Extrato de casca de café, 6leo essencial de tomilho
e acibenzolar-S-metil no manejo da cercosporiose-do-cafeeiro

Ricardo Borges Pereira”, Eduardo Alves", Pedro Martins Ribeiro Junior™", Mario Lucio Vilela de Resende(®,
Gilvaine Ciavareli Lucas(” e Josimar Batista Ferreira®

(MUniversidade Federal de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Caixa Postal 3037, CEP 37200-000 Lavras, MG.
E-mail: ricardoborgespereira@yahoo.com.br, ealves@ufla.br, ribeirojuniorpm@yahoo.com.br, mlucio@ufla.br, gilciavareli@yahoo.com.br.
@Universidade Federal do Acre, Campus Floresta, Centro de Ciéncias Biologicas e da Natureza, Estrada Canela Fina, s/ne, CEP 69980-000
Cruzeiro do Sul, AC. E-mail: josimarferreira@gmail.com

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de concentracdes de extrato de casca de café, dleo
essencial de tomilho e acibenzolar-S-metil na germinagdo, no crescimento micelial e no desenvolvimento
in vivo de Cercospora coffeicola, além de caracterizar a eficiéncia deles como indutores de resisténcia, e
determinar a atividade da enzima peroxidase e o acimulo de lignina nos tecidos de cafeeiro. O extrato de casca
de café ndo afetou a germinagfo, entretanto, inibiu o crescimento micelial proporcionalmente ao aumento
das concentragdes. O 6leo essencial de tomilho inibiu a germinag@o e o crescimento micelial com o aumento
das concentragdes. O extrato de casca de café e o acibenzolar-S-metil ndo afetaram a germinagdo nem o
desenvolvimento dos tubos germinativos, diferentemente do 6leo essencial de tomilho. Mudas tratadas com
acibenzolar-S-metil, extrato de casca de café¢ e 6leo essencial de tomilho, apresentaram picos de atividade da
peroxidase aos 2 e 11, 7e 11 e, 2 e 9 dias apds a aplicacdo dos tratamentos, respectivamente. Os tratamentos
ndo diferiram quanto a concentragdo de lignina. Extrato de casca de café e acibenzolar-S-metil induziram
resisténcia em mudas de cafeeiro contra C. coffeicola e o 6leo essencial de tomilho apresentou efeito toxico
ao patogeno.

Termos para indexagdo: Cercospora coffeicola, Coffea arabica, indugdo de resisténcia, microscopia eletronica
de varredura.

Coffee berry husk extract, thyme essential oil and acibenzolar-S-methyl
in the control of brown eye spot of coffee tree

Abstract — The objective of this work was to assess the effect of the coffee berry husk extract, thyme essential oil
and acibenzolar-S-methyl on the germination and micelial growth and on in vivo development of Cercospora
coffeicola, and to characterize their efficiency as resistance inducers in coffee plants, and to determine the
peroxidase activity and lignin accumulation in tissues of coffee tree. The coffee berry husk extract presented
no toxic effect on germination; however, it inhibited the mycelial growth proportionally to the increase of the
concentrations. The thyme essential oil inhibited the germination and the mycelial growth with the increase of
concentrations. Both coffee berry husk extract and acibenzolar-S-methyl neither affected the germination nor
the development of germinative tubes, differently of thyme essential oil. Seedlings treated with acibenzolar-
S-methyl, coffee berry husk extract and thyme essential oil presented peaks of peroxidase activity at 2" and
11 7% and 11" and, 2™ and 9" days after treatment, respectively. The treatments did not differ in lignin
content. Coffee berry husk extract and acibenzolar-S-methyl induced resistance in coffee seedlings against
C. coffeicola, and thyme essential oil presented toxic effect on the pathogen.

Index terms: Cercospora coffeicola, Coffea arabica, resistance induction, scanning electron microscopy.

Introducio produtores. Essa doenca ocupa posi¢do de destaque na

cultura do café, pois pode afetar mudas em formacéo e

A cercosporiose do cafeeiro (Coffea arabica L.),  lavouras adultas, e os sintomas podem ser observados
causada por Cercospora coffeicola Berk & Cooke ¢  em folhas e frutos (Zambolim et al., 2005). O patdgeno
uma das principais doengas das lavouras cafeeiras  normalmente causa intensa desfolha da planta, o que
e pode causar prejuizos diretos e indiretos aos reduz a produgdo. Ataques intensos do patégeno no
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campo ocorrem, principalmente, em regides altas e
com solos pouco férteis, e pode causar perdas de até
30% na producdo (Pozza et al., 2000).

Freqiientemente, para o controle convencional
da cercosporiose, tém sido utilizados fungicidas
protetores e sistémicos. No entanto, a resisténcia
induzida, aplicada com sucesso recentemente
em outros patossistemas, tem sido considerada
promissora no controle de C. coffeicola. Contudo,
o uso eficiente dessa estratégia depende da
disponibilidade de eficientes eliciadores (Gullino
et al., 2000). Trabalhos tém sido conduzidos com
o intuito de testar novos compostos eliciadores
capazes de ativar, de forma eficiente, os mecanismos
de defesa em plantas.

Oleos essenciais apresentaram eficiéncia no
controle de doengas, tanto por sua acdo fungitoxica,
que inibe o crescimento micelial e a germinagédo
de esporos, quanto pela presengca de compostos
eliciadores. Medice et al. (2007) observaram reducao
na severidade da ferrugem-da-soja (Glycine max
(L.) Merr.), causada por Phakopsora pachyrhizi, de
35 a 62%, em plantas tratadas com o6leos essenciais
de eucalipto citriodora (Corymbia citriodora Hill &
Johnson), tomilho (Thymus vulgaris L.), citronela
(Cymbopogon nardus) e nim (Azadirachta indica
A. Juss.) sete dias antes da inoculagdo.

Extratos vegetais também tém sido eficientes no
controle de doengas. Como exemplo, o extrato de
casca de café, no controle da mancha-de-phoma
(Barguil et al., 2005), da cercosporiose (Santos
et al., 2007; Amaral, 2005) e da ferrugem-do-
cafeeiro (Santos et al., 2007). Além do uso do
extrato de ramos de lobeira (Solanum lycocarpum
St. Hil.), infectados por Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer, no controle da mancha-bacteriana
em tomateiro (Cavalcanti et al., 2006), do extrato de
folhas de café severamente afetadas pela ferrugem
(Hemileia vastatrix Berk. & Br.), no controle da
mancha-de-phoma em cafeeiro (Barguil et al., 2005)
e, dos extratos de casca de maracuja (Passiflora
edulis Sims), no controle da murcha-de-verticilio
em cacaueiro (Pereira et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do extrato de casca de café (ECC), oleo essencial
de tomilho (OET) e acibenzolar-S-metil (ASM)
na germinagdo, no crescimento micelial e
desenvolvimento de Cercospora coffeicola, em
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folhas de mudas de cafeeiro, por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV); avaliar a eficiéncia
do ECC, OET e ASM como indutores de resisténcia
no controle da cercosporiose-do-cafeeiro e, avaliar
a atividade da enzima peroxidase e o acumulo de
lignina em folhas de mudas de cafeeiros.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no primeiro
semestre de 2006, na Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

Para a obtenc¢ao do ECC, 100 g de cascas de frutos
de café (pericarpo) foram inicialmente secadas em
estufa a 60°C por 48 horas, ¢ moidas e ressuspensas
em 500 mL de adgua destilada, ¢ conduzida a extragao
a quente por 2 horas, sob refluxo. Em seguida, a
suspensao foi filtrada a vacuo e teve seu volume
completado para 500 mL com 4gua destilada,
adaptado de Barguil et al. (2005). O extrato obtido
(ECC 200 g L) foi armazenado em freezer a -20°C
e utilizado para as demais diluicdes. O OET foi
adquirido da Brasil Portrait (2008).

Para a obtencdo do indculo de C. coffeicola,
folhas naturalmente infectadas no campo foram
coletadas e submetidas a cAmara imida por trés dias.
Em seguida, realizou-se a raspagem dos conidios
produzidos com pincel de cerdas macias umedecidas
em agua destilada. A suspensao obtida foi filtrada em
gaze e ajustada em hemocitometro a concentragao de
1,5x10* conidios mL-!, concentragdo essa utilizada
em todos os experimentos.

A fim de verificar o efeito do ECC ¢ do OET, na
germinacdo de conidios € no crescimento micelial
de C. coffeicola, foram realizados dois experimentos
in vitro. Os tratamentos consistiram de ECC nas
concentra¢des de 0, 10, 50, 100, 150 e 200 g L,
OET nas concentragdes de 0, 125, 250, 500, 1.000
e 2.000 ppm e, acibenzolar-S-metil (ASM) 0,2 g L,
utilizado como padréo de indugdo de resisténcia.

Para o teste de germinagao, foram utilizadas placas
de Petri de 6 cm de diametro, com meio agar-agua
(AA) 2%, no qual foram adicionados 1 mL dos
tratamentos, nas concentragdes preestabelecidas, e
1 mL da suspensdo de conidios. Em seguida, as placas
foram acondicionadas em BOD a 25°C, por 24 horas,
e fotoperiodo de 12 horas de luz. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado,
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com duas placas para cada tratamento, cada uma
dividida em quatro quadrantes, tendo sido avaliados
30 conidios por quadrante, num total de oito
repeticdes. Apos a incubagdo, a germinagdo foi
paralisada pela adicdo de duas gotas de solugdo de
lactoglicerol. Em seguida, foi avaliada a percentagem
de germinagd@o dos conidios em microscopio de luz.

Para avaliar o crescimento micelial, foram
utilizadas placas de Petri de 9 cm de diametro com
meio BDA 2%. Os tratamentos foram adicionados ao
meio antes que este fosse vertido nas placas e apos
a queda da temperatura para 40°C, de modo que as
diluigdes finais atingissem as preestabelecidas pelo
ensaio. Nos tratamentos com OET, foi adicionado
propilenoglicol 2% (surfactante) ao meio BDA.
No centro de cada placa, foi adicionado um disco
de meio com 6 mm de didmetro com micélio
de C. coffeicola. Em seguida, as placas foram
acondicionadas em BOD a 25°C e fotoperiodo de
12 horas, tendo permanecido nessa condi¢do até o
final das avaliagdes. O experimento foi realizado
em delineamento inteiramente casualizado, com
oito repeticdes e cada parcela constituida por uma
placa de Petri. Foram realizadas avaliagdes a cada
quatro dias, desde a inoculagdo até que o micélio
do tratamento testemunha ocupasse toda a superficie
do meio. Em seguida, foi calculado o indice de
crescimento micelial (ICM), por adaptacdo da
féormula proposta por Maguire (1962).

As mudas de cafeeiro utilizadas nos experimentos
com MEV e na caracterizagdo bioquimica foram
obtidas pela semeadura da cultivar Mundo Novo
379/19, em bandejas de isopor (72 células), com
substrato comercial Plantmax HT. As plantas foram
irrigadas diariamente com solucdo nutritiva de
Hoagland & Arnon (1950), até a formacao do terceiro
par de folhas verdadeiras. Elas foram mantidas em
casa de vegetacdo (25+3°C) durante todo o periodo
experimental.

Para realizar o estudo com a MEV, mudas de
cafeeiro foram pulverizadas com ECC 150 g L,
OET 500 ppm, ASM 0,2 g L' e 4gua destilada, até o
ponto de escorrimento, utilizando-se um pulverizador
manual. Sete dias depois, quatro folhas do terceiro
par de cada tratamento foram coletadas, lavadas
em agua destilada e acomodadas em bandejas de
plastico, previamente desinfestadas e preparadas,
conforme Ferreira (2006). Na superficie abaxial

de cada folha, foram desenhados quatro circulos
de 1 cm de didmetro. No centro de cada circulo,
foram depositados 30 pL da suspensdo de conidios
de C. coffeicola. As bandejas com as folhas foram
cobertas com plastico transparente e mantidas em
camara de crescimento a 24°C e fotoperiodo de
12 horas, até o final do experimento. As coletas
das amostras, para observacdo em MEYV, foram
realizadas 4, 8, 16 ¢ 48 horas apos a inoculagao, por
meio de cortes circulares (5 mm de diametro), feitos
com bisturi, dentro de cada circulo previamente
demarcado. O preparo e a observacdo das amostras
foram realizados conforme Bossola & Russell
(1998).

A fim de avaliar a eficacia do extrato do ECC e
do OET, no controle da cercosporiose em plantas de
cafeeiro, mudas cultivadas conforme metodologia
descrita anteriormente foram transplantadas para
vasos de 4 L com substrato composto por terra,
areia e esterco bovino (2:1:1) e, mantidas em casa
de vegetagdo (25£3°C) durante todo o periodo
experimental. Plantas com dez pares de folhas foram
pulverizadas com: ECC — nas concentragdes de 10,
50,100, 150 € 200 g L!; OET —nas concentragdes de
125, 250, 500, 1.000 e 2.000 ppm; ASM -0,2 g L,
e agua destilada, até o ponto de escorrimento,
utilizando-se pulverizador manual. Sete dias depois
da aplicagdo, as plantas receberam indculos via
pulverizacdo com uma suspensdo de conidios e,
em seguida, foram submetidas a camara umida
por 14 horas. Adotou-se o delineamento de blocos
casualizados, com quatro repeti¢des e cada parcela
composta por seis plantas. Foram realizadas cinco
avaliacdes a cada 14 dias. Em seguida, calculou-se
a area abaixo da curva de progresso do numero de
lesdes da cercosporiose (AACPL), de acordo com
Shaner & Finney (1977).

Para determinar a atividade da enzima peroxidase
e o acumulo de lignina nos tecidos do cafeciro,
foram selecionados os tratamentos mais eficientes
no controle da doenca, em casa de vegetagdo, e o
tratamento-padrdo com ASM. Foram avaliados:
ECC 150 g L; ECC 150 g L', seguido de
inoculagdo; OET 500 ppm; OET 500 ppm, seguido
de inoculagdo; ASM 0,2 gL''; ASM 0,2 gL}, seguido
de inoculagdo; e testemunha com inoculagao.
Plantas com trés pares de folhas verdadeiras foram
pulverizadas até o ponto de escorrimento e, depois
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de sete dias, foram submetidas a inocula¢dao conforme
descrito anteriormente. O delineamento foi o de blocos
casualizados com trés repeticdes ¢ parcela composta
por trés plantas.

Todas as folhas das plantas utilizadas para quantificar
proteinas totais ¢ a atividade de peroxidase foram
coletadas aos 2,4, 7, 8,9, 11 ¢ 14 dias ap6s a aplicacdo
dos tratamentos. Por ocasido da ultima amostragem,
foram coletadas folhas para a quantificacdo de lignina.
Imediatamente apds cada coleta, as folhas foram
congeladas em nitrogénio liquido e, armazenadas a
-80°C, até¢ o momento da maceragdo. Na quantificagdo
de proteinas totais e da atividade da peroxidase,
3 g de folhas das plantas de cada tratamento foram
macerados em almofariz onde se adicionou tampao
acetato de sodio (cloreto de s6dio 0,5 M e 4cido citrico
0,4%) 50 mM, pH 5,2 , por trés min em banho de gelo.
Em seguida, a mistura foi filtrada em pano de trama
fina, e a suspensdo foi centrifugada a 12.000 g por
20 min, a 4°C. O sobrenadante foi coletado, para ser
utilizado como fonte enzimatica, e mantido a -80°C até
o momento das analises enzimaticas.

As proteinas soliveis contidas nos extratos foram
aferidas com base no ensaio de Bradford (1976), com
uso de um padrio de albumina sérica bovina (BSA).
A atividade da peroxidase foi determinada de acordo
com o método de Kar & Mishra (1976), tendo-se
utilizado como substrato o guaiacol, na presenga de
peroxido de hidrogénio. Os resultados da atividade
enzimatica foram expressos em miligrama de proteina
por minuto. A quantificag@o de lignina foi determinada
de acordo com o método de Monties (1989), por meio
do ensaio com 4acido tioglicolico, e calculada com
base em uma curva-padrdo, constituida com diferentes
concentracdes de lignina-padrao (alkali, 2-hidroxipropil
éter). Os resultados foram expressos em miligrama de
lignina por grama de matéria fresca.

Os dados foram submetidos a analise de variancia,
e as comparagdes de médias realizadas pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, para os fatores
qualitativos, e andlises de regressdo para fatores
quantitativos. Os dados de percentagens de germinagdo
foram transformados em arc sen x%°,

Resultados e Discussao

Maior germinagdo de conidios foi observada
nos tratamentos constituidos de ECC, em relacao
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a testemunha (dose 0) (Figura 1 A). A germinagdo
apresentou comportamento quadratico na medida em
que as concentragdes do extrato se elevaram, com
maxima germinagdo na concentragdo de 186 g mL'.
O OET reduziu a germinagdo de conidios de forma
linear com o aumento das concentragdes (Figura 1 B),
com uma DL, - concentragdo capaz de inibir a
germinagdo ou provocar a morte de pelo menos 50%
dos conidios — estimada em 10.341 ppm.

O ECC e 0 OET promoveram redugdes no indice de
crescimento micelial (ICM) (Figura 1 C e D). O ICM
apresentou um comportamento linear, com o aumento
das concentragdes do extrato, € um comportamento
quadréatico, com o aumento das concentragdes do
0leo. A DL, do ECC e do OET foram estimadas em
410 g L' e 621 ppm, respectivamente.

Os conidios iniciaram a germinagdo quatro horas
apos a inoculacdo em todos os tratamentos, com
excecdo do tratamento constituido de OET, no qual a
germinagdo foi pouco evidenciada nas observagdes ao
MEV (Figura 2). Nos tratamentos em que as plantas
foram tratadas com ECC, os conidios de C. coffeicola
originaram tubos germinativos mais desenvolvidos
e em maior numero, micélio mais desenvolvido e
crescimento micelial superior aos demais tratamentos,
8, 16 ¢ 48 horas apos a inoculacdo, respectivamente.
Neste caso, grande quantidade do extrato ainda
encontrava-se aderido a superficie foliar. No entanto,
nos tratamentos em que as plantas foram tratadas
com OET, os conidios do fungo apresentaram baixa
geminagdo, crescimento reduzido e extravasamento
celular. O ASM ndo apresentou qualquer alteracao
na germina¢do e¢ no desenvolvimento micelial de
C. coffeicola na superficie de folhas de cafeeiro.

Barguil et al. (2005) e Amaral (2005), ao testar o
ECC no crescimento micelial de Phoma costaricensis
e C. coffeicola, ndo observaram efeito toxico do extrato
sobre esses patdogenos, no entanto, os autores utilizaram
somente a concentragdo de 100 g L', possivelmente
insuficiente para a inibi-los, como observado neste
trabalho. Segundo Pandey et al. (2000), a casca de café
possui grande quantidade de carboidratos, proteinas,
taninos e varios compostos fendlicos, encontrados
principalmente na polpa. Possivelmente, a germinacao
dos conidios foi estimulada pela grande quantidade de
acucares presentes na casca, € 0 crescimento micelial
foi inibido pela presenca de taninos, que, segundo
Santos & Mello (1999), desempenham importante
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papel na inativagdo de enzimas e impede o crescimento
de alguns microrganismos.

Diversos trabalhos relatam o efeito antimicrobiano de
oleos essenciais no desenvolvimento in vitro de alguns
patogenos. Souza et al. (2004) observaram total inibi¢do
do crescimentomicelial de Rhizopus sp., Penicillium spp.,
Eurotium repens e Aspergillus niger, nas concentragdes
500, 1.000, 1.500 e 2.000 ppm, respectivamente.
Zambonelli et al. (1996) observaram, por meio da
MEYV, que o 6leo de tomilho a 800 ppm diminuiu o
crescimento micelial e promoveu a degeneracdo de
hifas e o extravasamento celular de Colletotrichum
lindemuthianum e Pythium ultimum. Medice (2007),
ao utilizar o mesmo 6leo a 3.000 ppm, observou que
uredinidsporos de P. pachyrhizi encontravam-se murchos
e invidveis para germinagdo. Segundo Zambonelli et al.
(2004), a inibicao da germinacdo de conidios e do
crescimento micelial se deve a presenga de compostos
toxicos, como timol e carvacrol presentes no o6leo, que
apresentam propriedades bactericidas e fungicidas (Pinto
et al., 2001). E importante observar que os resultados
obtidos neste trabalho com o uso da MEV corroboram
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os resultados observados in vitro. Segundo Ku¢ (2001),
geralmente os indutores de resisténcia no senso estrito
ndo atuam diretamente sobre o patdégeno, no entanto,
no senso amplo, podem induzir a resisténcia na planta e
também afetar o patdgeno diretamente.

Em casa de vegetacdo, tanto o ECC quanto o
OET reduziram a area abaixo da curva de progresso
do mimero de lesdes da cercosporiose (AACPL)
(Figura 3). Todavia, o ECC proporcionou maior redugao.
A AACPL, referente aos tratamentos constituidos de
ECC, apresentou comportamento quadratico e reduziu a
incidéncia da doenga com o aumento das concentragoes,
com maior reducdo (35% em relagdo a testemunha) na
concentragdo de 116 g L', a partir da qual constatou-
se aumento da incidéncia da doenca (Figura 3 A).
De maneira semelhante, a AACPL dos tratamentos
constituidos de OET apresentou comportamento
quadratico, ¢ os tratamentos reduziram a incidéncia
da doeng¢a em 16,1%, em relagdo a testemunha, na
concentracao de 1.149 ppm (Figura 3 B). O tratamento-
padrao ASM reduziu a AACPL em 36,5%, em relagdo
a testemunha.
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Figura 1. Efeito de diferentes concentragdes do extrato de casca de café (ECC) e do dleo essencial de tomilho (OET) na
germinacdo de conidios e no indice de crescimento micelial (ICM) de Cercospora coffeicola. Para analise, os dados de

germinagdo foram transformados em arc sen x*°.
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Figura 2. Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro submetidas & inoculagdo (A a D) e 48 horas apds inoculagido
(E aH) de Cercospora coffeicola. A e E: plantas tratadas com acibenzolar-S-metil a 0,2 mg mL™'; B e F: com extrato de casca de café
a 150 g L"; C e G: testemunha somente com inoculagdo de conidios na fase inicial da germinacéo (setas); D e H: plantas tratadas
com 6leo essencial de tomilho a 500 ppm, apresentando germinacao reduzida (setas).
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Alguns autores ja confirmaram o efeito do ECC no
controle da cercosporiose. Amaral (2005) e Santos
et al. (2007) obtiveram redugdes de até 40% na AACPI
em mudas de cafeeiro, em casa de vegetagdo, e 34%
em lavoura orgdnica no campo, respectivamente.
Barguil et al. (2005) observaram que o extrato afetou
negativamente o tamanho e o numero de lesdes de
P costaricensis. O controle obtido por meio do
extrato possivelmente se deveu aos compostos
fenolicos presentes em sua fracdo soluvel, que,
segundo Pascholati & Leite (1994), podem constituir-
se em componentes de defesa da planta contra fatores
externos. No caso do 6leo de tomilho, o controle de
C. coffeicola se deu possivelmente pela presenga de
compostos como timol, cravacrol fendis, quinonas,
saponinas, flavandides e terpenoides (Silva Jinior &
Vizzoto, 1996).

Com relagdo a atividade da enzima peroxidase,
plantas pulverizadas com ASM apresentaram picos
de atividade superiores as plantas do tratamento
testemunha 2 e 11 dias apds a pulverizagdo (DAP)
(Figura 4 A). Plantas tratadas com ASM e com
inoculagdoapresentarampicosdeatividade S DAPeum
pequeno pico 14 DAP, ambos superiores a testemunha
com inoculacdo. Plantas tratadas exclusivamente com
ECC apresentaram picos de atividade superiores a
testemunha 7 ¢ 11 DAP, e picos inferiores aos das
plantas tratadas com ECC e com inoculacdo aos
11 DAP (Figura 4 B). Esse comportamento ¢ um
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indicativo de que a inoculagao, por si, pode promover
aumento na atividade da enzima. Plantas tratadas
apenas com OET apresentaram picos de atividade
da enzima 2 e 9 DAP, e plantas pulverizadas com
o OET e com inoculagdo apresentaram pico 8§ DAP
(Figura 4 C). As concentragdes de lignina ndo
diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. No entanto, plantas tratadas com ASM,
ECC e OET apresentaram concentragdes de ligninas
superiores as do tratamento testemunha (Figura 4 D).

Em relagdo a atividade da enzima peroxidase ¢ a
concentracdo de lignina, resultados similares foram
obtidos por Amaral (2005), que observou picos de
atividade da enzima peroxidase 15 DAP, em mudas
de cafeeiro tratadas com ASM e 20 DAP, em plantas
tratadascom ECC. Cavalcantietal.(2006) observaram
picos dessa enzima em tomateiro tratado com ASM
e com inoculagdo de Xanthomonas vesicatoria
9 e 12 DAP. Segundo Mazzafera et al. (1989),
plantas com inoculagdo geralmente apresentam
picos de atividade de peroxidase superiores as sem
inoculacdo. A relagdo positiva entre a atividade da
peroxidase ¢ a resisténcia de plantas a doencas tem
sido relatada em diversos trabalhos, e o aumento da
atividade de peroxidase durante o desenvolvimento
da doenga tem sido correlacionado a expressdo de
resisténcia em diferentes patossistemas (Silva et al.,
2007). Santos etal. (2007) observaram concentragdes
superiores de lignina em plantas tratadas com ECC,
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Figura 3. Area abaixo da curva de progresso do niimero de lesdes da cercosporiose (AACPL) 70 dias apés a inoculagdo de
Cercospora coffeicola em mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo, e tratadas com extrato de casca de café (ECC) e 6leo

essencial de tomilho (OET).
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Figura 4. Atividade da enzima peroxidase (UA por mg de proteina por min) em diferentes dias ap6s a pulverizagdo (DAP) (A,Be
C). Concentragdo de lignina acido-soluvel total (mg por g de matéria fresca) 14 dias ap6s pulverizagdo (D) em folhas de cafeeiro,
cultivar Mundo Novo 379/19. T, testemunha; ASM, acibenzolar-S-metil a 0,2 g L'; ECC, extrato de casca de café a 150 g L'!; OET,
oleo de tomilho a 500 ppm. Inoculagdo de Cercospora coffeicola (Cc) (setas em A, B e C). As barras indicam o desvio-padrao.
Letras iguais nas colunas indicam tratamentos que ndo diferiram entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

em campo, 126 DAP. J& Amaral (2005) observou
aumento na concentragdo de lignina 20 DAP, em
plantas tratadas com o mesmo extrato, porém elas
ndo diferiram em relacdo a testemunha. Diferencas
nas concentracdes de lignina ndo foram observadas
neste trabalho, provavelmente, em razao do intervalo
de tempo insuficiente entre o tratamento das mudas e
as coletas realizadas, o que também foi observado por
Amaral (2005).

Pode-se sugerir que o controle da cercosporiose
com OET se deu, principalmente, pelo seu efeito direto
sobre o patdgeno, e menos pela inducao de resisténcia.
Por outro lado, o ECC nao apresentou efeito direto
sobre o patdégeno, mas provocou aumento na atividade
da peroxidase. Assim o nivel de controle da doenga
obtido com o uso desse extrato € resultante da indugao
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de resisténcia em mudas de cafeeiro. Entretanto, para
comprovacao, as atividades de outras enzimas ligadas
a defesa precisam ser determinadas. Postula-se que o
controle da cercosporiose do cafeeiro, em mudas no
viveiro, ¢ uma das possibilidades mais promissoras
de utiliza¢do do ECC e do OET.

Conclusoes

1. Concentragdes crescentes do extrato de casca de
café apresentam efeito toxico in vitro ao crescimento
micelial de Cercospora coffeicola, porém nao inibem a
germinacao dos conidios.

2. Concentracdes crescentes de Oleo essencial de
tomilho in vitro diminuem a germinagdo de conidios e
o crescimento micelial de C. coffeicola.
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3.0 extrato de casca de café nao prejudica os
estagios iniciais de desenvolvimento de C. coffeicola
em folhas de cafeeiro; diferentemente do 6leo essencial
de tomilho, que ¢ téxico aos conidios e retarda o
desenvolvimento micelial.

4. Acibenzolar-S-metil a 0,2 g L', extrato de
casca de café a 150 g L' e dleo essencial de tomilho
a 500 ppm conferem prote¢ao parcial em plantas de
cafeeiro desafiadas por C. coffeicola.

5. Acibenzolar-S-metil, extrato de casca de café e
oleo essencial de tomilho elevam a atividade da enzima
peroxidase em folhas de cafeeiro, mas ndo aumentam a
concentracdo de lignina no tempo avaliado.
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