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RESUMO

FERNANDES, Luiz Henrique Monteiro. Acibenzolar-S-metil no manejo
integrado da ferrugem e cercosporiose do cafeeiro. 2009. 73 p. Dissertagdo
(Mestrado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras; Lavras'

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o indutor de
resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) no controle da ferrugem e da
cercosporiose do cafeeiro em condi¢des de campo. Avaliou-se também efeito
direto sobre urediniosporos de Hemileia vastatrix em teste in vitro, usando
microscopia eletronica de varredura (MEV). O experimento de campo foi
conduzido na Fazenda Cascavel, municipio de Carmo da Cachoeira, Minas
Gerias, com a cultivar Mundo Novo, durante dois anos de avalia¢do, 2008 e
2009. O tratamento ASM teve comportamento diferente, dependendo do ano de
avaliacdo. O tratamento ASM promoveu o eficiente controle das doengas como
o tratamento fungicida apenas em anos de baixa carga pendente, quando a
incidéncia das mesmas nao foi tdo elevada. Em teste in vitro, ASM nio mostrou
efeito direto sobre uredinidosporos de H. vastatrix, diferente dos tratamentos
fosfitos e fungicida. Estudos feitos com MEV confirmaram os resultados do
teste in vitro. O tratamento ASM ndo interferiu na germinacdo e no
desenvolvimento do tubo germinativo de urediniésporos de H. vastatrix,
inoculados em folhas de cafeeiro. O efeito direto contra o patdégeno foi
demonstrado tanto pelo fosfito de manganés quanto pelo fungicida.

'Orientador: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA



ABSTRACT

FERNANDES, Luiz Henrique Monteiro. Acibenzolar-S-methyl for the
integrated management of coffee rust and brown eye spot. 2009. 73 p.
Dissertation (Master in Phytopathology) — Federal University of Lavras; Lavras'

The current work was aimed at evaluating the resistance inducer
Acibenzolar-S-methyl (ASM) for the control of coffee rust and brown eye spot
at field conditions. Its direct effect against Hemileia vastatrix was also assessed
in vitro and by using scanning electron microscopy, SEM. In the field
experiment carried out at the Cascavel Farm, Carmo da Cachoeira country,
Minas Gerais, with the Mundo Novo cultivar during two years of evaluation,
2008 and 2009. ASM had different behavior, depending on evaluation year.
Disease control with ASM was as effective as the systemic fungicide treatment,
only during the low yield year, where disease incidence was not so high. On the
in vitro test, ASM did not show direct toxic effect against urediniospores of H.
vastatrix, different from the phosphytes and the fungicide treatment. SEM
studies confirmed in vitro results, where ASM treatment did not interfere on the
germination and development of the germinative tube of H. vastatrix
urediniospores, inoculated on coffee leaves. The direct toxic effect against the
pathogen was demonstrated when either manganese phosphyte or systemic
fungicide was used.

'Advisor: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA
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CAPITULO 1

ACIBENZOLAR-S-METIL NO MANEJO INTEGRADO DA
FERRUGEM E DA CERCOSPORIOSE DO CAFEEIRO



1 INTRODUGAO GERAL

Uma das culturas de maior destaque no pais, o café desponta mais uma
vez no cenario agricola mundial, sustentando o pais no topo da produgdo desta
importante rubiaceae. O Brasil é responséavel pela produgéo de cerca de 39,073
milhdes de sacas (Companhia Nacional de Abastecimento - Conab, 2009), queda
de 15 % da estimativa prevista para a safra anterior, isso devido a bienalidade
que a cultura sofre. Mesmo assim, o pais continua na lideranca mundial na
producdo de café, com destaque para Minas Gerais, que detém cerca de 49,02%
de todo este montante (Conab, 2009).

Sabe-se que um dos principais gargalos para a producdo satisfatéria da
cultura cafeeira esta no controle de suas principais doengas, que sdo a ferrugem e
a cercosporiose, as quais provocam perdas consideraveis quando ndo existe um
controle satisfatorio e eficaz.

A ferrugem alaranjada, causada pelo fungo Hemileia vastatrix, é, sem
davida, a principal doenca do cafeeiro. Constatada no Brasil em janeiro de 1970,
logo se disseminou por todo o pais, sendo, 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, com redugdo da produtividade e da qualidade do
café. Esta seca constante dos ramos reduz a longevidade dos cafeeiros e torna a
lavoura, gradativamente, antiecondmica (Godoy et al., 1997).

Outra doenga de consideravel importdncia na cafeicultura ¢ a
cercosporiose, conhecida também por mancha-de-olho-pardo ou olho-de-pomba,
causada por Cercospora coffeicola. E uma das doengas mais antigas do cafeeiro,

tanto na América do Sul como América Central e esta disseminada por todas as



regides produtoras. Nas regides altas do estado do Espirito Santo ¢ em Minas
Gerais, a partir de 1971, ocorreram ataques intensos do patégeno no campo, com
perdas na produgdo de, aproximadamente, 30% (Carvalho & Chalfoun, 2001).
Os prejuizos com a cercosporiose ganharam maior importancia econdmica com
a implantagdo de lavouras nos cerrados ou em areas de baixa fertilidade natural,
pois existe grande relagdo entre o ataque de Cercospora ¢ a nutricdo mineral das
plantas (Pozza et al., 2000; Talamini, 2001).

Viarios fatores, quando correlacionados, contribuem para que ocorra o
favoravel desenvolvimento de tais patégenos na cultura, acarretando grandes
prejuizos. Mas, sabe-se também que o manejo adequado do cafeeiro se faz
necessario, a fim de minimizar perdas. Dessa maneira, a boa nutri¢do e a
utilizagdo de produtos que promovam o controle das doengas do cafeeiro sdo
indispensaveis.

O controle quimico ainda tem sido o mais utilizado e de maior eficcia
contra a ferrugem e a cercosporiose. Porém, sabe-se que tais moléculas,
utilizadas como ingredientes ativos desses produtos, atuam em apenas alguns
sitios especificos nos patdégenos, o que aumenta grandemente as chances de se
selecionar ragas que venham a ser tolerantes a essas moléculas, diminuindo,
assim, a vida util do produto.

A agricultura moderna prioriza o uso de produtos que sejam menos
toxicos a0 homem e animais, que ndo poluam o ambiente, que sejam utilizados a
baixas dosagens e que, além disso, sejam economicamente viaveis. Atendendo a
essas premissas, encontra-se o acibenzolar-S-metil, comercialmente conhecido
por Bion® (Syngenta Protecdo de Cultivos), o tnico produto classificado como
“ativador de plantas”, pelo Ministério da Agricultura, no pais.

Dessa forma, como uma das medidas alternativas de controle de
doengas, tem-se a inducdo de resisténcia em plantas, que envolve a ativagdo de

mecanismos de defesa latentes existentes nas mesmas, representados por



barreiras bioquimicas ou estruturais, que aumentam a resisténcia geral da planta
em resposta a tratamentos com agentes bioticos e abidticos (Uknes et al., 1996).
A utiliza¢do de produtos diferenciados e altamente técnicos no atual contexto da
agricultura, como o ASM, ganhou importancia no controle de doencas de plantas
nos ultimos anos, uma vez que podem ativar a defesa natural das plantas contra

uma série de patogenos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ferrugem do cafeeiro

O agente etioloégico da ferrugem do cafeeiro é o fungo biotrofico
Hemileia vastatrix Berk. & Br., pertencente a familia Pucciniacea, ordem
Uredinales, classe Basidiomycetes. Apresenta ciclo de vida incompleto, pois, até
0 momento, as fases de picnio e écio sdo desconhecidas (Godoy et al., 1997).

Estima-se que, no Brasil, as perdas devido ao ataque deste fungo sejam
da ordem de 30% da producdo, na auséncia de medidas de controle,
principalmente devido a predomindncia de plantas de café (Coffea arabica)
susceptiveis a maioria das racas deste patdgeno, incluindo a raca II,
predominante no pais (Zambolim et al., 1985; Mazzafera et al., 1993; Pereira &
Sakiyama, 1999).

Os sintomas da ferrugem sdo, inicialmente, manchas cloréticas
translucidas, com didmetro em torno de 5 mm nas folhas, que podem crescer e
chegar a 1-2 cm, com o desenvolvimento de massas pulverulentas de cor
amarelo-alaranjada na face abaxial do limbo foliar, formadas por uredinidsporos.
Areas clordticas na superficie adaxial da folha correspondem as regides
infectadas na face abaxial. Uma folha pode conter centenas de pustulas que

podem coalescer e recobrir completamente a superficie foliar. As lesdes, com o



progresso da doenga, aumentam de tamanho e formam uma area necrética
central, com reduzida produgdo de urediniosporos (Godoy et al., 1997).

Ocasionalmente, observam-se os sintomas em frutos verdes e
extremidades de ramos das brotagdes novas. Nas plantagdes, o sintoma mais
notavel é a desfolha, que prejudica o desenvolvimento de plantas jovens,
causando definhamento, o que compromete a producdo. A desfolha antes do
florescimento interfere no desenvolvimento dos botdes florais e na frutificacdo
e, durante o desenvolvimento dos frutos, leva a formagdo de grdos anormais e
defeituosos, afetando sensivelmente a producdo (Godoy et al., 1997). A
disseminacdo da ferrugem ocorre com maior eficiéncia pela agdao do vento, gotas
da chuva, escorrimento da 4gua pelas margens do limbo foliar para a superficie
inferior e pela acdo do homem durante os tratos culturais (Godoy et al., 1997). A
fonte de inoculo € constituida de lesdes em folhas infectadas, nas quais sdo
produzidos os urediniésporos. Como o periodo de producao dos uredinidosporos
numa mesma lesdo pode ser superior a trés meses, uma lesdo produzida em uma
estacdo vegetativa pode servir como fonte de indculo para a estagdo seguinte
(Chalfoun & Zambolim, 1985).

A ferrugem do cafeeiro ¢ de dificil controle, mas, resultados satisfatorios
sdo obtidos pelo uso de fungicidas clpricos, em pulverizagdes sistematicas
durante a estacdo chuvosa, com intervalos de duas a trés semanas entre as
mesmas, dependendo da severidade da doenga. Fungicidas sist€émicos podem ser
utilizados de forma curativa em alternancia com pulverizagdes cupricas, porém,
seu uso pode selecionar novas ragas fisioldgicas resistentes do patégeno (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 susceptiveis, as quais requerem um controle
sistematico da doenca. No entanto, esse processo ¢ dificultado pelo

aparecimento de novas ragas fisiologicas do patdogeno, que levam a “quebra” da



resisténcia das cultivares melhoradas, além do baixo nivel de aceitagdo por parte
do proprio produtor rural em utilizar tais cultivares, pelo fato de elas terem uma

produ¢@o menor que das cultivares tradicionais.

2.2 Cercosporiose do cafeeiro

Também conhecida por mancha-de-olho-pardo ou olho-de-pomba, a
cercosporiose ¢ uma das principais doengas do cafeeiro. Seu agente etioldgico é
o fungo Cercospora coffeicola Berk & Cooke, pertencente a familia
Dematiaceae, ordem Moniliales, classe dos fungos mitosporicos (Godoy et al.,
1997).

A doenca manifesta-se por manchas circulares, de coloracdo castanho-
claro a escuro, com centro branco-acinzentado, quase sempre envolvidas por
halo amarelo, dando a lesao um aspecto de olho. No centro cinza das lesdes,
notam-se pontuagdes escuras que constituem as frutificagdes do fungo
(esporodoquios). Podem ocorrer variagdes nos sintomas devido a auséncia do
halo amarelado e, assim, a doenga ¢ chamada, em algumas regides, de
cercospora-negra. Os frutos também podem ser infectados por C. coffeicola e,
neles, as lesdes sdo mais frequentes quando estdo proximos da maturagdo. A
infeccdo nos frutos inicia-se quatro meses apos a floragdo, com lesdes
deprimidas de coloragdo castanho-clara, disposta no sentido do pedinculo-coroa
do fruto. As manchas mais velhas sdo escuras e com aspecto ressecado, nas
quais a polpa correspondente ao local da lesdo fica aderente ao pergaminho. Os
frutos, quando atacados no estagio ainda verde e verde-cana, amadurecem
precocemente, com avermelhamento a partir da lesdo (Chalfoun, 1997;
Zambolim et al., 2005).

Nas regides altas do estado do Espirito Santo e em Minas Gerais, a partir
de 1971, ocorreram ataques intensos deste patdgeno no campo, com perdas, na

producdo, de 30% (Carvalho & Chalfoun, 2001). Os prejuizos com a



cercosporiose ganharam maior importancia econdomica com a implantagdo de
lavouras nos cerrados ou em areas de baixa fertilidade natural, pois existe grande
relagdo entre o ataque de cercospora e a nutricdo mineral das plantas (Pozza et.
al., 2000; Talamini, 2001). Assim, solos de baixa fertilidade ou com
desequilibrio nutricional, principalmente em calcio, potdssio e nitrogénio,
predispdem a planta ao ataque mais intenso do patoégeno.

O fato de a cercosporiose ser um problema desde as mudas no viveiro
até os plantios novos no campo torna esta doenca ainda mais importante na
cafeicultura (Chalfoun, 1997; Zambolim et al., 2005). Nos viveiros, ela provoca
desfolha e afeta o crescimento das mudas, tornando-as raquiticas e inadequadas
para o plantio. Ja4 em plantios novos, ¢ comum ocorrerem intensos ataques com
desfolha acentuada e reducdo do crescimento das mudas, principalmente em
lavouras implantadas em terrenos de baixa fertilidade e ou com adubagdes
desequilibradas. Além disso, podem ocorrer ataques severos desse patdgeno,
com queda de folhas e frutos apds as primeiras producdes. Em lavouras adultas,
além da queda de folhas, a doenga provoca a queda prematura e o chochamento
dos frutos atacados e também pode funcionar como porta de entrada para outros
fungos que interferem na qualidade do café. Isso implica na redugdo da
producdo e do rendimento e na depreciagdo do tipo ¢ da bebida do café
(Chalfoun, 1997).

Alta umidade relativa e temperaturas amenas sdo condi¢des ideais para o
desenvolvimento do fungo, pois ele se desenvolve a temperaturas entre 10°C e
25°C. Condig¢des de alta luminosidade e alta carga pendente também contribuem
para o progresso da doenca. Quando a planta tem alta carga pendente, os frutos
drenam grande parte dos nutrientes das folhas para completar seu
desenvolvimento e, assim, a folha se torna desnutrida, com maior incidéncia

dessa doenga (Zambolim & Vale, 2003).



Como medidas de controle da doenga, algumas praticas culturais podem
ser adotadas, principalmente em condi¢des de viveiro, como controle da
irrigacdo, luminosidade, utilizacdo de substratos equilibrados e com boas
propriedades fisicas. O controle quimico pode ser realizado por meio de
aplicacdes de fungicidas cupricos, alternados com fungicidas sistémicos. Os
triazois e as estrobilurinas sdo frequentemente utilizados, pois, com as mesmas

aplicacdes, realiza-se também o controle da ferrugem (Zambolim & Vale, 2003).

2.3 O fendbmeno da inducéo de resisténcia

As plantas t€m a capacidade de reconhecer a invasdo de agentes
patogénicos e de desenvolver diversos mecanismos de defesa elaborados contra
a ameaca de ataque desses agentes (Staskawicz, 2001). Alguns desses
mecanismos sao expressos constitutivamente e constituem-se de barreiras fisicas
e quimicas, enquanto outros sdo induzidos somente ap6s o ataque do patdgeno,
desenvolvendo uma rede de transducdo de sinal e a rapida ativacao da expressdo
de genes que codificam para proteinas relacionadas a defesa de plantas (Dixon &
Lamb, 1990). As defesas constitutivas sdo representadas por estruturas como
ceras, cuticula, parede celular espessa, tricomas, adaptagdes em estdmatos e
fibras vasculares, bem como substincias quimicas pré-formadas, como fendis,
alcaloides, lactonas insaturadas, glicosidios fendlicos, glicosidios cianogénicos,
fototoxinas, inibidores proteicos e enzimas hidroliticas (Pascholati & Leite,
1995). Por outro lado, os mecanismos induzidos sdo a formacao de papila, halos,
lignificagdo, camada de cortica, formagao de tiloses e deposicao de goma, além
da producdo de compostos, como espécies reativas de oxigénio, fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogénese (PR proteinas) (Pascholati & Leite, 1995).

A indugdo de resisténcia consiste no aumento da capacidade de defesa
da planta contra amplo espectro de organismos fitopatogénicos, incluindo

fungos, bactérias e virus (Loon, 1998). A resisténcia resultante ¢ proporcionada



por um agente indutor, bidtico ou abidtico, que aciona mecanismos de defesa na
planta, os quais se encontram na forma latente (Hammerschmidt & Kuc, 1982).
Essa ativagcdo pode ser obtida pelo tratamento com agentes bioticos, ou seja,
formas avirulentas de patéogenos, ragas incompativeis e, em determinadas
circunstancias, por formas virulentas de patdégenos, extratos vegetais e extratos
de fungos (Stangarlin & Pascholati, 1994) ou por ativadores quimicos, como
acido aminobutirico (Cohen, 1996), 4cido 2,6-dicloroisonicotinico e acibenzolar-
S-metil (Loon, 1998).

A resisténcia induzida (RI) ativa mecanismos de defesa representados
por barreiras bioquimicas e ou estruturais, com aumento da resisténcia geral da
planta (Oliveira et al., 1997). A protecdo obtida contra determinado patégeno
pode ser local ou sist€émica e depende do intervalo de tempo entre o tratamento
inicial (indutor) e a inoculacdo do patogeno (desafiador) (Pascholati & Leite,
1995). A sua duragao pode ser de poucos dias a algumas semanas ou pode durar
todo o ciclo de vida da planta (Pascholati & Leite, 1995), tornando-se, dessa
maneira, um mecanismo de defesa constitutivo da mesma.

A RI ¢ dividida em duas categorias, a resisténcia sistémica adquirida
(RSA) (Sticher et al., 1997) e a resisténcia sistémica induzida (RSI) (Loon et al.,
1998). Na primeira, a resisténcia se desenvolve localizada ou siatematicamente
em resposta a um patdgeno que causa uma lesdo necrética (HR) ou por aplicacio
exdgena de acido salicilico ou compostos sintéticos, como o estér-S-metil do
acido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotioico (ASM) e o 4acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA). Nesta, a resisténcia expressa, geralmente, ¢ efetiva
contra amplo espectro de patdgenos e estd associada com a produgdo de PR
proteinas. Muitas delas possuem atividade antimicrobiana e sdo excelentes
marcadores moleculares para a resposta de resisténcia (Hammerschmidt &

Smith-Becker, 1999). Ja na RSI, a molécula sinalizadora ¢ mediada pelo 4cido



jasmonico e o etileno, sem envolver a expressdo de PR proteinas (Loon et al.,
1998).

Dentre as PR proteinas, as quitinases (CHI; EC 3.2.1.14) sdo
monomeros com massa molecular entre 25 e 35 kDa, com atividade de lisozima
e podem hidrolisar ligagdes P-1,4 entre acido N-acetilmuramico e N-
acetilglucosamina no peptideoglicano bacteriano. Certas quitinases podem agir
como quitosanases, além de existir também quitosanases especificas induzidas
em plantas, em resposta a fitopatogenos. Embora as quitinases hidrolisem
eficientemente a quitina, que € o principal componente da parede celular de
muitos fungos, estas enzimas também s@o encontradas em plantas de fumo, em
resposta a inoculagdo com o Tobacco mosaic virus (TMV) (Ponstein et al.,
1994). Outras PR proteinas importantes, as B-1,3-glucanases (GLU; EC 3.2.1.6),
sdo enzimas que hidrolisam polimeros de [-1,3-glucana, compostos que,
juntamente com a quitina, sdo 0s principais componentes que 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 ¢ secretada
para a lamela média (espago intercelular) e, com o crescimento fungico neste
espago, esta enzima comeca a degradar a parede celular do fungo e os
fragmentos liberados pela a¢do da enzima funcionam como eliciadores, com
inducdo da 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 vactiolos s8o rompidos e ocorre a liberagdo de grande
quantidade dessas enzimas com repressdo da acdo do patéogeno (Mauch &
Stachelin, 1989).

As peroxidases (POX; EC 1.11.1.7) ndo s6 oxidam os compostos
fendlicos como também aumentam a sua velocidade de polimerizagdo em

substancias similares a lignina, que se depositam na parede celular e interferem
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no posterior crescimento e desenvolvimento do patégeno (Agrios, 2005). Elas
representam um conjunto de dezenas de isoenzimas capazes de catalisar a
oxidac¢do de varios substratos, como substancias aromaticas, acido ascorbico e
compostos fendlicos, na presenca de peroxido de hidrogénio, com formacgao de
quinonas e agua. Os produtos gerados pela agdo das peroxidases estdo
envolvidos na formagdo da parede celular vegetal, na suberizacdo e na
lignificagdo. Em plantas infectadas por patogenos, ou em plantas induzidas, as
respostas de defesa estdo também ligadas a oxidagdo de compostos fendlicos,
que sdo toxicos a patoégenos (Sutic & Sinclair, 1991). Estas enzimas estdo
também envolvidas na geragdo de H,O, que, por sua vez, podem gerar outros
radicais ativos de oxigénio, além de apresentar atividade antimicrobiana direta
(Peng & Kuc, 1992).

Outra importante molécula induzida é a lignina, substancia organica
mais abundante nas plantas, depois da celulose. E um polimero do grupo dos
fenilpropanoides, altamente ramificado, que apresenta funcdo primaria e
secundaria. Além de proporcionar suporte mecanico, a lignina desempenha
fungdes protetoras importantes nos vegetais. A lignificacdo bloqueia o
desenvolvimento de patdégenos e representa uma resposta frequente a infeccao
ou a lesdo (Taiz & Zeiger, 2004). A lignina, juntamente com a celulose e outros
polissacarideos que ocorrem na parede celular das plantas superiores, funciona
como barreira fisica a penetracdo fungica (Vance et al., 1980). A lignificagdo
pode impedir o desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais de varias
maneiras: estabelecimento de barreira mecanica ao avanco e desenvolvimento
do patogeno; modificagdo da parede celular, tornando-a mais resistente ao
ataque de enzimas hidroliticas ¢ aumento da resisténcia das paredes a difusao de
toxinas produzidas pelos patégenos, que impedem que os nutrientes do

hospedeiro sejam utilizados pelo invasor (Cavalcanti et al., 2005).
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2.4 ASM como indutor de resisténcia

Por se tratar de um produto classificado como ativador de plantas,
encontra-se, na literatura, uma série de trabalhos nos quais o ASM se mostra
eficiente no controle de varias fitodoencas, independente da natureza do
patogeno, seja este virus, bactérias ou fungos, comprovando o amplo espectro de
acao do indutor de resisténcia.

O composto sintético acibenzolar-S-metil conferiu protecdo a plantas de
fumo (70% a 97%, para uma concentragdo de 1200 uM) contra o virus TMV, os
fungos Cercospora nicotianae, P. tabacina, Phytophthora parasitica e as
bactérias Erwinia carotovora ¢ P. syringae pv. tabaci (Friedrich et al., 1996) e
em plantas de trigo (87% para uma concentracdo de 300 uM) contra o fungo
Erysiphe graminis f.sp. tritici (Gorlach et al., 1996). O ASM, quando aplicado
em A. thaliana, 72 horas antes da inocula¢do com patdgenos, promoveu redugdo
nos sintomas das doengas causadas pelo fungo P. parasitica, pela bactéria P.
syringae pv. tomato e pelo virus TCV (“turnip crinkle virus”) (Lawton et al.,
1996). Plantulas de tomate pré-tratadas com o ASM mostraram redugdo na
severidade do cancro bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. A protecdo observada foi correlacionada com uma redugio de
cerca de 68% no crescimento da bactéria durante a patogénese (Baysal et al.,
2003).

Tally et al. (1999) observaram que, em plantas de tomate, a resisténcia
foi ativada pelo ASM contra P. infestans, mas nenhum efeito protetor
significativo foi verificado em batata em relagdo ao mesmo patdgeno. Estes
autores concluiram que, por se tratar de um fungo extremamente agressivo, a
SAR, que ¢ o tipo de resisténcia ativada pelo produto, ndo € tdo eficaz em casos
como estes. A SAR foi ativada, também, em outras culturas apos a aplicagdo do
ASM, como, por exemplo, batata (Bokshi et al., 2003), pepino (Narusaka et al.,
1999), roseira (Suo & Leung, 2002), feijoeiro (Iriti & Faoro, 2003), cacaueiro
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(Resende et al., 2002) e cafeeiro (Guzzo et al., 2001; Marchi et al., 2002). O
ASM, na maioria dos casos estudados, ndo apresenta atividade antimicrobiana
direta sobre os patdgenos, sendo um produto de baixa toxicidade e sistémico,
que ¢ rapidamente absorvido e translocado através das plantas (Oostendorp et
al., 2001; Ruess et al., 1996). Experimentos realizados in vitro demonstraram
que o ASM e seus metabdlitos, na concentragdo de 1,4 mM, ndo afetam
significativamente o desenvolvimento de 18 fungos (Friedrich et al., 1996). O
produto também ndo inibiu o desenvolvimento do fungo H. vastatrix, nas fases
de pré-penetragdo (germinagdo e formacao de apressorios), em cafeeiro (Guzzo
etal., 2001).

Nao foi constatado efeito biocida in vitro do ASM sobre a germinagdo
de urediniosporos de H. vastatrix (Marchi et al., 2002. Por outro lado, foi
verificado, por alguns pesquisadores, que o tratamento de plantas com ASM
pode induzir resisténcia contra fitopatégenos, mas aumentar, simultaneamente, a
suscetibilidade ao ataque por insetos herbivoros. Em experimentos realizados em
tomateiro, a aplicagdo foliar prévia de acido jasmonico, mas ndo a de ASM ou
acido salicilico, protegeu as plantas contra as larvas da lagarta Spodoptera
exigua e da broca Helicoverpa zea, refletida pelas taxas de crescimento
reduzidas e menor sobrevivéncia das larvas nas folhas induzidas, tratadas com
esse regulador vegetal (Thaler et al., 1999; Thaler et al., 2001; Bostock et al.,
2001). As plantas induzidas com acido jasmonico apresentaram reducdo de 60%
nos danos foliares provocados pelo ataque dos insetos herbivoros, em relagao as
plantas controle (Thaler et al., 2001).

O tratamento de folhas de tomateiro com o ASM (1,2 mM) induziu
resisténcia contra P. syringae pv. tomato, manifestada pela redug¢do do nimero e
do tamanho de lesdes nas folhas protegidas sistemicamente. Entretanto, as larvas

de insetos da familia Noctuidae se desenvolveram melhor nas plantas tratadas
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com ASM expressando a SAR do que no controle, ndo tratado (Bostock et al.,
2001).

Plantas de tomate tratadas com ASM comprometeram a resisténcia do
hospedeiro as larvas de S. exigua, em experimentos realizados em condi¢bes de
campo (Thaler et al., 1999). Os autores concluiram que a SAR induzida por
alguns tratamentos quimicos pode trazer um risco potencial, aumentando a
vulnerabilidade das plantas a determinados insetos herbivoros (Bostock et al.,
2001).

Entretanto, experimentos conduzidos por outros pesquisadores indicam
que a ativagdo de mecanismos de defesa em plantas por meio da aplicagdo
exogena de indutores abidticos de resisténcia pode resultar em uma redugio
simultanea dos danos causados por varios patdégenos e insetos herbivoros. Inbar
et al. (1998) aplicaram os indutores abioticos de respostas de defesa, ASM,
probenazole, quitosana, acido salicilico, em tomateiro em condi¢des de campo e
avaliaram a habilidade desses compostos em promover, simultaneamente,
resisténcia contra diferentes patdgenos e insetos herbivoros. Somente o ASM
induziu resisténcia simultanea contra diferentes fitopatdgenos e contra a larva
minadora Liriomyza spp. O composto ASM reduziu significativamente a
incidéncia da mancha-bacteriana, da pinta-preta e da mancha-de-cladosporium
causadas, respectivamente, por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
Alternaria solani ¢ Cladosporium fuvum e a densidade das larvas de Liriomyza
spp. Os efeitos sobre as densidades das larvas de Liriomyza spp foram mais
pronunciados durantes os primeiros estadios de desenvolvimento da planta.
Alguns dos indutores avaliados, embora tenham controlado determinados
fitopatdgenos, ndo apresentaram efeito significativo sobre a populacdo de
insetos.

O efeito do ASM sobre a larva minadora foi confirmado por ensaios em

laboratdrio, tendo sido constatado que as larvas apresentaram melhor
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desempenho nas plantas ndo tratadas com esse indutor de resisténcia. Pascual et
al. (2003) observaram, também, que a aplicagdo foliar de ASM (0,2 g/L) em
plantas de tomate induziu resisténcia contra a mosca branca Bemisia tabaci,

vetor do geminivirus, “tomato leaf curl virus”.

2.5 Estudo histopatolégico das ferrugens por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV)

Com o surgimento da microscopia eletronica, na década de 1950, as
interagdes envolvendo planta e patdgeno passaram a se mais bem elucidadas.
Sabe-se que ha uma série de fatos — formagdo de apressorios, haustorios e
papila, entre outros — que contribuem tanto para o estabelecimento e a
colonizacdo do patogeno, até barreiras que o proprio hospedeiro impde como
uma alternativa para a sua protecdo, que puderam ser detalhadas e estudadas
com o uso da microscopia eletronica de maneira mais detalhada.

Na interacdo dos fungos causadores de ferrugem em plantas, a
microscopia eletronica de varredura (MEV) tem se mostrado extremamente util.
Os eventos iniciais da infec¢do por urediniosporos de Puccinia sorghi Schwein.
em milho foram revelados por Hughes & Rijkenberg (1985). Mims et al. (2001)
também empregaram a MEV para estudar a forma dos haustorios de Frommeela
mexicana var. indicae Mcclain & Hennen em Duchesnea indica (Anb.)Focke.
Hu & Rijkenbeng observaram, por meio da MEV, diferengas na morfologia do
peg de penetragdo de Puccinia recondita Rob ex Desm.f.sp. tritici Eriks em
linhagens de trigo suscetiveis e resistentes, inoculadas com urediniésporos do
referido fungo.

McLean & Byth (1980) estudaram os eventos de pré-penetragdo e
penetragdo de urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi em cultivares altamente
resistentes (Tainung-3, Tainung-4 e PI- 200492) de soja. Em todas as cultivares,

ndo foi encontrada nenhuma diferenca em relacdo ao desenvolvimento do tubo
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germinativo, mas houve diferenca na percentagem de uredinidsporos
germinados, formacdo de apressorio e penetragdo. As cultivares Tainung-3 e
Tainung-4 apresentaram-se resistentes a germinagdo dos urediniosporos,
portanto, a resisténcia dessas cultivares € de pré-penetracdao e penetragdo. Ja a
cultivar PI-200492 nao apresentou resisténcia a germinacao dos uredinidsporos,
pois eles germinavam e penetravam no tecido do hospedeiro, mas nao
conseguiam desenvolver. Portanto, essa resisténcia ocorre na fase de pos-
penetracao.

Existem varios trabalhos ultraestruturais envolvendo diversos tipos de
ferrugens para uma gama de hospedeiros, mas pouco se tem sobre a interacio
histopatologica entre Hemileia vastatrix e Coffea arabica. Sabe-se que a
utilizagdo de produtos tidos como indutores de resisténcia leva as plantas a
ativarem mecanismos de defesas naturais que perfazem barreiras fisicas ou
quimicas, porém, tais produtos podem atuar na fase de pré ou pds-penetragao
dos patdgenos. Para isso, € necessaria a utilizacdo da microscopia eletronica de

varredura, com o objetivo de elucidar tal fato.
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CAPITULO 2

ACIBENZOLAR-S-METIL NO CONTROLE DA FERRUGEM E DA
CERCOSPORIOSE DO CAFEEIRO EM CONDICOES DE CAMPO
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1 INTRODUCAO

Por mais que o café seja uma das culturas mais bem estudadas, devido a
toda sua importancia, o controle de suas doengas ainda é um desafio a ser
vencido pelos fitopatologistas. Novas moléculas sdo criadas no intuito de
sustentar a boa eficiéncia que o controle quimico pode promover, mas, em
contrapartida, aumentam os gastos com tais produtos (Vegro & Ferreira, 2000),
além de causar desequilibrios ambientais quando mal utilizados. E nesse
contexto que a inducdo de resisténcia encontra o seu espago.

A resisténcia induzida ¢ uma forma promissora de controle das doencas,
pois ela aumenta a capacidade de defesa da planta contra fungos, bactérias e
virus, e pode ser acionada por agente indutor, bidtico ou abidtico. Entre esses
mecanismos de defesa podem ser citados a ativagdo de genes de proteinas
relacionadas a patogénese (PR proteinas), os genes de enzimas que regulam
rotas do metabolismo secundario de substincias do tipo fitoalexinas ou outros
compostos de defesa estruturais, como lignina (Pascholati & Leite, 1995). Essa
ferramenta representa uma alternativa para a utilizacdo de gendtipos de plantas
suscetiveis, mas com caracteristicas agrondmicas desejaveis (Kuac, 2001).

Unico produto comercial registrado no Ministério da Agricultura como
ativador de plantas, o ASM, comercialmente conhecido por Bion® (Syngenta
Protegdo de Cultivos), foi desenvolvido a fim de promover a ativagao de todo
aparato metabolico acima citado. Derivado da molécula do acido salicilico, o
acibenzolar-S-metil, diferentemente de fosfitos, que também tém comprovada
acao como indutor de resisténcia, ndo tem efeito toxico direto significativo sobre
patogenos (Ruess et al., 1995).

Diversos ensaios ja comprovam o efeito de protecdo que o ASM

promove as plantas de cafeeiro contra uma ampla gama de patdgenos.
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Trabalhando com mudas de cafeeiro, Guzzo et al. (2001) observaram a agao do
ASM como indutor contra a ferrugem, constatando protecdo local (controle de
97%) e sist€mica (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 ou RSA),
que impedem ou dificultam o estabelecimento e/ou desenvolvimento do
patogeno, mesmo ndo tendo constatado efeito algum na fase de pré-penetracao
(germinagdo e formagdo do apressorio). Esse efeito indutor do ASM contra a
ferrugem do cafeeiro foi confirmado por Nojosa (2003), relatando controles de
56,82% e 52%, em folhas destacadas e em mudas de café, respectivamente. Em
outro trabalho, Guzzo et al. (2004) observaram incremento nas atividades de
quitinase e B-1,3-glucanase, um dia apo6s a aplicagdo foliar do ASM, as quais
mantiveram-se altas até 35 dias apds a aplicagdo, proporcionando redugdo na
severidade da ferrugem em 60%-80% em condig¢des controladas.

Assim sendo, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
a acdo do ativador de plantas ASM, associado ou ndo ao fungicida padrdo
utilizado (ciproconazol + azoxystrobin) no controle da ferrugem e da
cercosporiose do cafeeiro cv. Mundo Novo, em condi¢gdes de campo, nos anos

agricolas de 2008 e 2009.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descricdo da area experimental

O ensaio de campo foi conduzido na Fazenda Cascavel, municipio de
Carmo da Cachoeira, Sul de Minas Gerais, nos anos de 2008 e 2009. A cultivar
utilizada no experimento foi a Mundo Novo, recepada ha 6 anos, em produgao,
implantada no espagamento de 3,5 x 0,8 m, suscetivel a ferrugem e a

cercosporiose, instaladas sob o sistema convencional de produgao.

2.2 Delineamento experimental

O experimento foi delineado em blocos casualizados, com seis
tratamentos e quatro repetigoes. A unidade experimental constituiu de uma linha
de plantio com dez plantas em cada e parcela 1til representada pelas seis plantas

centrais.

2.3 Produtos utilizados e época de aplicacéo
Tratamentos utilizados no ensaio de campo e suas respectivas épocas de

aplicacdo e dosagens (Tabela 1).
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TABELA 1 Tratamentos avaliados em ensaio de campo, nos anos de 2008 ¢ 2009, em cafeeiro cultivar
Mundo Novo e suas respectivas doses e épocas de aplicagao.

Epocas de aplicacio*

Tratamentos** Fabricante Doses  Dez' Jan’ Fev’ Mar.”® Abr’
ciproconazol + azoxystrobin Syngenta 500 mL/ha X X X
A ciproconazol +azoxystrobin ~ Syngenta 500 mL/ha X X X
ASM Syngenta 25 g/ha X X X
B ciproconazol + azoxystrobin ~ Syngenta 500 mL/ha X X X
ASM Syngenta 25 g/ha X X X X X
C ciproconazol + azoxystrobin ~ Syngenta 750 mL/ha X X
ASM Syngenta 25 g/ha X X X X X
ASM Syngenta 25 g/ha X X X X X
Testemunha = - oo e emeem eoen e e

*Independente do ano, as aplicagdes obedeceram ao calendério pré-estabelecido acima.

**Foi utilizado 6leo mineral parafinico na dose 0,5% da quantidade total de calda em mistura a todos os tratamentos.
! Pulverizagdo feita em dezembro de 2007 e dezembro de 2008.

? Pulverizagio feita em janeiro, fevereiro, margo e abril de 2008 ¢ 2009.
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Todas a pulverizagdes foram feitas com auxilio de atomizador costal
motorizado, aplicando-se um volume de calda de 350-400 L/ha. Durante a
condugdo do ensaio, ndo houve interferéncia nos tratos culturais de rotina
utilizados na fazenda dentro da area experimental, a ndo ser capinas e
adubacdes. A quantidade de adubo aplicada foi recomendada com base na
analise do solo apds a colheita e em critérios de interpretagdo dos niveis de

fertilidade propostos por Guimares et al. (1999).

2.4 Avaliacdo da intensidade da ferrugem e cercosporiose

As avaliagdes de incidéncia e de severidade para ferrugem e
cercosporiose foram realizadas a cada 30 dias, nas seis plantas centrais de cada
parcela, em seis ramos plagiotropicos do ter¢o médio por planta, sendo trés
ramos de cada um dos lados da planta. Em cada ramo foi avaliado o terceiro ou
o quarto par de folhas, quantificando-se a severidade da ferrugem e da
cercosporiose do cafeeiro de acordo com escalas diagramaticas propostas por
Cunha et al. (2001) e Oliveira et al. (2001), respectivamente. A partir dos dados
coletados em campo, calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) de cada tratamento, seguindo a seguinte féormula (Shaner & Finney,
1977):

n-1

AACPD = Z[(X;+ Xit1) /2] (ti1 — )
i=1

Em que:

X = intensidade da doenga

t = tempo

n = nimero de avaliagdes no tempo
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2.5 Avaliacdo da produtividade e enfolhamento

A produtividade média foi feita derrigando-se os frutos das oito plantas
centrais de cada parcela, com auxilio de colhedora acoplada ao trator (derrica
mecanica). Os frutos colhidos foram, entdo, pesados e, a partir dos valores
obtidos em peso (kg), transformou-se para valores de produtividade (sc/ha).

O acompanhamento de enfolhamento dos cafeeiros ocorreu pouco antes
da colheita, nos dois anos de avaliacdo (2008 e 2009), por meio de uma escala
de 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 (Boldini, 2001).

2.6 Analise dos dados

Utilizou-se programa Sisvar versdo 5.1 (Ferreira, 2000) para a andlise
estatistica dos tratamentos. As médias entre os tratamentos foram comparadas
pelo teste de F (P<0,05). Verificadas diferencas significativas, estas foram

comparadas pelo teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Intensidade da ferrugem e cercosporiose do cafeeiro

Observa-se, pela Figura 1, diferencga significativa para area abaixo da curva
de progresso na incidéncia da ferrugem (AACPIF) do cafeeiro, no primeiro ano
de avaliagdo da doenca (2008). O fungicida ciproconazol + azoxystrobin
aplicado sozinho promoveu o controle mais eficaz da doenca, com 99% de
reducdo da mesma, porém, nao foi estatisticamente diferente dos tratamentos
com o ASM, independente da época de aplicacdo do ultimo. O ASM, quando
aplicado sozinho, reduziu a area abaixo da curva de progresso da incidéncia em

18%.

30



Para a severidade da doenca, percebe-se que o mesmo padrdo de
controle se mantém, quando se compara a area abaixo da curva de progresso da
incidéncia e da severidade da ferrugem (Figura 1), mostrando diferencas
significativas entre os tratamentos. O fungicida padrdo ciproconazol +
azoxystrobin promoveu o melhor controle da doenga, chegando a 99% de
reducdo (comportamento semelhante foi encontrado quando este passou a ser
aplicado em mistura com o ASM). Esse resultado evidencia o fato de que o
controle da doenga se da em virtude da aplicagdo do fungicida. O tratamento
com ASM pulverizado sozinho promoveu controle intermediario da doenga, com
23% de reducdo da area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem
(AACPSF), sendo estatisticamente diferente da testemunha.

O progresso da ferrugem do cafeeiro, no ano de 2008, ocorreu entre os
meses de margo e outubro, com picos em junho e julho (Figura 2). O tratamento
ASM sozinho atrasou em um més o ponto de inflexdo da curva, bem como o
pico da doenga. Os demais tratamentos promoveram o controle da doenga,
confinando-a proximo de 0% de incidéncia e severidade ao longo do periodo

(Figura 2).
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FIGURA 1 Efeito de fungicida e ASM na redugdo e na area abaixo da curva do progresso da
incidéncia (AACPIF), em “A” e da severidade (AACPSF), em “B”, da ferrugem em
cafeeiro  cultivar Mundo Novo, no ano de 2008. Tratamentos:
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril de 2008 e 2009;
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e
2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez. 2007 e 2008 e marco de 2008 e
2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ASM
(25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha. Médias
com mesma letra ndo diferem, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 2 Efeito de fungicida e ASM na curva de progresso da incidéncia (A) e da severidade
(B) da ferrugem do cafeeiro cultivar Mundo Novo, no ano de 2008. Tratamentos:
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril de 2008 e
2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez. 2007 e 2008,
fev./abr. de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e
2008, fev./abr. de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez.
2007 e 2008 e margco de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha.
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Para o ano seguinte de avaliacdo, observou-se diferenca significativa
entre os tratamentos para a area abaixo da curva de progresso de incidéncia da
ferrugem (AACPIF) (Figura 3). O tratamento ASM promoveu reducdo de 84%
da doenga, quando se comparado a testemunha. Os demais tratamentos
reduziram a incidéncia da doenca entre 89% a 96%.

Neste mesmo ano, para severidade da ferrugem, constatou-se que existiu
diferenca significativa entre os tratamentos, tendo todos obtido resultados
estatisticamente semelhantes, quando comparados a testemunha absoluta (Figura
3). Ha de se salientar que o tratamento ASM mostrou-se tao eficiente quanto os
demais, nos quais o fungicida foi utilizado, reduzindo a area abaixo da curva de
progresso da severidade da doenga (AACPSF) em até 85% (Figura 3).

Observa-se, na curva de progresso da incidéncia e da severidade da
ferrugem, para o ano de 2009, que o pico maximo da doenga ocorreu no més de

marco (Figura 4). Esse comportamento foi seguido por todos os tratamentos.
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FIGURA 3 Efeito de fungicida ¢ ASM na redugdo e na area abaixo da curva do progresso da

incidéncia (AACPIF), em “A” e da severidade (AACPSF), em “B”, da ferrugem em
cafeeiro  cultivar Mundo Novo, no ano de 2009. Tratamentos:
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril de 2008 e 2009;
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e
2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez. 2007 e 2008 e margo de 2008 e
2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 ¢ 2009; ASM
(25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha. Médias
com mesma letra ndo diferem, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 4 Efeito de fungicida e ASM na curva de progresso da incidéncia (A) e da severidade
(B) da ferrugem do cafeeiro cultivar Mundo Novo, no ano de 2009. Tratamentos:
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril de 2008 e 2009;
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e
2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez. 2007 e 2008 e margo de 2008 e
2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ASM
(25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha.
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Para a cercosporiose do cafeeiro, pode-se constatar que houve diferenga
significativa entre os tratamentos no primeiro ano de avaliagdo. Os tratamentos
que proporcionaram maior reducdo da area abaixo da curva de progresso da
incidéncia da doenga (AACPIC) foram aqueles com o fungicida ciproconazol +
azoxystrobin, sozinho ou associado com o ASM, promovendo reducdo entre
73% e 79% de sua incidéncia (Figura 5). O tratamento ASM, quando utilizado
sozinho, mostrou reducao de 9% na incidéncia, mas nao diferiu da testemunha.

Comportamento semelhante foi observado para area abaixo da curva de
progresso da severidade da cercosporiose (AACPSC). Os tratamentos com o
fungicida foram os que promoveram a maior taxa de reducdo da severidade da
doenga, com 74% a 79% de reducao, isolados ou associados ao ASM (Figura 5).
Novamente, o tratamento ASM mostrou-se insatisfatorio na reducdo da
severidade da doenga, equiparando-se estatisticamente a testemunha (Figura 5).

Observa-se, pelas curvas de progresso de incidéncia e de severidade da
cercosporiose, no ano de 2008, que estas se intensificaram a partir do més de
margo, com picos nos meses de agosto e¢ setembro. Esse comportamento foi

seguido por todos os tratamentos (Figura 6).
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FIGURA 5 Efeito de fungicida e ASM na redugdo e na area abaixo da curva do progresso da
incidéncia (AACPIC), em “A” e da severidade (AACPSC), em “B”, da cercosporiose
em cafeeiro cultivar Mundo Novo, no ano de 2008. Tratamentos:
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril de 2008 e 2009;
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e
2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez. 2007 e 2008 e marco de 2008 e
2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ASM
(25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha. Médias
com mesma letra ndo diferem, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 6 Efeito de fungicida e ASM na curva de progresso da incidéncia (A) e da severidade
(B) da cercosporiose do cafeeiro cultivar Mundo Novo, no ano de 2008.
Tratamentos: ciproconazoltazoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril
de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez.
2007 e 2008, fev./abr. de 2008 e 2009; ciproconazoltazoxystrobin (500 ml/ha) —
dez. 2007 e 2008, fev./abr. de 2008 ¢ 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez.
2007 e 2008 e margco de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha.
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Em 2009, observou-se comportamento diferente, tanto na incidéncia
quanto na severidade da doenca. Houve diferenca significativa entre os
tratamentos para area abaixo da curva de progresso da incidéncia da doenga
(AACPIC). Os tratamentos com utilizacdo do fungicida ciproconazol +
azoxystrobin promoveram controle superior, com reducdo de 89% a 94%. O
tratamento ASM, aplicado isoladamente, mostrou controle intermediario, com
reducdo da incidéncia da doenga em 77% (Figura 7).

Comportamento semelhante a incidéncia foi observado na severidade da
doenga, com redugdo entre 89% e 95% na area abaixo da curva de progresso da
severidade da cercosporiose (AACPSC) para os tratamentos fungicidas,
sozinhos ou em associagdo com o ASM e de 77% para o tratamento ASM
(Figura 7).

As curvas de progresso da incidéncia e de severidade da cercosporiose,
para o ano de 2009, tiveram o mesmo padrao para todos os tratamentos menos a
testemunha, com inicio da doenca a partir do més de janeiro e declinio a partir
do més de maio. O progresso da doenga para o tratamento testemunha
apresentou dois picos, sendo o primeiro no més de margo e segundo em junho

(Figura 8).
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FIGURA 7 Efeito de fungicida e ASM na redugdo e na area abaixo da curva do progresso da
incidéncia (AACPIC), em “A” e da severidade (AACPSC), em “B”, da cercosporiose
em cafeeiro cultivar Mundo Novo, no ano de 2009. Tratamentos:
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril de 2008 e 2009;
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr.
de 2008 ¢ 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e
2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez. 2007 e 2008 e marco de 2008 e
2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ASM
(25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha. Médias
com mesma letra ndo diferem, pelo teste de Tukey(P<0,05).
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FIGURA 8 Efeito de fungicida e ASM na curva de progresso da incidéncia (A) e da severidade
(B) da cercosporiose do cafeeiro cultivar Mundo Novo, no ano de 2009.
Tratamentos: ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril
de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez.
2007 e 2008, fev./abr. de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) —
dez. 2007 e 2008, fev./abr. de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez.
2007 e 2008 e marco de 2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008,
jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha.
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Com o decorrer do ensaio de campo, ndo foram verificados sintomas de
toxidez em virtude da dose de ASM utilizada nas aplica¢des. Uma vez que os
resultados mostrados pelo ativador foram satisfatorios, principalmente em ano
de carga baixa, pode-se inferir que a dose de 25 g/ha do produto foi suficiente.
No entanto, outros ensaios com doses maiores e diferentes épocas de aplicagdo
podem ainda ser feitos, a fim de ajusta-los, principalmente para anos de alta
carga pendente. O mesmo foi verificado nas aplicagdes do fungicida
ciproconazol + azoxystrobin na dosagem de 750 ml/ha, ndo acarretando dano
algum as plantas de cafeeiro.

Para o primeiro ano de avaliagdo (2008), foi observado que o ASM
aplicado sozinho, mesmo apresentando certo controle da ferrugem, nao foi tdo
satisfatorio quanto os demais tratamentos, nos quais o fungicida ciproconazol +
azoxystrobin foi utilizado. Sabe-se, porém, que este foi um ano de elevada carga
pendente, o que corroborou para o efeito insatisfatorio do ativador. Resultado
semelhante foi encontrado para a cercosporiose e, neste caso, 0 ASM nao diferiu
estatisticamente da testemunha.

No segundo ano de avaliacao (2009), para a cercosporiose do cafeeiro, o
ASM mostrou-se eficaz na reducdo da area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD), com nivel de 77% de redugdo. Tal resultado foi
estatisticamente inferior ao obtido pelo fungicida, mas superior ao tratamento
controle (testemunha). Para a ferrugem, o indutor mostrou-se tdo eficiente
quanto o fungicida, chegando a niveis de reducdo da doenca de até 85%, nao
diferindo estatisticamente dos tratamentos nos quais este ultimo foi utilizado.
Dados como esses corroboram o fato de que a systemic acquired resistence
(SAR) ¢ mais eficiente para fungos biotroficos, como o caso da ferrugem
(Hemileia vastatrix) que para fungos necrotr6ficos, como a cercosporiose do

café (Cercospora coffeicola) (Picterse, 2001).
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Guzzo (2001), utilizando o ASM em mudas de cafeeiro cultivar Mundo
Novo em casa de vegetagdo, obteve reducdo de até 97% no nimero de lesdes
ocasionadas por ferrugem, na concentragdo de 400 ppm do produto. Um efeito
protetor de 90% persistindo por até 10 semanas também foi verificado pelo
mesmo autor. Resultados como este reforcam o fato de o indutor ASM ter se
comportado de maneira tdo satisfatéria no controle da doenca em campo,
principalmente no ano de 2009.

Patricio et al. (2008) observaram, em experimento de casa de vegetagao,
que fungicidas & base de estrobilurinas foram mais eficazes no controle da
cercosporiose em mudas de cafeeiro do que os demais. O mesmo foi observado
por Anesiadis et al. (2003) e Karadimos et al. (2005), trabalhando com o
patossistema Cercospora beticola-Beta vulgaris. Resultados como esses, aliados
aos do presente experimento, mostram que pelo menos uma aplicagdo do
fungicida azoxystrobin poderia ser utilizada em anos de baixa carga pendente.

Pelos resultados apresentados, tanto para ferrugem quanto para
cercosporiose, ficou evidente que a associagdo entre o ativador ASM ¢ o
fungicida ciproconazol + azoxystrobin ndo promoveu um acréscimo no controle
das doencas do cafeeiro em campo. No primeiro ano de avaliagdo (2008), ano de
alta carga pendente, o tratamento ASM promoveu ligeiro controle da ferrugem e
praticamente nulo da cercosporiose. Em contrapartida, o tratamento com o
fungicida ciproconazol + azoxystrobin, aplicado sem nenhuma associagdo com o
indutor, foi altamente eficiente no controle das doengas. Quando houve a
associagdo entre ambos, verificou-se que existiu o eficiente controle, porém,
analisando-se os resultados dos produtos, ao serem aplicados a parte, infere-se
que esse efeito foi promovido pelo ciproconazol + azoxystrobin aplicado
isoladamente.

Resultado semelhante foi obtido por Patricio et al. (2008), trabalhando

com o patossistema Coffea arabica-Cercospora coffeicola, que ndo verificaram
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nenhum efeito adicional ao associar o ASM ao oxicloreto de cobre para o
controle da doenga. Isso mostra que, para anos de alta carga pendente, quando a
for¢a de dreno da planta para o enchimento dos frutos ¢ elevada, predispondo-a
mais facilmente ao ataque de doencas, a aplicacdo do fungicida ¢ mais
recomendavel.

Baseando-se nesses resultados, observou-se que duas aplicacdes do
fungicida, na dosagem 750 ml/ha, mostraram-se tdo eficientes quanto trés
aplicagdes do mesmo fungicida na dosagem de 500 ml/ha. A primeira situagdo é
mais interessante, pois reduz o nimero de operagdes a serem feitas na lavoura,
diminuindo gastos com combustivel e mao-de-obra, além de menor exposigdo

do trabalhador a moléculas tdxicas e compactacao do solo.

3.2 Enfolhamento e producéo do cafeeiro

Em relacdo ao enfolhamento do cafeeiro para o ano de 2008, observou-
se que houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 2). Todos os
tratamentos em que houve utilizagdo do fungicida ciproconazol + azoxystrobin
mostraram-se mais enfolhados que a testemunha e o tratamento ASM. Para o
ano subsequente, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 2).

Para a produgdo do cafeeiro, observa-se que, para o ano de 2008, ndo
houve diferenga significativa entre os tratamentos. Em contrapartida, para o ano
de 2009, os tratamentos ASM e testemunha foram menos produtivos que os

demais, diferindo estatisticamente dos demais.
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TABELA 2 Efeito dos tratamentos no enfolhamento ¢ na producdo do cafeeiro cultivar
Mundo Novo, em dois anos de avaliacao (2008 e 2009)
Enfolhamento (%) Producéo (sacas/ha)

Tratamentos* 2008 2009 2008 2009
ciproconazol + azoxystrobin 89,2 a** 92,3 a 72,8 a 19,8 a

A (ciproconazole + azoxystrobin) + ASM 91,7 a 93,6 a 71,4 a 19,8 a
B (ciproconazole + azoxystrobin) + ASM 942 a 92,7 a 75,1 a 239a
C (ciproconazole + azoxystrobin) + ASM 94,2 a 94,1 a 71,5 a 21,5a
ASM 448 b 913 a 74,7 a 10,3 b

Testemunha 483 Db 89,2 a 71,1 a 10,2 b

* Tratamentos: ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abril de 2008 e 2009;
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) + ASM (25g/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr. de 2008 e 2009;
ciproconazol+azoxystrobin (500 ml/ha) — dez. 2007 e 2008, fev./abr. de 2008 ¢ 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007
e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; ciproconazol+azoxystrobin (750 ml/ha) — dez. 2007 e 2008 e marco de
2008 e 2009 + ASM (25 g/ha) — dez. 2007 e 2008, jan./fev./mar./abr. de 2008 e 2009; testemunha.

**Médias com mesma letra ndo diferem, pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Os resultados apresentados, tanto para enfolhamento quanto para
producdo do cafeeiro, nos dois anos de avaliacdo, podem ser facilmente
explicados. No primeiro ano de avaliagdo, ndo houvesse significativa diferenga
para produtividade entre os tratamentos, pois esta reflete os tratos culturais
dados no ano anterior, antes de iniciados os trabalhos na area. Quando foi feita a
primeira aplica¢ao dos tratamentos (dezembro de 2007), a produ¢do da lavoura
jé estava definida, pois, nessa época, o café ja estava em inicio da granagdo (fase
de expansdo dos frutos — F2) e certamente ndo refletiria diferenga entre os
tratamentos na produgao daquele ano (2008).

Em contrapartida, para o ano de 2009, as diferencas entre os tratamentos
ficaram evidentes, uma vez que estas foram reflexos de dois anos seguidos de
aplicacdo, de forma que o segundo ano de produgdo foi reflexo das primeiras
pulverizacdes feitas no ano de 2007/2008, quando ja havia sido instalado o

ensaio na area.

Quanto ao enfolhamento do cafeeiro, observou-se que, no ano de 2008,
quando a carga pendente foi alta, a for¢a de dreno da planta para os frutos, aliada
a alta pressdo de inoculo na area, fez com que houvesse maior grau de desfolha
nos tratamentos mais prejudicados pela ferrugem e cercosporiose, neste caso, o
tratamento ASM e a testemunha. Esta desfolha acentuada nesses tratamentos
resoltou em menor producdo para os mesmos no ano subsequente (2009) com
diferenca significativa (Tabela 3). A producdo ¢é reduzida sob alta intensidade
das doengas, a exemplo da ferrugem do cafeeiro (Kushalappa & Eskes, 1989),
afetando desde a formagdo dos botdes florais, consequéncia da intensa queda de
folhas do ciclo anterior da doenga. A cercosporiose, além de promover a
desfolha, leva a queda prematura de frutos ¢ a perda no rendimento,

prejudicando a safra (Echandi, 1959).
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Tal fato pode ser explicado, uma vez que as plantas desses tratamentos
que sofreram acentuada desfolha tiveram maior gasto metabolico e energético
para poderem se restabelecer para o proximo ano, na emissao de novos ramos
plagiotropicos, no crescimento de ramos e na formagao de folhas e raizes. Estas
ultimas foram altamente prejudicadas pela desfolha, pois sabe-se que ha estreita
relacdo entre a area foliar e a radicular de uma planta, de modo que o decréscimo

da primeira acarreta também diminui¢cdo da segunda.

48



4 CONCLUSAO

Em anos de alta carga pendente, o ativador de plantas ASM nao foi
eficaz no controle da ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro.

O fungicida ciproconazol + azoxystrobin, utilizado na dose de 750
mL/ha e duas aplicagdes (janeiro e marco), foi eficaz no controle da ferrugem e
da cercosporiose do cafeeiro, ndo causando toxidez as plantas.

O ASM promoveu controle satisfatorio da ferrugem e cercosporiose do
cafeeiro em ano de baixa carga pendente, podendo ser indicado para tal fim

nessa situagao.
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CAPITULO 3

EFEITO DIRETO DE FUNGICIDA E INDUTORES ABIOTICOS NA
GERMINACAO DE UREDINIOSPOROS DE HEMILEIA VASTATRIX
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1 INTRODUCAO

A ferrugem do cafeeiro ¢ tida como a doenca de maior importancia para
a cultura. Sabe-se que o seu controle compde de 10% a 20% do custo de
producdo da lavoura cafeeira (Vegro & Ferreira, 200) e, at¢ o momento, o
controle quimico ainda ¢é tido como mais eficiente. No entanto, a utilizagdo de
produtos diferenciados como indutores de resisténcia tem surgido como uma
alternativa viavel para tal.

O acibenzolar-S-metil, comercialmente conhecido por Bion® (Syngenta
Protecao de Cultivos), foi o primeiro produto langado no mercado como indutor
de resisténcia. O ASM atua nas plantas ativando rotas metabdlicas mediadas
pelo acido salicilico (resisténcia sistémica adquirida - RSA), despertando
mecanismos antes latentes, mas que passam a proteger naturalmente as plantas
contra o ataque de patdgenos. De forma andloga atuam os fosfitos, porém, os
mesmos sdo comercializados como fertilizantes foliares.

Os fosfitos sdo comercializados, ha algum tempo, na forma de etil
fosfonato (Fosetyl-Al) e, mais recentemente, como sal de potassio, manganés,
cobre, zinco, etc., recomendado no controle dos fungos do género Phytophthora
e dos fungos de podriddes do colo, raiz, tronco e frutos. Na forma de sal, como o
de potassio (Figura 2), parece ter o mesmo efeito que o Fosetyl-Al, fungicida
recomendado para o controle de oomicetos como Pythium spp e Phytophthora
spp.

Amaral (2008) mostrou que a utilizagdo de formulagdo a base de extrato
de folhas de café aumentou a atividade das proteinas PR, peroxidase, quitinase e
B 1, 3 glucanase, além de aumentar os teores de fendis totais em folhas de

cafeeiro contra Cercospora coffeicola. Resultado semelhante foi obtido por
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Toyota (2008) e Ribeiro Junior (2008), porém, trabalhando com produtos a base
de fosfitos.

Embora as respostas bioquimicas dadas pelas plantas apos utilizagdo dos
indutores ja estejam bem elucidadas, deve-se evidenciar melhor a atividade
destes diretamente sobre os patdgenos. Para isso, testes in vitro e o uso da
microscopia eletronica de varredura se fazem necessarios.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o efeito
direto de fosfitos, fungicida e Acibenzolar-S-metil sobre a germinagdo de
urediniésporos de Hemileia vastatrix in vitro e observar, por meio da
microscopia eletronica de varredura, os efeitos desses sobre a germinagdo e o

desenvolvimento do fungo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do indculo de Hemileia vastatrix

Urediniosporos de H. vastatrix foram coletados a partir de lesdes em
folhas de cafeeiros infectados naturalmente em condigdes de campo, na regido
de Lavras, MG. A coleta foi realizada por meio da raspagem dos uredinidsporos
das lesdes com pincel de cerdas macias, em seguida armazenados em
dessecador, a temperatura de 5°C e umidade relativa em torno de 50%
(Zambolim & Chaves, 1974; Eskes, 1983; Abreu, 1988), até a realizacdo do

experimento in vitro e inocula¢do das mudas para estudo histopatologico.
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2.2 Efeito direto in vitro de fosfitos, fungicida e ASM sobre a germinacéo de

urediniésporos de Hemileia vastatrix

2.2.1 Instalacdo do experimento e delineamento experimental

Para a realizagdo do teste in vitro, foram utilizados os seguintes
tratamentos: acibenzolar-S-metil (6,25 x 10? g.L™"), ciproconazol + azoxystrobin
(1,25 mL.L-1), fosfito de zinco (5 mL.L™"), fosfito de manganés (5 mL.L™") e
uma testemunha absoluta (agua).

O teste de germinacdo foi montado em placas de Petri de 6 cm de
didmetro, contendo 10mL de meio 4gar-dgua 2%. Os tratamentos foram
espalhados em cada placa e, sobre o meio, foram depositados 50uL da
suspensdo de urediniésporos de H. vastatrix, os quais foram espalhados com
alga de Drigalski. Acondicionaram-se as placas em BOD, a 25°C, permanecendo
por 12 horas, com regime de 6 horas de claro e 6 horas de escuro. Apds o
periodo de incubacdo, utilizou-se solucdo de lactoglicerol para paralisar a
germinagdo dos uredinidsporos até sua contagem.

As avaliacdes foram realizadas ap6s 12 horas de incubacdo, em
microscopio de luz, em que foi avaliada a percentagem de germinagdo dos
urediniosporos de H. vastatrix. O delineamento foi inteiramente casualizado,
com doze repeti¢des, sendo cada repeticdo constituida de um quadrante da placa,
em que foram avaliados 50 urediniésporos por quadrante. Foram considerados
germinados os urediniésporos com tubo germinativo maior que o comprimento

do mesmo.
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2.3 Estudo histopatoldgico de folhas destacadas de cafeeiro inoculadas com

Hemileia vastatrix

2.3.1 Instalacdo do experimento e inoculagéo

Foram utilizadas mudas de café com seis meses de idade, cultivadas em
bandejas com substrato Plantmax®, as quais foram submetidas aos seguintes
tratamentos: acibenzolar-S-metil (6,25 x 10 g.L™"), ciproconazol + azoxystrobin
(1,25 mL.L-", fosfito de zinco (5 mL.L™"), fosfito de manganés (5 mL.L™") e uma
testemunha absoluta.

Vinte e quatro horas ap6s pulverizagdo das mudas, foram coletadas seis
folhas de cada tratamento, depois acomodadas em bandejas de plastico
desinfestadas com alcool 70%. Foi colocada no fundo das bandejas uma esponja
de latex em lamina, umedecida com agua destilada e coberta com papel aluminio
perfurado, para permitir a passagem da umidade.

Em seguida, foram desenhados seis circulos de 1 cm de didmetro com
caneta de marca permanente na superficie abaxial de cada folha. No centro de
cada circulo, foi colocada uma gota de 30uL de suspensio de 1,5 x 10°
urediniésporos.mL™' de H. vastatrix. Apés a inoculagdo, as bandejas foram
cobertas com plastico transparente ¢ colocadas em cdmara de crescimento, a

25°C, até o final das coletas.

2.3.2 Coleta das amostras para microscopia

As coletas das amostras a serem observadas em microscopia eletronica
de varredura (MEV) foram realizadas nos tempos de 24, 36, 48, 72, 96 ¢ 120
horas ap6s inoculagdo. As coletas foram feitas por meio de cortes circulares de 5
mm de didmetro, realizados com bisturi, dentro de cada circulo em que foram

inoculadas.
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Os fragmentos foram colocados em microtubos de 1,5mL contendo
fixador (Karnovisky’s modificado) e, em seguida, armazenados em geladeira, a
4°C. O preparo ¢ a observagcdo das amostras em MEV foram realizados no
Laboratorio de Microscopia ¢ Andlise Ultraestrutural (LME), no Departamento

de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

2.3.3 Preparo das amostras para microscopia eletrénica de varredura

Apb6s o material ter sido imerso em solucdo fixativa (Karnovisky’s
modificado), pH 7,2, por um periodo de no minimo 24 horas, 8 fragmentos de
cada tratamento foram transferidos para uma solugdo tampao de cacodilato
0,05M ¢ lavados 3 vezes, durante 10 minutos. As secgdes foram transferidas
para solucdo de tetroxido de 6smio 1,0% em dgua por 1 hora, lavadas em agua
destilada por 3 vezes e desidratadas em uma série de acetona (30%, 50%, 70%,
90% e 100%) por trés vezes. Apds essa desidratacdo, as amostras foram levadas
ao aparelho de ponto critico Balzers CPD 030 para substitui¢do da acetona por
CO; e complementagdo da secagem. Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de aluminio stubs com fita de carbono sobre uma pelicula de papel
aluminio e cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 050, para observagao
em microscopio eletrénico de varredura LEO EVO 40. As imagens foram
geradas e registradas digitalmente, havendo diversas imagens para cada amostra
nas condigdes de trabalho de 20Kv e distancia de trabalho de 9mm. As imagens
geradas foram gravadas e abertas no Software Photopaint do pacote Corel Draw

12.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito direto in vitro de fosfitos, fungicida e ASM sobre a germinacéo de
uredinidsporos de Hemileia vastatrix

Pode-se observar, pelo grafico da Figura 9, que os tratamentos:
fungicida, fosfito de zinco e fosfito de manganés inibiram a germinacao dos
urediniosporos de H. vastatrix, levando a uma redugdo desta em 100%, 84% e
81%, respectivamente. O tratamento ASM inibiu a germinagdo dos

urediniosporos em apenas 9% (Figura 9).
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FIGURA 9 Efeito de fungicida, fosfitos e ASM na germinagdo de urediniosporos de Hemileia
vastatrix em teste in vitro. Tratamentos: acibenzolar-S-metil (6,25 x 102 gL',
ciproconazol + azoxystrobin (1,25 mL.L-1), fosfito de zinco (5 mL.L™"), fosfito de
manganés (5 mL.L") e testemunha (4gua)
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FIGURA 10 Efeito de fungicida, fosfitos ¢ ASM na germinac¢ao de urediniésporos de Hemileia
vastatrix em teste in vitro. Tratamentos: (A) testemunha (4gua); (B)acibenzolar—S-
metil (6,25 x 10 g.L); (C) fosfito de zinco (5 mL.L™"); (D) fosfito de manganés (5
mL.L™"); (E) ciproconazol + azoxystrobin (1,25 mL.L-1).
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Ribeiro Janior (2006), avaliando o efeito direto in vitro do fosfito de
potassio sobre a germinacdo de conidios de Verticillium dahliae, constatou o
mesmo efeito fungitéxico observado no presente trabalho, com germinacio de
0% e 1%, nas doses 2,5 ¢ 5,0 mL.L", respectivamente, e de 67% no tratamento
ASM (0,2 g.L'"). Nojosa (2003), trabalhando com Phoma costarricensis em
cafeeiro, observou que o fosfito de potassio, na dose 10 mL.L", inibiu o
crescimento micelial em 62% e, nas doses de 1,5 a 10 mL.L", reduziu o
comprimento do tubo germinativo em 32,6%, enquanto o fosetil-Al inibiu 100%
do crescimento micelial nas doses de 2 a 4 g.L-1.

Sabe-se que os fosfitos sdo produtos registrados como fertilizantes
foliares, mas que também atuam contra os patdogenos, seja de forma direta ou
indireta. A medida que a aplicagio de fosfitos faz com que a defesa antes latente
na planta venha a ser ativada, induzindo-a a resisténcia, tem-se, entdo, seu efeito
indireto. Ja os resultados mostrados conferem aos fosfitos o referido efeito direto
sobre o patdgeno, uma vez que sua presenca inibiu a germinagdo do fungo, etapa
imprescindivel para que este venha a colonizar e desenvolver-se no hospedeiro.

Para o ASM, tal efeito fungitéxico ndo foi observado como para os
fosfitos. Patricio et al. (2008) obtiveram o mesmo resultado trabalhando com
germinacdo de conidios de C. coffeicola in vitro. O indutor de resisténcia ASM,
comercialmente conhecido por Bion® (Syngenta Prote¢do de Cultivos), é,
atualmente, o unico produto registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento como indutor de resisténcia em plantas. Sabe-se que o indutor
de resisténcia deve agir como um eliciador, iniciando o processo para que
mecanismos sejam ativados, a fim de proteger o hospedeiro contra uma ampla
gama de patogenos, sendo esse seu objetivo principal. Isso faz do ASM um
ativador de plantas por exceléncia, ndo agindo diretamente no desenvolvimento

inicial do patégeno.
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3.2 Estudo histopatologico do efeito da aplicacdo de fosfito, fungicida e
ASM em folhas de cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix

Observou-se comportamento semelhante entre os tratamentos ASM e
testemunha, bem como para ciproconazol+azoxystrobin e fosfito de manganés.
Para os primeiros, constatou-se que, a partir da primeira coleta, 24 horas apds a
inoculagdo, os urediniosporos de Hemileia vastatrix ja haviam germinado e ndo
se constatou grande diferenca visual para o tamanho do tubo germinativos destes
para com os da ultima coleta feita, 120 horas apos a inoculagdo (Figura 11 e 12).
Em contrapartida, para os tratamentos ciproconazol+azoxystrobin e fosfito de
manganés, observou-se germinacdo nula ou muito baixa dos uredinidsporos de
Hemileia vastatrix, ao longo das coletas, respectivamente. Para o tratamento a
base de fosfito, em que houve algum desenvolvimento do tubo germinativo,
percebeu-se que tal desenvolvimento foi gradativo ao longo das coletas, de
modo que o tratamento ocasionou certo atraso do seu crescimento (Figura 13).
Os urediniosporos observados no tratamento fungicida mostravam-se
plasmolisados e com total auséncia do desenvolvimento do tubo germinativo

(Figura 14).

62



FIGURA 11 Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro nao tratadas (testemunha — 4gua)
e inoculadas com H. vastatrix. (A) 24h; (B) 36h; (C) 48h; (D) 72h; (E) 96h e (F)
120h apds inoculagdo.
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-

FIGURA 12 Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro previamente tratado
com acibenzolar-S-metil (6,25 x 107 g.L") e inoculadas com H. vastatrix.
(A) 24h; (B) 36h; (C) 48h; (D) 72h; (E) 96h e (F) 120h ap6s inoculagio.
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FIGURA 13 Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro previamente tratado com fosfito

de zinco (5 mL.L") e inoculadas com H. vastatrix. (A) 24h; (B) 36h; (C) 48h; (D)
72h; (E) 96h e (F) 120h apos inoculag@o.
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FIGURA 14 Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro previamente tratado com
ciproconazol + azoxystrobin (1,25 mL.L-") e inoculadas com H. vastatrix. (A) 24h;
(B) 36h; (C) 48h; (D) 72h; (E) 96h e (F) 120h ap6s inoculagdo.
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Os dados obtidos neste ensaio concordam com os do teste in vitro
apresentado anteriormente. No caso do indutor de resisténcia ASM, demonstrou-
se que sua utilizagdo ndo implica numa agdo direta sobre o patdogeno, mas sim na
ativacdo de mecanismos de defesa latentes do hospedeiro. Os resultados
apresentados em campo corroboram essa afirmac¢ao. Mesmo que o produto ndo
tenha sido toxico ao patdgeno, como se observou nos testes in vitro e
histopatologicos, o mesmo demonstrou eficicia no controle da doenga,
principalmente em ano de baixa carga.

Para o tratamento & base de fosfitos, Stehmann & Grant (2000)
observaram, em ambito celular, que a presenga deste no meio provoca um
acumulo de pirofosfato e polifosfatos que, por sua vez, inibem as enzimas da via
glicolitica e da pentose fosfato, desorganizando o metabolismo do patogeno,
inibindo assim seu desenvolvimento. Tal fato também foi observado neste
ensaio, no qual a aplicagdo do fosfito de manganés, feita antes da inoculagdo de
Hemileia vastatrix, promoveu o retardamento e a consequente diminui¢do no seu
desenvolvimento, como alongamento do tubo germinativo, formagdo do
apressorio, etc. Isso comprova a agdo direta de produtos a base de fosfito sobre
os patdgenos, evidenciando seu efeito fungitoxico.

O mesmo efeito fungitoxico apresentado pelo fosfito ja foi amplamente
comprovado para fungicidas sist€micos. Sabe-se que fungicidas do grupo dos
triazois inibem a biossintese do ergosterol e as estrobilurinas inibem o transporte
de elétrons nas mitocondrias das células no citocromo bcl, impedindo a
formacao de ATP. Estes podem translocar-se no interior da plantas e ter efeito
curativo, ou seja, mesmo que a doenca ja esteja instalada na area, seu controle
ainda podera ser feito, respeitada certa taxa de progresso da doenca, dando-lhes

grande praticidade.
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Os resultados obtidos tanto para o ensaio in Vvitro quanto para com o de
microscopia eletronica de varredura foram concordantes, porém, apenas com o
segundo podem-se evidenciar os eventos iniciais da patogénese, perfazendo uma

excelente ferramenta para o estudo do modo de agao dos produtos testados.
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4 CONCLUSAO

No ensaio in vitro, observou-se auséncia de germinagdo dos
urediniosporos de  H. vastatrix para o tratamento fungicida
ciproconazol+azoxystrobin, baixa germinagdo para os tratamentos a base de
fosfito e alta para o tratamento com o ativador de resisténcia ASM, equiparando-
se a testemunha (dgua);

Em ensaio com microscopia eletronica de varredura, observou-se a agdo
direta do produto a base de fosfito sobre a germinagdo e o desenvolvimento dos
urediniosporos de H. vastatrix, evidenciando seu carater fungitoxico. O mesmo
foi observado para o fungicida ciproconazol+azoxystrobin e o contrario para o

tratamento com ASM.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de produtos diferenciados ¢ ainda uma novidade na agricultura
brasileira. Classificados como “indutores de resisténcia”, tais produtos vém, a
cada dia, ganhando espaco como uma alternativa mais racional para ser incluida
no manejo integrado de doengas de importancia econdmica, como ¢ caso da
ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro.

Tal fato pode ser comprovado em visitas a feiras agricolas, nas
prateleiras de distribuidores e, até mesmo, nas propriedades rurais. Na busca de
formas mais racionais e econdmicas para o controle dessas doengas, técnicos e
pesquisadores tém se esfor¢ado a cada dia, no intuito de oferecer ao agricultor
opcdes que estejam de acordo com o que pede a agricultura moderna, com
produtos menos toxicos, utilizados em baixas dosagens, com amplo espectro de
ac¢do, diminuindo os riscos de contaminagdo humana e ambiental e de selecao de
patogenos resistentes.

E fato que fungicidas, como estrobilurinas e triazois, ainda sejam os
mais utilizados e que promovem controle mais eficiente dos patogenos. Isso,
para a cafeicultura convencional, ¢ extremamente vantajoso e aconselhavel,
desde que sejam seguidas as prescricdes e acompanhamento seja feito por
profissional da area. Porém, sdo produtos que t€ém poucos sitios de agdo sobre os
patdgenos e, por mais modernos que sejam, podem poluir o ambiente e provocar
intoxicagdes em homem e em animais, quando usados de maneira indevida.

Vé-se, ainda, certa caréncia desses produtos tidos como diferenciados,
mas pode-se deduzir que os ativadores de plantas, ou indutores de resisténcia,
podem perfeitamente preencher tal lacuna. O surgimento do acibenzolar-S-metil
certamente foi o marco inicial das pesquisas voltadas para o desenvolvimento de
tais produtos, a fim de ser uma opg¢do mais sustentavel para o controle de
fitopatogenos. Porém, essa ¢ uma ciéncia que deve ser estudada a fundo, pois

ainda ha muito para se descobrir. Produtos como esse sdo altamente técnicos e a
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dose e ser utilizada e a época de aplicagdo ainda devem ser minuciosamente
estudadas, para que resultados mais concretos venham a ser obtidos e
repassados.

Estudos como esse mostram quao valido podera vir a ser a utiliza¢ao de
indutores de resisténcia na agricultura, mas, como comentado anteriormente, ha
muito ainda por se fazer. Ficam a cargo das instituigdes de pesquisa, empresas
privadas e pesquisadores, dentre outros, maior empenho e estudos dentro dessa

area que a cada dia se mostra mais promissora e real.
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