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RESUMO

RIBEIRO JUNIOR, Pedro Martins. Fosfitos na protecio e na inducio de
resisténcia do cafeeiro contra Hemileia vastatrix e Cercospora coffeicola.
2008. 105p. Tese (Doutor em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras;
Lavras.'

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar o efeito da
aplicacdo de fosfitos de potassio, manganés e zinco no controle da ferrugem e da
cercosporiose em cafeeiro, no campo; verificar o efeito protetor desses produtos
e do acibenzolar-S-metil (ASM) em mudas contra a cercosporiose ¢ estudar os
mecanismos envolvidos na resposta de defesa destes contra a cercosporiose.
Para cumprir os objetivos, foram realizados trés experimentos. O primeiro
experimento foi conduzido em cafezal com cultivar Topazio, com 4 anos de
idade, em dois anos de avaliagdo (2006 e 2007). O segundo e o terceiro
experimentos foram realizados em casa de vegetacdo com a cultivar Mundo
Novo. Os fosfitos proporcionam, em média, menores indices de ferrugem e de
cercosporiose do cafeeiro em campo, se comparado a testemunha, e superiores
aqueles proporcionados pelo fungicida, nos dois anos de avaliagdo. Em casa de
vegetagdo, fosfitos e ASM proporcionaram prote¢do das mudas de cafeeiro, pois
foram constatadas menor nimero de lesdes por folha e menor incidéncia média
da cercosporiose. Plantas pulverizadas com fosfito de potassio e manganés
proporcionaram maior atividade das enzimas peroxidase, quitinase e B 1,3-
glucanase e também aumento no teor de fendis soluveis totais. Nao se observou
efeito dos tratamentos nos teores de lignina soluvel até os 21 dias apds
pulverizagdo. As maiores atividades enzimaticas foram observadas
principalmente nas tltimas avaliacdes, a partir de 7 até 21 dias, a excecao da
enzima B 1,3-glucanase, em que, nas primeiras horas houve aumento na
atividade para os tratamentos com ASM e fosfito de manganés. Na avalia¢do do
teor de fenois soliveis, de forma acumulada, observou-se superioridade dos
tratamentos com os fosfitos em relacdo a ASM e as testemunhas. O efeito dos
fosfitos no controle da cercosporiose e da ferrugem do cafeeiro, provavelmente,
se deve, de maneira direta devido a toxidez e indireta por meio de inducdo de
resisténcia.

! Orientador: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA.



ABSTRACT

RIBEIRO JUNIOR, Pedro Martins. Phosphites for the protection and
induction of resistance in coffee plants against Hemileia vastatrix and
Cercospora coffeicola. 2008. 105p. Thesis (Doctorate in Phytopathology) —
Federal University of Lavras, Lavras.'

The present work was aimed at evaluating the effect of the application of
potassium, manganese and zinc phosphites on the control of rust and brown eye
spot of coffee plants in the field; to verify the protective effect of these products
and of acibenzolar-S-methyl (ASM) against brown eye spot on coffee seedlings
and to study the mechanisms involved in the defense response of coffee
seedlings against brown eye spot. To fulfill these objectives, three experiments
were carried out. The first experiment was carried in a coffee plantation with a
four year old Topazio cultivar, assessing rust and brown eye spot during two
consecutive years (2006 and 2007). The second and third experiments were
carried in a greenhouse with ‘Mundo Novo’ cultivar, inoculating Cercospora
coffeicola. The phosphites provided, on average, smaller indices of rust and
brown eye spot on coffee plants in the field, if compared to the control, and
higher indices of these diseases compared to the fungicide, during two years of
evaluation. In greenhouse, phosphites and ASM provided protection of coffee
seedlings, therefore lower number of lesions per leaf and lower incidence of
brown eye spot were evidenced. Plants sprayed with potassium and manganese
phosphites had higher activity of peroxidase, chitinase and § 1,3-glucanase. The
highest enzymatic activities were observed mainly at the last evaluations, from 7
up to 21 days, except for B 1,3-glucanase, which had its activity increased in the
first hours for treatments with ASM and manganese phosphite. No effect of the
treatments on the content of soluble lignin was observed until 21 days after
spraying. Treatments with phosphites increased soluble phenolic content
compared to ASM and to the control. The effect of phosphites on the control of
brown eye spot and rust of coffee plants, is probably due to both, their direct
toxic effect associated with their effect on the induction of resistance.

' Advisor: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA.
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CAPITULO 1

FOSFITOS NA PROTECAO E NA INDUCAO DE RESISTENCIA DO
CAFEEIRO CONTRA Hemileia vastatrix E Cercospora coffeicola



1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café. Estima-se que
serdo produzidas em 45,5 milhdes de sacas de 60 quilos de café beneficiado,
para a safra 2007/2008 (Conab, 2008). Assim, esta ¢ uma das principais fontes
de divisas para o pais.

O estado de Minas Gerais se destaca como o maior produtor nacional,
com producdo de 22,9 milhdes de sacas. As regides Sul e Oeste Mineiro
contribuem com pouco mais de 50% deste total, ou seja, 12,44 milhdes de sacas
(Conab, 2008).

As doengas foliares do cafeeiro causadas por Hemileia vastatrix e
Cercospora coffeicola estdo entre os principais problemas da cafeicultura e sdo
fontes de perdas na produgdo. A ferrugem alaranjada, causada pelo fungo
Hemileia vastatrix, é a principal doen¢a do cafeeiro. Constatada no Brasil em
janeiro de 1970, logo se disseminou para todas as regides produtoras do pais,
sendo, atualmente, encontrada em todas as regides produtoras de café do mundo.

Os principais danos causados pela ferrugem s3o ocasionados pela queda
precoce das folhas e seca dos ramos produtivos que, por conseqiiéncia, 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 que desponta como problema 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 estd 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 econémica 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).

Atualmente, em todo o mundo, onde se pratica uma agricultura
econdmica, utilizam-se pesticidas para o controle de doengas de plantas. O uso
racional desses produtos tem efeito benéfico para os produtores em curto prazo,
no entanto, em longo prazo, pode ocorrer selecdo de novas ragas resistentes dos
patdgenos, além de promover a contaminagdo do ambiente e prejudicar a satide
humana. Para contornar este problema, varios estudos sao realizados no intuito
de desenvolver e descobrir métodos alternativos de controle de doengas de
plantas.

Como medidas alternativas de controle de doencas, 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 utilizacdo de produtos com
nutrientes, como fosfitos, ganhou importancia no controle de doengas de plantas
nos ultimos anos, pois eles podem atuar como indutores de resisténcia e

diretamente sobre o patogeno.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ferrugem do cafeeiro

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

No Brasil, estima-se que 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 ragas 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
translticidas, com diametro 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 urediniésporos.
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 doenca, aumentam de tamanho e formam uma area necroética
central, com reduzida produgdo de uredinidsporos (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 ¢ 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 produgdo (Godoy et al., 1997).A
disseminacdo da ferrugem ocorre com maior eficiéncia pela agdo 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 uredinidésporos. Como o periodo de producdo dos uredinidsporos
numa mesma lesdo pode ser superior a 3 meses, uma lesdo produzida em uma
estacdo vegetativa pode servir como fonte de indculo para a estagcdo 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 estagdo chuvosa, com intervalos de duas a trés semanas, dependendo
da severidade da doenga. Fungicidas sist€émicos podem ser usados de forma
curativa em alterndncia com pulverizagdes culpricas, porém, seu uso pode
selecionar novas racas fisioldgicas resistentes do patdégeno (Agrios, 2005).
Pesquisas sdo realizadas com o objetivo de obter cultivares portadores de genes
de resisténcia a H. vastatrix que possam substituir as cultivares tradicionais de
C. arabica susceptiveis, as quais requerem um controle sistematico da doenga.
No entanto, este processo ¢ dificultado pelo aparecimento de novas ragas
fisiologicas do patdgeno, que levam a “quebra” da resisténcia das cultivares

melhoradas.

2.2 Cercosporiose do cafeeiro

A cercosporiose, também conhecida por mancha-de-olho pardo ou olho-
de-pomba, ¢ uma das principais doengas do cafeeiro. Seu agente etiologico € o
fungo Cercospora coffeicola Berk & Cooke, pertencente a familia Dematiaceae,

ordem Moniliales, classe dos fungos mitospdricos (Godoy et al., 1997).



A doenga manifesta-se por manchas circulares, de coloragdo castanho-
claro a escuro, com centro branco-acinzentado, quase sempre envolvidos por
halo amarelo, dando a lesdo 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 descritos, pela auséncia
do halo amarelado e, assim, a doenca & chamada, em algumas regides, de
cercospora-negra. Os frutos também podem ser infectados por C. coffeicola e,
neles, as lesdes sdo mais freqiientes quando estdo proximos da maturagdo. A
infeccdo nos frutos inicia-se quatro meses apos a floragdo, com lesdes
deprimidas de coloragdo castanho-claro, 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 patdogeno no campo, com perdas, na
producdo, de 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 e a nutrigdo 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 doenga 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. J4 em plantios novos, € comum ocorrer 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 reducdo da
produgdo 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 bastante utilizados, pois, com as mesmas

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



2.3 O fenomeno da inducio de resisténcia

As plantas tém 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 ativagdo da expressao
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 fenolicos, glicosidios cianogénicos,
fototoxinas, inibidores protéicos e enzimas hidroliticas (Pascholati & Leite,
1995). Por outro lado, os mecanismos induzidos sdo a formacao de papila, halos,
lignificagdo, camada de cortica, formacgao de tiloses e deposi¢cao de goma, além
da produgdo de compostos como fitoalexinas, proteinas relacionadas a
patogénese (PR proteinas) e espécies reativas de oxigénio (Pascholati & Leite,
1995).

A inducdo de resisténcia consiste no aumento da capacidade de defesa
da planta contra amplo espectro de organismos fitopatogénicos, incluindo
fungos, bactérias e virus (Van Loon, 1998). A resisténcia resultante ¢é
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 ativacao pode ser obtida pelo tratamento
com agentes bioticos, ou seja, formas avirulentas de patogenos, ragas
incompativeis e, em determinadas circunstincias, por formas virulentas de

patdégenos, extratos vegetais e extratos de fungos (Stangarlin & Pascholati, 1994)



ou por ativadores quimicos, como acido aminobutirico (Cohen, 1996), acido 2,6-
dicloroisonicotinico e acibenzolar-S-metil (Van 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 prote¢do 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 duragdo 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 ¢é dividida em duas categorias, a resisténcia sistémica adquirida
(RSA) (Sticher et al., 1997) e a resisténcia sistémica induzida (RSI) (Van Loon
et al., 1998). Na primeira, a resisténcia se desenvolve sistemica ou
localizadamente em resposta a um patéogeno que causa uma lesao necrotica (HR)
ou por aplicagdo exdgena de acido salicilico ou compostos sintéticos, como o
estér S-metil do acido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotidico (ASM) ¢ o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA). Nesta, a resisténcia expressa, geralmente, é efetiva
contra amplo espectro de patégenos e estd associada com a producdo 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 acido
jasmonico e o etileno, sem envolver a expressao de PR proteinas (Van Loon et
al., 1998).

Dentre as PR proteinas, as quitinases (CHI; EC 3.2.1.14) sao
monomeros com massa molecular entre 25 e 35 kDa, com atividade de lisozima
e podem hidrolisar ligacdes B-1,4 entre acido N-acetilmuramico e N-
acetilglucosamina no peptideoglicano bacteriano. Certas quitinases podem agir

como quitosanases, além de existirem também quitosanases especificas



induzidas em plantas, em resposta a fitopatdgenos. Embora as quitinases
hidrolisem eficientemente a quitina, que ¢ o principal componente da parede
celular de muitos fungos, estas enzimas também sdo encontradas em plantas de
fumo, em resposta a inoculagdo com o Tobacco mosaic virus (TMV) (Ponstein
et al., 1994). Outras PR proteinas importantes, as -1,3-glucanases (GLU; EC
3.2.1.6), sdo enzimas que hidrolisam polimeros de B-1,3-glucana, compostos
que, juntamente com a quitina, sdo os principais componentes que conferem
resisténcia a parede celular dos fungos (Cornelissen & Melchers, 1993).

Na indugdo de resisténcia, quitinases e p-1,3-glucanases agem de forma
conjunta. Uma pequena quantidade de B-1,3-glucanases ¢ sintetizada e secretada
para a lamela média (espago intercelular) e, com o crescimento fungico neste
espaco, esta enzima comeca a degradar a parede celular do fungo e os
fragmentos liberados pela acdo 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 vacuolos sdo rompidos e ocorre a liberagdo de grande
quantidade dessas enzimas com repressdo da agdo do patogeno (Mauch &
Staehelin, 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
no posterior crescimento e desenvolvimento do patdégeno (Agrios, 2005). Elas
representam um conjunto de dezenas de isoenzimas capazes de catalisar a
oxidagdo de varios substratos, como substancias aromaticas, acido ascorbico e
compostos fenolicos, na presenga de peroxido de hidrogénio, com formagdo de
quinonas e agua. Os produtos gerados pela acdo das peroxidases estdo
envolvidos na formagdo da parede celular vegetal, na suberizagdo e na

lignificagdo (Kollatukudy et al., 1992). Em plantas infectadas por patdégenos, ou
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em plantas induzidas, as respostas de defesa estdo também ligadas a oxidacao de
compostos fendlicos, que sdo toxicos a patdgenos (Sutic & Sinclair, 1991). Estas
enzimas estdo também envolvidas na geracdo de H,O, que, por sua vez, podem
gerar outros radicais ativos de oxigé€nio, além de apresentar atividade
antimicrobiana direta (Peng & Kuc, 1992).

Outra importante molécula induzida ¢ a lignina, substincia organica
mais abundante nas plantas, depois da celulose. E um polimero de grupos
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 patdgenos e representa uma resposta freqiiente 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 vdrias
maneiras: estabelecimento de barreira mecanica ao avango e¢ desenvolvimento
do patéogeno; modificagdo da parede celular, tornando-a mais resistente ao
ataque de enzimas hidroliticas; aumento da resisténcia das paredes a difusdo de
toxinas produzidas pelos patogenos, que impedem que os nutrientes do

hospedeiro sejam utilizados pelo invasor (Cavalcanti et al., 2005).

2.4 Fosfitos no controle de doencas de plantas

O foésforo (P) ¢ um mineral muito importante para os organismos vivos e
faz parte de compostos de suma importancia para a vida vegetal, como o acido
desoxirribonucléico (DNA), o acido ribonucléico (RNA), o polimero de
nucleotideos e os ésteres, além do fosforo inorganico (Taiz & Zeiger, 2004). O P

elementar ndo ocorre na natureza, pois ¢ muito reativo € combina rapidamente
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com outros elementos, como o oxigénio (O) e o hidrogénio (H). Quando
plenamente oxidado, o P esta ligado a quatro 4tomos de O, molécula conhecida
como fosfato. No entanto, quando ndo ¢ totalmente oxidado e o H ocupa o lugar
de um atomo de O, a molécula resultante ¢ chamada de fosfito (Figura 1). Esta
mudanca aparentemente simples na forma molecular provoca diferenga
significativa que influencia a sua solubilidade, a absor¢do e os efeitos no
metabolismo e na fisiologia vegetal (Lovatt & Mikkelsen, 2006).
O O
" Reducao "
‘_
e

P P
O~ l\l—l Oxidagéo O- l “O

OH OH
Fosfito (H2P03‘) Fosfato (HPOj')

FIGURA 1 Comparagdo entre a molécula de fosfito (acido fosforoso) e de

fosfato (4acido fosférico).

Nao existem evidéncias concretas de que as plantas utilizam fosfitos
como fonte direta de P. Por isso, os mesmos ndo sao aplicados como fonte de P e
sim como um “ativador” de defesas das plantas. Os fosfatos sdo fontes
exclusivas de P na nutricdo de plantas (Marschner, 1995). Segundo Carswell et
al. (1996), quando os fosfitos sdo aplicados em plantas que apresentam baixo
nivel nutricional de P, eles podem influenciar negativamente o desenvolvimento
da mesma, pois eles sdo inibidores competitivos ao fosfato, pelo fato de sua
molécula ser mais facilmente absorvida pelas plantas.

Como exemplo benéfico da utilizagdo do fosfito em plantas, em unica

aplicagdo foliar, no pré-florescimento, em laranjeiras da cultivar Valéncia,
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Albrigo (1999) observou-se maior numero de flores, rendimento de frutos e
aumento de sélidos soliveis totais, em compara¢do com plantas ndo tratadas.
Segundo Lovatt (1999), duas aplica¢des foliares de fosfito, uma em maio e outra
em julho, também em laranjeira, proporcionaram frutos com maior valor
comercial, sem reduzir a produgdo total. As respostas fisiologicas
proporcionadas pelo fosfito podem estar relacionadas ao metabolismo do agtcar,
a estimulacdo da rota do acido shiquimico ou a alteragdes hormonais e quimicas
nas plantas (Lovatt & Mikkelsen, 2006).

O fosfito é comercializado, 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-

O Fosetyl-Al é constituido por trés moléculas de etil fosfonato ligadas
ao aluminio que neutralizam suas cargas negativas. O fosfito ¢ liberado pela
hidrélise do etil fosfonato e favorece a protecdo a planta contra fungos
patogénicos, com translocacdo de forma descendente na planta, via floema, das
folhas para as raizes (McDonald, 2001). Processo andlogo parece ocorrer para os
fosfitos (Fenn & Coffey, 1989; Niere et al., 1994), que causam aciimulo de P nas
formas de polifosfato ¢ pirofosfato em Phytophthora, estando a redugdo da
doenca em questdo relacionada ao metabolismo do pirofosfato, o qual interfere
em varias vias metabdlicas essenciais ao crescimento fungico (Niere et al.,
1994).

O efeito direto do fosfito no metabolismo de oomicetos é importante,
contudo, este ndo deve ser o tinico mecanismo de agdo do produto no controle de

patégenos que, na realidade, resultaria de uma ag¢@o mista com envolvimento
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também da ativacdo do sistema de defesa natural da planta (Smillie et al., 1989).
Os fosfitos tém a propriedade de estimular a formagdo de substancias naturais de
autodefesa da planta, como as fitoalexinas, protegendo-a do ataque de fungos, e
também apresentam efeito fungicida, atuando diretamente sobre o fungo (Fenn

& Coffey, 1984).

KOH KOH
H3PO3 — KH2P03 N K2HPO3

FIGURA 2 Formagéo do fosfito de potassio pela reacdo do acido fosforoso com

o hidréxido de potéssio.

O uso de produtos a base de fosfito tem proporcionado resultados
expressivos no controle de doengas de plantas (Nojosa et al., 2005). A aplicagdo
conferiu alto nivel de protegdo contra oidio em cruciferas, de maneira
dependente da dose utilizada. A protecdo restringiu-se apenas aos tecidos
tratados, sem resposta sistémica, embora os autores sugiram a atuagdo
sinergistica dos modos de ac¢do direto sobre o patdgeno e indireto, com ativagdo
das defesas dessas hortaligas (Bécot et al., 2000).

Segundo Pajot et al. (2001), fosfito de potassio, na concentragdo de 40,6
ppm, proporcionou completa protecdo ao mildio da alface. Esta mesma
concentragdo inibiu totalmente a germinagdo dos conidios, com efeito
fungitdxico, sem inducao do acumulo de PR proteinas. Em pomar comercial de
macieira, Reuveni et al. (2003) demonstraram que trés aplicagdes foliares de
fosfito de potassio, a partir do inicio da floracdo até as pétalas cairem, reduziram
o numero de frutos com podriddo causada por Alternaria alternata em 60%, em
relagdo a plantas ndo tratadas. A aplicagdo de fosfito (1,5 mL L™) nos frutos de

magd em pods-colheita foi eficiente no controle do mofo-azul (Penicillium
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expansum) (Blum et al., 2007). Também em poés-colheita, frutos de maga
tratados com fosfito de potassio (250 mL L) e cloreto de célcio apresentaram
menor incidéncia de podriddes pos-colheita e menores didmetros de lesdes.
Esses resultados foram semelhantes aos obtidos com a aplica¢do do fungicida
padrdo iprodione (Brackmann et al., 2004).

Em cafeeiro, aplicacdes do fosetyl-Al controlaram a mancha de Phoma
com reducdo do percentual de folhas e de ramos atacados, diferindo
significativamente da testemunha (Mansk & Matiello, 1983). Também em
cafeeiro, o fosfito de potassio aplicado em folhas destacadas reduziu a area
abaixo da curva de progresso da severidade da mancha de Phoma, sem
diferencas em relacdo ao tebuconazole e fosetyl-Al, e, em mudas, proporcionou
diminuicdo da severidade da ferrugem (Nojosa, 2003). No campo, fosfitos
apresentaram efeito protetor em cafeeiro, diminuindo a intensidade da mancha
de Phoma (Barguil, 2004). Entretanto, para cafeeiro, poucos trabalhos com
fosfitos foram publicados com relatos do seu efeito na ativagdo de mecanismos
de defesa da RSA.

Existem varios relatos da utilizagdo de fosfitos no controle de doencas
de plantas, entretanto, esta atuagdo como indutores de resisténcia ¢ questionada,
ndo se encontrando em muitos destes trabalhos, evidéncias concretas de
respostas de defesa ativadas pelos sais de fosfito. Assim, sdo necessarios estudos

mais detalhados da acdo dessa molécula nas plantas.
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CAPITULO 2

FOSFITOS NO CONTROLE DA FERRUGEM E DA CERCOSPORIOSE
DO CAFEEIRO NO CAMPO
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RESUMO

RIBEIRO JUNIOR, Pedro Martins. Fosfitos no controle da ferrugem e da
cercosporiose do cafeeiro no campo. In: . Fosfitos na protecdo e na
induciio de resisténcia do cafeeiro contra Hemileia vastatrix e Cercospora
coffeicola. 2008. Cap. 2, p. 22-59. Tese (Doutor em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras'.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da aplicagdo
de fosfitos de potédssio, zinco e manganés no controle da ferrugem e
cercosporiose do cafeeiro em campo de producdo convencional. Os
experimentos foram conduzidos no campus da Universidade Federal de Lavras,
em area com cultivar Topazio, com 4 anos de idade, em delineamento em blocos
casualizados com 4 repeticdes. Testaram-se dois fosfitos de potéssio
(500mL/100L), fosfito de manganés (333mL/100L), fosfito de zinco
(200mL/100L) e o fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina). Os fosfitos foram
pulverizados em dezembro de 2005; fevereiro, abril, julho e dezembro de 2006 e
fevereiro, abril e julho de 2007. O fungicida foi pulverizado em dezembro de
2005 e de 2006 (1,5L/ha) e em fevereiro de 2006 e 2007 (1,0L/ha). Os fosfitos
proporcionam, em média, menores indices da ferrugem e da cercosporiose do
cafeeiro, se comparado a testemunha e superiores aqueles proporcionados pelo
fungicida, nos dois anos de avaliagdo (2006 e 2007). No ano de alta
produtividade (2006) aplicagdes com fosfitos proporcionaram redugdo média na
severidade da ferrugem de 30% e da cercosporiose de 25% e no ano de baixa
produtividade (2007) observou-se reducdo na severidade da ferrugem em 53% e
da cercosporiose de 32%. Fosfitos aumentaram, em média, 44% no
enfolhamento em relagdo a testemunha, no ano de alta produtividade e de maior
intensidade da ferrugem e cercosporiose do cafeeiro, proporcionando também
aumento médio na produtividade de 26%, no segundo ano de produgdo, em
relagdo a testemunha.

! Orientador: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA
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ABSTRACT

RIBEIRO JUNIOR, Pedro Martins. Phosphites for the control of coffee leaf rust
and brown eye spot at field conditions. In: . Phosphites for the
protection and induction of resistance in coffee plants against Hemileia
vastatrix and Cercospora coffeicola. 2008. Chap. 2, p. 22-59. Thesis (Doctorate
in Phytopathology) — Federal University of Lavras, Lavras.'

The study was aimed at evaluating the effect of the application of phosphites for
the control of leaf coffee rust and brown eye spot at field conditions. The
experiments were conducted on the campus of the Universidade Federal de
Lavras, in field with Topazio cultivar, with 4 years of age, randomized block
design with 4 repetitions. Two potassium phosphites (500mL/100L), manganese
phosphite (333mL/100L), zinc phosphite (200mL/100L) and fungicide
(epoxiconazol + pyraclostrobin) were tested. The phosphites were sprayed in
December 2005, February, April, July and December of 2006 and February,
April and July of 2007. The fungicide was sprayed in December 2005 and 2006
(1.5 L/ ha) and in February 2006 and 2007 (1.0 L / ha). The phosphites provide,
on average, lower rates of rust and brown eye spot of coffee plants, as compared
to the control and above those provided by the fungicide, in two years of
evaluation (2006 and 2007). In the year of high productivity (2006) applications
provided with phosphites average reduction of 30% in the severity of rust and
25% of brown eye spot. In the year of low productivity (2007) there was
reduction in the severity of rust in 53% and brown eye spot of 32%. Phosphites
provided on average, 44% increase in leaf numbers, in relation to the control, in
the year of high productivity and greater intensity of coffee rust and brown eye
spot. They also provided average increase in productivity of 26% in the second
year of production, in relation to control.

' Advisor: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA.
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1 INTRODUCAO

As doengas foliares do cafeeiro, causadas por Hemileia vastatrix e
Cercospora coffeicola, sdo alguns dos principais problemas e fonte de perdas na
producdo. A resisténcia genética a essas doengas seria uma das alternativas mais
vidveis para diminuir os prejuizos. Um grande numero de programas
objetivando o melhoramento do cafeeiro para resisténcia a doengas ¢
direcionado ao controle de H. vastatrix, porém, fontes de resisténcia para
controlar doengas causadas por alguns patdégenos como Cercospora e Phoma,
ainda ndo foram muito estudadas.

O controle quimico, embora eficiente, acrescenta custos a produgdo e,
adicionalmente, o seu uso indiscriminado pode trazer sérias conseqiiéncias ao
aplicador, ao ecossistema, bem como sele¢do de ragas resistentes aos fungicidas
aplicados.

Além da resisténcia genética e do uso de fungicidas, outras formas de
controle dessas doengas também precisam ser estudadas e utilizadas no manejo
integrado de doencas para o cafeeiro. Uma forma de manejo promissora que
pode ser utilizada é a resisténcia induzida, pois ela aumenta a capacidade de
defesa da planta contra fungos, bactérias e virus, e pode ser acionada por um
agente indutor, bidtico ou abiotico. 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 substancias 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 agronomicas desejaveis (Kuc, 2001).
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Os fosfitos sdo fertilizantes foliares que tém efeito direto sobre
patégenos e também atuam na ativacao do sistema de defesa natural das plantas
(Smillie et al., 1989), podendo estimular a formagdo de substincias de
autodefesa, protegendo-a do ataque de patdgenos (Fenn & Coffey, 1989).
Fosfitos sdo mais estudados no controle de oomicetos, entretanto, estudos
recentes demonstram a sua eficacia contra outros patégenos. Eles foram
eficientes no  controle da  mancha-foliar-da-gala  (Colletotrichum
gloeosporioides) (Araujo et al, 2008) e da sarna-da-macieira (Venturia
inaequalis) (Boneti & Katsurayama, 2005), além de podriddes pods-colheita
causadas por Alternaria alternata (Reuveni et al., 2003) e Penicillium digitatum
(Blum et al., 2007). Fosetyl-Al, fungicida analogo ao fosfito, foi eficente no
controle da necrose apical da mangueira causada por Pseudomonas syringae pv
syringae (Cazorla et al.,, 2006) e no controle da sarna (Elsinoe fawcettii),
melanose (Diaporthe citri) e mancha-de-alternaria (Alternaria alternata), em
mudas de citros (Agostini et al., 2006). Em cafeeiro, aplicagdes de fosfitos
controlaram a mancha de Phoma (Mansk & Matiello, 1983; Nojosa, 2003;
Barguil, 2004) e diminuiram a severidade da ferrugem de mudas de cafeeiro
(Nojosa, 2003).

Com a realizagdo do presente trabalho, objetivou-se avaliar o efeito dos
fosfitos de potassio, manganés e zinco no controle da ferrugem e da
cercosporiose do cafeeiro cv. Topazio, em condi¢do de campo, em dois anos de

cultivo, 2006 e 2007.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area experimental

O estudo foi conduzido em lavoura de café¢ em produgdo da cultivar

Topazio, com 4 anos de idade, de cultivo convencional, sem irrigagdo, plantada

em espagamento de 2,0 x 0,8m, localizada em campo experimental da

Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. O periodo de experimento

compreendeu os anos de 2006 e de 2007

2.2 Produtos utilizados e delineamento experimental

Foram utilizados produtos comerciais a base de fosfitos e um fungicida

padrdo, descritos na Tabela 1, e pulverizados conforme Tabela 2.

TABELA 1. Tratamentos a base de fosfitos avaliados no experimento em campo
experimental, durante dois anos (2006 ¢ 2007), em cafeeiro cultivar Topazio.

Tratamentos' Nome% Composicio® Empresa
comercial
Fosf. Zn Phytogard  40% de P,Os e 10% de Zn Stoller do Brasil
Zn Ltda.
Fosf. Mn Phytogard  40% de P,Os e 10% de Mn Stoller do Brasil
Mn Ltda.
FosfK1 Hortifos 20% de P,Os5 ¢ 20% de K ,O Agrichem do Brasil
PK Ltda.
Fosf.K2 Reforce 25,6% de P,Os e 17,8% de K,O  Agrichem do Brasil
Ltda.
Fung. Opera epoxiconazol + piraclostrobina BASF S/A
Test - e e

'Fosf. Zn: fosfito de zinco; Fosf. Mn: fosfito de manganés; Fosf. K1: fosfito de potassio
1; Fosf. K2: fosfito de potassio 2; Fung.: fungicida; Test.: testemunha.
A composigio dos fosfitos estd expressa em porcentagem peso/peso.
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TABELA 2. Epocas de pulverizagio dos tratamentos no experimento em
cafeeiro cultivar Topazio, em condi¢do de campo.

Pulverizagdes**
Tratamentos* -
Epocas Dose

Fosf. Zn Dez. 2005; Fev. 2006; Abr. 2006; Jul.2006 200mL/100L
Dez. 2006; Fev. 2007; Abr. 2007; Jul.2007

Fosf. Mn Dez. 2005; Fev. 2006; Abr. 2006; Jul.2006 333mL/100L
Dez. 2006; Fev. 2007; Abr. 2007; Jul.2007

Fosf.K1 Dez. 2005; Fev. 2006; Abr. 2006; Jul.2006 500mL/100L
Dez. 2006; Fev. 2007; Abr. 2007; Jul.2007

Fosf.K2 Dez. 2005; Fev. 2006; Abr. 2006; Jul.2006 500mL/100L
Dez. 2006; Fev. 2007; Abr. 2007; Jul.2007

Fung. Dez. 2005; Fev. 2006 1,5 e 1,0 L/ha***
Dez. 2006; Fev. 2007

Test e e

*Fosf. Zn: fosfito de zinco; Fosf. Mn: fosfito de manganés; Fosf. K1: fosfito de potassio
1; Fosf. K2: fosfito de potassio 2; Fung.: fungicida; Test.: testemunha.

**Todos os tratamentos foram aplicados em mistura com 6leo vegetal a 0,5%.

*** Em dezembro foi utilizado 1,5 e fevereiro 1,0 L/ha.

As pulverizagdes foram realizadas com a utilizagdo de pulverizador
costal manual, com volume de calda de 500 L/ha.

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, com quatro
repeticdes. A parcela experimental foi constituida de 6 plantas, com parcela
experimental til de 4 plantas centrais.

Durante o periodo de condugdo do experimento, a lavoura recebeu tratos
culturais e adubacdo, pertinentes ao sistema de manejo convencional, com
poucas variagdes. 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 Guimardes et al. (1999).
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2.3 Avaliacido da intensidade da ferrugem e cercosporiose

As doengas, ferrugem e cercosporiose, foram avaliadas, a cada 30 dias,
em 16 folhas por planta, ao acaso, do 3° ao 4° pares, em 8 ramos plagiotropicos
por planta, sendo 4 de cada lado da linha de cultivo, escolhidos aleatoriamente,
em amostragem ndo destrutiva, no ter¢o médio.

A incidéncia foi determinada pela porcentagem do niimero de folhas
com lesdo na unidade experimental. Para a avaliagdo da severidade da ferrugem
e da cercosporiose, foram utilizadas escalas diagramaticas propostas por Cunha
et al. (2001) e Oliveira et al. (2001), respectivamente.

Os indices médios de incidéncia e severidade observados foram
transformados em area abaixo da curva de progresso da doengca (AACPD),

determinada pela equagdo proposta por Shaner & Finney (1977).

2.4 Nutricao do cafeeiro

Avaliaram-se os teores nutricionais dos cafeeiros proximo a época de
colheita, em julho do ano de 2007, de maior intensidade da ferrugem e de
cercosporiose neste ano. A amostragem foi realizada no 3° par de folhas sem
sintomas das doengas na altura média da copa, nos dois lados das plantas,
constituindo uma amostra de 100 folhas por unidade experimental.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Andlise foliar do
Departamento de Quimica da UFLA, para andlises dos teores dos nutrientes

(Malavolta et al., 1997).

2.5 Avaliacio do enfolhamento e da producio do cafeeiro
O acompanhamento de enfolhamento dos cafeeiros ocorreu pouco antes
da colheita e 90 dias depois, nos dois anos de avaliagdo (2006 ¢ 2007), por meio

de uma escala de notas de 1 a 5, representando 0% a 20%, 21% a 40%, 41% a
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60%, 61% a 80% e 81% a 100% de enfolhamento, respectivamente (Boldini,
2001).

A producdo do cafeeiro correspondente as safras 2006 e 2007 também
foi determinada a partir do peso dos frutos colhidos na planta. Os dados de
producdo foram usados para estimar a produtividade em sacas por hectare
(sacas/ha), considerando rendimento médio de 20% em peso para todo o
experimento (Santos et al., 2008). A produtividade foi comparada entre os

tratamentos e relacionada com o progresso das doencas.

2.6 Analise dos dados

Para a andlise de varidncia, os percentuais foram transformados em areas
abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) e da severidade (AACPS).
Os efeitos dos tratamentos foram comparados, ainda, por meio das curvas de
progresso ¢ das intensidades das doengas.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico Sisvar e Statistical

Analysis System (SAS) ver. 8.0 (SAS Institute Inc. Cary, NC).

30



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Intensidade da ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro

Para a ferrugem do cafeeiro, no primeiro ano de avaliacdo (2006), foi
observado efeito significativo dos tratamentos na area abaixo da curva do
progresso da severidade (AACPSF). O fungicida (epoxiconazol +
piraclostrobina) proporcionou maior reducdo da AACPSF, com 86%, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos, seguido por fosfito de zinco, com 46%;
fosfito de manganés, com 26% de reducdo; fosfito de potdssio, com menor teor
de fosforo na forma de acido fosforoso (Fosf K1), com redugdo de 25% e fosfito
de potassio, com maior teor de fosforo na forma de acido fosforoso (Fosf.K2),
com 22% de reducao (Figura 1).

Para a incidéncia da ferrugem foi observado, no ano de 2006,
comportamento semelhante ao observado para a severidade. O fungicida
proporcionou maior reducao na area abaixo da curva do progresso da incidéncia
da ferrugem do cafeeiro (AACPIF), com 80%, diferindo dos demais tratamentos,
seguido pelos fosfitos de zinco, com 38%; fosfito de potassio (Fosf.K1), com
22%; fosfito de manganés, com 21% e fosfito de potassio (Fosf.K2), com 16%
na redu¢do da AACPIF (Figura 1).

Observa-se, na curva de progresso da severidade e da incidéncia da
ferrugem, no ano de 2006, para todos os tratamentos, maior intensidade entre os
meses de maio e agosto. O fungicida proporcionou menor severidade e
incidéncia, principalmente nos meses de abril a agosto, seguido pelos fosfitos

(Figura 2).
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FIGURA 1 Efeito de fosfitos na reducdo e na area abaixo da curva do progresso
da severidade (AACPSF), em “A” e da incidéncia (AACPIF), em “B”, da
ferrugem em cafeeiro cultivar Topazio, no ano de 2006. Tratamentos: Fung.-
fungicida epoxiconazol + piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito de zinco; Fosf. Mn
— fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P e Fosf. K2 -
fosfito de potassio com 25,6% de P. Médias com mesma letra ndo diferem, pelo
teste de Scott Knott (P<0,05).

32



A

30 q
—X—Fosf.Zn
25 1 -O—Fosf.Mn
——Fosf.K 1
20 1 o-Fosf.K2

—&—Test.

Severidade (%)
s o

W
L

[}
I

Meses
80 B
—X—
70 4 Fosf.Zn
—O-TFosf. Mn

60 1 —e-Fosf.K 1

X 50 4 O-Fosf.K2
-§ 40 | —A—Testemunha
:0.: — Fungicida
é’ 30 A
20 +
10 A
0 - )

Meses

FIGURA 2 Efeito de fosfitos na curva de progresso da severidade (A) e da
incidéncia (B) da ferrugem do cafeeiro cultivar Topazio, no ano de 2006.
Tratamentos: Fung.- fungicida epoxiconazol + piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito
de zinco; Fosf. Mn — fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com
20% de P e Fosf. K2 - fosfito de potassio com 25,6% de P.
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No segundo ano de avaliagao (2007), para a severidade da ferrugem do
cafeeiro, foi observado efeito significativo das fontes de fosfito na area abaixo
da curva do progresso da severidade desta doenga (AACPSF). O fungicida
utilizado proporcionou maior redu¢do na AACPSF, com 91%, diferindo dos
demais tratamentos, seguido pelo fosfito de potassio (Fosf.K2), com 67% de
controle, fosfito de manganés com 54%, fosfito de potassio (Fosf.K1) com 52%,
e fosfito de zinco com 38%, que ndo diferiram entre si e foram superiores a
testemunha (Figura 3).

Neste mesmo ano, para a incidéncia da ferrugem, foi observado que os
tratamentos que proporcionaram maior redugdo na AACPIF foi o fungicida com
83%, pois apresentou menor area, seguido pelo fosfito de potassio (Fosf.K2),
com 54% e fosfito de manganés, com 44%, ndo diferiram estatisticamente entre
si e foram superiores ao fosfito de potéassio (Fosf.K1), com reducdo de 29% e
fosfito de zinco, com 19% de reducdo na AACPIF (Figura 3).

Observa-se, na curva de progresso da severidade e da incidéncia da
ferrugem, no ano de 2007, para todos os tratamentos, maior intensidade da
ferrugem entre os meses de maio e julho, com queda em julho e agosto (Figura

4).
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FIGURA 3 Efeito de fosfitos na reducdo e na area abaixo da curva do progresso
da severidade (AACPSF), em “A” e da incidéncia (AACPIF), em “B”, da
ferrugem em cafeeiro cultivar Topdzio, no ano de 2007. Tratamentos: Fung.-
fungicida Epoxiconazol + Piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito de zinco; Fosf. Mn
— fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P e Fosf. K2 -
fosfito de potassio com 25,6% de P. Médias com mesma letra ndo diferem, pelo
teste de Scott Knott (P<0,05).
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FIGURA 4 Efeito de fosfitos na curva de progresso da severidade (A) e da
incidéncia (B) da ferrugem do cafeeiro cultivar Topézio, no ano de 2007.
Tratamentos: Fung.- fungicida epoxiconazol + piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito
de zinco; Fosf. Mn — fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com
20% de P e Fosf. K2 - fosfito de potassio com 25,6% de P.
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Com relagdo a severidade da cercosporiose, no ano de 2006, o
tratamento que proporcionou menor area abaixo da curva do progresso da
severidade da cercosporiose (AACPSC) foi o fungicida (Epoxiconazol +
Piraclostrobina), com 56% da redu¢do da AACPSC, seguido pelo fosfito de
manganés com 31% de reducdo, pelo fosfito de zinco com 29%, pelos fosfitos
de potassio, Fosf. K2 com 26% e Fosf. K1 com 16%, ndo diferindo entre si nem
da testemunha (Figura 5).

O tratamento que proporcionou maior redugao na area abaixo da curva
do progresso da incidéncia da cercosporiose (AACPIC), neste mesmo ano, foi o
fungicida, ndo diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, com 44% de
reducdo da area. O tratamento com fosfito de manganés reduziu 19% na
AACPIC; o fosfito de zinco reduziu 17%, o fosfito de potéssio (Fosf.K2), 16%
de redugdo e o fosfito de potassio (Fosf. K1), com 8% de redugao (Figura 5).

Observa-se, na curva de progresso da severidade e da incidéncia da
ferrugem, no ano de 2006, para todos os tratamentos, maior intensidade da
cercosporiose a partir do més de marg¢o, com pico entre junho e julho e com

queda em setembro (Figura 6).
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FIGURA 5 Efeito de fosfitos na reducdo e na area abaixo da curva do progresso
da severidade (AACPSC), em “A”, e da incidéncia (AACPIC), em “B”, da
cercosporiose em cafeeiro cultivar Topazio, no ano de 2006. Tratamentos:
Fung.- fungicida epoxiconazol + piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito de zinco;
Fosf. Mn — fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P e
Fosf. K2 - fosfito de potassio com 25,6% de P. Médias com mesma letra ndo
diferem, pelo teste de Scott Knott (P<0,05).
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FIGURA 6 Efeito de fosfitos na curva de progresso da severidade (A) e da
incidéncia (B) da cercosporiose do cafeeiro cultivar Topazio, no ano de 2006.
Tratamentos: Fung.- fungicida epoxiconazol + piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito
de zinco; Fosf. Mn — fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potdssio com
20% de P e Fosf. K2 - fosfito de potassio com 25,6% de P.
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No ano de 2007, todos os tratamentos, fungicida e fosfitos, apresentaram
areas abaixo da curva do progresso da severidade da cercosporiose (AACPSC)
estatisticamente semelhantes e inferiores as da testemunha. Entretanto, o
fungicida apresentou efeito maior na reducdo AACPSC, com 56%; seguido pelo
tratamento com fosfito de manganés, com 35%, fosfito de potéssio (Fosf. K2) e
fosfito de zinco, com 32%, e fosfito de potéassio (Fosf. K1), com 31% de reducdo
(Figura 7).

Para a area abaixo da curva do progresso da incidéncia da cercosporiose
(AACPIC) nao houve diferenga estatistica do efeito dos tratamentos. O
tratamento que proporcionou maior reducdo na AACPIC, neste mesmo ano, foi
o fungicida, com 60%. O tratamento com fosfito de zinco promoveu redugao de
35%, o fosfito de manganés reduziu 33%, o fosfito de potassio (Fosf.K2), com
31% de redugdo e fosfito de potassio (Fosf.K1), com 27% de redugdo (Figura 7).

Observa-se, na curva de progresso da severidade e da incidéncia da
cercosporiose, no ano de 2007, para todos os tratamentos, maior intensidade da
cercosporiose a partir do més de maio a outubro (Figura 8), inferior ao ano de
2006.

No ano de alta carga pendente, os fosfitos tiveram menor desempenho
no controle da ferrugem e cercosporiose em comparagdo ao seu desempenho em
ano de baixa carga pendente. Isto ocorre, pois, em ano de alta carga pendente, os
cafeeiros ficam mais suscetiveis as doengas, como a ferrugem e a cercosporiose
(Zambolim et al., 1985; Silva-Acufia et al., 1999; Carvalho et al., 2001), devido
ao maior dreno de carboidratos e de fotoassimilados para a formacao dos frutos
(Chaves & Sarruge, 1984), aumentando a pressdo de inoculo desses patogenos.
Assim, em ano de bienualidade positiva, de alta carga pendente (2006), ocorre
maior intensidade das doencas (severidade e incidéncia) quando comparado com
um ano de bienualidade negativa, baixa carga pendente (2007), como o que

ocorreu neste trabalho (Figura 9).
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FIGURA 7 Efeito de fosfitos na redugdo e na area abaixo da curva do progresso
da severidade (AACPSC), em “A” e da incidéncia (AACPIC), em “B”, da
cercosporiose em cafeeiro cultivar Topazio, no ano de 2007. Tratamentos:
Fung.- fungicida epoxiconazol + piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito de zinco;
Fosf. Mn — fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P e
Fosf. K2 - fosfito de potassio com 25,6% de P. Médias com mesma letra ndo
diferem, pelo teste de Scott Knott (P<0,05).
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FIGURA 8 Efeito de fosfitos na curva de progresso da severidade (A) e da
incidéncia (B) da cercosporiose do cafeeiro cultivar Topazio, no ano de 2007.
Tratamentos: Fung.- fungicida epoxiconazol + piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito
de zinco; Fosf. Mn — fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potdssio com
20% de P e Fosf. K2 - fosfito de potdssio com 25,6% de P.

42



Existem muitos estudos com fosfitos, relacionados ao controle de
doencas de plantas causadas por oomicetos em diversas culturas. Aplicacdo de
fosfito foi utilizada na protegdo de plantas de abacate (El-Hamalawi et al.,
1995), cacau (Guest et al., 1994), citros (Schutte et al., 1991), castanha (Lim,
1993) e eucalipto (Shearer et al., 2006), contra doengas causadas por espécies do
género Phytophthora.

Em cafeeiro, em condicdo de campo, a pulverizacdo com fosfito de
cobre, 1000mL/100L, reduziu a AACPSF em 81%, quando comparado a
testemunha e apresentou controle semelhante ao do fungicida epoxiconazol +
piraclostrobina; na dose de 500mL/100L, obteve controle inferior ao fungicida
mas superior a testemunha (Toyota, 2008). Em casa de vegetacdo, este mesmo
autor observou que o fosfito de cobre proporcionou aumento na atividade de
peroxidases, quitinases e B-1,3-glucanases, além de aumento no teor de fenois
soluveis totais. Em outro trabalho, Nojosa (2003) observou que a aplica¢ao de
fosfito de potassio (500 mL/100L) proporcionou reducdo de 39% na area foliar
doente de mudas de cafeeiro inoculadas com H. vastatrix.

Trabalhos envolvendo o uso de fosfitos no patossistema cafeeiro-
cercosporiose em condicdo de campo, até o momento, ndo haviam sido
realizados. Entretanto, com a mancha de Phoma, outra importante doenga do
cafeeiro, o fosetyl al, produto analogo ao fosfito, diminuiu o percentual de folhas
e de ramos atacados, diferindo significativamente da testemunha (Mansk &
Matiello, 1983). Barguil (2004) observou diminui¢do da area abaixo da curva de
progresso da mancha de Phoma, utilizando doses de fosfito de potassio (12,5 a
100 mL/100L), ndo diferindo do fungicida tebuconazole, mas diferindo da
testemunha.

Provavelmente, no presente estudo, o modo de agdo dos fosfitos
utilizados foi direto e indireto. De forma direta por toxidez, pois os produtos

fosfito de zinco, fosfito de manganés, fosfitos de potassio (Fosf.K1 e Fosf.K2)
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apresentaram toxidez direta nas doses utilizadas no presente experimento,
inibindo a germinac¢do de urediniésporos de H. vastatrix em 90,2%, 86,3%,
89,9% e 86,1%, respectivamente (dados ndo mostrados). Toxidez também foi
observada por Nojosa (2003), pois o fosfito de potassio e o fosetyl al inibiram a
germinagéo, a formagdo do tubo germinativo e o crescimento micelial de Phoma
sp.

O mesmo comportamento de toxidez parece ocorrer também com a C.
coffeicola. Além disso, o modo de agéo indireta proporcionada pelos fosfitos
ocorre por meio da inducdo de resisténcia, pela ativacdo de proteinas
relacionadas & patogénese e pelo aumento nos teores de compostos fendlicos,
abordados no Capitulo 4 deste trabalho e observados também por Toyota (2008)
em cafeeiro pulverizado com o fosfito de cobre.

No ano de alta produtividade (2006), os fosfitos proporcionaram redugio
média de 30% na severidade e de 24% na incidéncia da ferrugem, e de 26% na
severidade e de 15% na incidéncia da cercosporiose. O fungicida proporcionou
reducdo média de 86% na severidade ¢ de 80% na incidéncia da ferrugem, de
56% na severidade ¢ de 44% na incidéncia da cercosporiose. No ano de baixa
produtividade (2007), os fosfitos proporcionaram reducdo de 53% na severidade
e de 37% na incidéncia da ferrugem, de 33% na severidade e de 31% na
incidéncia da cercosporiose. O fungicida reduziu 91% da severidade e 83% da
incidéncia da ferrugem, 58% da severidade e 60% da incidéncia da

cercosporiose.

3.2 Enfolhamento do cafeeiro

Nao houve efeito significativo dos tratamentos no enfolhamento do
cafeeiro, proximo a época de colheita no ano de 2006, todavia, o tratamento com
o fungicida promoveu maior porcentagem de enfolhamento, seguido pelos

fosfitos de manganés, zinco e potassio. Também em 2006, 90 dias apds a
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colheita, o fungicida proporcionou maior enfolhamento, de forma significativa.
Os fosfitos apresentavam maior enfolhamento que a testemunha, entretanto, de
forma ndo significativa estatisticamente (Tabela 3). Em 2007, ano de baixa
produtividade devido a bienualidade negativa, ndo houve efeito dos tratamentos
no enfolhamento do cafeeiro. Em média, no ano de alta carga pendente, pouco
antes da colheita, os fosfitos proporcionaram aumento no enfolhamento de 12%
comparado com a testemunha, enquanto que o fungicida proporcionou aumento
de 33%. Em avalia¢do aos 90 dias apos a colheita, o aumento no enfolhamento
proporcionado pelos fosfitos foi em média de 44% e o fungicida proporcionou
aumento no enfolhamento de 144% em relagdo a testemunha.

O efeito da intensidade da ferrugem e da cercosporiose sobre a desfolha
¢ evidenciado na produgdo do ciclo seguinte, e foi 0 que ocorreu no presente
trabalho. Houve correlagdo negativa entre a produgdo do ano 2007 e a area
abaixo da curva do progresso da severidade e incidéncia da ferrugem e
cercosporiose (AACPSF, AACPIF, AACPSC e AACPIC) do cafeeiro do ano
anterior (2006) (Tabela 4). Também se observou interagdo negativa entre a
intensidade da ferrugem e da cercosporiose (AACPSF, AACPIF, AACPSC e
AACPIC) no ano de 2006 ¢ o enfolhamento neste mesmo ano (Tabela 4). A
produg@o ¢ reduzida sob alta intensidade das doengas, a exemplo da ferrugem do
cafeeiro (Kushalappa & Eskes, 1989), afetando desde a formagdo dos botdes
florais, conseqiiéncia da intensa queda de folhas do ciclo anterior da doenga. A
cercosporiose, além de promover a desfolha, leva a queda prematura de frutos e

a perda no rendimento, prejudicando a safra (Echandi, 1959).
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TABELA 3 Efeito dos tratamentos no enfolhamento do cafeeiro cultivar
Topazio, em duas épocas (pouco antes da colheita e 90 dias apos a colheita),
para cada ano (2006 e 2007). Tratamentos: Fung.- fungicida epoxiconazol +
piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito de zinco; Fosf. Mn — fosfito de manganés;
Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P e Fosf. K2 - fosfito de potassio com
25,6% de P.

Enfolhamento (%)

Tratamentos* 2006 2007
Colheita Apos colheita  Colheita  Apos colheita

Fosf. K1 75,0 a 48,1b 90,0 a 65,0a
Fosf. K2 75,0 a 31,3b 92,0 a 613a
Fosf. Mn 86,3 a 469 b 96,0 a 60,0 a
Fosf. Zn 81,9 a 50,0b 86,3 a 60,0 a
Fung. 94,4 a 75,6 a 930a 70,0 a
Test. 70,8 a 31,0b 93,0 a 52,5a

*Fosf. Zn: fosfito de zinco; Fosf. Mn: fosfito de manganés; Fosf. K1: fosfito de potassio
1; Fosf. K2: fosfito de potassio 2; Fung.: fungicida; Test.: testemunha.

TABELA 4 Correlagdo de Pearson entre a intensidade da ferrugem e da
cercosporiose do cafeeiro, em fungdo da aplicagdo de fosfitos e de fungicida
com a produc¢do e o enfolhamento.

, Enfolhamento 2006
Variavel Produgdo (2007)
Colheita Ap6s colheita
AACPSF 2006 -0,67** -0,69%* -0,78%**
AACPIF 2006 -0,66** -0,66%* -0,74%*
AACPSC 2006 -0,62%* -0,58%* -0,59%*
AACPIC 2006 -0,71%* -0,71%** -0,66%*

" Significativo, a 1% de probabilidade

" O enfolhamento foi avaliado proximo a época de colheita e 90 dias apos a colheita.

> AACPSF: area abaixo da curva do progresso da severidade da ferrugem; AACPIF: area
abaixo da curva do progresso da incidéncia da ferrugem; AACPSC: area abaixo da
curva do progresso da severidade da cercosporiose; AACPIC: area abaixo da curva do
progresso da incidéncia da cercosporiose.
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3.3 Producio do cafeeiro

No primeiro ano de avaliagdo (2006), época de bienualidade positiva ou
de alta carga pendente, ndo foi observado efeito significativo dos tratamentos na
producdo do cafeeiro. No entanto, o tratamento com o fungicida proporcionou
aumento de 12% da produgdo e com o fosfito de potassio, aumento de 2%,
enquanto os demais tratamentos foram iguais a testemunha. No segundo ano
(2007), época de safra baixa, o tratamento com o fungicida proporcionou
produtividade de 24,6 sacas/ha, 105% maior que a testemunha, superior a média
regional para o ano de 2007, de 23,7 sacas/ha (Conab, 2008). O tratamento com
o fosfito de zinco proporcionou producdo de 17,9 sacas/ha (49% superior a da
testemunha); com o fosfito de potassio (Fosf.K1), 17,3 sacas/ha (44% superior a
da testemunha) e com o fosfito de potassio (Fosf.K2), 12 sacas/ha (producdo
igual & da testemunha) (Figura 9). Os fosfitos proporcionaram produgdo média
de 15,1 sacas/ha.

Do primeiro para o segundo ano de avaliagdo, a produgdo para todos os
tratamentos caiu, em média, 80% de um ano para o outro. A produtividade
média foi em torno de 80 sacas de 60kg/ha, em 2006, enquanto no ano de 2007
foi de 16 sacas/ha. Os fatores que contribuiram para essa redug¢do da produgio
do ano de 2006 para o ano de 2007 foram, além da intensidade das doencas, a
bienualidade negativa no ciclo da cultura, a estiagem ocorrida entre margo e
setembro de 2007, afetando a floracdo das lavouras e o excesso de chuvas nos
meses de dezembro 2006 e de janeiro de 2007 (Figura 10). Segundo Conab
(2007), foram observadas floradas extemporaneas a partir de janeiro e fevereiro
do ano de 2007, mas de ocorréncia pouco significativa. Embora o assunto
envolva controvérsias, alguns técnicos atribuem o fenémeno a distarbios
fisiolégicos das plantas, decorrentes das alteragdes climaticas ocorridas,

principalmente com relagdo as altas temperaturas observadas (Conab, 2008).
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FIGURA 9 Efeito dos tratamentos no aumento (%) e na producgdo (sacas de
60kg/ha) nos anos de 2006, em “A” e de 2007, em “B”, da cercosporiose em
cafeeiro cultivar Topdzio. Tratamentos: Fung.- fungicida epoxiconazol +
piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito de zinco; Fosf. Mn — fosfito de manganés;
Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P e Fosf. K2 - fosfito de potassio com
25,6% de P. Médias com mesma letra ndo diferem, pelo teste de Scott Knott
(P<0,05).

48



100 7 5 ——UR. 06 - --UR.07 - 350
90 - --#--PREC. 06 —%— PREC. 07
L 300
80 1
£ 70 r250
« [¢]
. g.
g L 200 2
© 50 - g
2 40 1 - 150 S
S 40 ~
E :
E 30 A L 0p 2
E 100
20 A
L 50
10 -
0 0
35 -
30 1
~ 25 1
1
g 20 A
E
g 154
o
5
= 10 -
—a— TMAX. 06 —=— TMED. 06 —— TMIN. 06
5_
--&--TMAX. 07 --®--TMED.07  ----- T.MIN. 07
o
N S N e N B S e S B S B S e S s B = B
sScscsg8zssscsg8ssescssescsesce
§EE553E55 2252255999 2223233

FIGURA 10. Temperaturas maxima (T MAX.), média (T MED.) e minima (T
MIN.), precipitacdo pluviométrica (PREC.) e umidade relativa do ar (UR) no
periodo de janeiro a dezembro dos anos de 2006 e 2007, da primeira e da

segunda quinzena de cada més (01 e 02). Fonte: Estacdo climatologica da
UFLA.
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3.2 Estado nutricional dos cafeeiros na época de maior intensidade das
doencas em 2007

Os teores foliares de macro e micronutrientes ndo apresentaram
diferencas significativas em funcdo dos tratamentos. Entretanto, os teores de
nitrogénio foliar de todos os tratamentos estavam pouco acima do intervalo (26-
29g/kg) para o més de julho (Malavolta et al., 1993), com excecdo do fosfito de
zinco (28g/kg), que estava dentro do intervalo. Apesar de os fosfitos
apresentarem fosforo em sua composigdo e de serem facilmente absorvidos, eles
nao sdo utilizados pelas plantas como fonte de fosforo (Foster et al., 1998). As
plantas utilizam os fosfatos como fontes de exclusivas de fosforo (Marschner,
1995). Os teores de fosforo também estavam dentro do intervalo proposto por
Malavolta et al. (1993). Em todos os tratamentos, os teores de enxofre estavam
acima do intervalo (Tabela 5).

Com relacdo ao potassio, os teores se mantiveram dentro dos niveis
ideais apenas para os tratamentos com fosfito de zinco e de manganés; os demais
estavam abaixo desses niveis (Tabela 5). O potassio ¢ altamente importante na
producdo de frutos de café¢ (Malavolta et al., 1997). De acordo com Taiz &
Zeiger (2004), o potassio interage com quase todos os outros nutrientes
essenciais a planta. E importante na ativagdo enzimatica, no uso eficiente da
agua, na fotossintese, no transporte de aclicares, no movimento de nutrientes, na
sintese de proteinas, na formacao de amido e na qualidade dos frutos.

Maior intensidade da cercosporiose e ferrugem coincidiu com o periodo
de frutificacdo do cafeeiro, propenso ao desequilibrio nutricional, tornando as
plantas mais suscetiveis as doencas (Fernadndez-Borrero et al., 1966). Neste
trabalho, os teores de calcio, em todos os tratamentos, estavam abaixo do
intervalo ideal de 11-16 g/kg (Tabela 5).

Santos (2006) observou, na fase de maturagdo, que cafeeiros em sistema

convencional tinham menores teores de calcio, culminando em elevada
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incidéncia de doengas em julho. Teores foliares de calcio do cafeeiro sofrem
reducdes ao final da granacdo (Chaves & Sarruge, 1984). Baixo suprimento de
calcio tende a aumentar a suscetibilidade dos tecidos foliares as doengas, como
demonstrado para a cercosporiose do cafeeiro (Garcia Junior et al., 2003; Pozza
et al., 2001). Em menor concentracdo nas células, o calcio ndo cumpre seu papel
na resisténcia das plantas as doengas, sendo essencial na lamela média na forma
de pectato de calcio, fortalecendo a parede celular, na qual funciona como
barreira fisica a penetragdo do patogeno (Marschner, 1995).

Os teores foliares de magnésio estavam dentro dos niveis ideais, exceto
pelos tratamentos com fosfito de potassio (Fosf.K1) e o fungicida, cujos teores
foram pouco superiores aos niveis adequados (Tabela 5).

Com relagdo ao boro, seus teores estavam abaixo dos niveis ideais
propostos por Malavolta et al. (1993), exceto pelos tratamentos com fosfito de
potassio (Fosf.K1) e com o fungicida. O boro tem papel na manutengdo da
integridade da parede celular pela ligacdo das fragdes pécticas; seu papel na
manutencdo do calcio dentro da parede ¢ igualmente importante para a
integridade da parede celular e, portanto, na reducdo da colonizagdo de
patégenos. Pectatos de célcio ndo sdo formados na auséncia de boro e os
materiais pécticos que formam parte da parede celular e da lamela média ficam
susceptiveis a hidrolise por enzimas pécticas de fungos. Se estes compostos
pécticos estdo ligados aos ions de calcio, componentes da parede celular ficam
mais resistentes a maceracdo por enzimas fungicas (Stangoulis & Graham,
2007).

Na maioria dos tratamentos, os teores de cobre estavam acima dos niveis
ideais, exceto pelo fosfito de potassio (Fosf.K2), que estava nos niveis ¢ a
testemunha, que estava com o teor abaixo do nivel ideal. Esse excesso de cobre
se deu, pois, em novembro de 2006, como em novembro de 2005, foi realizada

aplicagdo da calda Vigosa, que tem, em sua formulagdo, 0,5 kg/ha de sulfato de
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cobre. Todos os tratamentos estavam com seus niveis de ferro abaixo dos ideais
e os niveis de manganés e de zinco estavam dentro dos niveis ideais propostos
por Malavolta et al. (1993). Os tratamentos com fosfito de manganés e de zinco
nao proporcionaram aumentos significativos nos teores desses nutrientes.

Em resumo, os nutrientes tém importante papel na defesa das plantas.
Graham (1983) menciona que cobre, boro e manganés influenciam na sintese de
lignina e fenois simples; cita também que zinco, ferro e niquel tém efeitos
possivelmente relacionados a sintese de fitoalexinas. Baixos niveis de alguns
nutrientes, como calcio, boro, potassio e ferro, no presente trabalho, na fase de
maturagdo, coincidiram com a época de maior intensidade das doengas. Esse
fato ocorre devido a exportagdo dos mesmos pelos frutos. A maior intensidade
da ferrugem e da cercosporiose na fase de granagdo e de maturagdo dos frutos
pode estar relacionada as deficiéncias nutricionais proporcionadas por esse
dreno de nutrientes, tornando a planta mais propensa ao ataque de organismos

patogénicos pela reducdo de suas defesas naturais (Marschner, 1995).
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TABELA 5 Efeito de tratamentos nos teores médios de macro e micronutrientes ¢ nas relagdes entre eles, de folhas de
cafeeiro cultivar Topazio, em julho de 2007 (fase de maturagdo). Tratamentos: Fung.- fungicida Epoxiconazol +
Piraclostrobina; Fosf. Zn — fosfito de zinco; Fosf. Mn — fosfito de manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P
e Fosf. K2 - fosfito de potassio com 25,6% de P. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem ente si, na coluna, pelo
teste de Scott-Knott (P<0,05).

€S

Macronutrientes Micronutrientes
Tratamentos g/kg mg/kg
N P K S Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
Fosf. Zn 28,00a 1,42a 15,31a 3,20a 6,40a 3,16a 35,28a 18,26a 128,66a 110,06a 9,85a
Fosf. Mn 33,00a 1,53a 17,17a  3,42a 6,79a 3,25a 35,54a 22,62a 121,11a 123,56a 8,77a
Fosf. K2 37,25a 1,45a 13,28a 3,30a  8,31a 2,48a 35,32a 13,59a 121,22a 111,01a 8,52a
Fosf. K1 36,50a 1,60a 14,27a 3,24a  8,60a 2,6la 40,53a 20,01a 116,37a 130,70a 8,93a
Fung. 32,00a 1,38a 13,97a  3,51a 8,65a 3,47a 42.95a 23,37a 113,70a 117,90a 8,11a
Test. 33,50a 1,44a 12,67a 3,66a 7,92a 3,48a 30,78a 11,03a 95,30a 110,40a 9,50a

Niveis ideais*  26-29  1,2-1,6 15-19 15-18 11-16 2,8-33 40-70 10-15 250-300  110-250 8-12

* Niveis ideais de nutrientes para o més de julho (Malavolta et al., 1993).



4 CONCLUSAO

Os fosfitos proporcionaram controle intermediario da ferrugem e da
cercosporiose do cafeeiro em condi¢do de campo.

Fosfitos proporcionaram, no ano de alta produtividade, menor eficiéncia
no controle da ferrugem e da cercosporiose do que no ano de menor
produtividade.

Fosfitos aumentaram, em média, 44% de enfolhamento em relagdo a
testemunha, no ano de alta produtividade.

Fosfitos aumentaram a produtividade média em 26%, no segundo ano de
produgdo, em relagdo a testemunha.

A alta intensidade das doencas, na fase de granagido ¢ de maturacdo dos
frutos, pode estar relacionada aos baixos teores foliares de calcio e de boro

existentes nesta época.
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CAPITULO 3

FOSFITOS E ACIBENZOLAR-S-METIL NA PROTECAO DE MUDAS
DE CAFEEIRO CONTRA Cercospora coffeicola
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RESUMO

RIBEIRO JUNIOR, Pedro Martins. Fosfitos e acibenzolar-S-metil na protegio
de mudas de cafeeiro contra Cercospora coffeicola.In: . Fosfitos na
protecio e na inducio de resisténcia do cafeeiro contra Hemileia vastatrix e
Cercospora coffeicola. 2008. Cap. 3, p. 60-75. Tese (Doutor em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras; Lavras'.

O trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da aplicagdo de
fosfitos e de acibenzolar-S-metil (ASM) na protecdo de mudas de cafeeiro
contra C. coffeicola. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo
com a cultivar Mundo Novo. Foram utilizados fosfitos de potassio em duas
formulagdes (SmL/L), fosfito de manganés (3,33mL/L), fosfito de =zinco
(2mL/L) e ASM (0,2g/L). Os tratamentos foram aplicados 7 dias antes da
inoculagdo com Cercospora coffeicola. Pulverizagdo com fosfitos e ASM
proporcionaram menor numero de lesdes da cercosporiose por folha, ndo
diferindo entre si, mas diferindo da testemunha. Entretanto, para a incidéncia da
doenca nas folhas, o tratamento com o ASM nédo diferiu da testemunha e foi
superior aos fosfitos. Observou-se também que os tratamentos com os fosfitos e
o ASM proporcionaram maior enfolhamento das mudas de cafeeiro quando
comparados a testemunha. Nao foi observado diferenca entre ganho médio no
crescimento das mudas proporcionado pelos tratamentos. Nao houve efeito
negativo no crescimento e desenvolvimento das mudas proporcionado pelos
fosfitos e ASM.

! Orientador: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA.
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ABSTRACT

RIBEIRO JUNIOR, Pedro Martins. Phosphites and acibenzolar-S-methyl for the
protection of coffee seedlings against Cercospora coffeicola. In: .
Phosphites for the protection and induction of resistance in coffee plants
against Hemileia vastatrix and Cercospora coffeicola 2008. Chap. 3, p. 60-75
Thesis (Doctorate in phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras'.

The objective of this study was to evaluate the effect of the application of
phosphites and acibenzolar-S-methyl (ASM) in the protection of coffee
seedlings against C. coffeicola. The experiments were conducted in a greenhouse
with Novo Mundo cultivar. Potassium phosphites in two formulations (5SmL / L),
manganese phosphite (3,33 mL / L), zinc phosphite (2mL / L) and ASM (0.2 g/
L) were tested. The treatments were applied 7 days before the inoculation with
Cercospora coffeicola. Spraying with phosphites and ASM provided the lowest
number of injuries by brown eye spot, not differing from each other, but differed
from the control. Meanwhile, the incidence of the disease on the leaves treated
with the ASM did not differ from the control and was higher than the
phosphites. It was also observed that the treatments with phosphites and ASM
provided an increase in the number of leaves of coffee seedlings, when
compared to the control. There was no difference between average increase in
the growth of seedlings provided by the treatments. There was no negative effect
on growth and development of coffee seedlings provided by phosphites and
ASM.

! Advisor: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA
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1 INTRODUCAO

A cercosporiose, causada por Cercospora coffeicola Berk. & Cooke, é
uma das principais doengas da fase de viveiro da cultura do café (Coffea arabica
L.). Nos viveiros, a incidéncia do fungo ¢ favorecida por excesso de irrigagdo ou
por deficiéncia hidrica, desequilibrio nutricional e insolagdo. Assim, as plantas
apresentam desfolha intensa, tornam-se raquiticas e improprias ao plantio
(Fernandez-Borrero et al., 1966).

Com a expansdo da cafeicultura e o aumento do uso de fungicidas
sistémicos para o controle da ferrugem do cafeeiro, ocorreu conseqiiente
diminui¢do do uso dos fungicidas protetores. Como os fungicidas protetores
eram os principais meios de controle da cercosporiose, esta se tornou um sério
problema fitossanitario para a cafeicultura, podendo reduzir em 30% a
produtividade no campo (Chalfoun & Carvalho, 1999).

Atualmente, na agricultura econdmica, utilizam-se pesticidas para o
controle de doencas de plantas (Kimati et al., 1997). O uso racional desses
produtos tem efeito benéfico para os produtores em curto prazo, no entanto, em
longo prazo pode ocorrer selecdo de novas ragas resistentes de patogenos,
promovendo a contamina¢do do ambiente e danos a saide humana. Para
contornar este problema, varios estudos estdo sendo realizados visando
desenvolver métodos alternativos de controle de doencas de plantas (Resende et
al., 2002).

Dentre estes métodos destaca-se a indugdo de resisténcia (IR) em
plantas, a qual pode ser ativada por compostos como 4acido salicilico,
acibenzolar-S-metil (ASM), fragmentos e peptidios da parede celular de
patogenos, dentre outros (Perez et al, 1995). Jackson et al. (2000) relatam que os

fosfitos (fosfonato ou acido fosforoso), além de atuar diretamente sobre os
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patégenos (agdo toxica direta), também atuam, indiretamente, induzindo
respostas de defesa na planta.

Portanto, neste trabalho, avaliaram-se os efeitos da aplicacdo de fosfitos
de potéssio, de zinco e de manganés e do acibenzolar-S-metil na protecdo de

mudas de cafeeiro contra Cercospora coffeicola.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo dos produtos

Foram utilizados produtos comerciais a base de fosfito e um produto
padrdo de indugdo de resisténcia (acibenzolar-S-metil), descritos na Tabela 1 e

pulverizados conforme Tabela 2.

TABELA 1. Tratamentos a base de fosfito avaliados no experimento em casa de
vegetacdo com mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo.

Tratamentos™. Nome . Composicao™* Empresa
comercial
Fosf. Zn Phytogard  40% de P,Os e 10% de Stoller do Brasil
Zn Zn Ltda.
Fosf. Mn Phytogard  40% de P,Os e 10% de Stoller do Brasil
Mn Mn Ltda.
Fosf.X1 Hortifos 20% de P,O5 € 20% de Agrichem do Brasil
PK K,O Ltda.
Fosf.K2 Reforce 25,6% de P,Os ¢ 17,8%  Agrichem do Brasil
de K,O Ltda.
ASM Bion 50% de acibenzolar S- Syngenta Protegao
metil de Cultivos

Test e e e

* Fosf. Zn: fosfito de zinco; Fosf. Mn: fosfito de manganés; Fosf. K1: fosfito de potassio
1; Fosf. K2: fosfito de potassio 2; ASM.: acibenzolar-S-metil; Test.: testemunha.
**A composi¢do dos fosfitos estd em porcentagem peso/peso.
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TABELA 2. Epocas de pulverizagio dos tratamentos no experimento em casa
de vegetacdo com mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo.

Pulverizagdes**

Tratamentos™ E

pocas Dose
Fosf. Zn 7 dias antes da inoculagdo 2mL/L
Fosf. Mn 7 dias antes da inoculagao 3,33mL/L
FosfK1 7 dias antes da inoculag¢do SmL/L
Fosf.K2 7 dias antes da inoculagdo SmL/L
ASM 7 dias antes da inoculagdo 0,2g/L
Test e e

* Fosf. Zn: fosfito de zinco; Fosf. Mn: fosfito de manganés; Fosf. K1: fosfito de potassio
1; Fosf. K2: fosfito de potassio 2; ASM.: acibenzolar-S-metil; Test.: testemunha.
**Todos os tratamentos foram aplicados em mistura com 6leo vegetal a 0,5%.

2.2 Obtencio do fungo C. coffeicola e inoculagio

O patogeno foi obtido de folhas naturalmente infectadas, coletadas em
lavoura de café localizadas no campus da UFLA. As folhas foram lavadas
superficialmente em agua corrente e, em seguida, transferidas para uma bandeja
plastica forrada internamente com papel umedecido com d4gua destilada.
Posteriormente, a bandeja foi inserida em um saco plastico transparente, para a
formacao de uma camara umida, incubada, sob temperatura ambiente, por trés
dias. Ap6s esse periodo, os conidios produzidos foram retirados da superficie
foliar com pincel de ponta macia. A concentracdo da suspensao de conidios para
as inoculagdes foi ajustada, em hemocitdmetro, para 15.000 conidios mL™. A
suspensdo de conidios foi pulverizada, até o ponto de escorrimento, em mudas
de cafeeiro nos diferentes tratamentos. Logo ap6s a pulverizagdo, as plantas
inoculadas foram mantidas em cémara umida, proporcionada por um saco

pléstico transparente, por 24 horas.

2.3 Obtencao de mudas de cafeeiro
As mudas de cafeeiro, cultivar Mundo Novo, foram produzidas em

substrato comercial Plantmax-café, suplementadas com aplicagdes de Iogen®
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(Fertilizantes Mitsui S.A., Pogos de Caldas, MG) e adubadas com 0,5 g de
fertilizante de liberacdo lenta por muda (formulacdo 4-14-8 de NPK). As mudas
foram mantidas em casa de vegetacdo, a temperatura de 26+2°C e umidade em

torno de 60% para a realizagdo do experimento.

2.4 Instalaciio do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia, UFLA, em delineamento de blocos casualizados (DBC), com 6
tratamentos (Tabela 1) e quatro repeticdes, sendo a parcela experimental
constituida por 6 mudas, com seis meses de idade.

Os produtos foram pulverizados, sete dias antes da inoculagdo, com
pulverizador manual, até o ponto de escorrimento e as mudas foram mantidas
em casa de vegetagdo até o final do experimento. As avalia¢cdes do numero de
lesdes da cercosporiose por folha, nimero de folhas com lesdo (incidéncia),
enfolhamento e crescimento foram realizadas quinzenalmente, totalizando seis
avaliagdes, em aproximadamente 90 dias. O crescimento foi determinado pela
diferencga entre a ultima medida (cm) de altura das plantas e a primeira, no inicio
do experimento.

A partir das avaliacdes, foi calculada a 4rea abaixo da curva de
progresso das lesdes por folha (AACPLF), das folhas com lesao (AACPFL) e do
enfolhamento (AACPE) para cada tratamento, de acordo com Shaner & Finney
(1977). Os dados foram analisados pelo programa estatistico Sisvar e Statistical

Analysis System (SAS) ver. 8.0 (SAS Institute Inc. Cary, NC).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos com os fosfitos proporcionaram menor area abaixo da
curva do progresso da incidéncia da cercosporiose (AACPI), inferiores aos
tratamentos com ASM e testemunha, os quais ndo diferiram estatisticamente
entre si. Os tratamentos com os fosfitos proporcionaram reducdo média na
incidéncia da cercosporiose nas folhas em torno de 31%, em relagdo a
testemunha inoculada (Figura 1A).

Todos os produtos utilizados, fosfitos e ASM em aplicagdo 7 dias antes
da inoculagdo, apresentaram areas abaixo da curva de progresso do nimero de
lesdes por folha (AACPLF) estatisticamente inferiores a da testemunha
inoculada, e iguais entre si (Figura 1B).

Como se observou no experimento de campo do presente trabalho
(capitulo 2) no ano de 2007, os fosfitos proporcionaram controle da
cercosporiose do cafeeiro, quando comparadas a testemunha. Toyota (2008)
verificou que fosfito de cobre, em condi¢do de campo, reduziu a severidade da
ferrugem em cafeeiro da cultivar Rubi, com controle semelhante ao do fungicida
epoxiconazol + piraclostrobina.

Guzzo et al. (2001) observaram que plantas de café da cultivar Mundo
Novo, suscetiveis a ferrugem, mostraram-se protegidas contra a doenga quando
tratadas com diferentes concentragdes do ASM, 72 horas antes da inoculacao
com o patdgeno, induzindo protecdo local (66% a 97 %) e sistémica (83% a
94%) e esse efeito protetor persistiu até 10 semanas. Estudos, por meio de
microscopia de fluorescéncia, sobre o desenvolvimento do patégeno em folhas
tratadas e testemunhas, indicaram que a germinacdo ¢ a formacao de apressorios

de H. vastatrix ndo foram afetadas pelo tratamento com o ASM.
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FIGURA 1 Efeito de fosfitos na reducdo e na area abaixo da curva do progresso
da incidéncia (AACPI) (A) e da lesdo por folha (AACPLF) (B), da
cercosporiose em mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo. Tratamentos: ASM.-
acibenzolar-S-metil; Fosf. Zn — fosfito de zinco; Fosf. Mn — fosfito de
manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P e Fosf. K2 - fosfito de
potassio com 25,6% de P. Médias com mesma letra ndo diferem, pelo teste de
Scott Knott (P<0,05).

69



De Nardi et al. (2006) observaram que plantas tratadas com ASM
apresentaram, nas folhas, a superexpressao de 55 e a subexpressdo de 16 genes.
Dentre os genes superexpressos, encontraram-se os relacionados a explosdo
oxidativa e ao aumento de barreiras fisicas e quimicas, como peroxidase,
quitinase, lipoxigenase, glutationa-S-transferase e superéxido dismutase.

Observou-se que todos os tratamentos apresentaram enfolhamento
superior ao da testemunha inoculada de forma significativa (Figura 2A). Na
avaliagdo de crescimento, diferencga entre a ltima medida de comprimento ¢ a
primeira, observou-se que ndo houve efeito significativo dos tratamentos nas
mudas (Figura 2B).

Observou-se também correlacdo negativa entre os indices de doenca,
AACPLF e AACPI, enfolhamento e crescimento das plantas (Tabela 3). Este
fato ocorreu, provavelmente, pelo fato de a caracteristica do patégeno de causar
desequilibrio no horménio etileno, um dos responsaveis pela senescéncia e
abscisdo foliar, ocasionando grande desfolha, sintoma tipico da doenca
(Carvalho & Chalfoun, 1995). Houve também correlagdo positiva entre o
enfolhamento (AACPE) e o crescimento das plantas devido, provavelmente, a
maior area fotossintética proporcionada pelo maior ntimero de folhas das mudas

tratadas com os fosfitos e ASM (Taiz & Zeiger, 2004).

70



A CJAACPE  —@— Aumento (%)

5000 1 r 100
a a
4500 - a a a - 90
4000 + b - 80
3500 A - 70 o
@ 3000 - 60 §
A @
SC) 2500 A 50 %
< 2000 - - 40 g
1500 P - 30
——
10004 |39 28 ———1 L 20
00 2 21 [~ 10
500 17 0 r
0 T . . . —De 0
Fosf.K2 Fosf.K1 Fosf.Zn Fosf.Mn ASM Test.
B .
14 ~ 3 Crescimento (cm) —&— Aumento (%) - 100
12 a X r 90
Z 10 2 2 2 o
g P70
= | c
2 8- a 60 5§
= <]
o L 3
.% 6 50 \* 30 5
E \\. _ F 40 g
O 4 . 32 32 * I
9 31 \ r 20
0 - 10
0 : : . . — N 0
Fosf.Mn Fosf.Zn Fosf.K1 ASM Fosf. K2 Test.

FIGURA 2 Efeito de fosfitos no aumento e na area abaixo da curva do
progresso do enfolhamento (AACPE) (A) e do ganho em crescimento
(Crescimento) (B), de mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo. Tratamentos:
ASM.- acibenzolar-S-metil; Fosf. Zn — fosfito de zinco; Fosf. Mn — fosfito de
manganés; Fosf K1 — fosfito de potassio com 20% de P e Fosf. K2 - fosfito de
potassio com 25,6% de P. Médias com mesma letra ndo diferem, pelo teste de
Scott Knott (P<0,05).
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TABELA 3 Correlagdo de Pearson entre a area abaixo da curva do progresso
das lesoes de cercosporiose por folha (AACPLF) e da incidéncia da
cercosporiose nas folhas (AACPI), a area abaixo da curva do progresso do
enfolhamento (AACPE) e crescimento de mudas de cafeeiro em funcdo da
aplicag@o de fosfitos e acibenzolar-S-metil.

Variaveis' AACPLF AACPI AACPE Crescimento
AACPLF 1 O,75%* -0,72%* -0,61%*
AACPI 1 -0,71%* -0,54%**
AACPE 1 0,57**
Crescimento 1

" Significativo, a 1% de probabilidade
AACPLF: area abaixo da curva do progresso das lesdes da cercosporiose por folha;
AACPI: area abaixo da curva do progresso da incidéncia de lesdes nas folhas; AACPE:
area abaixo da curva do progresso do enfolhamento; Crescimento.

Varios autores relatam um custo metabolico da inducdo de resisténcia na
auséncia do patogeno, com base na hipotese da alocagdo de recursos. Ou seja,
quando os patogenos estdo presentes, o investimento em defesa deve valer a
pena e as plantas induzidas sdo beneficiadas (Coley et al., 1985). Dessa maneira,
a resisténcia induzida em condi¢des naturais representard custo apenas na
presenga do patdgeno (Heil, 2002) e, mesmo com a chegada deste, ha uma
compensacdo pelo atraso na expressdo da defesa, alocando recursos para este
proposito somente quando necessarios (Bostock, 2005). Entretanto, plantas que
investem seus recursos para se defenderem na auséncia de patdégenos arcardo
com custos que refletirdo no desenvolvimento e na produtividade da planta, uma
vez que as alteracdes metabdlicas que levam a resisténcia tém um custo
adaptativo associado, o qual pode pesar mais do que o beneficio (Iriti & Faoro,
2003; Kuhn, 2007). No presente trabalho, ndo foi observado custo metabdlico
devido aos tratamentos com os indutores, de acordo com o pardmetro de
enfolhamento das mudas, que foi superior e o de crescimento, que ndo diferiu da

testemunha (Figuras 2A e B).
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4 CONCLUSAO

Os fosfitos e acibenzolar-S-metil, pulverizados 7 dias antes da
inoculacdo, conferiram protecdo parcial as mudas de cafeeiro cultivar Mundo
Novo contra Cercospora coffeicola, além de proporcionarem maior

enfolhamento das mesmas.
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CAPITULO 4
ATIVACAO DE MECANISMOS BIOQUIMICOS ENVOLVIDOS NA

RESPOSTA DE PROTECAO INDUZIDA EM CAFEEIRO POR
FOSFITOS E ACIBENZOLAR-S-METIL CONTRA Cercospora coffeicola
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RESUMO

RIBEIRO JUNIOR, Pedro Martins. Ativagdo de mecanismos bioquimicos
envolvidos na resposta de protecdo induzida em cafeeiro por fosfitos e
acibenzolar-S-metil contra cercospora coffeicola.In: . Fosfitos na
protecio e na inducio de resisténcia do cafeeiro contra Hemileia vastatrix e
Cercospora coffeicola. 2008. Cap. 4, p. 76-104. Tese (Doutor em Fitopatologia)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras'.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da aplicagdo de
fosfitos e do acibenzolar-S-metil (ASM) sobre as atividades de proteinas
relacionadas a patogénese, peroxidases, quitinase e B 1,3-glucanase e nos teores
de fenois soluveis totais e de lignina soluvel, em folhas de cafeeiro. Mudas de
cafeeiro da cultivar Mundo Novo foram pulverizadas com ASM (0,2 g L™);
fosfito de potassio (5 mL L) e fosfito de manganés (3,33 mL L"), com e sem
inoculagdo com Cercospora coffeicola, além de testemunha inoculada e
testemunha pulverizada com agua. A inoculagdo foi realizada 7 dias apds a
pulverizagdo com os tratamentos. Plantas pulverizadas com os fosfitos e ASM
apresentaram maior atividade das enzimas peroxidases, quitinase e [ 1,3-
glucanase e também aumento no teor de fenois soliveis totais. Para o teor de
lignina solavel, observou-se que ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos até os 21 dias de avaliacdo. As maiores atividades enzimaticas
foram observadas principalmente nas tltimas coletas, a partir de 7 até 21 dias, a
excegdo da enzima B 1,3-glucanase, nas quais, nas primeiras horas, observou-se
aumento na atividade para os tratamentos com ASM e fosfito de manganés. Para
fendis totais, observou-se maiores teores aos 11 dias apos pulverizagdo. Na
avaliagdo do teor de fenois soluveis, de forma acumulada, observou-se
superioridade dos tratamentos com os fosfitos em relagio a ASM e as
testemunhas.

' Comité de Orientacéio: Mério Liicio Vilela de Resende - UFLA (Orientador).
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ABSTRACT

RIBEIRO JUNIOR, Pedro Martins. Activation of biochemical mechanisms
involved in the defense response of coffee seelings by phosphites and
acibenzolar-S-methyl against Cercospora coffeicola. In: . Phosphites for
the protection and induction of resistance in coffee plants against Hemileia
vastatrix and Cercospora coffeicola. 2008. Chap. 4, p. 76-104. Thesis
(Doctorate in Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras'.

This study was aimed at evaluating the effect of the application of phosphites
and acibenzolar-S-methyl (ASM) on the activities of peroxidases, quitinases and
B 1,3-glucanases and in the levels of total soluble phenolics and soluble lignin
in coffee leaves. Coffee seedlings of Mundo Novo cultivar were sprayed with
ASM (0.2 g L-1); potassium phosphite (5 mL L-1) and manganese phosphite
(3.33 mL L-1), with or without inoculation with Cercospora coffeicola, as well
as inoculated and uninoculated controls. The inoculation was performed 7 days
after spraying. Plants sprayed with phosphites and ASM had higher activity of
peroxidases, quitinases and B 1,3-glucanases and also increased the level of total
soluble phenolics. For the lignin soluble content, it was observed that there was
no statistical difference between the treatments until the 21 days of evaluation.
The highest enzyme activities were observed mainly in the latest evaluations,
from 7 to 21 days, with the exception of the enzyme B 1,3-glucanase, in which,
in the early hours, there was an increase in activity for the treatments with ASM
and manganese phosphite. For the total soluble phenolics, there was higher
content up to 11 days after spraying. In assessing the level of total soluble
phenolics, it was observed superiority of treatment with phosphites regarding
ASM and the control.

! Advisor: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA
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1 INTRODUCAO

A cercosporiose, também conhecida por mancha-de-olho-pardo ou olho-
de-pomba, € uma das principais doengas do cafeeiro. Ela pode ocorrer em mudas
no viveiro, causando severa desfolha e, em condi¢do de campo, causa manchas
foliares e nos frutos, afetando a qualidade da bebida (Chalfoun, 1997). Como
medidas de controle dessa doenga, algumas praticas culturais podem ser
adotadas em condigdes de viveiro, como o controle da irrigagdo e da
luminosidade e a utilizacdo de substratos com adubagao equilibrada e com boas
propriedades fisicas. Em campo, o controle quimico pode ser realizado por meio
de aplica¢des de fungicidas cupricos, alternados com fungicidas sistémicos. Os
triazdis e as estrobilurinas sdo bastante utilizados, pois com as mesmas
aplicacdes ja se realiza também o controle da ferrugem (Zambolim, 2003).

A resisténcia sistémica adquirida (RSA) pode ser usada como uma
ferramenta no manejo de doencas de plantas, pois consiste na ativagdo de
mecanismos de defesa natural das plantas contra um amplo espectro de
patdégenos. Alguns compostos naturais e sintéticos estimulam respostas de defesa
semelhantes aquelas observadas nas interacdes plantas resistentes-agentes
patogénicos, como a explosdo oxidativa, caracterizada pela rapida geragdo de
espécies ativas de oxigénio, reacdo de hipersensibilidade (HR), acumulo de
fitoalexinas, acimulo de proteinas relacionadas a patogénese e de compostos
fenolicos em células adjacentes ao sitio de infec¢do, além da inducdo de
barreiras estruturais (Van Loon, 1997; Cavalcanti et al., 2005).

Produtos analogos ao 4cido salicilico, sinalizador da RSA, como o
acibenzolar-S-metil, estdo entre os indutores de resisténcia mais estudados no
controle de doengas de plantas (Kessman et al., 1994; Cavalcanti et al., 2005).
Eliciadores diretos, como fragmentos e peptidios da parede celular de patdgenos,

também sdo conhecidos por ativar uma gama de rotas de reconhecimento e de
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resposta de defesa de plantas (Perez et al., 1995). Outros ativadores da
resisténcia de plantas muito utilizados, como fosfitos (fosfonato ou acido
fosforoso), agem diretamente sobre o patéogeno e indiretamente, induzindo
respostas de defesa na planta (Jackson et al., 2000; Nojosa et al., 2005).

Apos tratamento com fosfito, as células infectadas, normalmente em
espécies de plantas suscetiveis, sdo submetidas a mudangas rapidas, que incluem
morte celular por HR, ativacdo de rotas biosintéticas relacionadas a defesa, que
podem acumular niveis elevados de fitoalexinas e deposito de barreiras fisicas
ao redor das células infectadas (Nemestothy & Guest, 1990).

Em plantas de fumo tratadas com o fosetyl aluminio, produto composto
por trés moléculas de fosfito ligadas covalentemente ao aluminio, foi verificado
o aumento na atividade da fenilalanina amoénia liase (FAL), acamulo de
fitoalexinas e deposi¢do de lignina apods inoculagdo com Phythophtora.
Nicotianae, em comparac¢do com os niveis das plantulas de fumo nio tratadas ¢
inoculadas (Nemestothy & Guest, 1990). Em cafeeiro, o fungicida fosetyl
aluminio controlou a mancha de Phoma, diminuindo o percentual de folhas ¢ de
ramos atacados, diferindo significativamente da testemunha (Mansk & Matiello,
1983). Também em cafeeiro, o fosfito de potassio aplicado em folhas destacadas
reduziu a severidade da mancha de Phoma, nédo diferindo do tebuconazole e do
fosetyl aluminio e, em mudas, proporcionou diminui¢do da severidade da
ferrugem (Nojosa, 2003). No campo, fosfitos apresentaram efeito protetor em
cafeeiro para a mancha de Phoma (Barguil, 2004). Entretanto, para cafeeiro,
poucos trabalhos com fosfitos foram publicados, abordando a ativagao de
mecanismos de defesa via RSA.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito
da aplicacdo de fosfitos de potassio ¢ de manganés e do acibenzolar-S-metil na

atividade das proteinas PR, peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase, e nos teores
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de fendis soluveis totais e de lignina em mudas de cafeeiro inoculadas e ndo

inoculadas com C. coffeicola.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenciao dos produtos

No ensaio foram utilizados os produtos comerciais a base de fosfito de
potéssio, Reforce”™ (25,6% de P,0Os e 17,8% de K,0), adquirido da Agrichem do
Brasil Ltda.; Phytogard Mn" (40% de P,Os ¢ 10% de Mn), adquirido da Stoller
do Brasil Ltda. e o acibenzolar-S-metil (ASM) (Bion” 50% de ASM), da
Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda.

2.2 Caracterizacdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de
defesa

2.2.1 Obtencao das plantas, do inoculo e inoculacio

Para a determinag¢do dos mecanismos envolvidos na resposta de defesa
foi realizado experimento em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia, visando fornecer material foliar para as analises bioquimicas.

Foram utilizadas mudas de cafeeiro com 90 dias de idade, cultivadas em
bandejas de isopor, de 72 células, com o substrato Plantmax®. Os tempos de
coleta das amostras foliares foram: 0, 6 horas (0,25 dia), 12 horas (0,5 dia), 24
horas (1 dia), 72 horas (3 dias), 168 horas (7 dias), 264 horas (11 dias), 336
horas (14 dias) e 504 horas (21 dias) apds a aplicagdo dos produtos. Foram
utilizadas 4 repeti¢des de 3 plantas cada, por tempo de coleta por tratamento.

A inoculagdo do patégeno foi realizada com 144 horas (6 dias) apos a
pulverizacdo com os tratamentos. Foram avaliados os tratamentos fosfito de
potassio (5,0 mL L™), fosfito de manganés (3,33 mL L") e ASM (0,2 g L"), em
plantas inoculadas e nfo inoculadas com C. coffeicola, além de duas
testemunhas, plantas pulverizadas apenas com agua destilada inoculadas e ndo

inoculadas com C. coffeicola, em que foram analisadas as atividades das
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enzimas peroxidase de guaicol, quitinase, -1,3-glucanase, além dos teores de
lignina soluvel e de fendis soluveis totais.

Para a obtengdo do indculo, conidios de C. coffeicola foram coletados de
folhas de cafeeiro naturalmente infectado. Para tanto, as folhas foram lavadas
superficialmente em agua corrente e, em seguida, mantidas em camara imida
por trés dias, a temperatura ambiente. Os conidios formados foram retirados da
superficie foliar com pincel de cerdas macias; posteriormente, a suspensao foi
filtrada em camada dupla de gaze e a concentragio foi ajustada para 1,5 x 10°
conidios.mL™ em hemocitdmetro. No momento da inoculagdo, trés aliquotas de
200puL da suspensdo de esporos foram retiradas e, 12 horas apds, quantificada a
percentagem média de germinagdo em laminas escavadas.

Apds a coleta, as amostras foram envolvidas em papel aluminio,
identificadas, mergulhadas em nitrogénio liquido e, apd6s o congelamento,
acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer, a -80°C, até o

preparo do material para as analises bioquimicas.

2.2.2 Preparo de extratos foliares para a avaliacio de proteinas totais e da
atividade de peroxidase de guaiacol, quitinase e B-1,3-glucanase

Os tecidos vegetais foliares foram triturados em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo, at¢ a obtencdo de um pd fino. Posteriormente,
aproximadamente 1g desse p6 foi depositado em um tubo, ao qual se adicionou
o tampao acetato de soédio SOmM pH 5,2 (10mL de tampao para cada grama de
amostra) e homogeneizou-se por 10 segundos, em agitacdo. Apds esse processo,
a suspensio foi centrifugada. a 12.000 g. por 15 minutos (0-4°C) e o

sobrenadante foi usado como fonte enzimatica.
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2.2.2.1 Proteinas totais
A concentracdo de proteina total soltivel foi aferida com a utilizagdo de
uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA) ajustada para 100uL do

extrato enzimatico, conforme ensaio de Bradford (1976).

2.2.2.2 Peroxidase de guaicol (POX; EC 1.11.1.7)

A atividade de peroxidases de guaiacol foi determinada pela adigcdo de
100uL do extrato enzimatico, ajustado para 2mL de solugdo contendo 900uL de
acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, 500uL de guaiacol 20mM e 500pL peroxido de
hidrogénio 60mM. Apés incubagdo a 30°C, por 10 minutos, a absorbancia foi
medida em espectrofotometro, a 480nm (Urbanek et al.,1991). Uma unidade
POX foi expressa como variagdo de 1 ODyg por miligrama de proteina solavel

por minuto (A 4gonm mgP’l. min'l).

2.2.2.3 Quitinase (CHI; EC 3.2.1.14)

A atividade de quitinase foi determinada pela adigdo de 100uL do
extrato enzimatico ajustado para 320uL de uma solugdo com acetato de sodio
50mM pH 5,2 e 70uL de CM-Chitin-RBV (2mg mL™'; um substrato especifico
para quitinase fornecido por LOEWE Biochemica GmbH), em microplacas de
96 cavidades, com volume de 350uL por cavidade. Apds incubagdo a 35°C, por
80 minutos, as amostras foram acidificadas com 50uL de HCI 0,5N, resfriadas
em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas (1.450g por 10 minutos), a
4°C. Uma aliquota de 200uL do sobrenadante de cada amostra foi transferida
para nova microplaca, para leitura em 492nm, em um leitor EIA-compativel
(Wirth & Wolf, 1990). A atividade CHI foi expressa pela variacdo de 1 ODyy,

por miligrama de proteina soliivel por minuto (A 4o2um mgP™ min™).
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2.2.2.4 p-1,3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6)

A atividade da B-1,3-glucanase foi determinada de modo andlogo ao da
quitinase, apenas com substitui¢do do substrato para CM-Curdlan-RBB (4 mg
mL"; Loewe Biochemica GmbH). Para promover agdo hidrolitica de p-1,3-
glucanase, foi adotado tempo de incubagdo, a 35°C, de 80 minutos. As amostras
foram submetidas & leitura fotométrica em filtro de 620 nm de um leitor EIA
(Wirth & Wolf, 1990). A atividade GLU foi expressa pela variagdo de 1 ODgp
por miligrama de proteina soliivel por minuto (A gnm mgP" min™). Todos os

ensaios enzimaticos foram conduzidos em triplicatas.

2.2.3 Preparo de tecidos foliares para a avaliacdo de lignina solivel e de
fendis soluveis totais

Os tecidos vegetais foliares foram triturados em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo até a obtencdo de um pd fino. Posteriormente, as amostras
foram liofilizadas por 12 horas. Uma aliquota de 30mg do material liofilizado
foi transferida para micro tubo de 2mL, homogeneizada com 1,5mL de metanol
a 80% e mantida sob agitacdo, por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da
luz a temperatura ambiente. A suspensdo foi centrifugada, a 12.000g, por 5
minutos. O sobrenadante (extrato metandlico) foi transferido para novo
microtubo, com o qual se realizou a determinagdo de fendis soluveis totais,
enquanto o residuo solido foi utilizado para determinagdo de lignina soluvel

como descrito a seguir.

2.2.3.1 Determinacio de lignina solavel

Foi adicionado ao residuo solido 1,5mL de agua, homogeneizado e
centrifugado, a 12.000rpm, por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o residuo foi seco, a 65°C, por 15 horas. Posteriormente, acrescentou-se 1,5mL

de solugdo de acido tioglicolico:HCl 2M (1:10). Em seguida, agitaram-se
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suavemente os microtubos, para hidratar o residuo e estes foram colocados em
banho-maria em fervura por 4 horas.

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados, a 12.000rpm, por 10
minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5mL
de agua ultrapura e novamente centrifugado, a 12.000rpm, por 10 minutos, a
4°C.

A seguir, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso
em 1,5 mL de NaOH 0,5M e mantido em agitador rotativo, por 15 horas, a
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 12.000rpm, por 10 minutos,
a 4°C e o sobrenadante transferido para novo microtubo, ao qual foram
adicionados 200 pL. de HCI concentrado. A suspensdo obtida foi mantida em
camara fria (4°C), por 4 horas, para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao
acido tioglicolico.

A seguir, a mistura foi centrifugada a 12.000rpm, por 10 minutos, a 4°C,
o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2mL de NaOH 0,5M.

A absorbancia desta solugdo foi determinada em espectrofotdometro, a
280nm e os valores calculados com base na curva de lignina e expressos em ug
de lignina soluvel por miligrama de massa seca (adaptado de Doster & Bostock,

1988).

2.2.3.2 Determinacao de fenéis soltveis totais

Aliquotas de 150uL do extrato metanolico foram misturadas a 150uL. do
reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N, por 5 minutos, homogeneizadas com 150uL
de Na,CO; 1M, por 10 minutos e diluidas com 1 mL de dgua ultrapura, a
temperatura ambiente, por uma hora.

Os valores de absorbancia desta rea¢do foram determinados, a 725nm,

em espectrofotometro e calculados com base em curva de catecol. Os compostos
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fenodlicos totais foram expressos em equivalente pg de catecol por miligrama de

massa seca (Spanos & Wrolstad, 1990).

2.4 Analise dos dados

Para melhor visualizagdo dos resultados das andalises ao longo do tempo,
plotou-se a curva de progresso da atividade das enzimas, dos teores de lignina e
de fendis soluveis totais, para cada tratamento. Os tratamentos foram
comparados pelo teste Scott Knott (P < 0,05), utilizando-se a area abaixo da
curva de progresso da atividade das enzimas: peroxidase - AACPAPOX,
quitinase - AACPACHI e f-1,3-glucanase - AACPAGLU, antes e apds a
inoculagdo e a area abaixo da curva de progresso dos teores de lignina -

AACPTL e de fendis soluveis totais - AACPTF (Shaner & Finney, 1977).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Peroxidase

Até os 7 dias apos a pulverizagdo (DAP), de acordo com o progresso da
atividade de peroxidase (POX), ndo foi observada maior atividade desta enzima
em plantas tratadas com os fosfitos ou ASM em relagdo a testemunha (Figura 1
A-C). O mesmo comportamento foi observado na andlise da area abaixo da
curva do progresso da atividade de peroxidase (AACPAPOX), pois ndo se
observou diferenga significativa entre os tratamentos com os fosfitos, ASM ¢ a
testemunha no intervalo entre a pulverizacdo dos tratamentos e a inoculagdo com
C. coffeicola, 6 dias ap6s a pulverizagdo (Figura 3A).

Apo6s o periodo de 7 DAP, em plantas tratadas com os fosfitos e ASM,
observou-se aumento na atividade da POX em relacdo a testemunha. O ASM
proporcionou aumento na atividade de POX aos 11 DAP, enquanto que, para
esse tratamento, em plantas inoculadas, maior atividade também foi observada
aos 11 DAP, mantendo-se alta até os 14 DAP (Figura 1A). Em plantas de tomate
tratadas com ASM, o pico de produgdo dessa enzima ocorreu aos nove dias apos
a pulverizagdo (Cavalcanti et al., 2007). No patossistema tomate X Clavibacter
michiganensis subsp. Michiganensis, o pico de producdo de peroxidases foi
observado aos 14 dias (Soylu et al., 2003).

Plantas tratadas com os fosfitos revelaram comportamento semelhante
aquelas tratadas com ASM, apresentado um aumento na atividade de POX aos 7
DAP. Plantas tratadas com os fosfitos, sem inocula¢do com C. coffeicola, aos 21
DAP, apresentaram atividade de POX semelhante a da testemunha sem
inoculagdo (Figura 1B e C). Entretanto, em plantas tratadas com os fosfitos e
inoculadas com C. coffeicola, ha uma tendéncia de aumento da POX, quase que
linear, a partir de 7 DAP (Figura 1B e C). De acordo com a AACPAPOX, no

intervalo entre a inoculag@o e a ultima avaliacdo (21 DAP), o tratamento com o
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ASM inoculado apresentou maior atividade desta enzima, superior a dos demais
tratamentos, enquanto os tratamentos com ASM sem inoculagdo, fosfitos sem e
com inoculagdo, apresentaram AACPAPOX superiores a da testemunha
inoculada e ndo inoculada (Figura 3A). Em cacaueiro, Ribeiro Junior et al.
(2006) observaram, em mudas tratadas com ASM, tanto inoculadas como nao
inoculadas com Verticillium dahliae, maior atividade de POX aos 18 DAP,
enquanto mudas tratadas com fosfito de potassio inoculadas apresentaram
atividade de POX, pouco superior a da testemunha inoculada, aos 13 DAP. Em
mudas de cafeeiro pulverizadas com ASM e fosfito de potassio, inoculadas com
H. vastatrix, a atividade de peroxidases foi maior que em mudas ndo tratadas e
ndo inoculadas (Nojosa, 2003).

As peroxidases de plantas participam de diversos processos fisioldgicos,
dentre eles a formagdo de lignina e sdo freqiientemente utilizadas como
marcadores enzimaticos para os estudos da RSA (Rasmussen et al., 1995). A
atividade desta enzima ¢ freqiientemente aumentada em resposta aos estresses,
ao ataque de patdgenos e aos tratamentos com indutores, sendo a protecdo
celular contra reagdes oxidativas também uma das suas principais fungdes

(Anterola & Lewis, 2002).
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FIGURA 1 Atividade de peroxidase de guaiacol em folhas de mudas de
cafeeiro, ap6s tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-metil (A), fosfito de
potassio (Fosf. K) (B) e fosfito de manganés (Fosf. Mn) (C), comparados com a
testemunha. Setas indicam inoculagdo com C. coffeicola (Cc), 6 dias apods
pulverizagdo. Barras indicam desvio padrao da média.
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3.2 Quitinase e p-1,3-glucanase

De maneira geral, para a atividade de quitinase, todos os tratamentos
com o fosfito de potdssio, de manganés e ASM apresentaram aumento na
atividade de forma semelhante, pois estes tratamentos, tanto em plantas
inoculadas como nao inoculadas, aumentaram de forma quase que linear nas
épocas avaliadas, em relagdo as plantas testemunha (Figura 2A-C).

Em mudas de cafeeiro tratadas com ASM, com ¢ sem inoculagdo, a
atividade dessa enzima aumentou consideravelmente entre 1 ¢ 3 DAP, em
relacdo as plantas pulverizadas apenas com agua, apresentando maior pico dessa
enzima aos 21 DAP (Figura 2A). Em plantas tratadas com os fosfitos de potassio
¢ de manganés, a partir de 0,5 DAP (12 horas apos pulverizagdo), a atividade
dessa enzima aumentou em relagdo a testemunha, apresentando sua maior
atividade aos 21 DAP, época da ultima avaliagdo.

Para os tratamentos com os fosfitos em mudas inoculadas, observou-se o
mesmo comportamento, pois apresentou, desde a inoculacdo, atividade
semelhante aos tratamentos com os fosfitos ndo inoculados, apresentando
maiores atividades aos 21 DAP, comportamento também observado para a
testemunha inoculada com C. coffeicola (Figura 2B). Avaliando-se a atividade
de quitinase de forma acumulada, utilizando-se a 4rea abaixo da curva do
progresso da atividade de quitinase (AACPACHI), ndo foi verificado efeito
significativo dos tratamentos antes da inoculacdo. Apds a época de inoculagdo (7
DAP), o tratamento com o ASM com e sem inoculagdo proporcionou maior
AACPACHI, seguido pelos tratamentos com os fosfitos e pela testemunha
inoculada, ndo diferindo entre si, mas superior a da testemunha sem inoculagdo
(Figura 3B).

A atividade de p-1,3-glucanase em plantas tratadas com ASM
apresentou pico aos 0,5 DAP (12 horas ap6s a pulverizag@o) e outro aumento aos

3 DAP, com pico aos 11 DAP, para este tratamento ndo inoculado. Em mudas
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tratadas com ASM com inoculagdo, a atividade de B-1,3-glucanase apresentou-
se crescente até os 21 DAP, época da tltima avaliacdo e de maior atividade para
esse tratamento em relacdo as testemunhas com e sem inoculagdo (Figura 2D).
Mudas de cafeeiro tratadas com fosfito de potassio apresentaram pico de
atividade de B-1,3-glucanase, aos 7 DAP, em plantas ndo inoculadas, enquanto
em plantas tratadas e inoculadas, a atividade desta enzima foi semelhante & das
testemunhas (Figura 2E). Plantas pulverizadas com fosfito de manganés e nédo
inoculadas apresentaram pico de atividade aos 0,5 (12 horas), 1 ¢ 7 DAP. Plantas
tratadas e inoculadas apresentaram atividade semelhante a da testemunha
inoculada (Figura 2F). Analisando-se a atividade de B-1,3-glucanase de forma
acumulada, utilizando-se a area abaixo da curva do progresso da atividade de f3-
1,3-glucanase (AACPAGLU), ndo se observou efeito significativo dos
tratamentos, antes ou apos a inoculagdo (Figura 3C).

Em cafeeiro, Patricio et al. (2008) relataram controle de até 55% da
cercosporiose do cafeeiro em campo, utilizando-se o ASM. Também
trabalhando com cafeeiro, Guzzo et al. (2004) observaram incremento nas
atividades de quitinase e B-1,3-glucanase, 1 dia apés a aplicagdo foliar com
ASM, as quais mantiveram-se altas at¢ 35 dias apos a aplicag@o, proporcionando
reducdo na severidade da ferrugem em 60%-80%. Essas enzimas estdo
relacionadas a protecdo de plantas a patdogenos em varios patossistemas
(Pieterse, 2001). A quitinase e a p-1,3-glucanase apresentam a¢do direta contra
patogenos, degradando a parede celular, com o objetivo de impedir o
estabelecimento do patdégeno na planta. Neste processo, polimeros de N-
acetilglucosamina e B-1,3-glucana, provenientes da parede celular de fungos ou
bactérias degradadas por estas enzimas, podem funcionar como eliciadores e

ativar outros mecanismos de defesa (Okinaka et al., 1995).
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FIGURA 2 Atividade de quitinase (A, B e C) e de B-1,3-glucanase (D, E e F)
em folhas de mudas de cafeeiro, apds tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-
metil (A e D), fosfito de potassio (Fosf. K) (B e E) e fosfito de manganés (Fosf.
Mn) (C e F), comparada com a da testemunha. Setas indicam inoculagdo com C.
coffeicola (Cc), 6 dias apos pulverizagdo. Barras indicam desvio padrio da

média.
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FIGURA 3 Area abaixo da curva do progresso da atividade de: peroxidase de
guaiacol (AACPAPOX) (A), quitinase (AACPACHI) (B) e de B-1,3-glucanase
(AACPAGLU) (C), ap6s tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-metil, fosfito
de potassio (Fosf. K) e fosfito de manganés (Fosf. Mn), comparada com a da
testemunha. “Cc” indica inoculagdo com Cercospora coffeicola 6 dias apods
pulverizagdo. Médias com mesma letra ndo diferem, pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).
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3.3 Lignina e fenéis totais

Os produtos testados, ASM, fosfito de potassio e de manganés, nio
proporcionaram aumento significativo para o teor de lignina soltvel em acido no
periodo de avaliagdo (Figura 3). Comportamento também observado para a area
abaixo da curva do progresso do teor de lignina (AACPTL), pois nenhum
tratamento apresentou diferenca significativa da testemunha (Figura 5A).

Deposicao de compostos fenolicos, lignina e calose estd relacionada com
componentes estruturais das reacdes de defesa de plantas a patogenos
(Moerschbacher et al. 1988). Mudas suscetiveis de Eucaliptus marginata
tratadas com fosfito e inoculadas com P. cinnamomi apresentaram elevada
atividade das enzimas envolvidas na resposta de defesa, incluindo fenilalanina
amonia liase (FAL), coumarato coenzima A ligase (4-CL), cinamil alcool
desidrogenase (CAD) e, conseqiientemente, a elevada sintese de compostos
fenolicos (Jackson et al., 2000). Daniel & Guest (2006) observaram, em
arabdopsis cultivadas em meio contendo fosfito de potassio, 6 horas apds
inoculagdo com P. palmivora, acimulo de compostos fendlicos no local de
infeccdo e, 48 horas apds a inoculacdo, esses compostos estavam concentrados
ao redor das células infectadas. Nojosa (2003), trabalhando com fosfito de
potassio, observou maior lignificagdo em folhas de mudas de cafeeiro tratadas
com esse produto, sem inoculagdo e inoculadas com Hemileia vastatrix.

Para os fendis soluveis totais observou-se, para os tratamentos com 0s
fosfitos, maior atividade aos 11 DAP, voltando ao nivel das testemunhas, tanto
inoculada como ndo inoculada aos 14 DAP, exceto para o tratamento com o
fosfito de manganés com inoculagdo, que continuou superior, voltando ao nivel
das testemunhas aos 21 DAP (Figura 4D-F). Para o tratamento com ASM, foi
observado aumento no teor de fendis também aos 11 DAP, inferior aos
tratamentos com os fosfitos. O ASM seguido de inoculag@o apresentou teor de

fenoéis igual a testemunha com inoculagdo, enquanto o ASM sem inoculagéo foi
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pouco superior ao da testemunha sem inoculagdo (Figura 4D). Analisando-se o
teor de fenois de forma acumulada, pela area abaixo da curva de progresso do
teor de fenois (AACPTF), o fosfito de manganés, seguido de inoculagdo,
proporcionou maior area, seguido pelos demais tratamentos com fosfito. Os
tratamentos ASM, ASM inoculado e a testemunha inoculada ndo diferiram entre
si e foram superiores apenas a testemunha sem inoculacao (Figura 5B).

Iriti e Faoro (2003) também observaram maior formag¢do de lignina em
fun¢do do tratamento com ASM, o que pode ser, juntamente com maior
atividade das proteinas PR, um dos principais mecanismos responsaveis pela
resisténcia do feijoeiro contra U. Appendiculatus. Kuhn (2007) observou que a
aplicacdo de ASM em feijoeiro causou aumento na sintese de lignina. Segundo
este autor, este fato pode estar associado a redugdo da severidade de X.
axonopodis pv phaseoli, em casa de vegetagdo ¢ de Sclerotinia sclerotiorum, no

campo.
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FIGURA 4 Teor de lignina solavel total (ug mg' MS™) (A, B e C) e de fendis
soluveis totais (ug de catecol mg' MS™) (D, E e F), em folhas de mudas de
cafeeiro, apds tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-metil (A e D), fosfito de
potassio (Fosf. K) (B ¢ E) e fosfito de manganés (Fosf. Mn) (C e F) comparado
com o da testemunha. Setas indicam inoculagdo com Cercospora coffeicola
(Cc), 6 dias ap6s pulverizacdo. Barras indicam desvio padrdo da média.
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FIGURA 5 Area abaixo da curva do progresso dos teores de lignina solivel
total — AACPTL (A) e de fendis soluveis totais (B) — AACPTF, apos
tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-metil, fosfito de potassio (Fosf. K) e
fosfito de manganés (Fosf. Mn), comparada com a da testemunha. “Cc” indica
inoculagdo com Cercospora coffeicola, 6 dias apds pulverizagdo. Médias com
mesma letra ndo diferem, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Compostos fenolicos sdo conhecidos como substancias fungitoxicas e,
em alta concentragdo nas células, podem ser oxidados a quinonas, constituindo-
se em componentes de defesa do vegetal contra fatores externos (Nicholson &
Hammerschmidt, 1992).

De Nardi et al. (2006) observaram, 16 horas apds a pulverizagdo com
ASM em cafeeiro, utilizando-se o PCR quantitativo em tempo real e a técnica de
microarranjo, a expressdo dos genes de defesa tipica da RSA. A principal
resposta nas folhas foi a expressdo de genes relacionados a explosao oxidativa e
ao aumento de barreiras fisicas ¢ quimicas (peroxidase, quitinase, lipoxigenase,
glutationa-S-transferase e superoxido dismutase).

Naturalmente, mais investigacdes devem ser realizadas para elucidar o
efeito desses produtos na ativacdo de repostas de defesa em cafeeiro, como o
estudo de outras enzimas relacionadas com a defesa de plantas, bem como o

estudo da expressdo de genes que codificam para essas proteinas.
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4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que os fosfitos de potassio, manganés ¢ o ASM
promovem aumento na atividade das proteinas PR, peroxidase, quitinase e B-1, 3
glucanase, além de aumentar os teores de fendis soluveis totais em folhas de
cafeeiros.

Estas substancias ndo proporcionam altera¢do no teor de lignina soltvel
total no periodo de avaliagdo, até 21 dias apds pulverizagao.

Os fosfitos proporcionam aumento nos teores de fendis soluveis totais

em folhas de cafeeiro superior aqueles induzidos pelo ASM.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo de insumos contendo fosfitos tem ganhado importancia no
manejo de doengas de plantas por sua capacidade de atuar diretamente sobre os
patogenos e pela capacidade de ativar respostas de defesas induzidas em plantas.
Devido a isso, podem ser utilizados no manejo de doencas de plantas,
isoladamente, ou até mesmo aplica-los em alternancia com fungicidas ou mesmo
em mistura na propria calda. Para tanto, mais estudos devem ser realizados com
o intuito de se avaliar a compatibilidade destes com os fungicidas.

Estudos indicam a eficacia de fosfitos no controle da mancha de Phoma
e no presente estudo, controle parcial da ferrugem e cercosporiose do cafeeiro
em campo e cercosporiose em mudas. No entanto, o efeito de fosfitos em outras
importantes doengas do cafeeiro deve ser estudado, como aquelas causadas por
fungos do complexo Colletotrichum.

O estudo da indug@o de resisténcia proporcionada pelos fosfitos deve ter
continuidade. Para tanto, podem-se fazer mais estudos para se avaliar o efeito
desta molécula na fisiologia do cafeeiro, bem como estudar outras enzimas
relacionadas a defesa de plantas e também estudar a expressdo de genes que
codificam para as principais proteinas relacionadas com a defesa contra estes
patogenos.

A exploracdo dos mecanismos de defesa endogenos das plantas para o
controle de doengas associado a agdo toxica direta a patdogenos, torna os fosfitos
uma boa alternativa no controle de doengas de plantas. Além disso, os fosfitos,
sendo menos toxicos ao ambiente € ao homem, certamente contribuirdo para a

producdo de alimentos de melhor qualidade que serdo oferecidos ao consumidor.
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