Morfologia e teor de cera de folhas de café
apos aplicacdo de fungicida
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacéo de fungicida na morfologia e no teor da cera
epicuticular, em duas cultivares de café, uma resistente a ferrugem (Obatd) e outra suscetivel (Catuai Vermelho).
As plantas foram agrupadas por tratamento — com fungicida e sem fungicida —, coletando-se folhas do quinto e
sexto no6s, uma para estudo da morfologia e duas para avaliacdo do teor de cera. A aplicacdo do fungicida
diminuiu o teor da cera e alterou sua morfologia, provocando rupturas e desaparecimento dos cristaloides, o que
pode tornar a planta mais suscetivel a doengas, pragas e estresse hidrico. As cultivares diferem quanto ao teor
e morfologia da cera, o que pode estar relacionado com a resisténcia a ferrugem na cultivar Obata.

Termos para indexagdo: Coffea arabica, cera foliar, ferrugem, oxicloreto de cobre.

Morphology and epicuticular wax content of coffee leaves
after fungicide application

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of fungicide application on the content and
morphology of the epicuticular wax of two Coffea arabica L. cultivars, one rust resistant (Obat&) and other
susceptible (Catuai Vermelho). Plants were grouped according to treatment (with and without fungicide application),
sampling the leaves from 5" and 6™ nodes, one for morphology study and two others for wax content. The fungicide
application decreased wax content and modified its morphology, causing ruptures and missing crystalloids that
can make the plant more susceptible to diseases, herbivory and desiccation. Cultivars differ in their content and
morphology wax, which can be related to the rust resistance observed in the Obata cultivar.

Index terms: Coffea arabica, leaf wax, rust, copper oxicloride.

Introducéo

A ferrugem, causada pelo fungo Hemileia vastatrix
Berk. et Br., é a doenca mais prejudicial ao cafeeiro,
disseminada por todas as regides de cultivo de café,
causando danos as lavouras. A infec¢do ocorre pela
entrada do fungo nas folhas através dos estdmatos
(Raterink et al., 1991), e o combate é feito com um
fungicida cuprico, aplicado via foliar (Thomaziello et al.,
2000).

A superficie das folhas, com excecéo das aberturas
dos estbmatos, é recoberta pela cuticula, uma camada
lipidica, extracelular, cujo principal componente estrutu-
ral é a cutina, um polimero insoltvel de &cidos graxos.
A cuticula apresenta varias fungdes nas plantas, tais
como: controlar a perda d’agua (Shepherd et al., 1995),

participar das trocas gasosas (Kerstiens, 1996), reduzir
a lixiviacdo foliar, prevenindo a perda de nutrientes e
ions (Scherbatskoy & Tyree, 1990), constituir um ante-
paro a radiacdo (Barnes & Cardoso-Vilhena, 1996) e
proteger a planta contra: o resfriamento (Vigh et al.,
1981), as lesBes causadas pelo vento e abrasédo fisica
(Eglinton & Hamilton, 1967), os diversos microrganis-
mos patogénicos (Mendgen, 1996) e insetos herbivoros.

Sobre a cuticula, deposita-se a cera foliar epicuticular,
constituindo a interface natural entre as folhas e o meio,
tendo como funcgdo bésica conferir ao vegetal maior
resisténcia a perda d’agua e a doengas. Quimicamente,
a cera foliar epicuticular € uma mistura complexa de
constituintes quimicos, com predominancia de alcanos,
ésteres, cetonas e alcoois (Shepherd et al., 1995).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.41, n.6, p.919-926, jun. 2006



920 J.E. Lichston e S.A.P. de Godoy

A morfologia da cera foliar é distinguida (Barthlott et al.,
1998) entre uma fina camada ou filme, e estruturas de
cera superpostas depositadas como camadas continu-
as, crostas ou cristaldides solitarios. Tais estruturas mi-
croscopicas mantém a superficie foliar seca, dificultan-
do a germinacédo de esporos (Martin, 1964), entre ou-
tras funcdes que conferem protecdo ao vegetal.

Alteraces morfoldgicas na cera epicuticular ocor-
rem em condicOes de polui¢do, perceptiveis como ero-
sBes, modificagdes dos cristais de cera (Esch & Mengel,
1998) e diminui¢do do teor, agravadas pelo efeito cumu-
lativo dos poluentes depositados na superficie foliar
(Alves et al., 1990). Isto comprova que algumas subs-
tancias em contato com a superficie foliar danificam a
morfologia e o teor da cera, podendo ser prejudiciais a
planta, em razdo da diminuicdo da capacidade de reten-
cao de agua pela cera, provocando estresse hidrico nas
plantas analisadas.

As propriedades da superficie foliar podem afetar a
absorcdo de herbicidas e explicar diferentes respostas
de espécies de plantas a diversos produtos (Chun et al.,
1997).

O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da apli-
cagdo, via foliar, de um fungicida, cujo principio ativo é
0 oxicloreto de cobre, em duas cultivares de Coffea
arabica L., uma resistente a ferrugem, Obata, e outra
sensivel, Catuai \Vermelho, no teor e na morfologia da
cera foliar epicuticular, além de averiguar a existéncia
de relacdo entre as caracteristicas da cera foliar
epicuticular e as diferencas apresentadas pelas cultiva-
res, quanto a resisténcia a ferrugem.

Material e Métodos

Foram analisadas duas cultivares de cafeeiro, Catuai
Vermelho (suscetivel a ferrugem) e Obata (resistente a
ferrugem), fornecidas pelo Instituto Agronémico,
Campinas, SP. As plantas foram divididas em quatro lo-
tes: 90 mudas da cv. Obatd sem aplicacdo do fungicida
(controle); 90 mudas da cv. Obaté tratadas com o
fungicida; 45 mudas da cv. Catuai Vermelho sem apli-
cacgdo do fungicida (controle) e 45 mudas da cv. Catuai
Vermelho tratadas com o fungicida.

As mudas das duas cultivares foram marcadas com
barbante, do quarto ao sexto nd, de modo a escolher as
folhas do quinto e sexto n6 para coleta e anélise.

Aos dez meses, metade dos espécimes foi pulveriza-
da com um fungicida que combate a ferrugem, cujo prin-
cipio ativo € o oxicloreto de cobre. Foram realizadas
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quatro aplicag@es do fungicida, de marc¢o a julho de 2000,
a cada 45 dias, conforme recomendado aos plantadores
de café (Thomaziello et al., 2000), avaliando-se o efeito
cumulativo do produto na superficie foliar.

Foram feitas quatro coletas de folhas de seis mudas
de cada lote. Em cada muda, foram coletados dois pa-
res de folhas, correspondentes ao quinto e sexto nos,
separadas segundo a analise: duas folhas para a
quantificagdo do teor de cera e uma folha para o estudo
da morfologia em microscopia eletrénica de varredura.
As coletas foram realizadas dez dias depois de cada
aplicacdo do produto, periodo considerado suficiente
para a folha absorver substancias (Thomaziello et al.,
2000).

As folhas destinadas a quantificacdo do teor de cera
foram prensadas para manter as superficies planas e
foram escaneadas para a obtencao da area foliar.

A cerafoliar epicuticular foi extraida das faces foliares
separadamente. Cada face foliar foi lavada com cloro-
formio, trés vezes, alternando-se a face a cada lava-
gem. O rendimento da cera foliar epicuticular foi calcu-
lado pela relacdo entre o peso da cera e a area foliar
(ug cm-2), em cada face. A area foliar foi obtida,
escaneando-se as folhas (Scanner ScanJet 3200C) e
submetendo-se as figuras, devidamente corrigidas com
escala, ao aplicativo SIARCS 3.0, da Embrapa.

Nas anélises da morfologia em microscopia eletroni-
ca de varredura foram utilizados fragmentos de folhas
com cerca de 6 mm?2. Os procedimentos de prepara¢do
do material seguiram as recomendacdes de Bondada
et al. (1996), com modificacdes, tendo sido suprimidas
as fases de infiltracdo em etanol 30% e desidratacgéo,
pois, 0 material j& estava desidratado para a fase de
secagem em ponto critico.

A documentacdo das amostras foi feita por
eletromicrografia em maquina MAMIYA com filme
T-MAX 120, evidenciando a morfologia da cera
epicuticular em ambas as faces foliares. O microscopio
eletronico de varredura utilizado é da marca Jeol-JSM,
modelo 5200, com tensdo aceleradora de 20 kV.
A morfologia da cera foliar epicuticular foi analisada,
baseando-se na classificagdo de Barthlott et al. (1998).

As medidas dos teores de cera foliar epicuticular foram
submetidas a analise estatistica (programa SYSTAT). Fo-
ram utilizados os testes ndo paramétricos de Wilcoxon, na
analise de amostras pareadas, fixando-se a cultivar e o
tratamento, variando-se a face foliar amostrada; teste de
Mann-Whitney, utilizado na analise de amostras inde-
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pendentes, fixando-se a face foliar e a cultivar, variando
o0 tratamento e, ainda, fixando-se a face foliar e o trata-
mento, variando a cultivar; e teste de Kruskal-Wallys,
utilizado na analise de amostras independentes, compa-
rando-se as amostras estudadas simultaneamente em
todas as quatro coletas analisadas, fixando-se a face
foliar, o tratamento e a cultivar.

Resultados e Discussao

O teor de cera foliar epicuticular foi maior no grupo
controle em ambas as faces foliares, exceto para a pri-
meira coleta, na qual n&o foi verificada alteragéo no teor
de cera na face adaxial (Tabela 1).

Ao analisar as folhas de cada coleta separadamente,
verificou-se que a quantidade de cera epicuticular dimi-
nuiu significativamente com a aplicacdo do fungicida,
nas duas faces foliares (Tabela 1).

Shepherd et al. (1995) alertam quanto a alteracfes
no teor de cera durante o desenvolvimento do 6rgéo.
Espera-se uma diminuicdo gradativa da cera, a medida
que a folha se expande, desde que fatores como estresse
hidrico e calor excessivo ndo interfiram. Nessa analise,
0 teor de cera foliar epicuticular, quando alterado, au-
mentou, evidenciando caracteristicas intrinsecas de
C. arabica, uma espécie adaptada a condicdes de in-
tensa radiagdo solar.

As cultivares diferem quanto ao teor de cera segun-
do a face foliar. A cv. Obatd apresenta maior teor de
cera na face foliar abaxial, e a Catuai Vermelho, na face
adaxial. Pode-se estabelecer uma relacéo entre o0 maior
teor de cera nessa face e a resisténcia da cultivar, pois
a face inferior da folha € o sitio de infestacdo do fungo.
Raterink et al. (1991) e Monquero (2003) relatam que

tanto a resisténcia a agentes patogénicos quanto a tole-
rancia de espécies a determinados defensivos quimicos
estdo diretamente relacionadas ao teor e & composicéo
quimica da cera epicuticular.

Os espécimes que receberam as pulverizacdes apre-
sentaram alteracdo no teor de cera nas duas cultivares;
a alteragdo se expressou como uma diminuicéo gradativa
e em ambas as faces foliares, em decorréncia do efeito
cumulativo do produto nas folhas (Tabela 1). Conside-
rando a capacidade das folhas em absorver substancias
nelas pulverizadas (Thomaziello et al., 2000), o fungicida
pode estar afetando a sintese da cera foliar epicuticular,
pois as plantas-controle mostram aumento gradativo do
teor de cera.

A acentuada diminuicao do teor de cera foliar pode
ser prejudicial a planta, em virtude de suas propriedades
exclusivas, descritas por diversos pesquisadores, desta-
cando-se Balsdon et al. (1995). Por constituirem interface
natural entre as plantas e 0 meio ambiente, evidencia-se
que a aplicacdo de substancias via foliar pode alterar
estas propriedades e acarretar prejuizos a produ¢do, uma
vez que a planta torna-se mais susceptivel a doencas e
ao estresse hidrico, podendo afetar diretamente o pro-
duto a ser comercializado, seja gréos, raizes, folhas, flo-
res ou, até mesmo, compostos fitoterapicos.

A integridade da cera foliar epicuticular pode afetar
a permeabilidade da cuticula e prejudicar a produgdo e
a comercializacdo dos vegetais, pois a deficiéncia hidrica
€ uma das maiores causas de reducdo da produtividade
agricola (Pimentel & Hébert, 1999).

Na comparacdo da morfologia da cera epicuticular
das folhas de 'Catuai Vermelho', grupo controle, obser-
vada nas duas primeiras coletas, verifica-se que ambas
as faces foliares tém predominio da cera do tipo filme
(Figura 1 A e C) e ocorréncia de cristal6ides isolados,

Tabela 1. Valores medianos e médios do teor de cera foliar epicuticular (ug cm-2) das faces foliares adaxial (AD) e abaxial (AB)
de café 'Catuai Vermelho' e 'Obatd' dos tratamentos controle e com o fungicida Cuprozeb.

Coleta Controle Cuprozeb
Mediana Média Dp Mediana Meédia Dp
AD AB AD AB AD AB AD AB AD AB AD AB
Catuai Vermelho
1 66,74aA  64,98cA 68,02 66,71 1,38 1,02 64,22aA  56,09dA 67,99 56,31 2,57 1,07
2 65,44aA  63,87cA 67,39 65,11 2,01° 1,93° 57,05bB  4527dB 55,19 47,53 1,12° 1,48"
3 79,58aB  71,28cB 78,01 70,05 1,80 2247 39,14bC  32,60dC 3791 31,74 1,03" 1,12
4 77,37aB  69,83cB 78,14 68,95 1,577 113" 27,13bD  24,71dD 25,19 21,85 1,097 1,57
Obata
I 66,10aA 6537cA 67,29 66,52 193 1,17 5681bA  6147dA 5572 61,63 092 1,06
2 65,97aA  70,29cB 66,31 69,71 0,95, 0,70 4924bB  55,07dB 48,13 5326 L12, 038
3 78,27aB  84,15¢C 77,01 82,39 1,07, 027 31,60bC  43,83dC 29,11 40,13 029, 147,
4 83,69aC  92,01cD 82,47 90,62 0,85 1,18 22,18bD  30,65dD 19,50 32,92 1,77 0,69

MAs medianas seguidas de letras diferentes, mindsculas na mesma linha (teste de Mann-Whitney) e mailsculas na mesma coluna (teste de Kruskal-
Wallys), apresentam diferencas estatisticas; Dp: desvio-padréo. * e **Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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Figura 1. Eletromicrografia de varredura da cera foliar epicuticular de Coffea arabica L., cultivar Catuai Vermelho; as letras A,
C e E correspondem a face adaxial e as letras B, D e F, a face abaxial. A-D: grupo controle; E-F: grupo tratado com o fungicida.
Ace C: ceratipo filme. A: folha (corte transversal), seta indica cera epicuticular. B e D: cera tipo cristalina. E: rupturas de cera.
F: estbmato em fenda, destaque para os granulos do fungicida.
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que sdo mais freqiientes na face foliar abaxial e arran-
jados em rosetas (Figura 1 B e D). As folhas analisa-
das na terceira e quarta coletas apresentam apenas cera
epicuticular do tipo filme.

Ao se analisar a morfologia da cera foliar epicuticular
de 'Catuai Vermelho', do grupo tratado com o fungicida,
observou-se apenas cera do tipo filme; cristaloides ndo
foram mais observados. Verificou-se, ainda, aumento
no numero de granulos — residuos do fungicida que se
acumularam da primeira para a Gltima coleta —, eviden-
ciando o efeito cumulativo do fungicida na folha
(Figura 1 F). Este efeito pode ser associado as defor-
midades da cera na superficie foliar, evidentes pelos
muitos estdmatos com células-guarda em fenda, parcial
ou completamente obstruidas, e pela area de cera
descontinua, com placas que denotam ter havido
rupturas (Figura 1 E e F). Alves et al. (1990) associam
as deformidades estomaticas com a penetracao de cons-
tituintes quimicos pela abertura estomatica ou por entre
as células-guarda e as células companheiras, alterando
a permeabilidade dessas células, causando um colapso
no movimento dos solutos e, conseqlientemente, resul-
tando em alteragdes nas formas e movimentos
estomaticos.

Na comparacdo da morfologia da cera epicuticular
das folhas da cv. Obata (resistente a ferrugem), grupo
controle, amostradas nas duas primeiras coletas, verifi-
cou-se que ambas as faces foliares tém areas com cera
do tipo filme e alguns cristaldides arranjados em rosetas
(Figura 2 A e C); aparentemente a face foliar adaxial
apresenta maior concentracao de cristalGides que a face
oposta, o que pode conferir a folha maior protecéo con-
tra os raios ultravioletas do sol (Wollenweber & Dietz,
1981). Nas outras duas coletas, terceira e quarta, ha
apenas cera do tipo filme (Figura 2 E).

A analise da morfologia da cera epicuticular das fo-
Ihas da cv. Obata tratadas com o fungicida mostrou que,
nas quatro coletas, em ambas as faces foliares, ocorreu
apenas cera do tipo filme, sem cristal6ides
(Figura2 B e D).

Semelhantemente ao observado na cv. Catuai \Ver-
melho, ha maior densidade de granulos na superficie
foliar, em razdo do efeito cumulativo do fungicida
(Figura 2 F), e também lesGes (Figura 2 B); 0s estbmatos
anémalos sdo encontrados freqiientemente na terceira
e quarta coletas.

Os grupos controle de 'Catuai Vermelho' e 'Obatd’,
nas duas primeiras coletas, apresentaram cera do tipo
filme com cristal6ides isolados arranjados em roseta; 0s

cristaldides ndo foram mais verificados nas duas ulti-
mas coletas. Essa observacédo corrobora o fato relatado
por Shepherd et al. (1995), de que ha variacdo na com-
posicdo e morfologia da cera epicuticular durante o
desenvolvimento da folha.

Levando em consideracdo que a morfologia da cera
epicuticular esté relacionada a sua constituicdo quimi-
ca, como afirmam Bondada et al. (1996) e Barthlott et al.
(1998), pode-se atribuir tal diferenga a alteracdes na
composicdo quimica da cera foliar epicuticular, com o
desenvolvimento foliar.

Nas folhas tratadas com o fungicida, nota-se apenas
cera do tipo filme. Pode-se inferir que, além de diminuir
o teor de cera, a absorcao do fungicida altera a compo-
sicdo, refletida na morfologia da cera. Affonso (2002)
verificou que C. arabica apresenta cera foliar
epicuticular com alto teor de alcanos que, segundo
Juniper & Jeffree (1983), com os alcoois primarios, de-
termina superficies cristalinas e maior poder
impermeabilizante. A alteracdo da morfologia indica que
pode estar havendo menor producdo de alcanos, o que
acarreta menor poder impermeabilizante da cera e ain-
da facilita a germinacgéo de esporos, pois a ornamenta-
¢ao da cera epicuticular mantém a superficie foliar seca
(Martin, 1964), conferindo protegéo ao vegetal. Obser-
varam-se ainda areas lesadas, com a cera rompida, le-
vantando placas, o que pode tornar a planta suscetivel a
doengas, facilitando a entrada de microrganismos na
folha.

Caracteristicas semelhantes foram observadas e
relatadas por Huttunen & Laine (1983), citado por
Kinnunen et al. (1999), quando compararam a morfologia
da cera foliar epicuticular de plantas em locais poluidos
e livres de poluicdo. Esses autores notaram, nas plantas
de locais poluidos, que a cera estava com erosoes e
havia mudado do tipo cristalino para o amorfo. Esch &
Mengel (1998) também observaram degradagdo da cera
foliar epicuticular, com fuséo e aparecimento de lesdes,
apos chuva acida sobre a superficie foliar.

Nota-se predominio de cera do tipo filme na cv. Obata,
resistente a ferrugem, e maior freqiéncia de cristaloides
na cera da cv. Catuai Vermelho, suscetivel a ferrugem.
As ceras amorfas apresentam uma expressiva quanti-
dade de terpendides, que atuam como inibidores de fun-
gos (Salatino et al., 1985), o que pode estar relacionado
a resisténcia da cultivar ao fungo causador da ferru-
gem.

Allen et al. (1991) afirmam que a superficie foliar in-
fluencia a adesdo e a direcdo de crescimento de varios
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fungos, por apresentar caracteristicas que podem ser O fator mais importante no contato do uredosporo do
reconhecidas por esporos e tubos germinativos. fungo da ferrugem, Hemileia vastatrix, com a superficie
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Figura 2. Eletromicrografia de varredura da cera foliar epicuticular de Coffea arabica L., cultivar Obat; as letras A, Ce E
correspondem ao grupo controle e as letras B, D e F, ao grupo tratado com o fungicida. Ae B: face adaxial. C—F: face abaxial.
A e C: cristaloides de cera arranjados em rosetas. B: rupturas de cera. D e E: cera tipo filme. D: folha (corte transversal), seta
indica cera. F: superficie foliar totalmente coberta por granulos de fungicida, seta indica estdmato.
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foliar, parece ser a interacéo hidrofébica entre a cuticula
da planta e o esporo do fungo (Clement et al., 1994).
Durante o estagio inicial de infeccdo, a superficie de
contato entre uredosporos e cuticula é mediada por es-
truturas semelhantes a pequenos espinhos que emer-
gem da superficie do esporo. Assim, o uredosporo
maximiza as chances de contato com a superficie foliar
(Mendgen, 1996), vencendo a barreira fisica das
protuberancias da cuticula e cristais de cera. Logo, a
integridade da superficie foliar é fundamental para a
protecdo das plantas ao ataque de fungos.

Conclusoes

1. O teor de cera nas plantas ndo submetidas ao
fungicida a base de oxicloreto de cobre aumenta com o
tempo, em ambas as faces foliares.

2. As cultivares de café Obata e Catuai Vermelho
diferem no teor de cera quanto a face foliar, indepen-
dentemente da aplicacdo do fungicida.

3. A aplicagdo do fungicida diminui o teor e altera a
morfologia da cera epicuticular nas duas cultivares.
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