola (AMARAL et al., 2008; PEREIRA et
al., 2008).

2.5.3 Polifenoloxidases

As polifenoloxidases (PPO) agrupam um conjunto de enzimas
responsaveis pela catdlise da reagdo de oxidagdo de polifendis (0-difenois),
transformando-os em quinonas (0-diquinonas), constituindo uma atividade de

difenolases. Também podem catalisar a o0-hidroxilagdo de monofendis,
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constituindo atividade de monofendis (VAUGHN; DUQUE, 1984 citados por
KUHN, 2007). A atividade da maioria das polifenoloxidases quase sempre €
maior nos tecidos infectados de variedades resistentes do que em plantas
suscetiveis infectadas ou plantas sadias ndo infectadas. Conceitualmente, ndo ¢é
classificada como sendo PRp, porém, pelo fato de a atividade da PPO poder ser
induzida por fatores abidticos e bidticos, tais como danos causados por
herbivoros, fungos e infecgdes bacterianas, danos mecanicos, regurgitagdo de
insetos e pelos tratamentos com compostos que sinalizam a via octadecanoide, ¢
uma evidéncia adicional do envolvimento desta enzima em mecanismos de
defesa das plantas (FARMER; RYAN, 1992; WARNER et al., 1995).

A importancia da atividade das polifenoloxidases na defesa das plantas a
fitopatogenos, provavelmente, deve-se a sua propriedade de oxidar compostos
fenolicos para quinonas, as quais sdo mais toxicas aos microrganismos do que os
fenois originais, e a sua acdo protetora no local do ferimento (TAIZ; ZEIGER,
2004). As polifenoloxidases também participam do processo de lignificagdo
durante a invasdo pelo patégeno (JUNG et al., 2004). Uma maior atividade das
polifenoloxidases possivelmente incrementa as concentragdes de produtos
toxicos resultantes da oxidagdo, aumentando, portanto, o grau de resisténcia a
infeccdo (AGRIOS, 2005). Em estudo realizado por Peng et al. (2004) foi
demonstrado que a indu¢do do pepino com pectinases extraidas de Penicilium
oxalicum contra Cladosporium cucumerinum reduziu em até 70% a severidade
da doenga, dependendo da dose, conferindo o aumento da atividade da PPO apds

72 horas.

2.5.4 Lignina e fendis totais soliveis

Outra importante molécula induzida ¢ a lignina, que proporciona suporte

mecanico ¢ desempenha fungdes protetoras nos vegetais. Depois da celulose, a
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substancia organica mais abundante nas plantas ¢ a lignina, um polimero do
grupo dos fenilpropanoides altamente ramificado que apresenta fungdes primaria
e secundaria (TAIZ; ZEIGER, 2004). A lignificagdo pode impedir o
desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais de varias maneiras, como o
estabelecimento de barreira mecanica ao avango e o desenvolvimento do
patdégeno; a modificacdo da parede celular, tornando-a mais resistente ao ataque
de enzimas hidroliticas ¢ o aumento da resisténcia das paredes a difusdo de
toxinas produzidas pelos patdgenos, impedindo que os nutrientes do hospedeiro
sejam utilizados pelo invasor (CAVALCANTI, 2005).

Os compostos fenolicos sdo metabolicos secundarios provenientes da
via metabdlica do acido shiquimico. Estes compostos apresentam diversas
fungoes. Eles atuam como radicais livres, como inibidores de crescimento, como
protetores das plantas ao estresse ambiental e, ainda, como mecanismo de defesa
a pragas e doengas As plantas podem sintetizar ¢ acumular uma vasta gama
destes metabolicos secundarios em resposta a um estresse fisiologico. Contudo,
a maior aten¢do ¢ dada a investigacdo do comportamento dos fendis no meio
ambiente e na interacdo que pode ocorrer entre a planta e os seres vivos. Em
muitas interagdes patdégeno-hospedeiro sdo os fendis sintetizados apds a infecgdo
que se relacionam com a resisténcia a doengas e ndo os fenois pré-existentes
(EVARISTO; LEITAO, 2001).

Compostos fenolicos, que sdo produzidos rapidamente e se acumulam
apos a infeccdo, especialmente em variedades resistentes, sdo toxicos aos
patogenos. Os acidos clorogénico, cafeico e ferrlico sdo exemplos de alguns
desses compostos. Algumas formas de fendis podem ser convertidas em
derivados com radicais de oxigénio, extremamente reativos, tornando-se muito
toxicos (HARTLEB et al., 1997 citados por CAMPOS et al., 2004). Os fendis
possuem, pelo menos, um anel benzénico, com um ou mais grupos hidroxila,

livres ou substituidos. A biossintese do anel benzénico ¢ um dos processos
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fundamentais da biologia, com significancia fisiologica, genética, fitoquimica e

ecoldgica para a planta (CAMPOS et al., 2004).

2.6 Indutores abiodticos

Ha de se salientar que novas moléculas tém sido desenvolvidas, dando
inicio a uma nova classe de defensivos denominada de ativadores de resisténcia
em plantas. O mais conhecido no mercado é o analago funcional do acido
salicilico, o acibenzolar-S-metil, o ASM, ou éster S-metil do acido benzo-
(1,2,3)-tiadiazole-7 carbotioico, um composto derivado do benzotiadiazole
(BTH) comercialmente conhecido por Bion® (Syngenta Prote¢io de Cultivos
S.A.). Atualmente é o unico produto registrado no Brasil como indutor de
resisténcia, porém, ainda sem registro para a cultura do café. Em vérios
trabalhos foi demonstrada a utilizacdo de produtos comerciais como ASM para
promover a ativagdo da resisténcia de culturas economicamente importantes,
como feijoeiro (KUHN; PASCHOLATI, 2010), eucalipto (BOAVA et al., 2010)
e tomateiro (ARAUJO; MENEZES, 2009; CAVALCANTI et al., 20006).
Todavia, trabalhos foram realizados no intuito de testa-lo como um possivel
indutor de resisténcia na cultura do café e resultados promissores t€m sido
constatados.

Patricio et al. (2008) avaliaram o potencial do ASM, combinado ou ndo
com fungicidas e antibidticos, no controle da cercosporiose e mancha-aureolada
em mudas de cafeeiro, € 0 ASM, combinado com fungicidas que sdo aplicados
convencionalmente no controle da ferrugem e mancha-de-phoma, em condi¢des
de campo. Estes autores observaram reducdo da severidade da cercosporiose em
34% e 55%, respectivamente, em mudas de cafeeiro pulverizadas com ASM nas
doses de 2,5 e 5 g ia/100L e, quando aplicado nas doses de 2,5; 10 ¢ 20 g

1a/100L proporcionou reducdo na severidade da mancha-aureolada, variando de
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38% a 55% de controle. O controle da mancha-aureolada proporcionado pelo
ASM em mudas foi similar ao controle proporcionado por oxitetraciclina +
estreptomicina, kasugamicina, oxitetraciclina + cobre metalico, oxicloreto de
cobre e mancozeb + oxicloreto de cobre. Em experimento de campo, ndo foi
verificado efeito sinergistico da combinagdo do ASM com azoxistrobina,
ciproconazole ou fungicidas ctipricos. Em outro trabalho com mudas de cafeeiro,
Guzzo et al. (2001) observaram a a¢cdo do ASM como indutor contra a ferrugem,
constatando proteg¢do local (controle de 97%) e sistémica (controle de 94%)).
Este fato evidencia a capacidade de difusdo equitativa do produto a partir do
ponto de aplicagdo e ou pela ativacdo de mecanismos de resisténcia da plantas
(resisténcia sistémica adquirida, RSA) que impedem ou dificultam o
estabelecimento e ou o desenvolvimento do patdégeno, mesmo nao havendo
constatado efeito algum na fase de pré-penetracdo (germinagdo e formacao do
apressorio).

Guzzo et al. (2004) observaram incremento nas atividades de quitinase e
B-1,3-glucanase, proteinas de defesa expressas tipicas da RSA, um dia apos a
aplica¢@o foliar com ASM, as quais mantiveram-se altas até 35 dias apds a
aplicagdo, proporcionando redugdo na severidade da ferrugem em 60% a 80%.
Nardi et al. (2006), utilizando-se das técnicas de PCR quantitativo em tempo real
e de microarranjo, observaram que a pulverizagdo com ASM em cafeeiro
induziu a expressio de genes de defesa, tipicos da resisténcia sist€émica
adquirida. A principal resposta nas folhas foi a expressdo de genes relacionados
a explosdo oxidativa e ao aumento de barreiras fisicas e quimicas, como
glutationa-S-transferase, superoxido dismutase, peroxidase, quitinase e
lipoxigenase.

O produto Agro-Mos”, constituido a base de um mananoligossacarideo
fosforilado proveniente da parede celular de Saccharomyces cerevisiae 1026

(Hansen), estd registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e



25

Abastecimento como fertilizante foliar. Entretanto, tem sido amplamente
pesquisado na protegdo da videira contra o mildio (Plasmopara viticola) e oidio
(Uncinula necator) (GOMES et al., 2007, ROSA et al., 2008), da goiabeira
contra antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) em pos-colheita (SOARES-
PESSOA et al., 2007) do cacaueiro contra vassoura-de-bruxa (Moniliophthora
perniciosa) (COSTA et al, 2010) e como um indutor de resisténcia,
demonstrando eficiéncia no controle da antracnose do mamoeiro causada pelo
fungo Colletotrichum gloeosporioides, proporcionando redugdes na incidéncia
da doenga em torno de 70%, com niveis mais elevados nos tratamentos pos-
colheita, coincidindo com o aumento da atividade da [-1,3-glucanases
(DANTAS et al., 2004).

Outros possiveis ativadores de resisténcia utilizados no controle de
doencas de plantas sdo os fosfitos. O termo fosfito ¢ um nome genérico utilizado
para sais de acido fosforoso (H;PO;). Estes sais mostram alta solubilidade,
absor¢do rapida pelas plantas, significativa seletividade e translocagio sistémica
(GUEST; GRANT, 1991). Fosfito ¢ uma fonte pobre de fosforo (P) porque
requer oxidagdo para ser metabolizado pela planta e compete com o fosfato
pelos sitios de transportes (FORSTER et al., 1998; LOVATT; MIKKELSEN,
2006).

Os fosfitos estdo sendo amplamente utilizados na agricultura, pois,
apesar de serem registrados como fertilizantes foliares, aparentemente possuem
modo de ac¢do duplo no controle de doencas de plantas, agindo diretamente sobre
patogenos e também indiretamente, induzindo respostas de defesa na planta
(FENN; COFFEY, 1989; JACKSON et al,, 2000; NOJOSA; RESENDE;
RESENDE, 2005). Sao comercializado, ha algum tempo, na forma de etil
fosfonato (fosetyl-Al) e, recentemente, tém sido formulados com sais de

manganés, cobre ou zinco, ¢ recomendados para o controle de oomicetos e de
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fungos causadores de podriddes do colo, raiz, troncos e frutos (RESENDE et al.,
2008; SONEGO; CZERMAINSKI, 2003).

A aplicagdo de produtos a base de fosfito tem proporcionado resultados
expressivos na protegdo de plantas de uva (PEREIRA et al., 2010; SONEGO;
CZERMAINSKI, 2003), batata (LOBATO et al., 2010) e soja (SILVA et al.,
2011), entre outras.

Em mudas de café, produtos contendo fosfitos foram eficazes no
controle de Phoma costarricensis, reduzindo a severidade da doencga, na dose
2,5mL/L e 5,0mL/L, em 60,18% e 63,40%, respectivamente (NOJOSA et al.,
2009). Ribeiro Junior (2008) observou que pulverizagoes de fosfitos de potassio,
manganés e zinco em cafeeiros adultos, por dois anos consecutivos (de
dezembro a julho), proporcionaram, em ano de alta producdo, reducdes de 30%
e 25%, respectivamente, na severidade da ferrugem e da cercosporiose; no ano
de baixa produgdo, reducdes de 53% na severidade da ferrugem e 32% da
cercosporiose. Como consequéncia, aumentos de 26% e 44% no enfolhamento
das plantas foram detectados nos anos de alta e baixa produtividade,
respectivamente. Utilizando pulverizagdes com fosfito de cobre, Toyota (2008)
observou, em ano de baixa producdo, redu¢do de 81% na severidade da
ferrugem, semelhante ao controle obtido com pulverizagdes de epoxiconazole +
piraclostrobin.

Mudas de café inoculadas com C. coffeicola e pulverizadas com fosfitos
de potassio, manganés ¢ cobre apresentaram maior atividade das enzimas de
defesa - peroxidases, quitinase e B 1,3-glucanase - € também aumento no teor de

fenois solaveis totais (RIBEIRO JUNIOR, 2008; TOYOTA, 2008).
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2.7 Extratos vegetais na inducao de resisténcia em plantas

Outra opcao que pode ser utilizada no manejo de doengas de plantas que
vem despertando o interesse dos especialistas da area € o uso de formulagdes a
base de extratos vegetais possuidores de substancias bioativas, capazes de atuar
como indutores de resisténcia.

Os extratos vegetais sdo considerados como eliciadores bibticos
(PASCHOLATI; LEITE, 1995), cuja eficiéncia no controle de fitopatogenos ¢
observada em diversos patossistemas (GUZZO; MARTINS; MORAES, 1987;
PEREIRA et al., 2008; VENTUROSO; BACCHI; BAVASSONI, 2011).

No campo, esses produtos naturais podem ser utilizados no intuito de se
reduzir o impacto da aplicacdo de fungicidas convencionais, sendo compativeis
com as técnicas utilizadas na agricultura organica. Por se tratarem de tecnologias
mais limpas, a partir de matéria-prima recicldvel existe a possibilidade de
substituir paulatinamente a aplicagdo de fungicidas pelo uso dessas formulacdes,
seja isoladamente ou combinadas/alternadas entre si.

Resende et al. (2006, 2007) solicitaram depodsito de patente para
formulagao a base de extratos de folhas de café (Coffea spp.) e para formulagdo
a base de cascas de frutos de café. Tais formulagdes, cuja principal matéria-
prima reciclavel é formada por folhas que caem ao solo (devido a doengas, a
colheita de frutos, senescéncia e a outros estresses) e o subproduto do
beneficiamento dos grdos (endocarpo, mesocarpo e exocarpo), podem ser
utilizadas com ou sem espalhantes adesivos ou outros adjuvantes, para o
controle de doengas em varias culturas.

Barguil et al. (2005), em um dos primeiros estudos com o extrato de
folhas de café infectadas por Hemileia vastatrix (Efid), observaram redugdo de
38% na severidade da mancha foliar causada por Phoma costarricencis, quando

comparada com a testemunha inoculada.
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Em condi¢des especiais de manejo da lavoura cafeeira, como na
agricultura organica, a utilizacdo de extratos indutores de resisténcia pode ser
uma forma eficiente no controle das doencas foliares. Santos et al. (2007)
demonstraram, em experimentos de campo, satisfatério controle da ferrugem,
cercosporiose € mancha-de-phoma do cafeeiro, com tratamentos a base de Efid e
de extratos de casca de frutos de café (Cfc). A incidéncia da ferrugem nos
cafeeiros pulverizados com Efid e Cfc foi menor do que na testemunha
pulverizada com 4gua. O tratamento Efid proporcionou area abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPS) 31% inferior ao observado na testemunha
pulverizada com agua, porém, o Cfc reduziu em 49% a AACPS da ferrugem.
Constataram também que o tratamento Efid demonstrou menor incidéncia da
mancha-de-phoma. A area abaixo da curva de progresso foi reduzida em 61%,
comparada a testemunha pulverizada com agua e cerca de 30% de reducdo em
relagdo a testemunha pulverizada com Viga Café plus®.

Segundo Pereira et al. (2008), o extrato de casca de frutos de café
(ECC), aplicado 7 dias antes da inoculacdo, proporcionou controle da
cercosporiose em mudas de cafeeiro em 35%. Em ensaio com a utilizagdo da
microscopia eletrénica de varredura, foi observado que o ECC ndo afetou a
germinagdo nem o desenvolvimento do tubo germinativo de conidios de C.
coffeicola.

Amaral (2008) verificou que extratos de folhas de café naturalmente
infectadas por H. vastatrix (Efid) e caidas no solo (Nefid) conferiram protegédo
em mudas de café contra C. coffeicola. Observou protecdo de 52% para o0 ASM,
51% para a formulagdo de Efid e 42% para a formulagdo de Efid+ASM. Em
outro experimento, em que duas pulverizagdes dos tratamentos foram realizadas,
o mesmo autor observou que Nefid e Efid foram significativamente semelhantes
entre si e também ao produto padrao utilizado, Vica Café, proporcionando maior

protegdo contra a cercosporiose, quando comparados a testemunha inoculada.
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Em estudo realizado em cafeeiro convencional, Toyota (2008) avaliou o
efeito da aplicagdo de extratos vegetais sobre a ferrugem. A adicdo do ASM ao
extrato Efid e o Efid puro reduziram a severidade da doenca em 52% e 26%,
respectivamente, quando comparados a testemunha.

Diante do exposto, nota-se que estudos de resisténcia induzida em
cafeeiro ja apresentam resultados preliminares promissores. No entanto, a
indugdo de resisténcia com a aplicagdo de formulagdes a base de extratos
naturais e produtos comerciais, bem como a natureza das respostas bioquimicas

de defesa de cafeeiros contra H. vastatrix, ainda necessitam de mais estudos.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A intensa utilizagdo de pesticidas nas lavouras, além do alto custo, pode
resultar em diversas alteracdes ecoldgicas, como desequilibrio ambiental,
contamina¢do do solo/dgua e selecdo de pragas e patdogenos resistentes.
Ademais, a pressdo exercida pela sociedade por uma produgdo de alimentos
mais seguros ¢ com qualidade ambiental tem exigido dos pesquisadores maior
empenho em encontrar medidas alternativas de manejo fitossanitario, por meio
de um modelo de sustentabilidade no qual se deve utilizar o minimo de
pesticidas possivel e produtos de menor toxicidade para combater pragas e
doengas. Para tanto, uma possivel alternativa consiste na utilizagdo de produtos
comerciais como fertilizantes foliares e subprodutos abundantes na cadeia
produtiva do café, como folhas e cascas de frutos. Buscam-se, entdo,
alternativas, por meio de estudos de diferentes formula¢des a base de extratos,
em diferentes patossistemas, com o objetivo de potencializar os efeitos destes
extratos com efeito comprovado, como o caso da formulagdo Nefid.

Também ha a necessidade de inovar a tecnologia de aplicagdo,
combinagdes desses extratos vegetais com outros produtos, como indutores de
resisténcia e micronutrientes, a fim de promover maior eficiéncia no controle de
doencas. Além disso, € preciso estudar a associag¢ao destes produtos a fungicidas
jéa utilizados na cafeicultura, por meio da aplicagdo alternada ou em mistura,
visando a reducdo do nimero de aplicagdes destes pesticidas. Para pesquisas
sobre resposta de defesa em cafeeiro, torna-se necessario ampliar o nimero de
enzimas de defesa estudadas, bem como o estudo da expressdo de genes que

codificam para a sintese dessas enzimas.
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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, investigar o efeito de produtos alternativos como
formulagdes a base de extratos vegetais e produtos comerciais como fertilizantes
foliares no manejo da ferrugem do cafeeiro, em condi¢gdes de campo. O ensaio
foi instalado em area cultivada com cafeeiro Catuai Vermelho IAC/144, com 4
anos, sob sistema convencional de produgdo, no periodo de 2008 a 2010. Os
produtos utilizados foram: extrato aquoso de folha de café com ferrugem
(Nefid), extrato aquoso de casca de fruto de café (Ecfc), acibenzolar-S-metil
(ASM), fosfito de cobre, mananoligossacarideo fosforilado proveniente da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae, Viga-Café plus” e testemunha sem
aplicagdo. Foi utilizado também um fungicida (ciproconazol + azoxistrobina).
Foram realizadas pulveriza¢cdes mensais dos produtos, a excecdo do fungicida,
que foi pulverizado duas vezes a cada ano. No ano de 2009, os extratos vegetais
Nefid e Ecfc, o mananoligossacaridio fosforilado e o fosfito de cobre reduziram
a severidade da ferrugem em 30%, 29%, 22% e 20%, respectivamente. Em
2010, Ecfc, Nefid, fosfito de cobre e mananoligossacaridio fosforilado
proporcionaram reducdo na severidade da ferrugem de 40%, 40%, 36%, 26%,
respectivamente. Os tratamentos ASM e Viga-Café plus® ndo apresentaram
controle da ferrugem do cafeeiro.

Palavras-chave: Coffea arabica, Hemileia vastatrix, extratos vegetais, produtos
alternativos.
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ABSTRACT

The aim of this work was to examine the effect of alternative products, such as
formulations based on plant extracts and commercial products such as foliar
fertilizers, on the management of coffee leaf rust in the field. The experiment
was carried out in an area cultivated with Catuai IAC/144 red coffee with 4
years of age under conventional coffee production systems during 2008 to 2010.
The products utilized were: aqueous extract of coffee leaves with symptoms of
leaf rust (Nefid), aqueous extract of coffee berry husk (Ecfc); acibenzolar S-
methyl (ASM); copper phosphite, phosphorylated mannanoligosaccharide from
cellular walls of the Saccharomyces cerevisiae; Viga-Café plus®, a control
treatment without spraying, and a fungicide (cyproconazol+ azoxystrobin). The
applications were conducted monthly, except for the fungicide, which was
sprayed twice a year. In 2009, the plant extracts Nefid and Ecfc, phosphorilade
mannanoligosaccharide and copper phosphite decreased the severity of leaf rust
by 30%, 29%, 22% and 20%, respectively. These percentages are lower than the
percentage from the fungicide, 93%. In 2010, the Ecfc, Nefid, copper phosphite
and phosphorylated mannanoligosaccharide caused a decrease in the severity of
leaf rust by 40%, 40%, 36%, and 26%, respectively, while the fungicide had
93% control. The ASM and Viga-Café plus” treatments were ineffective in
controlling coffee leaf rust.

Keywords: Coffea arabica, Hemileia vastatrix, plant extracts, alternative
products.
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INTRODUCAO

A ferrugem (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) € considerada a principal
doenca do cafeeiro. Quando ndo controlada adequadamente, pode causar severa
desfolha, comprometendo a produg¢do do cafeeiro (Zambolim et al., 1997).

O manejo da ferrugem ¢ baseado, principalmente, em aplicacdes de
fungicidas protetores e/ou sistémicos. Entretanto, na decisdo sobre o seu uso,
devem ser levados em consideragdo varios fatores, entre eles o alto custo para o
produtor, além do impacto que pode causar ao homem e ao meio ambiente
(Zambolim et al., 2002). Além disso, a agricultura moderna prioriza o uso de
produtos ecologicamente mais seguros, que sejam compativeis com a qualidade
ambiental visada no manejo sustentidvel e a satde dos trabalhadores rurais e
consumidores.

Formulagdes a base de extratos vegetais tém demonstrado eficiéncia no
controle de fitopatdogenos em diversas culturas, como cafeeiro contra mancha-
de-phoma (Barguil et al., 2005); na cultura da mandioca, contra murcha
bacteriana (Kuhn et al., 2006) e em cacaueiro, contra vassoura-de-bruxa
(Resende et al., 2007). Por sua vez, produtos disponiveis no mercado, como
indutores de resisténcia e fertilizantes foliares, demonstraram ser promissores na
protecdo de plantas contra doengas. A utilizacdo de fosfitos e acibenzolar-S-
metil (ASM) reduziu a intensidade da doenca em diversos patossistemas, como
cafeeiro-Phoma costarricensis (Nosoja, et al.,, 2009), videira-Plasmopara
viticola (Pereira et al., 2010) e soja-Peronospora manshurica (Silva et al.,
2011). Da mesma maneira, mananoligossacarideo fosforilado proveniente da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae foi utilizado no controle de doengas,
como mildio em videira (Rosa et al., 2008), mancha-aquosa em meloeiro (Cabral

et al., 2010) e vassoura-de-bruxa em cacaueiro (Costa et al., 2010).
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Diante disso, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
eficiéncia de formulagdes a base de extratos vegetais e produtos comerciais na
protegdo do cafeeiro contra a ferrugem sob condi¢des de campo, em trés anos de

avaliagdo.
MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em area experimental da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), em Lavras, MG, com cafeeiro da cultivar Catuai Vermelho
IAC/144 suscetivel a ferrugem, plantado em espagamento de 3,5 m x 0,7 m, com
4 anos de idade, sob o sistema convencional de produgdo. O experimento foi
conduzido nos anos de 2008 a 2010 e recebeu os devidos tratos culturais e
adubagdes inerentes ao seu sistema de cultivo. A adubagdo aplicada foi
recomendada com base nas analises de solo e em critérios de interpretacdo dos
niveis de fertilidade propostos pela 5" aproximagio das recomendagdes para uso
de corretivos e fertilizantes em Minas Gerais (Guimaraes et al., 1999).

Os tratamentos utilizados no experimento foram: extrato aquoso de folha
de café¢ com ferrugem (Nefid); extrato aquoso de casca de fruto de café (Ecfc);
acibenzolar-S-metil (ASM) (0,05 g L"), da Syngenta Prote¢do de Cultivos;
fosfito de cobre - Fulland®, da Sudoeste Fertilizantes Ltda. (S mL L™ e 10 mL L
": mananoligossacarideo fosforilado,proveniente da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae - AgroMos® da Improcop do Brasil Ltda. (S mL L™ e
10 mL L™); fertilizante foliar Viga-Café plus”,da Café Brasil Insumos Agricolas
Ltda. (7 g L") e testemunha sem aplicagdo. Foi utilizado também o fungicida
ciproconazol + azoxistrobina - PrioriXtra®, da Syngenta Protegdo de Cultivos
Ltda. (0,5 L ha™). As formulagdes a base de extratos de folhas de café (Resende
et al., 2006) e de cascas de frutos de café (Resende et al., 2007) estdo sob sigilo

de patente.
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As pulverizagdes dos tratamentos foram realizadas mensalmente,
durante todos os anos de duragdo do experimento, com exce¢do do tratamento
com fungicida, que foi pulverizado duas vezes (dezembro e fevereiro), a cada
ano. Nas pulverizagdes foi utilizado pulverizador costal manual com volume de
calda variando de 300 L ha™ a 500 L ha™', de acordo com o desenvolvimento do
cafeeiro. Em todas as pulverizagdes foi adicionado o 6leo mineral parafinico a
0,5% do volume de calda.

A intensidade da ferrugem foi avaliada mensalmente, coletando-se
dados de severidade utilizando-se escala diagramatica preconizada por Cunha et
al. (2001), avaliando-se o segundo ou o terceiro par de folhas em seis ramos
plagiotropicos, no ter¢o médio dos cafeeiros, em amostragem nao destrutiva. A
incidéncia da ferrugem foi estimada a partir do nimero de folhas com lesdes,
dividido pelo nimero total de folhas avaliadas. Os indices médios de incidéncia
e severidade observados foram transformados em d4rea abaixo da curva de
progresso da incidéncia (AACPI) e da severidade (AACPS), determinada pela
equacdo proposta por Shaner & Finney (1977). Os efeitos dos tratamentos
também foram comparados por meio das curvas de progresso das intensidades
da doenga ao longo do tempo.

O acompanhamento do enfolhamento do cafeeiro também foi realizado,
ocorrendo 90 dias ap6s a colheita, de acordo com a escala diagramatica
preconizada por Boldini (2002), estabelecendo notas de 1 a 5, representando 0%
a 20%, 21% a 40%, 41% a 60%, 61% a 80% e 81% a 100% de enfolhamento,
respectivamente.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com
quatro repeticdes e parcela experimental composta por dez plantas,
considerando-se as seis plantas centrais como parcela util. Os valores de AACPI,

AACPS e enfolhamento foram submetidos a analise de varidncia. As variaveis
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significativas no teste F foram submetidas ao teste de Scott Knott, a 5% de

significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ano do experimento (2008), ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos em relacdo a incidéncia e severidade da
doengca. No ano de 2009, constatou-se que todos os tratamentos foram
semelhantes a testemunha na reducdo da incidéncia da doenga quanto a area
abaixo da curva de progresso da incidéncia (Figura 1 A). Os extratos Nefid e
Ecfc, e os produtos AgroMos®, na dose de 5 mL L' e Fulland®, na dose de 10
mL L™, foram iguais entre si, apresentando um controle intermediario da doenga
quanto a area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS). A AACPS
foi reduzida em 30%, 29%, 22% e 20%, respectivamente, quando comparados a
testemunha (Figura 1B). As pulverizagdes com os demais tratamentos

mostraram menor eficiéncia em reduzir a severidade da ferrugem (Figura 1B).
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Figura 1 Efeito dos tratamentos sobre a area abaixo da curva de progresso da
incidéncia (AACPI) (A) e da severidade (AACPS) da ferrugem do
cafeeiro cv Catuai Vermelho TAC/144, nos anos de 2009 e 2010.
Tratamentos: fungicida (ciproconazol + azoxistrobina), Ecfc (extrato
aquoso de casca de fruto de café), Nefid (extrato aquoso de folha de
café com ferrugem), Fulland®10 e 5 (fosfito de cobre nas doses 10 mL
L' e 5 mL L"), AgroMos®10 ¢ 5 (mananoligossacarideo fosforilado
nas doses 10 mL L' e 5 mL L"), ASM (acibenzolar-S-metil) e
testemunha. Médias seguidas pelas mesmas letras, no mesmo ano de
avaliacdo, ndo diferem, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05)
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No ano seguinte, 2010, o efeito dos tratamentos na area abaixo da curva
de progresso da incidéncia (AACPI) foi similar ao observado no ano de 2009
(Figura 1 A). Semelhante também em relagdo a AACPS do ano anterior, com
excecdo do produto AgroMos®, na dose de 10 mL L™, que apresentou controle
intermediario, ndo diferindo dos extratos Ecfc, Nefid e dos produtos Fulland®,
na dose de 10 mL L' e AgroMos®, na dose de 5 mL L. Ecfc, Nefid, Fulland®,
na dose de 10 mL L' ¢ AgroMos”, nas doses de 10 ¢ 5 mL L', promoveram
reducdes na AACPS da ferrugem de 40%, 40%, 36%, 28% e 26. Os tratamentos
Viga Café plus®, ASM e Fulland®, na dose de 5 mL L™, ndio proporcionaram
reducdo na severidade da doenga, quando comparados a testemunha (Figura 1A).

Avaliando-se a intensidade da ferrugem de forma acumulada, nos trés
anos de avaliagdo (2008, 2009 e 2010), observou-se que os extratos vegetais
(Nefid e Ecfc) e o Fulland®, na dose de 10 mL L™, foram capazes de reduzir a
AACPI da ferrugem do cafeeiro (Figura 2A). Além desses tratamentos, o
AgroMos®, na dose de 5 mL. L', também reduziu a AACPS (Figura 2B).
Entretanto, todos os tratamentos reduziram a AACPS, quando comparados com

a testemunha (Figura 2B).



49

25.000 ~

20.000 A1

£

15.000 A

R
R
bttt

R

b

10.000 A

t?

S R
bt

&

11111111
S
S

i
bt

2
S

o
£
S

1

5.000 1 a

T
i
s

oS
5
ey

s
F

Figura 2 Efeito dos tratamentos sobre a area abaixo da curva de progresso da
incidéncia (AACPI) (A) e da severidade (AACPS) (B) da ferrugem do
cafeeiro cv Catuai Vermelho TAC/144, em trés anos de avaliacdo.
Fungicida (ciproconazol + azoxistrobina), Ecfc (extrato aquoso de
casca de fruto de café), Nefid (extrato aquoso de folha de café com
ferrugem), Fulland®10 e 5 (fosfito de cobre nas doses 10 mL L™ e 5
mL L), AgroMos®”10 e 5 (mananoligossacarideo fosforilado nas doses
10mL L' e 5mL L") ¢ ASM (acibenzolar-S-metil). Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05)

Ha relatos sobre a eficiéncia de formulac¢des a base de extratos de folhas
e de casca de frutos de café contra doengas do proprio cafeeiro e também do
tomateiro (Pereira et al, 2008; Medeiros et al., 2009). Santos et al. (2007), em

primeiros estudos dos precursores dos extratos Nefid e Ecfc, denominados Efid e



50

Cfc, respectivamente, para ferrugem, cercospora e mancha-de-phoma, sob
condi¢des de campo em cafeeiro organico, obtiveram resultados semelhantes. A
incidéncia da ferrugem nos cafeeiros pulverizados com os extratos foi menor do
que na testemunha. O tratamento Efid proporcionou AACPS da ferrugem, 31%
inferior ao observado na testemunha. O Cfc reduziu em 49% a AACPS da
ferrugem, o que foi observado no presente trabalho, cuja reducdo proporcionada
pelos extratos foi, em média, de 35% na AACPS, nos dois ultimos anos
avaliados. Toyota (2008) verificou que o uso do extrato Efid também reduziu em
23% a severidade desta doenca em cafeeiro, em condi¢do de campo.

Os extratos de tecidos do cafeeiro sdo ricos em compostos fenolicos
(Ramirez, 1987) que sdo capazes de disparar reacdes de defesa do vegetal contra
fatores externos (Pascholati et al., 1994). O efeito do extrato de folhas de
cafeeiro infectadas por ferrugem (Nefid) na reducdo da intensidade da ferrugem
estd de acordo com estudos realizados por Guzzo et al. (1987) que supdem a
presenca de eliciadores envolvidos em respostas de defesa da planta derivados
de tecido do cafeciro infectado por H. vastatrix. Medeiros et al. (2009)
observaram que o Nefid foi eficiente no controle da mancha bacteriana em
tomateiro e comprovaram a capacidade do extrato em induzir a expressdao de
genes responsavel por varias respostas de defesa na planta com potencial de agdo
contra multiplos patogenos.

A redugio da severidade da ferrugem pelo fosfito de cobre (Fulland®™)
observada no presente estudo confirma o efeito verificado no mildio da videira,
pois este produto proporcionou controle intermediario do mildio nas folhas e em
cachos de videira (Pereira et al., 2010). Em cafeeiro cv. Rubi, em condic¢do de
campo, a pulverizagio com Fulland®, na dose 10 mL L™, reduziu a severidade
da ferrugem em 81%, quando comparado a testemunha e apresentou controle
semelhante ao do fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina). Este mesmo

produto, aplicado na dose de 5 mL L™, obteve controle inferior ao do fungicida,
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entretanto, diferiu da testemunha sem pulverizagdo (Toyota, 2008). No presente
estudo, o fosfito de cobre, na dose de 10 mL L, foi capaz de reduzir a
severidade da doenca em 20% e 36%, nos anos de 2009 e 2010,
respectivamente, quando comparado a testemunha, sendo um controle
satisfatorio para as condi¢des de campo. Existem muitos estudos com fosfitos
relacionados ao controle de doengas de plantas. Em cafeeiro, trabalhos
demonstraram a eficiéncia de outros sais de fosfito no controle de doengas,
como fosfito de potassio controlando mancha-de-phoma (Nojosa et al., 2009),
fosfito de zinco, potassio ¢ manganés no controle de ferrugem e cercosporiose
(Ribeiro Junior, 2008) e associacdo dos extratos Nefid ¢ Ecfc com fosfito de
cobre e de manganés na redugdo da severidade de ferrugem (Monteiro, 2011).

O AgroMos" ja vem sendo utilizado no manejo de doengas em diversas
culturas com resultados expressivos, porém, em cafeeiro, ¢ praticamente
inexistente. Toyota (2008), em um dos primeiros experimentos realizados em
condigdes de campo, observou que o produto, na dose 5 mL L™, apresentou
controle intermediario da doenga, reduzindo em 33% a severidade, comparado a
testemunha. O efeito do AgroMos® na redugio da severidade da ferrugem no
presente estudo foi, em média, de 24% em relagdo a testemunha.

O tratamento com ASM, apesar de apresentar menor incidéncia da
doenca no primeiro ano avaliado, ndo apresentou efeito protetor nas demais
avaliagdes em que houve maior intensidade da ferrugem, resultado que concorda
com o de outros trabalhos (Soares et al., 2004; Pereira et al., 2010). Nem sempre
o efeito de um composto quimico, obtido em laboratdrio, corresponde a sua
performance em campo, devido a decomposi¢do do produto em compostos
pouco toxicos, lavagem pela chuva e cobertura desuniforme na folhagem (Costa
et al., 2007). A baixa eficiéncia dos produtos testados pode estar relacionada ao

numero de pulverizac¢des realizadas neste experimento.
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Em relacdo ao enfolhamento do cafeeiro no ano de 2008, ndo se
observaram diferengas significativas entre os tratamentos. No ano de 2009,
houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 3), tendo a
percentagem de enfolhamento sido maior em cafeeiros pulverizados com o
fungicida Fulland®, nas duas doses testadas e Nefid, com aumento de 36%, 34%,
24% e 20%, respectivamente, em relacdo a testemunha (Figura 3). Em 2010,
para todos os tratamentos, foi observado um enfolhamento médio superior ao do
ano de 2009. Para o tratamento com Fulland®, na dose de 10 mL L' e
AgroMos®, na dose de 10 mL L' e do extrato Nefid no enfolhamento do
cafeeiro (Figura 3), observou-se aumento de 13%, 10% e 8%, respectivamente,
em relacdo a testemunha. Os demais tratamentos nao diferiram entre si € nem da

testemunha (Figura 3).



53

Enfolhamento (%)

80 1 B Fungicida

24
o
o

70 A b EFulland® 10

]
2525

R

o

OFulland® 5

e
TR

@ Nefid

G

et

TS
2

BAgroMos® 5

e
ZRRHHHAN

OEcfc

AT
SRAAHHAHA

B AgroMos ®10

RARHHHNH

OASM

e e et
RHHNHANHAN

®Viga Café Plus®

LRI

o B 0 oS0
b

e

wwwwwwwwwrrrrrrvff«ff««vrrrrrrrv««f«f««frrrrrrrv«c
e,

K

OTestemunha

&
e

5

A Y

Y

B

o
0

[
S
[
i
L

o
5

7

2009 2010

Figura 3 Efeito dos tratamentos no enfolhamento (%) do cafeeiro cultivar Catuai
Vermelho TAC/144, 90 dias apds a colheita, para cada ano (2009 e
2010). Fungicida (ciproconazol + azoxistrobina), Ecfc (extrato aquoso
de casca de fruto de café), Nefid (extrato aquoso de folha de café com
ferrugem), Fulland®10 e 5 (fosfito de cobre nas doses 10 mL L™ ¢ 5 mL
L"), AgroMos®10 e 5 (mananoligossacarideo fosforilado nas doses 10
mL L' ¢ 5 mL L"); ASM (acibenzolar-S-metil). Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05)

De acordo com os resultados apresentados, provavelmente, no primeiro
ano de avaliacdo, ndo houve diferenga significativa para enfolhamento e
intensidade da doenca entre os tratamentos, devido aos tratos culturais dados no
ano anterior, antes de iniciados os trabalhos na area. Além disso, essa baixa
intensidade da ferrugem no cafeeiro pode estar relacionada a baixa carga
pendente, pois o cafeeiro ainda estava em formagao.

No ano seguinte, a carga pendente alta, resultado de uma forca
maior de dreno para os frutos, aliada a alta pressdo de indculo na area, fez
com que ocorresse maior grau de desfolha nas plantas em relacdo ao ano

anterior.
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Os produtos e os extratos estudados neste trabalho sdo considerados
indutores de resisténcia, possuindo protegdo contra amplo espectro de
patogenos. Assim, esses produtos, provavelmente, podem ter atuado na protegao
do cafeeiro contra outras doengas que ndo foram avaliadas, como cercosporiose
e mancha-de-phoma, resultando em menor desfolha do cafeeiro.

Nas condigdes experimentais adotadas, os resultados indicam que
pulverizagdes mensais dos extratos Nefid e Ecfc, dos fertilizantes foliares
Fulland®, na dose de 10 mL L e AgroM0s®, na dose de 5 mL L, promoveram
reducdo na severidade da ferrugem do cafeeiro, mesmo apresentando nivel de
controle inferior ao fungicida e podem representar uma ferramenta importante
no manejo integrado dessa doenca, em condigdes nas quais o uso do fungicida
seja restrito. Mais estudos com esses extratos e fertilizantes foliares devem ser
realizados, reduzindo o nimero de aplicagdes, pulverizando-os em mistura com
outros produtos ou de forma alternada com fungicidas. Devem ser realizados
também estudos avaliando o efeito desses extratos e fertilizantes em outras

doengas do cafeeiro, como mancha-de-phoma e cercosporiose, dentre outras.
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a eficiéncia de produtos
alternativos na prote¢do de mudas de cafeeiro contra a ferrugem e caracterizar
alguns mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de defesa da planta.
Para o controle da doenga, os tratamentos utilizados foram: produtos a base de
extrato aquoso de folha de café com ferrugem (Nefid) e extrato aquoso de casca
de fruto de café (Ecfc), manano-oligossacarideos fosforilados, nas doses de 5
mL L' e 10 mL L, fosfito de cobre, nas doses de 5 mL L' e 10 mL L,
acibenzolar-S-metil, Viga-Café plus” e fungicida (ciproconazol + azoxistrobina),
além de testemunha inoculada. Verificou-se que o extrato Nefid e o produto a
base de fosfito de cobre, na dose 10 mL L™, conferiram prote¢do intermediaria
as mudas de cafeeiro em relacdo a testemunha. Em plantas tratadas com Nefid,
Fulland” e ASM, observou-se aumento nas atividades das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase, B-1,3-glucanase e quitinase em folhas de cafeeiro, sem
alteracdo nos teores de lignina e fenois soluveis totais.

Palavras-chave: Coffea arabica, ferrugem do cafeeiro, inducdo de resisténcia,
extratos vegetais, fosfito de cobre.
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ABSTRACT

The aim of this work was to examine the effect of alternative products on coffee
leaf rust management in coffee seedlings and characterize the biochemical
mechanism involved in the plant defense responses. To control the disease, the
treatments were: aqueous extract of coffee leaves with leaf rust (Nefid)
symptoms, aqueous extract of coffee berry husk (Ecfc); phosphorylated
mannanoligosaccharide (5 mL L™ and 10 mL L™), copper phosphite at 5 mL L
e 10 mL L™, acibenzolar-Smethyl (ASM), Viga-Café plus® and a fungicide
(cyproconazol+ azoxystrobin), plus a control treatment without inoculation. It
was observed that Nefid extract and the cooper phosphite (10 mL L™) product
presented intermediate protection of coffee seedlings compared to the control. In
plants treated with Nefid, Fulland® and ASM, we found an increase in enzyme
activities of the peroxidase, polyphenol oxidase, B-1,3-glucanase and chitinase in
the coffee leaves. However, there were no alterations in the lignin and total
soluble phenol levels.

Keywords: Coffea arabica, coffee leaf rust, resistance induction, plant extract,
copper phosphite.
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INTRODUCAO

A ferrugem, causada pelo agente etiologico Hemileia vastatrix Berk. &
Br., ¢ considerada a principal doenga do cafeeiro. Essa doenca provoca queda
precoce das folhas, menor florada, menor formag¢do de chumbinhos e também
pode causar seca dos ramos plagiotropicos. As perdas provocadas por essa
doenga podem variar de 35% a 50%, na auséncia de medidas de controle
(Zambolim et al., 2005).

O controle da ferrugem tem sido realizado, na grande maioria dos casos,
por meio de pulverizacdo das plantas com fungicidas protetores e sistémicos. A
crescente preocupacao com a qualidade ambiental e do aumento da procura por
produtos saudéveis tem levado a busca de informagdes por praticas de producdo
favoraveis a boa qualidade dos produtos, aliadas a conservacdo do meio
ambiente (Campanhola & Bettiol, 2003).

Neste contexto, destacam-se os métodos de controle alternativos de
doengas em plantas, como o uso de eliciadores capazes de induzir a resisténcia
sistémica, a qual ativa os mecanismos de defesas latentes na planta, evitando ou
atrasando a entrada e ou a subsequente atividade do patdégeno em seus tecidos
(Athayde Sobrinho et al., 2005; Nojosa et al., 2005). Com o reconhecimento
pela planta desses eliciadores, ocorre a ativagdo de genes que codificam em uma
série de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) (Van Loon, 1997) e enzimas
envolvidas na sintese de fitoalexinas e lignina (Anterola & Lewis, 2002). As
PRPs incluem familias de proteinas com caracteristicas variadas, como
quitinases, B-1,3-glucanases e peroxidases, dentre outras, mas com o fato em
comum de estarem todas relacionadas aos processos de defesa durante a
patogénese, apresentando potencial para serem exploradas na protecdo de
plantas (Durrant & Dong, 2004). Cavalcanti et al. (2004) e Resende et al. (2004)

citam que a resisténcia induzida em plantas pode ocorrer por meio do tratamento
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com agentes bidticos, como extratos vegetais, microrganismos ou parte desses,
ou abidticos, substancias quimicas.

A eficiéncia dos extratos vegetais no controle de fitopatdgenos ¢
observada em diversas culturas, como em cacaueiro contra murcha-de-verticilio
(Pereira et al., 2008) e mancha bacteriana em tomateiro (Cavalcanti et al., 2007).
Formulagdo a base de extratos de folhas de café e formulacdo a base de cascas
de frutos de café proporcionaram prote¢do em cafeeiro contra mancha-de-phoma
(Barguil et al., 2005), em cacaueiro contra vassoura-de-bruxa (Resende et al.,
2007) e em tomateiro contra mancha bacteriana (Medeiros et al., 2009).

No Brasil, apenas um produto comercial, a base de acibenzolar-S-metil
(ASM), esta registrado como indutor de resisténcia em plantas. Entretanto,
outros produtos comerciais, como fertilizantes foliares, a utilizacdo do
acibenzolar-S-metil (ASM) e fosfitos vem se destacando na protecdo de plantas
contra doengas, como mildio em videira (Pereira et al., 2010), mancha-de-phoma
em cafeeiro (Nosoja et al., 2009) e podridao radicular em mamoeiro (Tavares et
al., 2009). Da mesma maneira, 0 mananoligossacarideo fosforilado proveniente
da parede celular de Saccharomyces cerevisiae tém sido utilizado no controle de
doencas, como mildio em videira (Rosa et al., 2008) e vassoura-de-bruxa em
cacaueiro (Costa et al., 2010).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do uso de
indutores biodticos e abidticos na prote¢do de mudas de cafeeiro contra H.
vastatrix e a caracterizagdo de mecanismos envolvidos na resposta de defesa,
com base na atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, [-1,3-

glucanase e quitinase, além dos teores de lignina e fenois totais.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia do

Parasitismo do Departamento de Fitopatologia da UFLA, em Lavras, MG.

Obtencio das formulagoes bidticas

As formulagdes a base de extratos de folhas de café com ferrugem
(Nefid) e de casca de frutos de café (Ecfc) foram processadas no Laboratorio de
Fisiologia do Parasitismo do Departamento de Fitopatologia da UFLA. Para os
dois experimentos, foram utilizados o Nefid, com concentracdo ajustada para 15
g de peso seco L' e o Ecfc, para 20 g de peso seco L'. A forma de
processamento e a composicao dos extratos encontram-se sob sigilo de patente

(Resende et al., 2006, 2007).

Obtencio do inéculo de H. vastatrix e inocula¢io

Para a inoculagdo, uredinidésporos de H. vastatrix foram coletados de
folhas de cafeeiro naturalmente infectadas com H. vastatrix, de lavoura
localizada em campo experimental da UFLA. Os urediniésporos foram raspados
das pustulas com pincel de cerdas macias, acondicionados em microtubos de 2,0
mL, armazenados a temperatura ambiente, protegidos da luz, por um periodo
maximo de 48 horas.

Para a inoculagdo das plantas, foi preparada uma suspensdo de
urediniésporos na concentragdo de 1,0 x10° urediniésporos.mL™ de agar-agua
(0,2%) contendo Tween 20 (0,05%) (Salustiano et al., 2008). Antes de cada
inoculagdo, a viabilidade do indculo foi testada, determinando-se a percentagem

de uredinidsporos viaveis.
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Protecio de mudas de cafeeiro contra H. vastatrix por extratos vegetais e
produtos comerciais

Foram realizados dois experimentos com mudas de cafeeiro cultivar
Mundo Novo com oito meses de idade, que foram transplantadas para sacos de
polietileno de 2,0 kg contendo terra, areia e esterco bovino, na propor¢do 2:1:1.
As mudas foram mantidas em casa de vegetagdo do Departamento de
Fitopatologia da UFLA, onde foram irrigadas periodicamente e receberam
adubagdes conforme recomendagdo técnica para a cultura (Guimardes et
al.,1999).

Os produtos comerciais utilizados foram: fosfito de cobre (Fulland®),
adquirido da Sudoeste Fertilizantes Ltda.; fertilizante foliar (Viga-Café Plus®),
da Café Brasil Insumos Agricolas Ltda., como padrdo de controle da ferrugem
em cultivos organicos; acibenzolar-S-metil - ASM (Bion®), como padrio de
indugdo de resisténcia e o fungicida ciproconazol + azoxistrobina (PrioriXtra®),
como padrio de controle em cultivos convencionais, ambos da Syngenta
Protegdo de Cultivos Ltda.

Estes ensaios foram conduzidos em delineamento de blocos
casualizados, com 15 tratamentos (Tabela 1) e 4 repeti¢des, sendo a parcela

experimental constituida por 7 plantas.
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Tabela 1 Tratamentos com formulagdes a base de extratos e produtos comerciais
utilizados nos dois experimentos contra a ferrugem em cafeeiro cv

Mundo Novo
Tratamentos Doses

Ecfc 20 g peso seco L!
Nefid 15 g peso seco L™
ASM 02gL"
AgroMos"5 SmLL"
AgroMos®10 10mL L
Fulland®5 S5mLL"
Fulland“10 10mL L
Viga-Café Plus” 7gL?!
Fungicida 1,25mL L

Testemunha inoculada -

No primeiro experimento, foi realizada apenas uma pulverizagdo dos
produtos, até o ponto de escorrimento. Demais procedimentos foram
semelhantes ao segundo experimento. Para o experimento 2, foram realizadas
trés aplicagdes dos tratamentos, até o ponto de escorrimento, em intervalo de 40
dias. Para os dois experimentos, sete dias apos a primeira aplicacdo, as plantas
foram inoculadas com H. vastatrix, mediante pulverizagdo com uma suspensio
de uredinidsporos, como descrito anteriormente e, em seguida, submetidas a
uma camara umida, na auséncia de luz, pelo periodo de 48 horas.

No segundo experimento, a altura das plantas foi avaliada no dia da
primeira pulverizagao e, a partir desta, foi realizada em intervalos quinzenais, até
o final do experimento.

As avaliagdes da ferrugem foram realizadas a partir dos 30 dias apds a
inoculagdo, em intervalos de 15 dias, utilizando-se a escala diagramatica
proposta por Cunha et al. (2001) e os dados foram transformados em area abaixo
da curva de progresso da incidéncia (AACPI), da severidade da doenga

(AACPS) e da altura das plantas (AACPA), conforme a equacdo de Shaner &
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Finney (1977). Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste de Scott e Knott (p< 0,05).

Caracterizacdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de
defesa

Neste experimento, foram utilizadas mudas de cafeeiro cultivar Mundo
Novo com quatro pares de folhas verdadeiras. Esse experimento foi realizado em
casa de vegetacdo, no intuito de fornecer material foliar para a determinagdo das
atividades das enzimas peroxidase de guaicol (POX; EC 1.11.1.7),
polifenoloxidase (PPO), quitinase (CHI; EC 3.2.1.14) e B-1,3-glucanase (GLU;
EC 3.2.1.6), além dos teores de lignina solivel e fendis soluveis totais.
Avaliaram-se os tratamentos mais eficientes no controle da ferrugem nos dois
experimentos citados anteriormente, Nefid e fosfito de cobre na dose 10 mL L,
e ASM (0,2 g L") inoculados e ndo inoculados com H. vastatrix, além de duas
testemunhas, uma inoculada com H. vastatrix e outra absoluta (plantas
pulverizadas somente com agua).

A inoculagdo com o patogeno, conforme descrito anteriormente, foi
realizada sete dias apos a aplicagdo dos produtos e as coletas das amostras
foliares foram realizadas nos tempos 0; 0,5; 2; 4; 7; 7,5; 8; 9 e 11. Para os fendis
soluveis e lignina, foram 2; 7,5 e 11 dias apos a pulverizagdo dos tratamentos.

As amostras coletadas foram acondicionadas em papel aluminio,
identificadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Para o
preparo dos extratos enzimaticos, cada amostra congelada foi pesada (2 g) e
triturada em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo, até a obtengdo de um po
fino. Posteriormente, adicionou-se o tampao acetato de s6dio 50 mM pH 5,2
acrescido de 1 mM de EDTA e 1 mM de B-mercaptoetanol (5 mL de tampao

para cada grama de amostra) e homogeneizou-se por 20 segundos. O extrato
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obtido foi centrifugado, a 12.000 g, por 15 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi
coletado em microtubos e armazenado, a -80 °C, para posterior analise.

A concentragdo de proteinas totais foi aferida de acordo com o método
de Bradford (1976), ajustando-se uma curva padrdo de albumina sérica bovina
(BSA). A atividade de peroxidases de guaiacol (POX, EC 1.11.1.7) foi
determinada seguindo o método de Urbanek et al. (1991). A atividade da POX
foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM e
expressa como umol de H,O, oxidado por miligrama de proteina por minuto. A
atividade de polifenoloxidases (PPO) foi determinada pela mensuracdo da
conversao do catecol em quinona (Gauillard et al., 1993). A atividade enzimatica
foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 3.450 M 'em . A
atividade de quitinase (CHI; EC 3.2.1.14) foi determinada de acordo com a
metodologia de Wirth & Wolf (1990), utilizando-se o substrato CM-Chitin-
RBV. A atividade CHI foi expressa em unidade de atividade por miligrama de
proteina por minuto. A atividade da B-1,3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6) foi
medida seguindo modo andlogo ao da quitinase, apenas substituindo o substrato
para CM-Curdlan-RBB (4 mg mL"'; LOEWE Biochemica GmbH) e sua
atividade expressa em unidade de atividade por miligrama de proteina soluvel
por minuto.

Para a determinacdo dos teores de fendis soluveis totais e lignina, cada
amostra congelada foi triturada em nitrogénio liquido com almofariz e pistilo até
a obteng@o de um po fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 24
horas. Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado foi transferida para
microtubo de 2 mL ¢ homogeneizada, com 1,5 mL de metanol a 80% e mantida
sob agitacdo, por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz a temperatura
ambiente. A suspensdo foi centrifugada a 12.000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O

sobrenadante (extrato metandlico) foi utilizado para a determinagdo dos fendis
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soluveis e o residuo sdlido foi empregado para determinar a concentragdo de
lignina, como descrito por Rodrigues et al. (2004).

Todas as analises bioquimicas foram realizadas em triplicata. Para os
ensaios bioquimicos, foi utilizado o delineamento de blocos casualizados, com
trés repeticdes e 4 plantas por parcela por coleta. As atividades enzimaticas dos
extratos foram comparadas ao longo do tempo com as testemunhas inoculadas e
nio inoculadas. As médias, quando significativas pelo teste F, para fendis

soluveis e lignina, foram comparadas pelo teste de Scott e Knott (p< 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Protecio de mudas de cafeeiro contra H. vastatrix por extratos vegetais e
produtos comerciais

Todos os tratamentos apresentaram efeito sobre a incidéncia e a
severidade da ferrugem nos dois experimentos, pois diferiram significativamente
da testemunha inoculada (Figura 1 e 2), porém, com menor controle do que o
fungicida. No primeiro experimento, os tratamentos Nefid, Fulland®, na dose 10
mL L' e Ecfc reduziram a area abaixo da curva de incidéncia da doenca
(AACPI), quando comparados a testemunha inoculada (Figura 1 A). Demais
tratamentos proporcionaram redugdes na AACPI variando de 65% a 55% em
relagcdo a testemunha inoculada (Figura 1 A). Os efeitos dos extratos Nefid e
Ecfc e do Fulland®, na dose 10 mL L™, para a severidade foram semelhantes a
varidvel incidéncia, proporcionando controle intermedidrio da ferrugem (Figura
1 B). AgroMos®, na dose 5 mL L', ASM e Viga-Café plus” apresentaram
reducdes na area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) variando
de 63% a 60%, quando comparados a testemunha inoculada (Figura 1 B).
AgroMos®, na dose 10 mL L™ ¢ Fulland®, na dose 5 mL L', foram iguais entre

si e diferiram da testemunha inoculada (Figura 1 B).



70

A
2000 A
e
1600 1
. 1200 A
[=9)
Q
j d d
800 ¢ c ¢
400 A b b b
B
100 I AACPS —e— % Controle
T 100
T 80
2
g T60 £
g g
3 3
x

Figura 1 Efeito dos tratamentos sobre a area abaixo da curva de progresso da
incidéncia (AACPI) (A), da severidade (AACPS) (B) e na
porcentagem de controle da ferrugem em mudas de cafeeiro cultivar
Mundo Novo. Tratamentos: fungicida (ciproconazol + azoxistrobina),
Ecfc (extrato aquoso de casca de fruto de café), Nefid (extrato aquoso
de folha de café com ferrugem), Fulland® (fosfito de cobre),
AgroMos® (mananoligossacarideo fosforilado) e ASM (acibenzolar-S-
metil). Médias com mesmas letras ndo diferem estatisticamente, pelo
teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade
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No segundo experimento, redugdes intermediarias na severidade e
incidéncia da ferrugem foram proporcionadas por Nefid e Fulland®, na dose 10
mL L', que diferiram significativamente dos demais tratamentos e da
testemunha inoculada (Figura 2 A e B). Para a AACPI, demais tratamentos
foram semelhantes entre si estatisticamente, porém, diferiram da testemunha
inoculada, proporcionando reducdes, em média, de 44%, quando comparados a
testemunha inoculada (Figura 2A).

Os tratamentos Nefid e Fulland®10 foram capazes de reduzir a
severidade da ferrugem quando comparados a testemunha inoculada (Figura 2
B). Agr0M0s®, na dose de 5 mL L', ASM, Fulland®, na dose de 5 mL L' ¢
Ecfc demonstraram reduzir a AACPS, em média, em 52%, comparados a
testemunha (Figura 2 B). Os tratamentos Viga Café plus® e AgroMos®, na dose
10 mL L', ndo diferiram entre si e foram menos eficientes na reducio da
severidade da doenga (Figura 2 B). Entretanto, os extratos Nefid e Ecfc
promoveram maior incremento no crescimento das mudas de café inoculadas
com H. vastatrix, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, inclusive da

testemunha inoculada (Figura 3).
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Figura 2 Efeito dos tratamentos sobre a area abaixo da curva de progresso da
incidéncia (AACPI) (A) e da severidade (AACPS) e no controle da
ferrugem (B) em mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo.
Tratamentos: fungicida (ciproconazol + azoxistrobina), Ecfc (extrato
aquoso de casca de fruto de café), Nefid (extrato aquoso de folha de
café com ferrugem), Fulland® (fosfito de cobre), AgroMos”
(mananoligossacarideo fosforilado) e ASM (acibenzolar-S-metil).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente,
pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade
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Figura 3 Area abaixo da curva de progresso da altura das mudas (AACPA) de
cafeeiro cultivar Mundo Novo. Médias com mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05). Tratamentos: fungicida
(ciproconazol + azoxistrobina), Ecfc (extrato aquoso de casca de fruto
de café¢), Nefid (extrato aquoso de folha de café com ferrugem),
Fulland® (fosfito de cobre), AgroMos® (mananoligossacarideo
fosforilado) e ASM (acibenzolar-S-metil)

De acordo com os resultados, observou-se que os extratos vegetais
(Nefid e Ecfc) e o produto & base de fosfito de cobre na dose de 10 mL L
(Fulland®) foram eficientes em controlar a ferrugem em mudas de cafeeiro.
Observou-se também que os extratos vegetais proporcionaram incrementos na
altura das plantas, o que corrobora o resultado relatado por Amaral (2008). No
presente estudo, verificou-se que os extratos apresentaram redugdes na AACPS,
em média, de 82% em relagdo a testemunha no primeiro experimento e de 58%
no segundo experimento. A utilizagdo de extratos de folha de café e fosfitos no
controle da ferrugem do cafeeiro e doengas em plantas vem sendo estudada no

controle de doengas em diversos patossistemas. Costa et al. (2007) observaram
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que o extrato de folhas de café, quando comparado com fungicidas sist€émicos e
indutores de resisténcia, promoveu efeito protetor do cafeeiro contra H.
vastatrix, porém, nunca superior ao fungicida (epoxiconazole + piraclostrobin).
Santos et al. (2007), ao estudarem estes extratos vegetais no controle da
ferrugem, cercosporiose ¢ mancha-de-phoma, em cafeeiro orgénico, obtiveram
resultados relevantes. Para a ferrugem, o tratamento com extrato de folha de café
proporcionou AACPS 31% inferior ao observado na testemunha pulverizada
com agua, enquanto o extrato de casca de fruto de café reduziu em 49%.

Extratos de tecidos do cafeeiro sdo ricos em compostos fenolicos
(Ramirez, 1987), substancias bioativas capazes de disparar rea¢des de defesa do
vegetal contra fatores externos (Pascholati & Leite, 1995). Em estudos tem sido
proposta a presenca de eliciadores de resisténcia em folhas de cafeeiro
infectadas por ferrugem, causada por H. vastatrix. Esporos de H. vastatrix
inativados por autoclavagem e preparados em forma de filtrado aquoso
induziram protecdo contra H. vastatrix em cafeeiro (Guzzo et al.,, 1987).
Segundo os autores, a parede do fungo ¢ composta pela combinagdo de B-
glucanas e quitinas, que seriam responsaveis pela resposta de defesa de plantas
ao patdgeno. Segundo Resende et al. (2007), quando se utilizam apenas os
esporos de ferrugem para induzir resisténcia em plantas, podem estar sendo
descartados os eliciadores endogenos presentes no proprio tecido das folhas de
café e mais bem disponibilizados apds a colonizagdo fungica.

Em pesquisas realizadas em outros patossistemas comprovou-se a
eficiéncia de fosfitos na prote¢do de varias culturas contra doengas. Os fosfitos
vém se destacando por atuarem diretamente sobre o patégeno, além de atuarem
indiretamente, induzindo resposta de defesa na planta (Jackson et al., 2000).
Possivelmente, no presente trabalho, o0 modo de agdo dos fosfitos utilizados foi
direto e indireto. Nojosa et al. (2009), avaliando o efeito de indutores de

resisténcia contra mancha-de-phoma em mudas de cafeeiro, verificaram que o
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fosfito de potassio promoveu severidade, em média, 63% inferior a observada na
testemunha, sendo esses percentuais superiores ao observado em plantas tratadas
com fungicida. Destes estudos, porém, muitos foram realizados com outros sais

de fosfito, sendo praticamente inexistentes os estudos com fosfito de cobre.

Caracterizacdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de
defesa

Na determinagdo da atividade enzimatica e dos teores de lignina soluvel
e fenois totais, utilizaram-se o extrato Nefid e o fosfito de cobre, na dose de 10
mL L™, por proporcionarem menores incidéncia e severidade da ferrugem nos
experimentos com mudas de cafeeiro, além do indutor de resisténcia padrio,
ASM.

A atividade de peroxidases em mudas tratadas com Nefid, sem
inoculacdo com o patdgeno, apresentou maior aumento da atividade dessa
enzima em relagdo a testemunha sem inoculagdo aos 7,5 ¢ 8 dias apds a
pulverizagdo (Figura 4 A). Em mudas pulverizadas com Nefid e inoculadas, foi
observada maior atividade desta enzima apds a inoculagdo com o patdgeno
(Figura 4 A). Confirmando os resultados do presente estudo, Cardoso (2009)
utilizando a técnica de RT—qPCR, observou que plantas pulverizadas com o
extrato Nefid induziram maior nivel de expressdo de genes que codificam
peroxidases e quitinases. Medeiros et al. (2009) verificaram que mudas de
tomateiro tratadas com Nefid apresentaram superexpressao da atividade da POX
um dia apos a pulverizagdo, sugerindo que o produto induz eliciagdo de amplo
espectro ¢ de longa duragdo. No presente estudo, o rapido aumento da atividade
da POX em mudas tratadas com Nefid e inoculadas com o patégeno, observada
no momento da inoculagdo, aos 7 dias apds a pulverizagdo, pode ser atribuido ao

efeito priming, caracterizado pela ativagdo rdpida ¢ intensa de respostas de
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defesa celular, apenas apds o contato com o patégeno, em plantas previamente
induzidas (Conrath et al., 2002).

Plantas pulverizadas com Fulland® (fosfito de cobre) e ndo inoculadas,
apresentaram maior atividade em relagdo a testemunha aos 8 dias apds
pulverizagdo e, em mudas inoculadas com o patdégeno, a maior atividade ocorreu
aos 11 dias apds pulverizagdo (Figura 4 B). Mudas tratadas com ASM e ndo
inoculadas expressaram maior atividade de peroxidases aos 0,5 ¢ 4 dias apos
pulverizagdo (Figura 4 C). Tanto nas mudas nio inoculadas quanto nas
inoculadas e tratadas com ASM, a atividade da enzima foi maior em todo o
intervalo estudado, comparadas as testemunhas (Figura 4 C).

Boava et al. (2010), estudando o efeito de indutores de resisténcia
bioticos e abidticos nas atividades de quitinase e peroxidase em eucalipto contra
ferrugem causada por Puccinia psidii, verificaram que a atividade dessas
enzimas aumentou 48 horas apos a inoculagdo com o fungo, quando as plantas
foram previamente tratadas com os indutores (ASM e S. cerevisiae).

Segundo Nojosa (2003), a atividade de peroxidase em mudas de cafeeiro
tratadas com fosfito de potassio e ASM, isoladamente e inoculadas com H.
vastatrix, apresentaram atividade superior a das testemunhas absoluta e
inoculada. Porém, Ribeiro Junior et al. (2006) observaram que o fosfito de
potassio ndo apresentou efeito sobre a atividade dessa enzima em mudas de
cacaueiro contra Verticillium dahliae, demonstrando que a ativa¢ao desta enzima
por fosfito depende do gendtipo estudado. As peroxidases de plantas participam
em diversos processos fisioldgicos, dentre eles a formagdo de lignina. A
atividade desta enzima ¢ frequentemente aumentada em resposta aos estresses,
ataque de patogenos e tratamentos com indutores, sendo a protecdo celular
contra reagdes oxidativas também uma das principais fun¢des das enzimas

(Anterola & Lewis, 2002).
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Para a atividade de polifenoloxidases, observou-se que mudas tratadas
com Nefid, sem inoculacdo do patdégeno, praticamente ndo apresentou
incrementos significativos na atividade de polifenoloxidase quando comparadas
a testemunha (Figura 5 A). Em plantas inoculadas, aumento da atividade da PPO
ocorreu aos 8 ¢ aos 11 dias ap6s a pulverizacao (Figura 5 A). Amaral (2005)
observou que a atividade da enzima em mudas de cafeeiro tratadas com extrato a
base de casca de café sem inoculagdo com Cercospora coffeicola foi maior aos
20 dias apds a pulverizagdo e aos 15 dias apos a pulverizagdo em mudas
inoculadas. Esses dados ndo puderam ser confirmados no presente trabalho, pois
a ultima coleta foi realizada aos 11 dias apds a pulverizagdo. Porém, verificou-se
que a atividade da enzima em mudas ndo inoculadas foi maior em relagdo a
testemunha e houve aumento da atividade em mudas inoculadas aos 11 dias apos
a pulverizagdo. Nas mudas tratadas com o Fulland® sem a inoculagdo, a
atividade da PPO apresentou picos aos 7,5 dias apds pulverizacdo, enquanto, em
mudas inoculadas, as maiores atividades foram aos 8 dias apos pulverizagio
(Figura 5 B). Nas mudas tratadas com ASM e ndo inoculadas, foi observada
maior atividade a partir de 4 dias apds pulverizagdo e em todos os intervalos
estudados, quando comparado a testemunha (Figura 5 C). Nas mudas
inoculadas, maior atividade, quando comparadas com a testemunha inoculada,
foi aos 11 dias ap6s pulverizagdo (Figura 5 C).

A importancia da atividade das polifenoloxidases na defesa das plantas a
fitopatdgenos provavelmente deve-se a sua propriedade de oxidar compostos
fenolicos para quinonas, as quais sdo mais toxicas aos microrganismos do que os
fendis originais e a sua ag@o protetora no local do ferimento (Taiz e Zeiger,
2004). Por esta razdo, admite-se que um aumento na atividade da
polifenoloxidase resulte em altas concentragdes de produtos toxicos de oxidacao

e, portanto, maior grau de resisténcia a infec¢do. (Agrios, 2005).
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Em estudo realizado por Peng et al. (2004) foi demonstrado que a
indugdo do pepino com pectinases extraidas de Penicilium oxalicum contra
Cladosporium cucumerinum reduziu em até 70% a severidade da doenga,
dependendo da dose, conferindo o aumento da atividade da PPO ap6s 72 horas.
Entretanto, Melo et al. (2006), estudando a atividade da PPO em folhas de caf¢ e
o seu papel na resisténcia contra H. vastatrix e o inseto Leucoptera coffeella,
verificaram que houve diferentes respostas na atividade da PPO quando expostos
a danos mecanicos, pulverizagdo com metil jasmonato, inoculagdo com H.
vastatrix e infestagdo com L. coffeella. Porém, estes autores sugerem que a
resisténcia da planta esteja relacionada com o potencial oxidativo dos tecidos em
relagdo a composicao fendlica, em vez de simplesmente ao aumento da atividade

da PPO.
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Atividade de polifenoloxidase em folhas de mudas de cafeeiro cv.
Mundo Novo, apds tratamentos com: Nefid (A), Fulland® (B) e
acibenzolar-S-metil (ASM) (C) comparados com a testemunha. A
inoculagdo com H. vastatrizx (Hv) ocorreu aos 7 dias apds
pulverizacao. Barras indicam desvio padrio da média



81

O tratamento de mudas de cafeeiro com o Nefid e sem inoculagdo
aumentou a atividade da enzima B-1,3-glucanase (GLU) nas primeiras horas (0,5
dias ap6s pulverizagdo) e manteve-se até aos 7 dias apds pulverizagdo,
ocorrendo um decréscimo apos 7,5 dias, em relacdo a testemunha (Figura 6 A).
Em mudas inoculadas, ocorreu um pico da atividade aos 9 dias apos
pulverizagdo (Figura 6 A). Amaral (2008) observou, em mudas de cafeeiro
tratadas com Nefid ¢ inoculadas com C. coffeicola, aumento da atividade de [3-
1,3-glucanase a partir de 3 dias ap6s a pulverizacdo. Medeiros et al. (2009)
observaram, em plantas de tomate tratadas com Nefid, maior incremento na
atividade enzimatica a partir do primeiro dia apds pulverizacdo até o ultimo dia
analisado, que corresponde ao quinto dia apds pulverizagao.

Plantas de cafeeiro pulverizadas com Fulland® sem inoculagdo com o
patdogeno também mostraram aumento na atividade da GLU aos 4 dias apos
pulverizagdo, em relacdo a testemunha ndo inoculada, enquanto mudas
inoculadas expressaram maior atividade de GLU aos 9 dias apds pulverizagio
(Figura 6 A). Também trabalhando com cafeeiro, Ribeiro Junior (2008)
observou que fosfito de manganés em plantas inoculadas com C. coffeicola
proporcionou atividade de p-1,3-glucanase semelhante a da testemunha
inoculada. Toyota (2008) observou que o fosfito de cobre induziu a atividade de
B-1,3-glucanases a partir do sexto dia apos a pulverizacdo. Observou também
que plantas tratadas e inoculadas induziram a produg¢do dessa enzima,
apresentando maior atividade aos 21 dias apds a pulverizacdo. Lobato et al.
(2008) observaram a expressdo de genes que codificam para B-1,3-glucanase em
plantas de batata apos tratamento com fosfito de potassio e inoculagdo com
Phytophthora infestans.

Em relacdo ao tratamento ASM, a atividade da enzima apresentou
aumento de 0,5 a 4 dias apods pulverizagdo (Figura 6 C). Mudas inoculadas e

tratadas com ASM apresentaram um acréscimo na atividade a partir de 8 dias
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apos pulverizagdo, tendo o pico ocorrido aos 9 dias (Figura 6 C). Trabalhos
relatam a ativacdo da P-1,3-glucanase por ASM em tomateiro, mamoeiro e
cacaueiro (Cavalcanti et al., 2006; Tavares et al., 2009 e Costa et al., 2010).

Em trabalhos com cafeeiro, Ribeiro Junior (2008) observou picos da
atividade dessa enzima aos 3 e 11 dias apds tratamento com ASM e Guzzo et al.
(2009) observaram maior expressao génica de B-1,3-glucanase 72 horas apos

tratamento com ASM e 48 horas ap0ds inoculagdo com H. vastatrix.
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A atividade de quitinase (CHI) em mudas tratadas com Nefid sem
inoculacdo foi superior a testemunha aos 2 dias apds pulverizagdo (Figura 7 A).
Apb6s os 4 dias, ndo apresentou diferengas em relagdo a testemunha ndo
inoculada. Em mudas inoculadas, o tratamento com Nefid proporcionou
aumento na atividade quando comparada com a testemunha inoculada, a partir
de 7,5 dias ap6s pulverizagdo (Figura 7 A).

A pulverizagio com o Fulland® em plantas de cafeeiro tanto ndo
inoculadas quanto inoculadas com H. vastatrix proporcionou aumento na
atividade da CHI, com picos aos 2 ¢ 8 dias ap6s pulverizacao, respectivamente,
quando comparadas as testemunhas (Figura 7 B). Para mudas tratadas com ASM
sem inoculacdo, ocorreram dois picos de atividade, aos 2 e 7,5 dias apds
pulverizacdo (Figura 7 C). Em mudas inoculadas, maior aumento foi verificado
aos 11 dias ap6s a pulverizacdo (Figura 7 C).

Guzzo et al. (2004), em trabalho com cafeeiro, observaram incremento
na atividade de quitinase 1 dia ap6és a aplicagdo foliar com ASM, a qual
manteve-se alta até 35 dias apds aplicacdo. Boava et al. (2010) observaram, em
clones de ecucalipto previamente tratados com ASM, maior incremento na
atividade de quitinase aos 3 dias apds inoculagdo com Puccinia psidii. Medeiros
et al. (2009) verificaram que mudas de tomateiro pulverizadas com Nefid
apresentaram maiores incrementos nas atividades de glucanase e quitinase a 1
dia apds a pulverizacdo e durou até cinco dias a altos niveis em relacdo a
testemunha.

Os picos da atividade de quitinase, observados em plantas tratadas com
NEFID e Fulland® e inoculados com H. vastatrix aos 7,5 ¢ 8 dias apds
pulverizagdo, respectivamente, podem coincidir com os momento em que ocorre
a germinacdo da maioria dos esporos, formacdo de apressorios e de “peg” de
penetragdo proximos ao estomato das folhas de cafeeiro suscetiveis (Godoy et

al., 1997). Entre as proteinas-RPs mais pesquisadas estdo as B-1,3-glucanases ¢
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as quitinases, que apresentam atividade antimicrobiana hidrolitica com quebra
de polimeros estruturais presentes na parede dos patdogenos, sendo expressas na
SAR, associadas a cascata de sinais do acido salicilico, o qual é o sinalizador

para a expressdo dessas proteinas relacionadas a patogenicidade (Glazebrook,

2005).
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A lignina ¢ uma macromolécula fenoélica, altamente complexa, sendo o
segundo composto mais abundante nos tecidos vegetais. Sua estrutura ainda néo
¢ totalmente conhecida em fung¢do das dificuldades no processo de extragdo, mas
acredita-se que ela seja originada da polimerizagdo enzimatica de monomeros de
coniferil, sinapil e p-cumaril alcoois (Dence e Lin, 1992; Taiz e Zeiger, 2004).

Os teores de lignina soluvel e de fendis totais em mudas tratadas com
Nefid, Fulland® e ASM ndo proporcionaram diferenga significativa em relagdo
as testemunhas, nas épocas de avaliagdo.

Alves et al. (2006) também ndo observaram diferencas entre teores de
lignina em cafeeiros inoculados e nao inoculados, tratados com ASM ou extrato
de casca de café. Resultado semelhante foi obtido por Costa et al. (2010) em
mudas de cacaueiro inoculadas e nio inoculadas com Moniliophthora perniciosa
e tratadas com ASM. Tal resultado pode estar relacionado ao tempo de avaliagdo
do presente estudo, ndo sendo suficiente para detectar o incremento destes
compostos. Além disso, as concentracdes de lignina avaliadas foram as totais,
formadas por ligninas constitutivas e induzidas, dificultando assim a detec¢do do

que foi realmente incrementada pelos tratamentos testados.

CONCLUSOES

Formulagdo a base de extrato de folhas de café infectadas com ferrugem
(Nefid) e fosfito de cobre, na dose 10 mL L™ (Fulland®™), conferem prote¢io
parcial, em mudas de cafeeiro, contra Hemileia vastatrix.

Os produtos estudados, Nefid, fosfito de cobre (Fulland®) e ASM, sdo
capazes de promover o aumento na atividade das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase, B-1,3-glucanase e quitinase em folhas de cafeeiro, mas nao

aumentam os teores de lignina soluvel e fenois totais nos tempos avaliados.
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