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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Borges. Potencial de 6leos essenciais no manejo da
ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro. 2008. 107p. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) -Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A ferrugem e a cercosporiose sdo consideradas as principais doengas do
cafeeiro, pois reduzem a produgdo e prejudicam a qualidade da bebida. O
manejo da doenga ¢ realizado, convencionalmente, pela aplicagdo de cupricos e
fungicidas sistémicos, no entanto, eles podem promover a contaminagdo do
homem e do ambiente e selecionar ragas resistentes dos patdogenos. Assim, os
oleos essenciais surgem como uma alternativa para o controle da ferrugem e a
cercosporiose do cafeeiro. Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram:
(i) avaliar o efeito in vitro dos éleos essenciais de canela (CA), citronela (CI),
capim-limao (CL), cravo-da-india (CR), arvore-de-cha (ME), tomilho (TO), nim
(NT) e eucalipto (EU) na germinagdo de uredinidésporos de Hemileia vastatrix e
de conidios de Cercospora coffeicola; (ii) avaliar o efeito destes no crescimento
micelial de C. coffeicola; (iii) avaliar o efeito dos 6leos essenciais no controle da
ferrugem e cercosporiose em diferentes cultivares de cafeeiro em casa de
vegetacdo; (iv) avaliar a protecdo sistémica dos Oleos essenciais mais
promissores nas diferentes cultivares e seus efeitos no controle da ferrugem e da
cercosporiose e (v) avaliar in vivo os efeitos destes sobre a germinagdo de
conidios e o desenvolvimento micelial de C. coffeicola, por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV). Todos os Oleos essenciais promoveram a
inibigdo da germinagdo dos uredinidsporos de H. vastatrix e dos conidios de C.
coffeicola, com o aumento das concentra¢des. Os 0Oleos essenciais de CR, CA,
NI, TO ¢ CL inibiram o crescimento micelial de C. coffeicola na concentragéo
1.000 uL L. Os oleos essenciais promoveram controle parcial das doengas em
casa de vegetacdo, sendo os oleos de TO, CR e CI os mais promissores para o
controle da ferrugem nas cultivares Catucai 2SL, Catuai IAC 62 e Mundo Novo
379/19, e os 6leos de CA e CI, para o controle da cercosporiose em todas as
cultivares. O 6leo essencial de CR apresentou efeito local, enquanto o 6leo de CI
apresentou efeito sistémico contra a ferrugem do cafeeiro. Os 6leos essenciais de
CA e CI promovem protecao sistémica nas cultivares Catucai 2SL e Catuai [AC
62 contra a cercosporiose. Os o6leos essenciais de CA e CI reduziram a
germinagdo e o desenvolvimento micelial de C. coffeicola in vivo, promovendo
o extravasamento do citoplasma celular.

“Comité de Orientacdo: Eduardo Alves — UFLA (Orientador); Mario Lucio Vilela de
Resende — UFLA (Co-orientador) e Mario Sobral de Abreu — UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Borges. Potential of the essential oils in the control of leaf
rust and brown spot eye of coffee plant. 2008. 107p. Thesis (Doctor in
Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The rust and brown spot eye are considered the main diseases of coffee plant, it
reduces the production and undermine the drink quality. The management of the
disease is conventionally done by application of copper and systemic fungicides,
however, they may promote the contamination of man, environment and select
resistant pathogens races. Thus, the essential oils could be an alternative to
control of rust and brown spot eye coffee plant. Considering the exposed, the
objectives of this work were: (i) to assess the effect in vitro of essential oils of
cinnamon (CA), citronella (CI), lemon grass (CL), clove (CR), tea-tree (ME),
thyme (TO), neem (NI) and eucalyptus (EU) on the germination of both
urediniospores of Hemileia vastatrix and conidia of Cercospora coffeicola; (ii)
to assess the effect of these on mycelial growth of C. coffeicola; (iii) to assess
the effect of essential oils to control of rust and brown spot eye in different
coffee cultivars in greenhouse; (iv) to assess the systemic protection of essential
oils most promising in the different cultivars and their effects on control of rust
and brown spot eye and; (v) to assess in vivo effects of these on the conidia
germination and fungal development of C. coffeicola through scanning electron
microscopy. All essential oils promoted the germination inhibition of both
urediniospores of H. vastatrix and the conidia of C. coffeicola with increasing
concentrations. The essential oils of CR, CA, NI, TO and CL inhibited the
mycelial growth of C. coffeicola concentration in 1000 pL L. The essential oils
promote partial diseases control in the greenhouse, and the oil TO, CR and CI
were the most promising to rust control in Catucai 2SL, Catuai IAC 62 and
Mundo Novo 379/19 cultivars, and the oil CA and CI to brown spot eye control
in all cultivars. The essential oil of CR presented local effect, while the oil of the
CI presented systemic effect against coffee leaf rust. The essential oils of CA
and CI promoted systemic protection in cultivars Catucai 2SL and Catuai IAC
62 against spot eye control. The essential oils of CA and CI reduced germination
and mycelial development of C. coffeicola in vivo, promoting the leakage of the
cell cytoplasm.

"Advising Committee: Eduardo Alves - UFLA (Adviser), Mario Lucio Vilela de
Resende — UFLA (Co-adviser) and Mario Sobral de Abreu — (Co-adviser).
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CAPITULO 1

OLEOS ESSENCIAIS NO MANEJO DE DOENCAS



1 INTRODUCAO

O cafeeiro ¢ uma planta originaria das regides altas da Etiopia (Graner &
Godoy Junior, 1967). O género Coffea abrange mais de 100 espécies botanicas
conhecidas. No entanto, somente as espécies Coffea arabica L. e C. canephora
Pierre sdo cultivadas em regides tropicais e subtropicais. A maior parte do café
produzido mundialmente é da espécie C. arabica, ocupando, aproximadamente,
70% das areas cultivadas (Monaco, 1977).

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento, Conab (2008), a producao nacional de
C. arabica em 2008 foi de 45,85 milhdes de sacas, representando uma das
principais fontes de divisas para o pais. Minas Gerais destaca-se como o maior
produtor nacional de café arabica, com uma producao de 23,3 milhdes de sacas
(Conab, 2008).

Devido ao aumento na demanda pelo café, principalmente nos paises de
clima frio, seu cultivo vem se mostrando sempre crescente. No entanto, a cultura
ainda apresenta alguns problemas fitossanitarios, que causam perdas quando ndo
sdo tomadas medidas de controle eficazes. Dentre as doengas que acometem a
cultura, destacam-se como principais a ferrugem, causada por Hemileia vastatrix
Berk. & Br ¢ a cercosporiose, causada por Cercospora coffeicola Berk & Cooke
(Zambolim et al., 2005).

No Brasil estima-se que as perdas em decorréncia apenas da ferrugem
do cafeeiro sejam da ordem de 30% da producdo, principalmente pela auséncia
de medidas de controle e pela predomindncia de cafeeiros C. arabica
susceptiveis a maioria das ragas de H. vastatrix, incluindo a raga II,
predominante no pais (Mazzafera et al., 1993; Pereira & Sakiyama, 1999).

Segundo Zambolim et al. (2005), a severidade da ferrugem e os prejuizos



ocasionados na produgdo do cafeeiro, de modo geral, variam de regido para
regido e de ano para ano, em decorréncia da carga pendente dos cafeeiros e das
condi¢bes climaticas prevalecentes. Os danos causados pela ferrugem sdo
principalmente indiretos, pela indugdo da desfolha intensificada pela colheita. A
queda precoce das folhas resulta no menor vingamento da florada, menor
vingamento dos chumbinhos e também na seca dos ramos plagiotropicos,
comprometendo a producdo do cafeeiro (Godoy et al., 1997; Pereira, 2003). Essa
seca constante dos ramos reduz a longevidade dos cafeeiros, tornando a lavoura
gradativamente antieconomica (Pereira, 2003).

Outra doenga de grande importincia no cafeeiro € a cercosporiose.
Atualmente, esta presente em quase todas as regides que apresentam condicdes
favoraveis ao patdgeno, constituindo uma doenca de importincia economica,
capaz de promover a desfolha e, em consequéncia, reduzir a producdo, além de
prejuizos como a depreciacdo da qualidade da bebida dos graos. Em condigdes
de viveiro, a cercosporiose causa intensa desfolha, provocando atraso no
desenvolvimento e no raquitismo das mudas (Godoy et al., 1997). Ataques
intensos da doenga no campo ocorrem, principalmente, em regides mais altas,
chegando a causar perdas de até 30% na produgdo (Carvalho & Chalfoun, 2001).
Os prejuizos com a cercosporiose ganharam maior importancia econdmica com
a implantacdo de lavouras nos cerrados, que apresentam solos com baixa
fertilidade natural, ou em lavouras mal manejadas nutricionalmente (Pozza et al.,
2000).

Atualmente, em todo o mundo, nos locais se pratica uma agricultura
econdmica, faz-se o uso de fungicidas 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 promover a selecdo de novas ragas
resistentes dos patdgenos, além de contaminagdo do ambiente e riscos a saude

humana.



Como uma das medidas alternativas de controle de doengas, tem-se a
utilizacdo de oleos essenciais provenientes de plantas medicinas, uma vez que
estes oferecem menores risco ao homem e ao ambiente. O potencial dos 6leos
essenciais no controle de doengas de plantas tem sido muito pesquisado nos
ultimos anos, devido as suas propriedades antimicrobianas, mostrando-se
promissores no controle alternativo de doengas de plantas (Guiraldo et al., 2004;
Schwan-Strada & Stangarlin, 2005).

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com os objetivos de
avaliar o efeito in vitro de diferentes Oleos essenciais na germinagdo de
urediniésporos de H. vastatrix, na germinagdo de conidios de C. coffeicola e no
crescimento micelial de C. coffeicola; avaliar o efeito destes no controle da
ferrugem e da cercosporiose em diferentes cultivares de cafeeiro em casa de
vegetacdo; avaliar o efeito sistémico dos 6leos essenciais mais promissores no
controle da ferrugem e cercosporiose em diferentes cultivares de cafeeiro e
avaliar in vivo os efeitos destes sobre a germina¢do de conidios ¢ o
desenvolvimento micelial de C. coffeicola, por meio da microscopia eletronica

de varredura.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ferrugem do cafeeiro

A ferrugem alaranjada ¢ a doenga mais destrutiva do cafeeiro, capaz de
provocar reducdo do crescimento das plantas e queda prematura das folhas
infectadas (Agrios, 2005). Possui como agente causal o fungo Hemileia
vastatrix, pertencente a familia Pucciniacea, ordem Uredinales, classe dos
Uredinomycetes. Trata-se de um patégeno biotrofico, com ciclo de vida
incompleto, pois, até o momento, as fases de picnio e écio sdo desconhecidas
(Godoy et al., 1997; Agrios, 2005).

Ataques mais intensos do patégeno no campo ocorrem, normalmente,
nos meses de dezembro a janeiro, com um grande progresso da doenga nos
meses de margo a abril, com maxima incidéncia nos meses de junho e julho. Ja
na estacdo seca ocorre queda acentuada de folhas, reduzindo a incidéncia da
doenga (Pozza, 2004).

Os sintomas da doen¢a se iniciam na forma de manchas cloréticas
translicidas com 1 a 3 mm de didmetro na face inferior das folhas que, em
poucos dias, atingem 1 cm de didmetro. Na face inferior das folhas
desenvolvem-se massas pulverulentas de coloragdo amarelo-alaranjada,
formadas por uredinidésporos do patéogeno. Quando estas coalescem, podem
cobrir toda a extensdo do limbo foliar. Na face superior das folhas aparecem
areas de tonalidade amarelada, que correspondem as regides infectadas. Com o
tempo as lesdes aumentam de tamanho, deixando em seu centro uma area
necrética, onde a esporulacdo é reduzida, com uma producdo de esporos de
coloragdo esbranquicada de menor viabilidade, chegando a cessar (Zambolim et
al., 2005).

Para o processo de infeccdo, sdo necessarias condigdes de baixa



luminosidade, temperaturas entre 21° e 25°C e molhamento foliar por um
periodo minimo de trés horas. Temperaturas inferiores a 18°C e superiores a
28°C comprometem o sucesso da infec¢do. O periodo de incubagdo (tempo entre
a penetragdo e a visualizagdo dos sintomas) pode variar de 29 a 62 dias apés a
penetragdo, variando em funcao das condi¢cdes ambientais, da suscetibilidade da
planta e da idade do 6rgao infectado. A esporulagdo na face inferior inicia-se aos
sete dias apds o aparecimento dos sintomas (Godoy et al., 1997).

A disseminagdo de H. vastatrix ocorre mais eficientemente pela ac¢do do
vento, das gotas da chuva, do escorrimento de agua pelas margens do limbo
foliar para a superficie inferior e pela agdo homem durante os tratos culturais. A
incidéncia da doenca aumenta juntamente com as chuvas, atingindo o maximo
no fim da estacdo chuvosa (Godoy et al., 1997; Zambolim et al., 2005). Com o
aumento de horas de molhamento foliar, ocorre o aumento da incidéncia da
doenga, além de aumentar o nimero de ciclos do patogeno (Pozza, 2004).

A ferrugem do cafeeiro ¢ de dificil controle, mas resultados satisfatorios
sdo obtidos pelo uso de fungicidas, em pulverizacdes sistematicas durante a
estacdo chuvosa, com intervalos de duas a trés semanas, dependendo da
severidade da doenga. Fungicidas sistémicos podem ser usados de forma
curativa, alternando com pulverizagdes clpricas, porém, seu uso pode selecionar
novas ragas fisiologicas resistentes do patdgeno (Agrios, 2005).

Ha muito se procura obter cultivares portadoras de genes de resisténcia a
H. vastatrix que possam substituir as cultivares tradicionais de C. arabica
susceptiveis, as quais requerem um controle sistematico da doenga. No entanto,
esse processo tem sido dificultado pelo aparecimento de novas ragas fisioldgicas

do patogeno, que levam a “quebra” da resisténcia das cultivares melhoradas.

2.2 Cercosporiose do cafeeiro

A cercosporiose do cafeeiro, também conhecida por mancha-de-olho-



pardo ou olho-de-pomba, ¢ uma das doencas mais antigas do cafeeiro. Possui
como agente causal o fungo Cercospora coffeicola, pertencente a familia
Dematiaceae, ordem Moniliales e a classe dos fungos mitosporicos (Zambolim
et al., 2005).

Nas folhas, o sintoma ¢ caracterizado por manchas circulares de
coloracdo castanho-clara a escura, de 5 a 8 mm de didmetro, com centro branco-
acinzentado, quase sempre envolvido por um halo amarelado, dando a lesdo
aspecto de olho. No centro das lesdes sdo formados os esporodoquios escuros do
fungo, onde sdo produzidos conidios hialinos multi-septados agrupados em
fasciculos. Tem sido também observado outro tipo de sintoma, com lesdes
maiores e sem a presenca de halos amarelados, sendo a doenca denominada
cercospora-negra. Uma unica lesdo na folha ¢ suficiente para que a planta
produza uma maior quantidade de etileno, provocando a queda da folha
(Zambolim et al., 2005).

Nos frutos, a doenca pode iniciar quatro meses apos a floracao,
causando lesoes deprimidas de coloragao castanho-clara, dispostas no sentido do
pedinculo-coroa do fruto. Quando atacados no estagio ainda verde e verde cana,
os frutos amadurecem precocemente, sendo este processo iniciado por um
avermelhamento a partir da lesdo, seguido de chochamento e queda prematura
dos grdos. Em frutos mais desenvolvidos, a lesdo aumenta de tamanho,
tornando-se mais escura, promovendo a aderéncia da casca ao pergaminho do
fruto, dificultando o processo de despolpamento do fruto e, em conseqiiéncia,
reduzindo a qualidade da bebida (Chalfoun, 1997; Pozza, 2008).

O que faz a cercosporiose ainda mais importante ¢ o fato de se constituir
um problema tanto para mudas em formacgdo em viveiros como para lavouras em
producao no campo. Nos viveiros, a doenga provoca intensa desfolha, afetando o
crescimento das mudas, tornando-as raquiticas ¢ inadequadas para o plantio. Ja

em plantios novos, € comum ocorrerem intensos ataques do patdgeno,



promovendo desfolha acentuada, prejudicando o crescimento das plantas,
principalmente em lavouras implantadas em terrenos de baixa fertilidade ou com
adubagoes desequilibradas, provocando o chochamento e a queda prematura dos
frutos atacados, além de servir de porta de entrada para outros fungos que
depreciam a qualidade da bebida do café (Chalfoun, 1997).

Solos de baixa fertilidade ou com desequilibrio nutricional,
principalmente em calcio, potassio e nitrogénio, predispdem a planta ao ataque
mais intenso do patogeno (Pozza, 2004; Pozza, 2008). Condigdes de alta
umidade relativa e temperaturas amenas sao ideais para o desenvolvimento do
fungo, uma vez que este se desenvolve em temperaturas entre 10° e 25°C. Alta
luminosidade (insolagdo) e alta carga pendente também contribuem para o
desenvolvimento da doenga. Segundo Zambolim & Vale (2003), quando a planta
apresenta alta carga pendente, os frutos drenam grande parte dos nutrientes das
folhas para que possam completar o seu desenvolvimento, tornando-as
desnutridas, o que aumenta a incidéncia da doenca.

Como medidas de controle da cercosporiose, algumas praticas culturais
podem ser adotadas, principalmente em condigdes de viveiro, como controle da
irrigagdo, luminosidade, utilizacdo de substratos equilibrados ¢ com boas
propriedades fisicas. O controle quimico pode ser realizado por meio de
aplicacdes de fungicidas cupricos alternados com sist€émicos. Triazdis e
estrobilurinas sdo bastante utilizados, pois, com as mesmas aplicagdes, ja se

realiza também o controle da ferrugem.

2.3 Inducdo de resisténcia no controle de doengas de plantas

A indugdo de resisténcia em plantas contra fitopatdogenos representa um
método alternativo no controle de doengas, a qual ativa os mecanismos de defesa
da planta que se encontram na forma latente. Esta ativacdo pode ser obtida pelo

tratamento biotico, ou seja, formas avirulentas de patégenos, extratos vegetais,



extratos fungicos (Standnik, 1999), 6leos essenciais (Schwan-Estrada, 2003) ou
por ativadores quimicos, como o acido aminobutirico (Cohen, 1996), acido 2,6-
dicloroisonicotinico e acibenzolar-S-metil (ASM) (Van Loon et al., 1998).

A protegdo obtida contra determinado patégeno pode ser local ou
sist€émica, dependendo do intervalo de tempo entre o tratamento inicial (indutor)
¢ a inoculacdo do patdgeno (desafiador). A sua duragdo pode ser de poucos dias
a algumas semanas ou, mesmo, durar todo o ciclo de vida da planta (Pascholati
& Leite, 1995), passando, assim, a funcionar como um mecanismo de defesa
constitutivo da planta.

A resisténcia induzida ¢ dividida em duas categorias, a resisténcia
sistétmica adquirida (RSA) (Sticher et al., 1997) e a resisténcia sistémica
induzida (RSI) (Van Loon et al., 1998). Na primeira, a resisténcia se desenvolve
sistémica ou localizadamente em resposta a um patdégeno que causa uma lesao
necrotica (HR) ou por aplicagdo exogena de acido salicilico ou compostos
sintéticos, como o estér S-metil do acido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotidico
(ASM) e o acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA). Geralmente, a RSA ¢ efetiva
contra amplo espectro de patdogenos e esta associada com a produgdo de
proteinas relacionadas a patogénese (PR proteinas). Muitas delas possuem
atividade antimicrobiana ¢ s3o excelentes marcadores moleculares para a
resposta de resisténcia (Hammerschmidt & Smith-Becker, 1999). Ja na RSI, a
molécula sinalizadora ¢ mediada pelo acido jasmoénico ¢ o etileno, sem envolver
a expressdo de PR proteinas (Van Loon et al., 1998).

Estudos tém enfocado o modo de acdo de produtos sintetizados em
laboratorio a partir do acido salicilico, caracterizados como ativadores de
resisténcia de plantas, principalmente o acibenzolar-S-metil (ASM). De Nardi et
al. (2006) observaram a expressdo dos genes de defesa tipica da SAR 16 horas
ap6s a pulverizacdo do cafeeiro com ASM, por meio de PCR quantitativo em

tempo real e da técnica de microarranjo. A principal resposta nas folhas foi a



expressdo de genes relacionados a explosdo oxidativa e ao aumento de barreiras
fisicas e quimicas (peroxidase, quitinase, lipoxigenase, glutationa-S-transferase e
superdxido dismutase).

Martins et al. (1998) verificaram agdo protetora do ASM em mudas de
cafeeiro, onde o mesmo foi capaz, em condi¢cdes controladas, de induzir
prote¢do contra H. vastatrix por até 10 semanas apos a aplica¢do. Esse efeito
indutor do ASM contra ferrugem do cafeeiro foi confirmado por Nojosa (2003),
em cujo trabalho o tratamento com ASM proporcionou um controle de 56,8%
em folhas destacadas e 52,0% em mudas de cafeeiro. Segundo o autor, nas
plantas tratadas com ASM, foi possivel observar aumento consideravel nos
teores de clorofila a e b, de lignina e da atividade de peroxidases.

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou 6leo essencial de plantas
medicinais t€m indicado o potencial dos mesmos no controle de fitopatdogenos,
tanto por sua agdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinagdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas e de outros
compostos de defesa, indicando a presenca de compostos com caracteristica de
eliciadores (Schwan-Estrada, 2003). Pereira et al. (2008) verificaram picos de
atividade da enzima peroxidase em plantas de cafeeiro tratadas com ASM aos 2
e 11 dias ap6s a pulverizagdo e com 0leo essencial de tomilho, aos 2 e 9 dias

apos a pulverizacgao.

2.4 Oleos essenciais no controle de fitopatogenos

Oleos essenciais sdo substancias obtidas de partes de plantas por meio
de destilagdo por arraste de vapor d’agua, entre outros métodos. Seus
constituintes s3o complexos e variaveis, entre 0s quais se destacam aqueles de
baixo peso molecular, como os monoterpenos com 10 carbonos e sesquiterpenos
com 15 carbonos. Possuem caracteristicas peculiares odoriferas, lipofilicas,

liquidas e volateis, conhecidos também como o6leos volateis, 6leos etéreos ou
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esséncias. Os constituintes apresentam-se em diferentes concentragdes,
ocorrendo sempre um composto majoritario ¢ outros em menores quantidades
(Simdes et al., 1999).

O uso indiscriminado e incorreto de fungicidas vem causando sérios
prejuizos aos ecossistemas, além da contaminagao dos alimentos e a selecdo de
novas ragas de patogenos resistentes a fungicidas. Assim, diversas pesquisas t€ém
sido realizadas no intuito de desenvolver métodos e produtos alternativos para o
controle de doencas de plantas, e os dleos essenciais tém apresentado potencial
para o proposito (Fernandes, 2000). No contexto da agricultura alternativa,
compostos presentes nos Oleos essenciais das plantas poderiam funcionar
seletivamente no controle de diversas doengas, inofensivamente ao ambiente
(Shan Villar, 2002).

Varios trabalhos tém enfatizado as substincias fungitoxicas ou
fungistaticas presentes nos 6leos essenciais de diferentes plantas. Stangarlin et
al. (1999) detectaram, por meio de cromatografia delgada, a presenga de
compostos fungitoxicos em Oleo derivado de plantas medicinais, inibindo o
desenvolvimento de Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils. Os autores
observaram também a presenca de duas fragdes fungitdxicas bem definidas nos
extratos de erva-cidreira (Melissa officinalis L.) ¢ uma nos extratos de canfora
(Cinnamomum camphora (L.) J. Presl) e alfavaca (Ocimum basilicum L.).

Lemos et al. (1990), avaliando os oOleos essenciais de dez plantas
brasileiras quanto as suas atividades antimicrobianas, verificaram que o 6leo
essencial de alecrim-pimenta (Lippia sidoides) Cham. exibiu grande atividade
contra Saccharomices cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, Aspergillus flavus Link
ex Fries. Segundo Bonaldo et al. (1998), a atividade fungitéoxica do oleo
essencial de eucalipto Corymbia citriodora Hill & Johnson foi comprovada
contra Sclerotium rolfsii Sacc. Phythophthora sp., Alternaria alternata (Fr.)

Kiessler e C. graminicola em testes in vitro, em que a inibi¢do do crescimento
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micelial destes patdgenos foi de 100%.

Segundo Piper et al. (2001), a agdo dos oOleos essenciais e suas
substancias em contato com 0s micro-organismos promovem a permeabilidade
das células, causando vazdo dos seus constituintes. Fato comprovado por
Rasooli et al. (2006), por meio da microscopia eletronica de transmissdo, em que
os Oleos essenciais de Thymus eriocalyx (Ronniger) Jalas e Thymus x-porlock
provocaram danos severos as paredes, membranas ¢ organelas celulares dos

esporos de Aspergillus niger.

2.4.1 Citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle.)

A citronela ¢ uma planta aromatica semelhante ao capim-cidreira,
conhecida por conter em suas folhas um 6leo com propriedades repelentes, tendo
como constituintes mais de 80 componentes, entre eles: citronelal, geraniol e
limonemo. Os teores de 0leo essencial na matéria seca e na matéria fresca sdo de
1,4% e 0,84%, respectivamente. Segundo Ketoh et al. (2002), o dleo essencial de
citronela contém de 70% a 90% de geraniol.

Rios et al. (2003) utilizaram o 6leo essencial de citronela (Cymbopogon
winterianus Jowitt.) in vitro para avaliar o crescimento micelial de
Colletotrichum acutatum Simmonds, agente da flor-preta-do-morangueiro
(Fragaria x ananassa Duch.). Os autores observaram que o 6leo de citronela,
nas concentragdes de 5%, 10% e 15%, reduziu parcialmente o crescimento
micelial do fungo, enquanto que, na concentragdo de 20%, ocorreu inibigao total
deste crescimento. Costa et al. (2008) verificaram que o 6leo essencial de
citronela (Cymbopogon martinii (Roxb.) Watson), na concentracdo de 1,0%,
apresentou elevada inibigdo sobre a bactéria Erwinia carotovora, in vitro.
Segundo Scortichini & Rossi (1991), o 6leo apresenta um fitoconstituinte
denominado de terpineno, que ¢ responsavel pelo antagonismo de bactérias,

como Erwinia amylovora (Burril).
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Santos et al. (2001) relataram a eficiéncia do 6leo essencial de citronela
sobre a inibigdo do desenvolvimento micelial de Fusarium subglutinans f. sp.
ananas, causador da fusariose do abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr.).
Alves et al. (2003) relataram a eficiéncia dos 6leos de citronela no controle dos
fungos Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo, Colletotrichum
musae Berk e Curt. e F. subglutinans f. sp. ananas Ventura, Zam. & Gilb.

Em experimentos realizados em mudas de bananeira (Musa spp.), Silva
(2007) verificou que o 6leo essencial de citronela 1,25% promoveu redugdo de
50% na incidéncia do mal-do-panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc)). Medice et al. (2007) verificaram que o 6leo de citronela, além de inibir
totalmente a germinagdo de uredinidésporos de Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.
Syd., agente causal da ferrugem-asidtica-da-soja (Glycine max (L.) Merr.),

reduziu a severidade da doenca em casa de vegetacdo.

2.4.2 Nim (Azadirachta indica A. Juss.)

O nim ¢ uma planta muito utilizada para fins medicinais e na agricultura
como produto fitossanitario natural. Muitos compostos ativos ja foram isolados
da arvore nim, dos quais se destacam salanina, azadiractina e nimbolina, entre
outros. O composto mais potente, a azadiractina, concentra-se nos frutos, no
entanto, tem também sido encontrada em outras partes da planta, em menores
concentracdes (Martinez, 2002).

O dleo essencial de nim tem a¢do comprovada sobre grande nimero de
patogenos. Barbosa et al. (2004) testaram diferentes concentragdes de dleo de
nim in vitro sobre o crescimento micelial de Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer, agente causal da vassoura-de-bruxa em cacaueiro (Theobroma cacao L.).
Os autores verificaram que, na concentra¢do de 1%, o mesmo foi capaz de inibir
totalmente o desenvolvimento do patégeno.

Carneiro (2003), utilizando o 6leo essencial de nim nas concentragdes de
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0,25%, 0,5%, 1% e 2% no controle do oidio (Oidium lycopersici Cooke &
Massee) em tomateiro (Solanum lycopersicum L.), constatou um controle
significativo da doenca, mesmo nas menores concentragdes utilizadas, sendo
este similar ao fungicida utilizado como padrdo. No patossistema Uromyces
appendiculatus (Pers.) Unger — feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), Pierre et al.
(2007) verificaram redugdo da incidéncia da ferrugem em casa de vegetacao e,
por meio de observagdes realizadas em microscopio eletronico de varredura,

constataram redu¢do do numero e do tamanho dos soros urediniais do fungo.

2.4.3 Tomilho (Thymus vulgaris L.)

Outra espécie vegetal, conhecida popularmente por tomilho, apresenta
constituintes ativos reconhecidos cientificamente como timol e carvacrol, com
acdo semelhante a bactericidas e a fungicidas (Pinto et al., 2001).

Em experimento realizado in vitro por Zambonelli et al. (1996),
utilizando o 6leo essencial de tomilho a 800 ppm, observou-se redugdo do
crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magnus) e
Pythium ultimum Trow. Por meio da microscopia eletronica de varredura, os
autores constataram a degeneragdo e o extravasamento do conteudo celular de
hifas.

Alguns trabalhos realizados in vivo tém apresentado resultados
promissores com a utilizagdo do dleo de tomilho no controle de doengas.
Almada et al. (1998) observaram efeito fungitoxico do 6leo essencial de tomilho
em plantas de pepino (Cucumis sativus L.) inoculadas com Pseudoperonospora
cubensis (Berk. & Curt.) Rostov em casa de vegetagdo. Medice et al. (2007)
observaram redugdes de 34,6% a 62,3% na severidade da ferrugem em
diferentes cultivares de soja tratadas com o 6leo essencial de tomilho a 3000
ppm. Os autores relataram um efeito direto do 6leo de tomilho sobre a formagao

de urédias e uredinidsporos do fungo. Fato também observado por Pereira et al.

14



(2008) em plantas de cafeeiro tratadas com o6leo de tomilho a 500 ppm e

inoculadas com C. coffeicola.

2.4.4 Cravo-da-india (Sizygium aromaticum L.)

O ¢leo essencial de cravo-da-india possui como constituinte majoritario
o eugenol. Segundo Mendes Ferrdo (1993), o eugenol representa 84,4% dos
componentes do 6leo essencial de cravo-da-india.

Analisando o poder antimicrobiano do 06leo essencial do Syzygium
aromaticum, Ponce et al. (2003) constataram que a concentragdo de 0,04% e
0,05% foi suficiente para inibicdo do crescimento de bactérias pelo método
minimo de concentragdo. Bullerman et al. (1977) observaram que o Oleo
essencial de cravo-da-india a 250 mg mL™ foi suficiente para inibir o
desenvolvimento ¢ a producdo de toxina de Aspergillus parasiticus Spear,
enquanto o eugenol apresentou efeito inibidor na concentragio de 125 mg mL™.
Souza et al. (2004), utilizando o 6leo essencial de cravo-da-india in vitro,
verificaram que o mesmo inibiu completamente o desenvolvimento Rhizopus
sp., Eurotium repens de Bary e A. niger a partir da concentragio de 600 ug mL"
e de Penicillium spp. a 800 ug mL™". Segundo Amaral & Barra (2005), o 6leo
essencial de cravo-da-india age, possivelmente, na parede celular dos fungos.

O carvacrol, outro componente do metabolismo secundario presente no
oleo essencial de cravo-da-india, tem sido investigado por seu efeito bactericida,
mostrando evidéncias significativas de fungdo antioxidante (Schauenberg,

1977).

2.4.5 Canela (Cinnamomum zeylanicum Breym)
A composi¢do do o6leo essencial de canela ¢ bastante variavel, podendo
este ser extraido tanto da casca como das folhas da planta. Segundo

Albuquerque (1989), o 6leo apresenta de 60% a 90% de aldeido cinamico e 10%
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de eugenol, quando extraido da casca ¢ 10% de aldeido cinamico e de 60% a
95% de eugenol, quando extraido das folhas.

Diversos trabalhos desenvolvidos in vitro e in vivo mostram o potencial
do 6leo essencial de canela no controle de fitopatogenos. Souza et al. (2004),
utilizando o 6leo essencial de canela a 5000 ppm, observaram total inibi¢do do
desenvolvimento micelial de Rhizopus sp., Penicillium spp., E. repens e A.
niger. Segundo Montes-Belmont & Carvajal (1998), os compostos
cinamaldeidos e eugenol s3o os dois componentes de maiores propriedades
antimicrobianas presentes no 6leo.

Em estudo realizado por Bullerman el al. (1977), o 6leo essencial de
canela inibiu o desenvolvimento e a producdo de toxina por A. parasiticus,
quando utilizado na concentragio de 200 mg mL’. Abreu (2006) observou
redugdo de 26%, 62% e 95% na incidéncia da pinta-preta (Alternaria solani (EIL
& Mart.) Jones & Grout) do tomateiro, em plantas tratadas com o 6leo essencial
de canela, nas concentragdes de 500; 750 ¢ 5.000 uL L', respectivamente. Em
campo, o autor observou reducgdo de 12,5% e 32,8% na incidéncia da doenca em

foliolos de plantas tratadas com 6leo, nas concentragdes de 3.000 ¢ 5.000 uL. L.

2.4.6 Capim-lim&o (Cymbopogon citratus Staph)

O citral é o componente principal do 6leo essencial de capim-limao, de
70% a 80%, sendo o responsavel pelo odor de limdo caracteristico da planta
(Simdes et al., 2002).

A aplicagdo do 6leo essencial de capim-limdo como opg¢do no controle
fitossanitario vem sendo estudada por varios pesquisadores. Devi et al. (1982)
observaram efeito letal do dleo de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus (D. C.)
Stapf.) sobre o desenvolvimento micelial de Rhizoctonia solani Kuhn e inibig¢ao
completa da germinagdo de esclerocios. Wilson et al. (1997) verificaram que o

6leo essencial de C. citratus inibiu totalmente a germinagdo de esporos de
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Botrytis cinerea Persoon ex Fries, até mesmo em baixas concentra¢des do 6leo,
0,39% ¢ 6,25%.

Nguefack et al. (2004), avaliando o efeito do dleo essencial de capim-
limdo no crescimento micelial de fungos, observaram reducdo de 64% no
desenvolvimento de Fusarium moniliforme Sheldon, na concentra¢do de 200
ppm. Ja na concentracdo de 500 ppm, o mesmo reduziu em 48% e 77% no
desenvolvimento micelial de A. flavus e Aspergilus fumigatus Fresenius,
respectivamente. O controle total ocorreu na concentracdo de 300 ppm para F.
moniliforme e 1.200 ppm para A. flavus e A. fumigatus.

Rozwalka et al. (2008) verificaram a atividade fungitoxica do o6leo
essencial de capim-limdo sobre o desenvolvimento micelial de Glomerella

cingulata (Stonemam) Spauld & Schrenk e C. gloeosporioides.

2.4.7 Eucalipto (Corymbia citriodora Hook)

Em geral, os dleos essenciais de eucaplito sdo constituidos de terpenos
mais complexos, como o citronelal e o cineol. Outros constituintes da esséncia
estdo presentes na porcentagem de 20% a 30%, como a-pineno, piperitona,
felandreno, butiraldeido ¢ hexanal (Charles & Simon, 1990).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de eucalipto foi verificada
por diversos autores. Trabalhando com diferentes espécies de eucalipto e
generos correlatos (Eucalyptus urophylla S.T. Blake, Eucalyptus camaldulensis
Dehn e C.citriodora) na inibi¢do micelial in vitro de F. oxysporum, Botrytis
sorokiniana e B. cinerea, Salgado et al. (2003) concluiram que todas as espécies
vegetais apresentaram efeitos fungistaticos nas concentragdes de 500 mg L',
mas o E. urophylla obteve o melhor desempenho, que foi atribuido a presenca
do composto globulol.

Bonaldo et al. (2004), utilizando extratos aquosos de eucalipto em

pepino contra Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ells & Halst, agente causal da
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antracnose, verificaram que o mesmo, além de apresentar atividade antifingica

ao patdgeno, conferiu indugdo de resisténcia local.

2.4.8 Arvore-de-cha (Melaleuca alternifolia Cheel)

A constituicdo quimica do 6leo essencial das folhas da arvore-de-cha ¢
bem conhecida, sendo este rico em terpinen-4-ol, principal responsavel por suas
propriedades antifungicas e antibacterianas (Vieira et al., 2004).

Ponce et al. (2003), analisando o poder antimicrobiano do 6leo essencial
de arvore-de-chd, constataram que a concentragdo de 500 a 800 pL L foi
suficiente para a inibi¢do do crescimento de bactérias pelo método de
concentracdo minima. Medice (2007), utilizando o 6leo essencial de arvore-de-
chd 0,06% no controle da ferrugem-asiatica-da-soja em campo, verificou
redug@o de 70% na severidade da doenca, semelhante a conferida pelo fungicida

tebuconazole, utilizado como padrao.

2.5 A microscopia aplicada em estudos com patdgenos e suas interacées com
as plantas

Na intera¢do planta-patégeno, a maioria dos eventos que levam ao
estabelecimento de relagdes parasiticas ou a resisténcia da hospedeira, ocorre na
célula, tanto do patdogeno como da planta hospedeira. Detalhes de tais
modificagdes tém sido obtidos por meio de estudos bioquimicos, enzimologicos
e moleculares, mas sua visualizagdo so6 tem sido possivel por meio dos estudos
morfologicos. Para se visualizar tais processos de infec¢do, os microscopios de
luz (ML), o microscopio eletrénico de transmissdo (MET) e o microscopio
eletronico de varredura (MEV), tém proporcionado inestimaveis contribuigdes.
Estes representam importantes ferramentas para o entendimento dos processos
relacionados ao desenvolvimento das doengas em plantas, ou seja, da adesdo,

germinacdo, penetragdo, colonizagdo e reproducgdo dos patdgenos, bem como das
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reacdes das plantas a esses agentes.

Trabalhos ultra-estruturais utilizando MEV ¢ MET com os patogenos C.
coffeicola e H. vastatrix em cafeeiro relacionados com os eventos de pré-
penetracdo, penetragdo e colonizagdo sdo raros. Até o momento, ndo se tem
conhecimento concreto do tipo de barreiras produzidas pela planta contra a acao
do patdégeno, se estas sao bioquimicas (fitoalexinas, fenois, quitinases e
glucanases) ou fisicas (lignina, papilas, gomas, ceras, etc). Estes estudos sdo
necessarios para o esclarecimento das respostas de defesa, pré-formada e pos-
formada pela planta, para os patégenos em estudo.

A exemplo da utilizagdo da microscopia eletronica na investigagdo dos
mecanismos de acdo de oleos essenciais em patdgenos, tem-se o trabalho
realizado por Medice et al. (2007), utilizando a MEV. Estes autores observaram
que plantas de soja tratadas com 6leo essencial de tomilho e inoculadas sete dias
depois com uredinidsporos de P. pachyrhyzi apresentavam urédias menores e
com numero reduzido de uredinidésporos, os quais também se apresentavam
plasmolizados e inviaveis. Pereira et al. (2008) também verificaram tal efeito por
meio da MEV em plantas de cafeeiro tratadas com o 6leo essencial de tomilho e
inoculadas com C. coffeicola.

Rasooli et al. (2006), em observagdes realizadas por meio da MET,
verificaram que os oleos essenciais de Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock
provocaram danos severos as paredes, membranas ¢ organelas celulares dos
esporos de A. niger. Segundo os autores, a exposicdo do micélio aos Oleos
essenciais de T. eriocalyx e T. x-porlock provocou alteragdes morfologicas nas
hifas, ruptura da membrana plasmatica e destruicdo mitocondrial.

Assim, a microscopia aplicada a estudos de interacdo entre plantas e
patogenos ¢ ao controle de doencas de plantas facilita o entendimento dos
mecanismos pelos quais os patdégenos atacam e o modo de ag¢do dos oleos

essenciais ou outras substancias utilizadas no controle de doengas.
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OLEOS ESSENCIAIS NO MANEJO DA FERRUGEM DO CAFEEIRO
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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Borges. Oleos essenciais no manejo da ferrugem do
cafeeiro. In: . Potencial de 6leos essenciais no manejo da ferrugem e
da corcosporiose do cafeeiro. 2008. Cap.2, p.29-61. Tese (Doutorado em
Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A ferrugem ¢ a doenga de maior importancia no cafeeiro, pois provoca intensa
desfolha das plantas, principalmente em anos de alta producdo. Seu controle ¢é
realizado mediante a aplicacdo de fungicidas clpricos e sistémicos. No entanto,
com o decorrer do tempo, estes podem selecionar ragas resistentes do patdgeno.
Assim, os 0Oleos essenciais surgem como uma alternativa para o controle da
ferrugem em cafeeiro. Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: (i)
avaliar o efeito in vitro dos oleos essenciais de canela (CA), citronela (CI),
capim-limao (CL), cravo-da-india (CR), arvore-de-cha (ME), tomilho (TO), nim
(NT) e eucalipto (EU), na germinagdo de urediniosporos de Hemileia vastatrix;
(i) avaliar o efeito destes, acibenzolar-S-metil (ASM) e tebuconazole no
controle da ferrugem nas cultivares de cafeeiro Catucai 2SL, Catuai IAC 62 ¢
Mundo Novo 379/19 em casa de vegetacdo e (iii) avaliar o efeito sistémico dos
oleos essenciais mais promissores, ASM e tebuconazole sobre a ferrugem do
cafeeiro em trés cultivares. Todos os 6leos essenciais promoveram a inibi¢do da
germina¢do dos urediniosporos de H. vastatrix com o aumento das
concentragdes. O tratamento tebuconazole promoveu o maior controle da doenga
em todas as cultivares. Os Oleos essenciais promoveram controle parcial da
ferrugem em casa de vegetacdo, sendo os dleos essenciais de TO, CR e CI os
mais promissores para o controle da doenga nas cultivares Catucai 2SL, Catuai
IAC 62 ¢ Mundo Novo 379/19, respectivamente. O fungicida tebuconazole
apresentou efeito sistémico contra a ferrugem do cafeeiro em todas as cultivares,
enquanto ASM apresentou efeito sistémico somente na cultivar Catucai 2SL. O
oleo essencial de CR apresentou efeito local, enquanto o 6leo de CI apresentou
efeito sistémico contra a ferrugem do cafeeiro.

"Comité de Orientacdo: Eduardo Alves — UFLA (Orientador); Mario Lucio Vilela de
Resende — UFLA (Co-orientador) e Mario Sobral de Abreu — UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Borges. Potential of the essential oils in the control of rust
coffee plant. In: . Essential oils in the control of rust and brown spot
eye of coffee plant. 2008. Chap. 2, p.29-61. Thesis (Doctor in Phytopathology) -
Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The coffee leaf rust is the most important disease in coffee plant, because it
causes severe defoliation of the plants, mainly in years of the high production.
Its control is made by application of copper and systemic fungicides, however,
in long-time; they can select resistant pathogens races. Thus, the essential oils
are an alternative to control of coffee plant rust. Considering the exposed, the
objectives of the work were: (i) to assess the effect in vitro of essential oils of
cinnamon (CA), citronella (CI), lemon grass (CL), clove (CR), tea-tree (ME),
thyme (TO), neem (NI) and eucalyptus (EU) on the Hemileia vastatrix
urediniospores germination; (ii) to assess the effect of these, acibenzolar-S-
methyl (ASM) and tebuconazole to control of rust in coffee cultivars Catucai
2SL, Catuai IAC 62 and Mundo Novo 379/19 in a greenhouse and; (iii) to assess
the systemic effect of the essential oils most promising, as well ASM and
tebuconazole against coffee leaf rust, in three coffee cultivars. All essential oils
promoted the inhibition of urediniospores germination of H. vastatrix with
increasing concentrations. The treatment tebuconazole promoted the best disease
control in all cultivars. The essential oils promoted partial rust control in the
greenhouse, and the essential oils of TO, CR and CI were the most promising to
rust control in Catucai 2SL, Catuai IAC 62 and Mundo Novo 379/19 cultivars,
respectively. The fungicide tebuconazole presented systemic effect against the
coffee leaf rust in all cultivars, while ASM presented systemic effect only in
Catucai 2SL cultivars. The essential oil of CR presented local effect, while the
oil of the CI presented systemic effect against coffee leaf rust.

"Advising Committee: Eduardo Alves - UFLA (Adviser), Mario Lucio Vilela de
Resende — UFLA (Co-adviser) and Mario Sobral de Abreu - UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é uma das importantes fontes de divisas
para o Brasil, o qual se destaca como o principal produtor e exportador mundial
de café, com a producido de 45,85 milhdes de sacas de 60 quilos beneficiados, na
safra de 2008. As regides Sul e Oeste Mineiro contribuem com pouco mais de
50% deste total, ou seja, 23,3 milhdes de sacas (Companhia Nacional de
Abastecimento, Conab, 2008).

A produgdo de café, principalmente de C. arabica, é essencial para o PIB
do Brasil. Assim, um dos principais obstaculos a producdo é a ocorréncia de
uma série de doengas que acometem a cultura, destacando-se, entre as principais,
a ferrugem do cafeeiro, causada por Hemileia vastatrix Berk et. Br (Zambolim et
al., 2005).

No Brasil, desde que foi identificada na Bahia, em 1970, a ferrugem esta
relacionada a perdas. Quando em condigdes favoraveis, as perdas devido a
doenga podem chegar a 50% da producdo, pois os danos se estendem aos anos
seguintes (Pozza, 2008).

Os principais danos causados pela ferrugem s2o ocasionados pela queda
precoce das folhas e seca dos ramos produtivos que, por conseqiiéncia, ndo
produzem no ano seguinte, diminuindo a produtividade e a qualidade da bebida
(Godoy et al., 1997; Zambolim et al., 2005). Essa seca constante dos ramos
reduz a longevidade dos -cafeeiros, tornando a lavoura gradativamente
antieconomica (Pereira, 2003; Pozza, 2008).

A maioria das cultivares de cafeeiro plantadas no Brasil ¢ suscetivel a
ferrugem, dependendo somente de condigdes ambientais favoraveis para a
ocorréncia da doenga, que ¢ agravada, principalmente, em anos de alta producéo

(Zambolim & Vale, 2003).
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O controle da doenga tem sido realizado de forma convencional, com a
aplicagdo de fungicidas cupricos e sistémicos, porém, o uso indiscriminado
desses produtos pode promover danos irreversiveis ao ambiente e a saude
humana.

Diante disso, pesquisas sobre o potencial dos o6leos essenciais no
controle de doencas de plantas tém sido realizadas em varios patossistemas.
Medice et al. (2007) verificaram que os 6leos essenciais de eucalipto (Corymbia
citriodora Hill & Johnson), tomilho (Thymus vulgaris L.), nim (Azadirachta
indica A Juss.) e citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle.) inibiram
totalmente a germinagdo de uredinidésporos de Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.
Syd. e reduziram a severidade da ferrugem-asiatica-da-soja (Glycine max (L.)
Merr.), em casa de vegetacao.

Alves et al. (2003) relataram a eficiéncia dos o6leos de citronela e capim-
limdo (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf) no controle dos fungos
Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo, Colletotrichum musae Berk
e Curt. e Fusarium subglutinans f. sp. ananas Ventura, Zam. & Gilb.

Ranasingue et al. (2002) relataram a atividade fungitoxica e fungistatica
dos dleos essenciais de cravo-da-india (Syzygium aromaticum (Linne) Merril) e
canela (Cinnamomum zeylanicum Blume.) sobre C. musae, Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griff & Maubl. e Fusarium proliferatum (Matsuhima)
Nirenberg.

Além da atividade in vitro, a eficiéncia dos 6leos essenciais no controle
de doengas de plantas tem sido evidenciada em varios patossistemas, tais como
C. coffeicola em cafeeiro (Pereira et al., 2008), P. pachyrhizi em soja (Medice et
al.,, 2007), Alternaria solani (Ell. & Mart.) Jones & Grout em tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) (Abreu, 2006) e Colletotrichum acutatum Simmonds
em morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) (Rios et al., 2003), entre outros.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: avaliar o efeito in
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vitro dos Oleos essenciais na germinagdo de uredinidsporos de H. vastatrix;
avaliar o efeito destes no controle da ferrugem em cultivares de cafeeiro e
avaliar a protec¢do sistémica em cultivares de cafeeiro tratadas com os 6leos

essenciais mais promissores e seus efeitos no controle da ferrugem do cafeeiro.

34



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacdo dos trabalhos

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultra-Estrutural (LME), em casa de vegetacao,
do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), na cidade de Lavras, MG, situada a 960 m de altitude, 44,97° de
longitude Oeste e 21,22° de latitude Sul, no periodo de janeiro a novembro de

2008.

2.2 Obtencdo do indculo de Hemileia vastatrix

Folhas com esporulagdo natural de H. vastatrix foram coletadas em
lavouras cafeeiras da regido de Lavras, MG. Em seguida, os uredinidosporos
foram retirados das folhas mediante raspagem, utilizando-se um pincel de cerdas
macias e acondicionados em microtubos de 2 mL, por um periodo maximo de 48
horas, até a sua utilizacao.

Para a inoculagio, foi preparada uma suspensdo de uredinidsporos de H.
vastatrix, na concentragdo de 0,5 g de urediniésporos L' de agua destilada,
contendo tween 80 (0,05%), concentracdo esta utilizada em todos os

experimentos.

2.3 Preparo e conducéo das mudas de cafeeiro

Em todos os experimentos foram utilizadas mudas de cafeeiro das
cultivares Mundo Novo 379/19 e Catuai IAC 62, como materiais suscetiveis a H.
vastatrix e a cultivar Catucai 2SL como material parcialmente resistente a H.
vastatrix.

As mudas foram adquiridas na Estagdo Experimental da Epamig, Centro
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de Pesquisa do Sul de Minas, Lavras, MG, com seis meses de idade. Em
seguida, foram transplantadas para sacos de poliestireno de 3 L contendo
substrato Plantmax® HT. As plantas foram mantidas em casa de vegetagio
durante todo o periodo experimental, onde foram irrigadas periodicamente e

adubadas conforme a recomendag¢ao de Ribeiro et al. (1999).
2.4 Obtencéo dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais utilizados foram adquiridos da Brasil Portrait (2008).

TABELA 1: Nome comum e cientifico das plantas utilizadas como fontes de
extrac¢do dos 0leos essenciais.

Nome comum Nome cientifico

Arvore-de-cha Melaleuca alternifolia
Canela Cinnamomum zeylanicum
Capim-liméao Cymbopogon citratus
Citronela Cymbopogon nardus
Cravo-da-india Sizygium aromaticum
Eucalipto Corymbia citriodora
Nim Azadirachta indica
Tomilho Thymus vulgaris

2.5 Avaliacdo da toxidez dos Oleos essenciais na germinacdo de
urediniosporos de Hemileia vastatrix

Para a avaliacdo da toxidez dos 6leos essenciais na germinagdo de H.
vastatrix, foram testados os 6leos de tomilho, cravo-da-india, eucalipto, canela,
citronela, arvore-de-cha, nim e capim-liméo, nas concentragdes de 0, 250, 500,
1.000, 1.500 ¢ 2.000 pL L de 4gua. Foi adicionado leite em p6 10 g L™ como
emulsificante natural as concentra¢des de 2000 puL L', das quais partiram as

demais diluicdes. A fim de isolar o efeito do leite em po, presente nas diluigdes
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dos o6leos, foi adicionado ao experimento um tratamento contendo as mesmas
quantidades de leite em po6 utilizadas.

Foram utilizadas placas de Petri de 6 cm de didmetro, contendo meio
agar-agua (AA) 2%. Os oleos foram adicionados ao meio antes que este fosse
vertido nas placas, apos queda da temperatura para 40°C, de modo que as
dilui¢des finais atingissem as pré-estabelecidas pelo ensaio. Apos a solidificagao
do meio, 500 pL da suspensdo de uredinidosporos foram depositados sobre a
superficie do meio e espalhados com uma alga de Drigalsky. Em seguida, as
placas foram acondicionadas em BOD, a 23°C, no escuro, por 24 horas.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com duas placas para cada tratamento, cada uma dividida em quatro
quadrantes, num total de oito repeti¢des.

Apoés a incubagdo, a germinagdo foi paralisada pela adicao de quatro
gotas de solucdo de lactoglicerol. Em seguida, foi avaliada a percentagem de
germinagdo dos uredinidosporos em microscopio estereoscopio trinocular, sendo

avaliados 50 urediniosporos por quadrante.

2.6 Oleos essenciais no controle da ferrugem do cafeeiro em casa de
vegetacao

Neste experimento foram testados os 6leos essenciais de tomilho, cravo-
da-india, eucalipto, canela, citronela, arvore-de-cha, nim e capim-limdo, na
concentragdo de 1.000 pL L™, leite em po 10 g L™, acibenzolar-S-metil (ASM)
200 mg L' como padrio de indugio de resisténcia, fungicida tebuconazole 200
uL L' como padrio de controle e uma testemunha inoculada (4gua destilada).

Mudas de cafeeiro das cultivares Mundo Novo 379/19, Catuai IAC 62 ¢
Catucai 2SL, com um ano de idade, foram pulverizadas com os tratamentos até o
ponto de escorrimento, utilizando-se um pulverizador manual. Apos 30 dias, as

plantas foram novamente pulverizadas com os mesmos tratamentos. Sete dias
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ap0s a primeira aplicagdo, as plantas foram inoculadas com H. vastatrix,
mediante pulverizagdo com uma suspensdo de uredinidsporos e, em seguida,
submetidas a uma cdmara imida, no escuro, por um periodo de 60 horas.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
(DBC), com trés repeti¢des, sendo cada parcela composta por seis plantas.

Foram realizadas cinco avaliagdes da ferrugem, a partir dos 30 dias apos
a inoculagcdo, em intervalos de 11 dias, utilizando-se a escala diagramatica
proposta por Cunha et al. (2001). Em seguida, foram calculadas as areas abaixo
da curva de progresso da incidéncia (AACPID) e da severidade da doenga

(AACPSD), conforme Shaner & Finney (1977), por meio da seguinte equagao:
n-1
AACPD = X[(X;+ Xi+1) 2](tie1— 1)
i=1

em que: X = intensidade da doenga; t = tempo ¢ n = niimero de avaliagdes no

tempo.

2.7 Avaliacdo do efeito sistémico em cultivares de cafeeiro tratadas com
6leos essenciais

Para avaliar o efeito sistémico em cultivares de cafeeiro e seus efeitos no
controle da ferrugem, foram realizados trés experimentos, separadamente, com
as cultivares Mundo Novo 379/19, Catuai IAC 62 e Catucai 2SL. Estes
experimentos foram realizados simultaneamente.

Foram testados os Oleos essenciais mais promissores obtidos no
experimento anterior, no caso, o 6leo tomilho na cultivar Catucai 2SL, o 6leo de
cravo-da-india na cultivar Catuai IAC 62 e o dleo de citronela na cultivar Mundo
Novo 379/19. Os 6leos foram utilizados na concentragio de 1.000 uL L. Em
cada um dos experimentos foram adicionados os tratamentos acibenzolar-S-
metil (ASM) 200 mg L™, tebuconazole 200 pL L', leite em p6 10 g L' e

testemunha (agua destilada).
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Aos 12 meses de idade, as plantas foram marcadas e separadas em
metade inferior e superior. Realizou-se a aplicagdo dos tratamentos somente na
metade inferior das plantas, utilizando um pulverizador manual, até atingir o
ponto de escorrimento. Apos 30 dias, as plantas foram novamente pulverizadas
na metade inferior com os mesmos tratamentos. Sete dias apds a primeira
aplicacdo, realizaram-se as inocula¢des em ambas as partes da planta, inferior e
superior. A inoculagdo das plantas foi realizada conforme metodologia descrita
no experimento anterior.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
(DBC), com trés repeti¢des, sendo cada parcela composta por seis plantas.

Foram realizadas cinco avaliagdes da ferrugem separadamente em cada
uma das partes, a partir dos 30 dias apods a inoculacdo, em intervalos de 11 dias,
utilizando-se a escala diagramatica proposta por Cunha et al. (2001). Em
seguida, foram calculadas as areas abaixo da curva de progresso da incidéncia
(AACPID) ¢ a severidade da doenga (AACPSD), conforme Shaner & Finney
(1977).

2.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas em software estatistico Sisvar v.
4.0. (Ferreira, 2000). Para comparagdo de médias qualitativas, utilizou-se o teste
de Scott-Knott (p<0,05) e, para médias quantitativas, foram gerados graficos de
regressdo. Para a confec¢do dos graficos de regressdo, utilizou-se o programa

Excel, do Microsoft Office 2007. Dados de porcentagem de germinagdo dos

urediniosporos foram transformados para %% + 1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagdo da toxidez dos O&leos essenciais na germinacdo de
uredinidsporos de Hemileia vastatrix

Todos os 6leos essenciais reduziram a germinagao de uredinidésporos de
H. vastatrix de forma quadratica com o aumento das concentragdes (Figura 1).
Os 6leos essenciais de canela, citronela, capim-limao, cravo-da-india, arvore-de-
cha e tomilho reduziram totalmente a germinacdo dos conidios a partir da
concentragio de 1.000 pL L™, com DLs, (concentragdo capaz de promover a
inibi¢do ou a morte de 50% dos uredinidsporos viaveis) estimadas em 333, 415,
530,457,327 ¢ 316 uL L™, respectivamente (Figura 2).

Os 6leos essenciais de nim e eucalipto promoveram 100% de inibigdo da
germinag@o dos uredinidsporos a partir das concentragdes de 1.500 e 2.000 pL
L', com DLs, estimadas em 1.165 e 1.533 pL L respectivamente. O
tratamento constituido de leite em pd ndo apresentou diferenca significativa
entre as doses utilizadas e a testemunha.

Os resultados obtidos neste experimento corroboram com os obtidos por
alguns autores. Abreu (2006), utilizando o dleo essencial de canela, verificou
redugio total da germinagdo de A. solani a partir da concentragdo de 750 uL L™.
Possivelmente, os compostos cinamaldeidos e eugenol presentes no o6leo de
canela foram os responsaveis por tal inibi¢do, por apresentarem propriedades
antimicrobianas ja comprovadas (Montes-Belmont & Carvajal, 1998). Estes
resultados demonstram que os micro-organismos diferem em sua resisténcia a
determinados 6leos essenciais, ou seja, os Oleos apresentam uma capacidade
especifica a determinados micro-organismos, o que ¢ positivo para o manejo de
doengas no campo, uma vez que, nestes, ha a ocorréncia de muitos micro-

organismos benéficos ao cafeeiro.
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FIGURA 1. Porcentagem de germinag¢do de uredinidésporos de Hemileia
vastatrix, submetidos a diferentes concentragdes (0, 250, 500, 1.500 e
2.000 pL L™ dos 6leos essenciais de canela (A), citronela (B), capim-
limdo (C), cravo-da-india (D), eucalipto (E), arvore-de-cha (F), nim
(G) e tomilho (H). Dados transformados para & -+ L.
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FIGURA 2. DL5, (concentragdo capaz de promover a inibicdo ou morte de 50%
dos urediniésporos viaveis de Hemileia vastatrix em pL L) dos 6leos
essenciais de eucalipto (EU), nim (NI), cravo-da-india (CR), capim-
limao (CL), citronela (CI), canela (CA), arvore-de-cha (ME) e tomilho
(TO).

Pereira et al. (2008) observaram reducdo da germinagdo de conidios de
Cercospora coffeicola Berk & Cooke, quando submetidos a concentragdes
crescentes do o6leo essencial de tomilho. Segundo Zambonelli et al. (2004), tal
efeito ,provavelmente, se deve a presenca dos compostos timol e carvacrol no
oleo de tomilho, ja conhecidos por sua a¢do fungicida e bactericida.

Ponce et al. (2003) verificaram o poder antimicrobiano dos oleos
essenciais de arvore de cha e cravo-da-india, quando utilizados na concentracdo
de 500 pL L', sobre o crescimento de bactérias pelo método da minima
concentragdo. Neste caso, a toxidez dos 6leos sobre os patogenos € atribuida,
provavelmente, aos compostos terpinen-4-ol e eugenol presentes em grandes
concentracdes nos oOleos essenciais de arvore-de-cha e cravo-da-india que,
segundo Bullerman et al. (1977) e Vieira et al. (2004), sdo conhecidos por suas
propriedades antimicrobianas.

Segundo Wilson et al. (1997), 6leos essenciais de Cymbopogon sp.,

Thymus sp. e de Cynamomum sp. possuem como constituintes alguns
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monoterpenos, como d-limoneno, cineol ¢ b-mirceno, anetol, panialdepido,
carvacrol, carvone, limoneno, o-felandrreno e o-pineno, em grandes
quantidades, sendo capazes de inibir a germinagdo de varios patdogenos. Estas
substancias, quando em contato direto com 0s microrganismos, promovem a
permeabilidade das membranas celulares, causando extravasamento dos seus

constituintes (Piper et al., 2001; Amaral & Bara, 2005; Rasooli et al., 2006).

3.2 Oleos essenciais no controle da ferrugem do cafeeiro em casa de
vegetacao

No experimento realizado em casa de vegetacdo com as trés cultivares de
cafeeiro, ndo foi observado nenhum sintoma de fitotoxidez em razdo da
aplicag@o dos 6leos essenciais. Houve interagdo significativa para a area abaixo
da curva de progresso da incidéncia (AACPID) e da severidade (AACPSD) da
ferrugem, entre as cultivares e os produtos utilizados, ou seja, houve um
comportamento diferente das cultivares em relagdo aos produtos testados.

Na cultivar Catucai 2SL, o tratamento padrdo tebuconazole reduziu a
AACPID ¢ a AACPSD em 77,6% e 93,9%, respectivamente, em relacdo a
testemunha inoculada, diferindo dos demais tratamentos (Figura 3 e 4).
Acibenzolar-S-metil e os 6leos essenciais de tomilho e cravo-da-india reduziram
a incidéncia da ferrugem em 56,6%, 55,5% e 54,3%, respectivamente, sem
diferirem entre si, seguidos dos 6leos essenciais de capim-limao, arvore-de-cha e
citronela, os quais reduziram a incidéncia em 45,7%, 43,0% e 42,7%,
respectivamente (Figura 3). Os demais 6leos promoveram redugdes de 22,3% a
28,3%. Em relagdo a AACPSD, os 6leos essenciais de tomilho, citronela, cravo-
da-india e capim-limdo proporcionaram controles de 83,0%, 77,2%, 73,7% e
70,8%, respectivamente, seguidos de acibenzolar-S-metil, 6leos essenciais de
canela e arvore de chd, com controles de 53,3%, 49,1% e 44,8%,

respectivamente (Figura 4). Os 6leos essenciais de nim e eucalipto reduziram a
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AACPSD em 38,5% ¢ 30,8%, respectivamente. Durante as avaliagdes da
ferrugem em casa de vegetacdo, foi observada esporulagdo bastante reduzida nas
folhas doentes da cultivar Catucai 2SL, fato atribuido a resisténcia horizontal
desta cultivar a ferrugem do cafeeiro.

Na cultivar Catuai IAC 62, o fungicida tebuconazole reduziu a AACPID
da ferrugem em 78,75%, seguido do o6leo essencial de cravo-da-india, com
reducdo de 26,3% (Figura 5). Os Oleos essenciais de capim-limdo, canela,
tomilho, arvore-de-cha, citronela e acibenzolar-S-metil reduziram a incidéncia
de doenga em 15,5%, 15,0%, 13,2%, 12,1%, 12,0% e 7,9%, respectivamente,
sem diferirem entre si. Com relagdo a AACPSD, o fungicida tebuconazole
superou todos os demais tratamentos, reduzindo-a em 94,8% (Figura 6). Os
oleos essenciais de cravo-da-india e capim-limdo foram os mais promissores,
promovendo reducdo da severidade em 67,9 e 67,7%, respectivamente, seguidos
de arvore de cha, com redu¢do de 55,4%. O 6leo essencial de canela reduziu a
AACPSD em 45,3%, seguido dos 6leos essenciais de tomilho e citronela, com
controles de 37,5 e 32,7%, respectivamente. O tratamento padrio de indugdo de
resisténcia, acibenzolar-S-metil, reduziu a severidade da doenca em 12,1%. Os
oleos essenciais de eucalipto e nim ndo apresentaram eficiéncia na redugdo da
incidéncia e da severidade da ferrugem.

Na cultivar Mundo Novo 379/19, o fungicida tebuconazole reduziu em
83,1% a AACPID ¢ em 97,4% a AACPSD (Figura 7 ¢ 8). Os 0leos essenciais de
citronela e canela reduziram em 34,0% e 29,6% a incidéncia da ferrugem,
respectivamente, seguidos dos odleos essenciais de eucalipto, arvore-de-cha,
tomilho e cravo-da-india, com reducdes de 11,3%, 10,2%, 5,7% e 4,8%,
respectivamente (Figura 7). Os demais 6leos essenciais e acibenzolar-S-metil

ndo reduziram significativamente a incidéncia da doenga.
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FIGURA 3. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia da ferrugem
(AACPID) na cultivar Catucai 2SL tratada com tebuconazole (FU) 200
pL L7, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L, 6leos essenciais de
tomilho (TO), cravo-da-india (CR), capim-limao (CL), arvore-de-cha
(ME), citronela (CI), nim (NI), canela (CA) e eucalipto (EU), na
concentragdo de 1.000 pL L™, leite em p6 (LP) 10 g L ¢ testemunha
(TT). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 4. Area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem
(AACPSD) na cultivar Catucai 2SL tratada com tebuconazole (FU)
200 pL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™, dleos essenciais de
tomilho (TO), citronela (CI), cravo-da-india (CR), capim-limao (CL),
canela (CA), arvore-de-cha (ME), nim (NI) e eucalipto (EU), na
concentragio de 1.000 pL L™, leite em po (LP) 10 g L e testemunha
(TI). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 5. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia da ferrugem
(AACPID) na cultivar Catuai IAC 62 tratada com tebuconazole (FU)
200 pL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™, 6leos essenciais de
cravo-da-india (CR), capim-limdo (CL), canela (CA), tomilho (TO),
arvore-de-chd (ME), citronela (CI), nim (NI) e eucalipto (EU), na
concentragdo de 1.000 pL L™, leite em p6 (LP) 10 g L ¢ testemunha
(TT). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 6. Area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem
(AACPSD) na cultivar Catuai IAC 62 tratada com tebuconazole (FU)
200 puL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™, 6leos essenciais de
cravo-da-india (CR), capim-limdo (CL), arvore-de-cha (ME), canela
(CA), tomilho (TO), citronela (CI), eucalipto (EU) e nim (NI), na
concentragdo de 1.000 pL L™, leite em p6 (LP) 10 g L' e testemunha
(TI). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05).
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Com relagdo a AACPSD na cultivar Mundo Novo 379/19, todos os
oleos apresentaram controles semelhantes, exceto o dleo essencial de nim
(Figura 8). Os oleos de tomilho, citronela, arvore-de-cha, eucalipto, canela,
capim-limao e cravo-da-india reduziram a AACPSD em 47,5%, 42,2%, 46,3%,
46,0%, 38,7%, 38,0% e 37,6%, respectivamente. O o6leo essencial de nim
reduziu em 10,9% a severidade da ferrugem. O tratamento padrao de inducdo de
resisténcia, acibenzolar-S-metil, ndo reduziu significativamente a severidade da
doenca.

Os resultados apresentados neste trabalho com a cultivar Catucai 2SL
assemelham-se aos observados por Costa et al. (2007) que utilizaram o
acibenzolar-S-metil 200 pL L' e o fungicida tetraconazole (triazol) para o
controle da ferrugem em cafeeiro cultivar Catuai IAC 144, oito dias antes da
inoculagdo. Os autores verificaram redugdes de 47,14% e 99,6%,
respectivamente, na severidade da ferrugem. Ribeiro Junior (2008) também
verificou reducdes de 86,0% e 80,0%, na AACPSD e na AACPID,
respectivamente, em cafeeiro tratado sete dias antes da inoculagdo com o
fungicida epoxiconazol + piraclostrobina.

Alguns trabalhos tém relatado a eficiéncia do 6leo essencial de tomilho
no controle de doengas em outros patossistemas, como foi observado na cultivar
Catucai 2SL e Mundo Novo 379/19. Pereira et al. (2008) verificaram redugéo de
16,1% na area abaixo da curva de progresso do numero de lesdes da
cercopsoriose (AACPNL) em plantas de cafeeiro tratadas com 6leo essencial de
tomilho 500 pL L, sete dias antes da inoculagio. Medice et al. (2007)
observaram redugoes de 35% a 62% na severidade da ferrugem-asiatica da soja
em diferentes cultivares tratadas com os 6leos essenciais de tomilho, citronela,
eucalipto e nim, nas concentragdes de 300; 500; 1.000 e 1.000 pL L

respectivamente, sete dias antes da inoculagao.
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FIGURA 7. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia da ferrugem
(AACPID) na cultivar Mundo Novo 379/19 tratada com tebuconazole
(FU) 200 pL L, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L', oéleos
essenciais de citronela (CI), canela (CA), eucalipto (EU), arvore-de-
cha (ME), tomilho (TO), cravo-da-india (CR), nim (NI) e capim-limao
(CL), na concentragio de 1.000 pL L™, leite em po6 (LP) 10 g L e
testemunha (TI). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 8. Area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem
(AACPSD) na cultivar Mundo Novo 379/19 tratada com tebuconazole
(FU) 200 pL L', acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L, oleos
essenciais de tomilho (TO), citronela (CI), arvore-de-cha (ME),
eucalipto (EU), canela (CA), capim-limao (CL), cravo-da-india (CR) e
nim (NI), na concentragio de 1.000 pL L™, leite em p6 (LP) 10 g L' e
testemunha (TI). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 9. Plantas de cafeeiro das cultivares Catuai IAC 62 (A), Catucai 2SL
(B) e Mundo Novo 379/19 (C), aos 74 dias ap6s inoculagdo com
Hemileia vastatrix. Testemunha (TI), éleos essenciais de cravo-da-
india (CR), tomilho (TO) e citronela (CI), na concentracdo de 1.000 uL.
L', telbuconazole (FU) 200 uL L' e acibenzolar-S-metil (ASM) 200
mg L.
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Rios et al. (2003), pesquisando o dleo essencial de citronela no controle
de C.acutatum, agente causal da flor-preta-do-morangueiro, observaram que, nas
concentragdes de 5.000, 10.000 e 15.000 pL’', houve redugdo parcial do
crescimento micelial in vivo, indicando que o 6leo de citronela apresenta agdo
direta sobre o patogeno na planta. Ja Silva (2007) utilizou o 6leo essencial de
citronela no controle do mal-do-panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc)) em bananeira (Musa spp.) e verificou protecdo de 50% na incidéncia da
doenca em relacdo a testemunha, concordando com os resultados observados
neste trabalho para as cultivares Catucai 2SL e Mundo Novo 379/19.

O controle parcial promovido pelo 6leo essencial de canela nas
cultivares Catuai IAC 62 ¢ Mundo Novo 379/19 concorda com os resultados
obtidos por Abreu (2006), que relatou redugdes de 26%, 62% e 95%,
respectivamente, na incidéncia da pinta-preta (A. solani) em tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) tratado com 6leo essencial de canela nas concentragdes de 500,
750 e 5.000 uL L', respectivamente. Em experimento realizado em campo,
Abreu (2006) observou reducdo de 12,5% e 32,8% na incidéncia da doenga em
foliolos de tomateiro tratados com 6leo essencial de canela nas concentracdes de

3.000 e 5.000 pL L', respectivamente.

3.3 Avaliacdo do efeito sisttmico em cultivares de cafeeiro tratadas com
oleos essenciais

No experimento realizado em casa de vegetagdo com a cultivar Catucai
2SL, o fungicida tebuconazole reduziu a AACPID ¢ a AACPSD na metade
inferior (tratada) das plantas em 86,0% e 85,5%, respectivamente, seguido de
acibenzolar-S-metil, com reducdes de 51,4% e 50,7%, respectivamente (Figura
10). Na metade superior (ndo tratada), tebuconazole e acibenzolar-S-metil
reduziram a incidéncia em 61,3% e 57,0%, respectivamente, ¢ a severidade da

ferrugem em 64,3% e 54,3%, respectivamente. O o6leo essencial de tomilho nao
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diferiu da testemunha, em ambas as partes da planta.

Na cultivar Catuai IAC 62, tebuconazole reduziu a AACPID na metade
inferior (tratada) das plantas em 73,7%, seguido de acibenzolar-S-metil e 6leo
essencial de cravo-da-india, com redugoes de 28,7% e 25,0%, respectivamente
(Figura 11A). Na metade superior (ndo tratada) das plantas, tebuconazole e
acibenzolar-S-metil reduziram a incidéncia da doenca em 43,9% ¢ 34,0%,
respectivamente. Nesta, o 6leo essencial de cravo-da-india ndo diferiu da
testemunha. Com relagdo a severidade da ferrugem, verificou-se que o fungicida
tebuconazole reduziu em 70,2% a AACPSD, seguido de acibenzolar-S-metil e
o0leo essencial de cravo-da-india, com reducdes de 29,8% e 22,1%,
respectivamente (Figura 11B). Na metade superior, somente tebuconazole
promoveu a reducao da AACPSD, sendo esta de 45,0%.

Na cultivar Mundo Novo 379/19, somente o fungicida tebuconazole
promoveu reducdes significativas da AACPID e AACPSD na metade inferior
(tratada) das plantas, sendo estas de 86,6% e 88,5%, respectivamente (Figura
12). No entanto, na metade superior (ndo tratada) das plantas, o mesmo
fungicida e o acibenzolar-S-metil reduziram a incidéncia da ferrugem em 54,5%
e 44,0%, ¢ a severidade em 57,3% e 47,6%, respectivamente. O dleo essencial
de citronela ndo reduziu significativamente a AACPID e a AACPSD, em ambas
as partes da plantas.

O fungicida tebuconazole promoveu a reducdo da incidéncia e da
severidade da doenga em ambas as partes da planta. Resultados semelhantes
foram observados por Guzzo et al. (2001), em cujo trabalho plantas de cafeeiro
cultivar Mundo Novo tratadas com acibenzolar-S-metil induziram protec¢ao local
(66% a 97%) e sistémica (83% a 94%), com duracdo de até 10 semanas. Em
outras pesquisas, realizadas por Cavalcanti et al. (2000), Marchi (2002) e Costa
et al. (2007), o acibenzolar-S-metil promoveu somente a redug¢do da incidéncia

da doenca na metade inferior das plantas, ndo apresentando efeito sistémico.
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FIGURA 10. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) (A) e
severidade da ferrugem (AACPSD) (B) nas plantas de cafeeiro da
cultivar Catucai 2SL cuja metade inferior foi tratada com
tebuconazole (FU) 200 uL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™,
6leo essencial de tomilho (TO) 1.000 pL L™, leite em p6 (LP) 10 g L~
' e testemunha (TI). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 11. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) (A) e
severidade da ferrugem (AACPSD) (B) nas plantas de cafeeiro da
cultivar Catuai IAC 62 cuja metade inferior foi tratada com
tebuconazole (FU) 200 uL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™,
6leo essencial de cravo-da-india (CR) 1.000 uL L™, leite em p6 (LP)
10 g L e testemunha (TI). Médias seguidas de mesma letra nio
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 12. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) (A) e
severidade da ferrugem (AACPSD) (B) nas plantas de cafeeiro da
cultivar Mundo Novo 379/19 cuja metade inferior foi tratada com
tebuconazole (FU) 200 uL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™,
6leo essencial de citronela (CI) 1.000 uL L™, leite em p6 (LP) 10 g L~
' e testemunha (TI). Médias seguidas de mesma letra nio diferem
entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Os oleos essenciais testados nas diferentes cultivares ndo apresentaram
controle significativo da doenga em ambas as partes da planta, exceto o 6leo
essencial de cravo-da-india na cultivar Catuai IAC 62, na qual apresentou um
efeito protetor. Pereira et al. (2008), utilizando o 6leo essencial de tomilho para
o controle da cercosporiose em cafeeiro, verificaram que o controle obtido pelo
oleo se deve, principalmente, ao seu efeito direto sobre o patdgeno € menos por
inducdo de resisténcia.

O controle parcial da ferrugem obtido pela aplicagdo dos oleos
essenciais, possivelmente, se deve a presenga de compostos toxicos em grande
quantidade, que proporcionam efeito protetor (Schauenberg, 1977; Scortichini &
Rossi, 1991; Montes-Belmont & Carvajal, 1998; Amaral & Bara (2005). Tal
evidéncia ndo impede que estes e outros compostos presentes nos oOleos em
menores quantidades possam estar contribuindo indiretamente para o controle da
doenga, por meio da inducdo de resposta de defesa da planta. Para tal
comprovagdo, sao necessarios estudos mais aprofundados, como a quantifica¢ao
de enzimas relacionadas a defesa da planta e de expressdo génica, podendo esta
ultima desvendar quais os possiveis genes de defesa estariam sendo expressos
em razdo da aplicacao dos 6leos.

O controle alternativo da ferrugem do cafeeiro por meio do uso de 6leos
essenciais tem como principal propdsito reduzir a utilizagdo de produtos
fitossanitarios que, ao longo do tempo, causam prejuizos irreversiveis a saude do
homem e ao ambiente. Assim, a utilizagdo dos 6leos essenciais, juntamente com
outras estratégias de controle utilizadas no manejo integrado de doengas, pode
proporcionar resultados satisfatéorios na reducdo da ferrugem do cafeeiro,
principalmente em campos de produgdo de café organico, nos quais ndo se faz o

uso de agrotoxicos.
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4 CONCLUSOES

Os oleos essenciais de canela, citronela, capim-limdo, cravo-da-india,
arvore-de-cha, tomilho, eucalipto e nim reduzem a germinagdo dos
uredinidésporos de Hemileia vastatrix.

Os oleos essenciais promovem controle parcial da ferrugem do cafeeiro
em casa de vegetacdo, sendo os 6leos de tomilho, cravo e citronela os mais
promissores para o controle da doenga nas cultivares de Catucai 2SL, Catuai
IAC 62 e Mundo Novo 379/19, respectivamente.

O oleo essencial de cravo-da-india promove prote¢do local e o dleo
essencial de citronela promove prote¢do sistémica em plantas de cafeeiro contra

H. vastatrix.
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OLEOS ESSENCIAIS NO MANEJO DA CERCOSPORIOSE DO
CAFEEIRO
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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Borges. Oleos essenciais no manejo da cercosporiose do
cafeeiro. In: . Potencial de 6leos essenciais no manejo da ferrugem e
da cercosporiose do cafeeiro. 2008. Cap. 3, p.62-105. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A cercosporiose ¢ uma das doencas de maior importancia em cafeeiro, pois
promove queda acentuada de folhas e prejudica a qualidade da bebida. Seu
controle é realizado, convencionalmente, pela aplica¢do de fungicidas clipricos e
sistémicos. Assim, os Oleos essenciais surgem como uma alternativa para o
controle da cercosporiose em cafeeiro. Diante do exposto, os objetivos deste
trabalho foram: (i) avaliar o efeito in vitro dos 6leos essenciais de canela (CA),
citronela (CI), capim-limdo (CL), cravo-da-india (CR), arvore-de-cha (ME),
tomilho (TO), nim (NI) e eucalipto (EU) na germinagdo de conidios e no
crescimento micelial de Cercospora coffeicola; (ii) avaliar o efeito dos 0Oleos
essenciais e acibenzolar-S-metil (ASM) no controle da cercosporiose nas
cultivares de cafeeiro Catucai 2SL, Catuai IAC 62 ¢ Mundo Novo 379/19 em
casa de vegetacdo; (iii) avaliar o efeito sistémico dos oleos essenciais mais
promissores, ASM e tebuconazole no controle da doenga, em trés cultivares de
cafeeiro e (iv) avaliar o efeito in vivo dos 6leos essenciais de CA e CI sobre os
eventos iniciais de infeccdo do patégeno por meio da microscopia eletronica de
varredura (MEV). Todos os o6leos essenciais promoveram a inibi¢do da
germinagao dos conidios de C. coffeicola com o aumento das concentra¢des. Os
0leos de CR, CA, NI, TO e CL inibiram o crescimento micelial de C. coffeicola
na concentragdo 1.000 uL L. O tratamento ASM promoveu o maior controle da
doencga em todas as cultivares. Os dleos essenciais promovem controle parcial da
cercosporiose em casa de vegetagdo, sendo os dleos de CA e CI os mais
promissores no controle da doenga em todas as cultivares. Os 6leos essenciais de
CA e CI promovem protegao sistémica nas cultivares Catucai 2SL e Catuai IAC
62 contra a cercosporiose. Em MEV observou-se que os 6leos essenciais de CA
e CI reduziram a germinacdo e o desenvolvimento micelial de C. coffeicola in
vivo, promovendo o extravasamento do citoplasma celular. Portanto, o controle
da cercosporiose obtido pela aplicacdo dos Oleos essenciais se deve,
provavelmente, a protegao local e a indugdo de resisténcia sistémica.

"Comité de Orientacdo: Eduardo Alves — UFLA (Orientador); Mario Lucio Vilela de
Resende — UFLA (Co-orientador) e Mario Sobral de Abreu — UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Borges. Essential oils in the control of brown spot eye from
coffee plant. In: . Potential of the essential oils in the control of rust
and brown spot eye of coffee plant. 2008. Chap. 3, p.62-105. Thesis (Doctor in
Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The brown spot eye is one of the most important coffee diseases, because it
causes leaves fall and undermine the drink quality. Its control is conventionally
done by the application of copper and systemic fungicides. Thus, the essential
oils are an alternative to control of coffee brown spot eye. Considering the
exposed, the objectives of this work were: (i) to assess the effect in vitro of
essential oils of cinnamon (CA), citronella (CI), lemon grass (CL), clove (CR),
tea-tree (ME), thyme (TO), neem (NI) and eucalyptus (EU) on the conidia
germination and on mycelial growth of Cercospora coffeicola; (ii) to assess the
effect of essential oils and acibenzolar-S-methyl (ASM) to control of brown spot
eye in coffee cultivars Catucai 2SL, Catuai IAC 62 and Mundo Novo 379/19 in
a greenhouse; (iii) to evaluate the systemic effect of essential oils most
promising, as well ASM and tebuconazole on brown spot eye control in three
coffee cultivars and; (iv) to assess in vivo the effects of these on the conidia
germination and fungal development of C. coffeicola through scanning electron
microscopy (SEM). All essential oils promoted the inhibition of conidia
germination of C. coffeicola with increasing concentrations. The oil CR, CA, NI,
TO and CL inhibited the mycelial growth of C. coffeicola concentration in 1000
puL L-1. The treatment ASM promoted the best disease control in all cultivars.
The essential oils promote partial brown spot eye control in the greenhouse, and
the oils of CA and CI were the most promising to brown spot eye control in all
cultivars. The essential oils of CA and CI promoted systemic protection in
cultivars Catucai 2SL and Catuai IAC 62 against spot eye. In SEM, essential oils
of CA and CI reduced germination and mycelial development of C. coffeicola in
vivo, promoting the leakage of the cell cytoplasm. Therefore, the brown spot eye
control obtained by the application of essential oils should be, probably, to
protect local and systemic resistance induction.

"Advising Committee: Eduardo Alves - UFLA (Adviser), Mario Lucio Vilela de
Resende — UFLA (Co-adviser) and Mario Sobral de Abreu - UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é uma cultura de grande importancia para
0 agronegocio brasileiro e representa uma das principais fontes de divisas para o
pais. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento, Conab (2008), a
produgédo nacional de C. arabica, em 2008, foi de 45,85 milhdes de sacas. No
entanto, o cafeeiro é acometido por diversas doengas, destacando-se, como uma
das principais, a cercosporiose-do-cafeeiro, causada por Cercospora coffeicola
Berk & Cooke.

A cercosporiose do cafeeiro ocupa posi¢do de destaque na cultura, pois o
patogeno ataca as plantas desde a sua formagdo em viveiro até¢ a fase de
producdo em campo, podendo os sintomas ser observados em folhas e frutos
(Zambolim et al., 2005). A doenca, normalmente, causa intensa desfolha,
principalmente no terco superior da planta, expondo os frutos a alta insolagdo e
predispondo-os a infecgdo do patoégeno. Os frutos doentes t€m o seu processo de
maturacao acelerado, o que provoca a queda dos mesmos antes da colheita, além
da depreciagdo da qualidade da bebida (Pozza, 2008).

As perdas ocasionadas pela doenga podem chegar a 30% da produgao,
quando ndo sdo adotadas medidas de controle. Condi¢des de déficit hidrico,
baixa fertilidade ou desbalanco nutricional, principalmente entre calcio e
potassio, favorecem o ataque do patégeno (Pozza, 2000; 2008).

O controle da cercosporiose tem sido realizado de forma convencional
com a aplicacdo de fungicidas ctpricos e do grupo dos triazois, estrobirulinas e
benzimidazois (Zambolim & Vale, 2003). No entanto, o uso indiscriminado
destes pode promover danos irreversiveis ao ambiente ¢ a saide humana.

Pesquisas em torno do potencial dos oOleos essenciais no controle de

doengas de plantas tém sido estimuladas nos Gltimos anos, uma vez que estes,
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além de apresentarem propriedades antimicrobianas (Schwan-Strada &
Stangarlin, 2005), tém se mostrado promissores no controle alternativo de
doengas de plantas (Guiraldo et al., 2004). Segundo Schwan-Estrada (2003), a
exploragdo da atividade biologica de compostos secundarios, como os 6leos
essenciais, pode se constituir, ao lado da indugdo de resisténcia, em mais uma
forma potencial de controle alternativo de doencas de plantas.

A atividade antimicrobiana in vitro de substincias obtidas a partir de
plantas medicinais tem sido comprovada por diversos autores. Alves et al.
(2003) relataram a eficiéncia dos 6leos de citronela (Cymbopogon nardus (L.)
Rendle.) e de capim-limao (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf) no controle dos
fungos Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo, Colletotrichum
musae Berk e Curt.) e Fusarium subglutinans f. sp. ananas Ventura, Zam. &
Gilb. Medice et al. (2007) verificaram que os 6leos essenciais de eucalipto
(Corymbia citriodora Hill & Johnson), tomilho (Thymus vulgaris L.), nim
(Azadirachta indica A Juss.) e citronela inibiram totalmente a germinagdo de
urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., e reduziram a
severidade da ferrugem asiatica da soja (Glycine max (L.) Merr.) em casa de
vegetacdo. Feng & Zheng (2007) também verificaram a atividade antifungica do
6leo essencial de tomilho sobre Alternaria alternata (Fr.) Kiessler. Ranasingue
et al. (2002) relataram a atividade fungitoxica e fungistatica dos dleos essenciais
de cravo-da-india (Syzygium aromaticum (Linne) Merril) e canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume.) sobre C. musae, Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griff & Maubl. e Fusarium proliferatum (Matsuhima) Nirenberg.
Zambonelli et al. (1996) verificaram atividade toxica do éleo essencial de arvore
de cha sobre o crescimento micelial de Fusarium moniliforme Sheldon e F.
subglutinans.

Além da atividade in vitro, a eficiéncia dos 6leos essenciais no controle

de doengas de plantas tem sido evidenciada em varios patossistemas, tais como
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C. coffeicola em cafeeiro (Pereira et al., 2008), P. pachyrhizi em soja (Medice et
al.,, 2007), Alternaria solani (Ell. & Mart.) Jones & Grout em tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) (Abreu, 2006) e Colletotrichum acutatum Simmonds
em morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) (Rios et al., 2003), entre outros.

Embora existam, na literatura, varios trabalhos mostrando a eficiéncia de
Oleos essenciais in vitro sobre diferentes fitopatdgenos, poucos mostram o efeito
destes sobre fitopatogenos in vivo, principalmente com rela¢do ao controle de C.
coffeicola em cafeeiro.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: avaliar o efeito in
vitro dos dleos essenciais na germinacdo de conidios e no crescimento micelial
de C. coffeicola; avaliar o efeito destes no controle da cercosporiose em
diferentes cultivares de cafeeiro; avaliar a protecdo sistémica em diferentes
cultivares de cafeeiro submtidas ao tratamento com oOleos essenciais e seus
efeitos no controle da cercosporiose e verificar seus efeitos sobre os eventos
iniciais de infec¢do do patogeno por meio da microscopia eletronica de

varredura.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacdo dos trabalhos

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultra-Estrutural (LME), em casa de vegetacao,
do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), na cidade de Lavras, MG, situada a 960 m de altitude, 44,97° de
longitude Oeste e 21,22° de latitude Sul, no periodo de marco de 2007 a
dezembro de 2008.

2.2 Obtencdo do indculo de Cercospora coffeicola

Para a obtengdo do indculo de C. coffeicola, folhas naturalmente
infectadas no campo, na regido de Lavras, MG, foram coletadas e lavadas
superficialmente em agua corrente. Apds o enxugamento das folhas com papel
toalha, estas foram submetidas a uma camara umida por trés dias. Em seguida,
realizou-se a raspagem dos conidios produzidos em ambas as faces das folhas,
utilizando-se um pincel de cerdas macias umedecidas em agua destilada.
A suspensdo obtida foi filtrada em gaze e ajustada em hemocitdmetro para a
concentracdo de 1,5 x 10* conidios mL™, concentracio esta utilizada em todos os

experimentos.

2.3 Preparo e conducéo das mudas de cafeeiro

Em todos os experimentos descritos a seguir foram utilizadas mudas de
cafeeiro das cultivares Mundo Novo 379/19, Catuai IAC 62 e Catucai 2SL,
como materiais suscetiveis a C. coffeicola.

As mudas foram adquiridas na Estacdo Experimental da Epamig, Centro

de Pesquisa do Sul de Minas, Lavras, MG, com seis meses de idade. Em
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seguida, foram transplantadas para vasos de 7 L, contendo substrato composto
de terra, esterco bovino ¢ areia, na proporgdo 2:1:1. As plantas foram mantidas
em casa de vegetagdo durante todo o periodo experimental, onde foram irrigadas

periodicamente ¢ adubadas conforme a recomendacdo (Ribeiro et al., 1999).
2.4 Obtencéo dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais utilizados foram adquiridos da Brasil Portrait (2008).

TABELA 1: Nome comum e cientifico das plantas utilizadas como fontes de
extragdo dos 0leos essenciais.

Nome comum Nome cientifico

Arvore-de-cha Melaleuca alternifolia
Canela Cinnamomum zeylanicum
Capim-limao Cymbopogon citratus
Citronela Cymbopogon nardus
Cravo-da-india Sizygium aromaticum
Eucalipto Corymbia citriodora
Nim Azadirachta indica
Tomilho Thymus vulgaris

2.5 Avaliacdo da toxidez dos 6leos essenciais na germinagéo de conidios € no
crescimento micelial de Cercospora coffeicola

Para a avaliacdo da toxidez dos oOleos essenciais na germinacdo de C.
coffeicola, foram testados os dleos de tomilho, cravo-da-india, eucalipto, canela,
citronela, arvore-de-cha, nim e capim-liméo, nas concentragdes de 0, 250, 500,
1.000, 1.500 ¢ 2.000 uL L' de agua. Foi adicionado leite em p6 10 g L' como
emulsificante natural as concentragdes de 2.000 uL L', das quais partiram as
demais diluigdes. A fim de isolar o efeito do leite em po6 presente nas diluigdes

dos oleos, foi adicionado ao experimento um tratamento contendo as mesmas
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quantidades de leite em po6 utilizadas.

Foram utilizadas placas de Petri de 6 cm de diametro, com meio
agar-agua (AA) 2%. Os tratamentos foram adicionados ao meio antes que este
fosse vertido nas placas, ap6s queda da temperatura para 40°C, de modo que as
dilui¢des finais atingissem as pré-estabelecidas pelo ensaio. Apos a solidificagao
do meio, 500 uL da suspensao de conidios foram depositados sobre a superficie
do meio e espalhados com uma al¢a de Drigalsky. Em seguida, as placas foram
acondicionadas em BOD, a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas de luz, por 24
horas.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com duas placas para cada tratamento cada uma, dividida em quatro
quadrantes, num total de oito repeti¢des.

Apoés a incubagdo, a germinagdo foi paralisada pela adicao de quatro
gotas de solucdo de lactoglicerol. Em seguida, foi avaliada a percentagem de
germinagdo dos conidios em microscopio de luz, sendo avaliados 30 conidios
por quadrante.

Para avaliar a toxidez dos 6leos essenciais sobre o crescimento micelial
de C. coffeicola foram testados os 6leos essenciais de tomilho, cravo-da-india,
eucalipto, canela, citronela, arvore-de-cha, nim e capim-limao na concentragdo
de 1.000 uL L de 4gua. Como emulsificante natural foi utilizado leite em po,
na concentragdo 10 g L. Foram adicionados ao experimento dois tratamentos,
um composto somente por leite em p6 10 g L™ ¢ uma testemunha composta por
agua destilada.

Foram utilizadas placas de Petri de 11 cm de didmetro com meio batata,
dextrose e agar (BDA) 2%. Os meios foram preparados e vertidos nas placas
conforme metodologia descrita no experimento anterior. No centro de cada
placa, foi adicionado um disco de meio de 6 mm de didmetro contendo micélio

jovem de C. coffeicola. Em seguida, as placas foram acondicionadas em BOD a
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25°C e fotoperiodo de 12 horas, permanecendo nessa condi¢do até o final das
avaliacdes.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com oito repetigdes, sendo cada parcela composta de dois vasos com trés
plantas.

Foram realizadas avaliagdes do didmetro das colonias a cada quatro dias,
desde a inoculagdo, até que o micélio do tratamento testemunha ocupasse toda a
superficie do meio. Em seguida, foi calculado o indice de velocidade do

crescimento micelial (IVCM), por adaptacao da formula de Maguire (1962).

2.6 Oleos essenciais no controle da cercosporiose do cafeeiro em casa de
vegetacao

Neste experimento, foram testados os 6leos essenciais de tomilho, cravo-
da-india, eucalipto, canela, citronela, arvore-de-cha, nim e capim-limdo na
concentragio de 1.000 uL L™, leite em p6 10 g L™, acibenzolar-S-metil (ASM)
200 mg L' como padrdo de indugdo de resisténcia e uma testemunha inoculada
(agua destilada).

Mudas de cafeeiro das cultivares Mundo Novo 379/19, Catuai IAC 62 e
Catucai 2SL, com nove meses de idade, foram pulverizadas com os tratamentos
até o ponto de escorrimento, utilizando-se um pulverizador manual. Apds 30
dias, as plantas foram novamente pulverizadas com os mesmos tratamentos. Sete
dias apds a primeira aplicagdo, as plantas foram inoculadas com C. coffeicola
mediante uma pulverizagdo com uma suspensdo de conidios e, em seguida,
submetidas a uma camara umida por 14 horas.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
(DBC), com trés repeti¢des, sendo cada parcela composta por seis plantas.

Foram realizadas cinco avaliagdes da cercosporiose, a partir dos 21 dias

apos a inoculagdo, em intervalos de 14 dias, utilizando-se a escala diagramatica
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proposta por Oliveira et al. (2001). Em seguida, foram calculadas as areas
abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) e a severidade da doenga

(AACPSD), conforme Shaner & Finney (1977), por meio da seguinte equagdo:
n-1
AACPD = Z[(X;+ Xih1) 12](ti1 — t7)
i=1

em que: X = intensidade da doenga; t = tempo e n = nimero de avaliagdes no

tempo.

2.7 Avaliagdo do efeito sisttmico em cultivares de cafeeiro tratadas com
6leos essenciais

Para avaliar a protegdo sistémica em diferentes cultivares de cafeeiro e
seus efeitos no controle da cercosporiose, foram realizados trés experimentos,
um com cada cultivar (Mundo Novo 379/19, Catuai IAC 62 e Catucai 2SL).

Foram testados os dois 6leos essenciais mais promissores obtidos no
experimento anterior, no caso, os 6leos de canela e citronela, na concentragdo de
1.000 uL L, acibenzolar-S-metil (ASM) 200 mg L', fungicida tebuconazole
200 pL L, leite em p6 10 g L' e testemunha (agua destilada).

Aos nove meses de idade, as plantas foram marcadas, separadas em duas
partes, metade inferior e metade superior. Realizou-se a aplicagdo dos
tratamentos somente na metade inferior das plantas, utilizando-se um
pulverizador manual, até¢ atingir o ponto de escorrimento. Apds 30 dias, as
plantas foram novamente pulverizadas na metade inferior com os mesmos
tratamentos. Sete dias apds a primeira aplicacdo, realizaram-se as inoculagdes
em ambas as metades das plantas, inferior e superior. A inoculagdo das plantas
foi realizada conforme metodologia descrita no experimento anterior.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
(DBC), com trés repeti¢des, sendo cada parcela composta por seis plantas.

Foram realizadas cinco avaliagdes da cercosporiose, separadamente, em
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cada uma das partes, a partir dos 21 dias apds a inoculagdo, em intervalos de 14
dias, utilizando-se a escala diagramatica proposta por Oliveira et al. (2001). Em
seguida, foram calculadas as areas abaixo da curva de progresso da incidéncia
(AACPID) ¢ a severidade da doenga (AACPSD), conforme Shaner & Finney
(1977).

2.8 Estudo da germinacéo e do desenvolvimento micelial in vivo
2.8.1 Instalacéo do experimento e inoculacéo

Para a avaliagdo da germinacdo e do desenvolvimento micelial de C.
coffeicola in vivo, foram utilizadas plantas de cafeeiro das cultivares Mundo
Novo 379/19, Catuai IAC 62 e Catucai 2SL, com nove meses de idade,
cultivadas conforme descrito no item 2.3.

Foram testados os dois dleos essenciais mais promissores para o controle
da cercosporiose obtidos no primeiro experimento, no caso, os 6leos essenciais
de canela e citronela e uma testemunha (agua destilada).

As plantas foram pulverizadas até o ponto de escorrimento, utilizando-se
um pulverizador manual e, dois dias apos a aplicagdo, foram coletadas sete
folhas de cada tratamento, destacando-se as folhas do terceiro par. Bandejas
plasticas previamente desinfestadas com alcool foram preparadas para a
recepgdo das folhas. No fundo das bandejas foram colocadas esponjas de latex
laminadas e sobre as mesmas foram colocadas duas folhas de papel germitest
umedecidas com agua destilada. Em seguida, foram desenhados seis circulos de
1 cm de didmetro com caneta de marca permanente na superficie abaxial das
folhas e, em seguida, as folhas foram acomodadas em bandejas. No centro de
cada circulo, foram depositados 25 pL da suspensdo de 1,5 x 10° conidios de C.
coffeicola mL". Apods a inoculagdo, as bandejas foram cobertas com plastico
transparente ¢ dispostas em camara de crescimento a 25°C, até o final das

coletas.
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2.8.2 Coleta das amostras para microscopia

As coletas das amostras a serem observadas em microscopia eletronica
de varredura (MEV) foram realizadas nos tempos de 4, 8, 16 ¢ 48 horas apos
inoculagdo. As coletas foram feitas por meio de cortes circulares de 5 mm de
diametro, realizados com bisturi, dentro de cada circulo onde foram realizadas as
inoculagoes. Os fragmentos foram colocados em microtubos de 1,5 mL contendo
fixador (Karnovsky’s modificado) e, em seguida, armazenados em geladeira, a
4°C.

O preparo e a observacdo das amostras em MEV foram realizados no
Laboratorio de Microscopia e Andlise Ultra-Estrutural (LME), no Departamento

de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG.

2.8.3 Preparo das amostras para microscopia eletronica de varredura
Depois de imerso em solugdo fixativa (Karnovsky’s modificado), pH
7,2, por um periodo minimo de 24 horas, oito fragmentos de cada tratamento
foram transferidos para uma solug@o tampao de cacodilato 0,05 M e lavados trés
vezes, durante 10 minutos. As secgdes foram transferidas para solugdo de
tetroxido de 6smio 1,0% em agua por 1 hora, lavadas em agua destilada por trés
vezes ¢ desidratadas em uma série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%,
por trés vezes). Apos essa desidratagdo, as amostras foram levadas ao aparelho
de ponto critico Balzers CPD 030 para substitui¢do da acetona por CO, e
complementagdo da secagem. Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de aluminio Stubs com fita de carbono sobre uma pelicula de papel
aluminio e cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 050, para observacao
em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40. As imagens foram
geradas e registradas digitalmente, nas condi¢des de trabalho de 20 Kv e
distancia de trabalho de 10 mm. As imagens geradas foram gravadas e abertas

no Software Photopaint do pacote Corel Draw 12.
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2.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas em software estatistico Sisvar v.
4.0. (Ferreira, 2000). Para a comparacdo de médias qualitativas, utilizou-se o
teste de Scott-Knott (p<0,05) e, para médias quantitativas, foram gerados
graficos de regressdo. Para a confec¢dao dos graficos de regressao, utilizou-se o

programa Excel, do Microsoft Office 2007. Dados de porcentagem de

germinagdo dos conidios foram transformados para + & + 1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagdo da toxidez dos 6leos essenciais na germinacao de conidios e no
crescimento micelial de Cercospora coffeicola

Todos os oOleos essenciais reduziram a germinagdo de conidios de C.
coffeicola de forma quadratica, com o aumento das concentra¢des (Figura 1). Os
oleos essenciais de tomilho, capim-limao, canela e citronela inibiram totalmente
a germinacdo dos conidios a partir da concentragdo de 1.000 uL L™, com DLs,
(concentragdo capaz de promover a inibicdo ou morte de 50% dos conidios
viaveis), estimada em 303, 332, 348 e 561 pL L respectivamente (Figura 2).

Os oleos essenciais de cravo-da-india e arvore-de-cha promoveram
100% de inibicdo da germinagdo de conidios a partir das concentragdes de 1.500
¢ 2.000 uL L', com DLs, estimadas em 937 ¢ 1416 pL L™, respectivamente. Os
oleos essenciais de eucalipto e nim mostraram-se menos toxicos que os demais,
apresentando DLs, de 2804 ¢ 2816 uL L™, respectivamente.

Os oleos essenciais de canela e citronela inibiram totalmente o
crescimento micelial de C. coffeicola, sem diferir do 6leo de nim, o qual
apresentou inibi¢do de 95,13% em relacdo a testemunha (BDA) (Figura 3 ¢ 4).
Os o6leos essenciais de tomilho e capim-limdo reduziram o IVCM em 56,14% ¢
13,78%, respectivamente, enquanto os demais tratamentos nao diferiram da
testemunha, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Diversos trabalhos relatam o efeito antimicrobiano de 6leos essenciais
sobre o desenvolvimento de patogenos. Wilson et al. (1997) e Rozwalka et al.
(2008) verificaram a atividade fungitoxica do o6leo essencial de capim-limao
sobre a germinagdo de esporos de Botrytis cinerea Persoon ex Fries e sobre o
desenvolvimento micelial de Glomerella cingulata (Stonemam) Spauld &

Schrenk e C. gloeosporioides.
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FIGURA 1. Porcentagem de germinagdo de conidios de Cercospora coffeicola

submetidos a diferentes concentragdes (0, 250, 500, 1.500 ¢ 2.000 uL
L") dos 6leos essenciais de canela (A), citronela (B), capim-limdo
(C), cravo-da-india (D), eucalipto (E), arvore-de-cha (F), nim (G) e
tomilho (H). Dados transformados para <% - 1.
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FIGURA 2. DLs, (concentragdo capaz de promover a inibicdo ou morte de 50%
dos conidios viaveis de Cercospora coffeicola em pL L) dos 6leos
essenciais de nim (NI), eucalipto (EU), arvore-de-cha (ME), cravo-da-
india (CR), citronela (CI), canela (CA), capim-limao (CL) e tomilho
(TO).
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FIGURA 3. indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) de
Cercospora cofeeicola submetido aos 6leos essenciais de cravo-da-
india (CR), canela (CA), nim (NI), tomilho (TO), capim-limao (CL),
eucalipto (EU), arvore-de-cha (ME) e citronela (CI), na concentragdo
de 1.000 pL L™, leite em p6 (LP) 10 g L e testemunha (TI). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott
(p=<0,05).
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FIGURA 4. Crescimento micelial de Cercospora cofeeicola submetido aos
oleos essenciais de arvore-de-chd (ME), citronela (CI), eucalipto (EU),
capim-limao (CL), tomilho (TO), nim (NI), cravo-da-india (CR) e
canela, na concentragdo de 1.000 pL L, leite em p6 (LP) 10 g L' ¢
testemunha (TI).

Em outro trabalho, Souza et al. (2004) verificaram que os Oleos
essenciais de canela de (200 pg mL™), cravo-da-india (600 ug mL™") e tomilho
(600 pg mL™) inibiram completamente o desenvolvimento micelial in vitro de
Rhizopus sp., Eurotium repens de Bary e Aspergillus niger. Ja Santos et al.
(2001) relataram a eficiéncia do 6leo essencial de citronela sobre a inibi¢do do
desenvolvimento micelial de F. subglutinans f. sp. ananas, causador da fusariose
do abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr.).

Oleos essenciais de citronela, tomilho e canela apresentam como
constituintes alguns monoterpenos como d-limoneno, cineol e b-mirceno
(Wilson et al., 1997), anetol, panialdepido, carvacrol, carvone, limoneno, o-
felandrreno e a-pineno em grandes quantidades que, segundo Caccioni &
Guizzardi (1994), sdo responsaveis pela inibicdo da germinacdo de varios

patogenos. Segundo Zambonelli et al. (2004), a inibicdo da germinacdo e do
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crescimento micelial evidenciada pelo tomilho se deve a presenga de compostos
toxicos, como timol e carvacrol, presentes em grandes quantidades no 6leo, os
quais apresentam propriedades bactericidas e fungicidas (Pinto et al., 2001).

Em outro trabalho, desenvolvido por Salgado et al. (2003), ha o relato
do efeito fungistatico dos 6leos essenciais de Eucalyptus urophylla S.T. Blake,
E. camaldulensis Dehn e C. citriodora sobre o crescimento micelial de
Fusarium oxysporum Schlecht., Bipolaris sorokiniana Shoemaker e B. cinérea,
na concentragio de 500 mg L. Segundo Charles & Simon (1990), os 6leos
essenciais de eucalipto sdo constituidos, de forma geral, de terpenos complexos,
como o citronelal e o cineol. Ponce et al. (2003), analisando o poder
antimicrobiano do o6leo essencial de Aarvore-de-cha, constataram que a
concentragio de 500 a 800 uL L foi suficiente para a inibi¢do do crescimento
de bactérias pelo método minimo de concentragdo.

Segundo Piper et al. (2001), as substancias presentes nos oOleos
essenciais, quando em contato com os micro-organismos, afetam a integridade
das membranas celulares, causando a extravasamento de seus constituintes. Este
fato foi observado por Medice et al. (2007), em plantas de soja tratadas com 6leo
essencial de tomilho e inoculadas com P. pachyrhizi; por Pereira et al. (2008),
em plantas de cafeeiro tratadas com 6leo essencial de tomilho e inoculadas com
C. coffeicola e por Bard et al. (1988), em Candida sp. e por Cox et al. (2000),

em Saccharomyces sp. submetida ao 6leo essencial de arvore-de-cha.

3.2 Oleos essenciais no controle da cercosporiose do cafeeiro em casa de
vegetacao

No experimento realizado em casa de vegetagao com as trés cultivares de
cafeeiro, ndo foi observado nenhum sintoma de fitotoxidez em razdao da
aplicacdo dos oOleos essenciais. Foi observada interagdo significativa para a area

abaixo da curva de progresso da incidéncia da cercosporiose (AACPID) entre as
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cultivares e os produtos utilizados. No entanto, para a area abaixo da curva de
progresso da severidade da cercosporiose (AACPSD) esta foi significativa. As
cultivares Catuai IAC 62 e Catucai 2SL apresentaram menores AACPID em
relagdo a cultivar Mundo Novo 379/19 (Figura 5). O tratamento padrdo
acibenzolar-S-metil apresentou a maior reducdo da AACPID, 27,5%, seguido
dos oleos essenciais de citronela e canela, com reducdes de 12,0% e 10,0%,
respectivamente (Figura 6). Os demais tratamentos ndo diferiram entre si ¢ em
relagdo a testemunha, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

O tratamento padrio acibenzolar-S-metil reduziu a AACPSD na cultivar
Catucai 2SL em 64,94% em relagdo a testemunha, seguido do o6leo essencial de
citronela, com reducgdo de 43,08% (Figura 7). Os oleos essenciais de eucalipto,
canela e cravo-da-india também reduziram significativamente a AACPSD em
21,08, 21,05% e 10,80%, respectivamente, sem diferirem entre si.

Na cultivar Catuai IAC 62, acibenzolar-S-metil reduziu a AACPSD em
58,28% em relagdo a testemunha, seguido do o6leo essencial de canela com
reducdo de 38,25% (Figura 8). Os 6leos essenciais de capim-limao, arvore-de-
cha, tomilho, eucalipto, citronela ¢ nim também reduziram a AACPSD em
27,68%, 20,36%, 18,39%, 18,03%, 16,95% e 15,43%, respectivamente, sem
diferirem entre si.

Na cultivar Mundo Novo 379/19, o acibenzolar-S-metil reduziu a
AACPSD em 55,91%, seguido dos 6leos essenciais de citronela e canela, os
quais reduziram a AACPSD em 29,69% e 25,02%, respectivamente (Figura 9).
Os demais tratamentos ndo diferiram em relagdo a testemunha pelo teste de

Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 5. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia da cercosporiose
(AACPID) das diferentes cultivares de cafeeiro. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 6. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia da cercosporiose
(AACPID) nas cultivares Catucai 2SL, Catuai IAC 62 e Mundo
Novo 379/19 tratadas com 06leos essenciais de citronela (CI), canela
(CA), capim-limao (CL), nim (NI), arvore-de-cha (ME), tomilho
(TO), eucalipto (EU) e cravo-da-india (CR), na concentracdo de
1.000 uL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L, leite em p6 (LP)
10 g L e testemunha (TI). Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 7. Area abaixo da curva de progresso da severidade da cercosporiose
(AACPSD) na cultivar Catucai 2SL tratada com 6leos essenciais de
citronela (CI), eucalipto (EU), canela (CA), cravo-da-india (CR), nim
(NI), capim-limao (CL), arvore-de-cha (ME) e tomilho (TO), na
concentragio de 1.000 uL L', acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™,
leite em p6 (LP) 10 g L™ e testemunha (TI). Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 8. Area abaixo da curva de progresso da severidade da cercosporiose
(AACPSD) na cultivar Catuai IAC 62 tratada com 6leos essenciais
de canela (CA), capim-limdo (CL), arvore-de-cha (ME), tomilho
(TO), eucalipto (EU), citronela (CI), nim (NI) e cravo-da-india (CR),
na concentragdo de 1.000 pL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L~
! leite em p6 (LP) 10 g L' e testemunha (TI). Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 9. Area abaixo da curva de progresso da severidade da cercosporiose
(AACPSD) na cultivar Mundo Novo 379/19, tratadas com o6leos
essenciais de citronela (CI), canela (CA), nim (NI), capim-limao (CL),
tomilho (TO), arvore-de-cha (ME), eucalipto (EU) e cravo-da-india
(CR), na concentragdo de 1.000 uL L', acibenzolar-S-metil (AS) 200
mg L, leite em p6 (LP) 10 g L e testemunha (TI). Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott
(p=0,05).

Resultados semelhantes foram observados por Pereira et al. (2008), os
quais verificaram redugdes de 35,0% e 16,1% na area abaixo da curva de
progresso do nimero de lesdes (AACPNL), em plantas de cafeeiro tratadas com
acibenzolar-S-metil e 6leo essencial de tomilho, respectivamente, inoculadas
com C. coffeicola, aos sete dias apds a aplicagdo.

Ribeiro Junior (2008) observou reducdo de 31% na AACPNL da
cercosporiose em plantas de cafeeiro tratadas com acibenzolar-S-metil e
inoculadas com C. coffeicola. Em cafeeiro, Patricio et al. (2008) relataram
controle de até 55% da cercosporiose do cafeeiro em campo, utilizando
acibenzolar-S-metil. Também trabalhando com cafeeiro, Guzzo et al. (2004)
observaram incremento nas atividades de quitinase e B-1,3-glucanase, 24 horas
apo6s a aplicacdo foliar de acibenzolar-S-metil, as quais mantiveram-se altas até

35 dias apds a aplicacdo, proporcionando reducdo na severidade da ferrugem de
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60% a 80%.

O 6leo de canela tem sido testado com sucesso por alguns autores para o
controle de fitopatogenos. Abreu (2006) observou redugdo de 26%, 62% e 95%
na incidéncia da pinta-preta do tomateiro, em plantas tratadas com o dleo
essencial de canela, nas concentragdes de 500, 750 e 5.000 pL L
respectivamente. J4 em campo, o autor observou reducdo de 12,5% e 32,8% na
incidéncia da doenga em foliolos de plantas de tomateiro tratadas com oOleo
essencial de canela nas concentra¢des de 3.000 e 5.000 uL L. Segundo Abreu
(2006), o aumento das concentragdes do 6leo essencial de canela e a diminuigao
dos intervalos de aplicagdo proporcionam um aumento na eficiéncia do 6leo no
controle da doenga. Possivelmente, o controle parcial da doenca, obtido pela
aplicag@o do 6leo essencial de canela, se deve a presenga dos compostos como
cinamaldeidos e eugenol que, segundo Montes-Belmont & Carvajal (1998), sdo
os dois componentes de maiores propriedades antimicrobianas presentes no 6leo.

Medice et al. (2007), trabalhando com ferrugem-asiatica da soja em casa
de vegetacdo, observaram redugdes de 35% a 62% na severidade da doenga em
diferentes cultivares tratadas com os oOleos essenciais de tomilho, citronela,
eucalipto e nim, sete dias antes da inoculacdo. Almada et al. (1998) também
observaram efeito fungitoxico do 6leo essencial de tomilho em plantas de pepino
(Cucumis sativus L.) inoculadas com Pseudoperonospora cubensis (Berk. &
Curt.) Rostov em casa de vegetagao.

Rios et al. (2003) utilizaram o 6leo essencial de citronela no controle de
C. acutatum, agente causal da flor-preta-do-morangueiro e observaram que, nas
concentragdes de 5.000; 10.000 e 15.000 pL”, houve redugdo parcial do
crescimento micelial in vivo. Silva (2007) utilizou o 6leo essencial de citronela
no controle do mal-do-panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc)) em
bananeira (Musa spp.) e verificou que o mesmo proporcionou prote¢do de 50%

na incidéncia da doenga em relagdo a testemunha.
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Em experimento realizado em campo, Medice (2007) testou diferentes
oleos essenciais no controle da ferrugem-asiatica da soja e obteve resultados
semelhantes aos observados neste trabalho. Segundo a autora, os Oleos
essenciais de nim, arvore-de-cha, eucalipto e citronela promoveram controles da
doenca semelhantes ao do fungicida tebuconazole utilizado como padrao, sem
diferirem entre si, seguidos do 6leo essencial de tomilho, com um controle
significativo, porém, inferior aos demais.

Apesar dos 6leos essenciais ndo oferecem um controle total da doenga,
busca-se um controle parcial da mesma para que, juntamente com outras
estratégias, possa ser adotado o manejo integrado de doengas (MID). A
promissora utilizacao desses 6leos no controle de doengas se deve ao fato de que
a sociedade tem se mostrado cada vez mais preocupada com o ambiente e com a
utilizacdo de produtos ecologicamente corretos. No caso esepecifico da
cercosporiose do cafeeiro, os Oleos essenciais podem ser utilizados,
principalmente na produc@o de mudas em viveiros e em campos de produgdo de
café organico, na qual possui um conceito simplificado de que a cafeicultura

organica ¢ um modelo de agricultura sem o uso de agrotoxicos.

3.3 Avaliacdo do efeito sisttmico em cultivares de cafeeiro tratadas com
oleos essenciais

No experimento realizado em casa de vegetagdo com a cultivar Catucai
2SL, o fungicida tebuconazole reduziu a AACPID na metade inferior (tratada)
das plantas em 51,02%, seguido de acibenzolar-S-metil, com 24,87% (Figura
10A). Acibenzolar-S-metil € os 6leos essenciais de canela e citronela reduziram
a AACPID na metade superior (ndo tratada) das plantas em 30,94%, 32,47% e
24,85%, respectivamente, sem diferirem entre si, pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05) (Figura 10A). O fungicida tebuconazole reduziu a AACPSD na metade

inferior das plantas em 53,15% e os demais tratamentos ndo diferiram da
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testemunha somente inoculada e do leite em p6. Na metade inferior, ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos (Figura 10B).

O fungicida tebuconazole promoveu a reducdo da incidéncia e da
severidade da doenca na metade inferior das plantas e reduziu somente a
incidéncia da doenga na metade superior das plantas. Os oOleos essenciais de
canela e citronela ndo promoveram reducdo significativa da incidéncia e da
severidade da cercosporiose na metade inferior das plantas. No entanto, na
metade superior, estes apresentaram controle semelhante ao do fungicida,
indicando a presenca de substincias que, por sua vez, protegem os tecidos
distantes do local de aplicacao.

Resultados semelhantes foram observados por Itako et al. (2008), no
qual extratos brutos aquosos de mil-folhas (Achillea millefolium L.), canfora
(Artemisia camphorata Vill), capim-liméo e alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
ndo promoveram prote¢do local em plantas de tomateiro inoculadas com A.
solani. No entanto, estes promoveram controle superior ao da testemunha em
folhas nao tratadas, indicando uma translocagdo sistémica dos extratos.

O acibenzolar-S-metil promoveu somente a reducdo da incidéncia da
doencga na metade inferior das plantas, ndo apresentando um bom efeito protetor,
concordando com resultados de outros trabalhos (Cavalcanti et al., 2000;
Marchi, 2002; Costa et al., 2007). Ruess et al. (1996) verificaram que o efeito
protetor do acibenzolar-S-metil em plantas de trigo foi menos evidente contra os

patdgenos Septoria spp. e Puccinia spp.

87



5000 1 A c
4000
3000 - b

2000 -

AACPID

1000 -

Inferior Superior

BFU BAS BCA @CIOTI OLP

300 1
250 -
2001 b
150 -
100 -
50 -

AACPSD
o

Inferior Superior

EFU BAS BCA @TI OCl OoLp

FIGURA 10. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) (A) e
severidade da cercosporiose (AACPSD) (B) nas plantas de cafeeiro
da cultivar Catucai 2SL cuja metade inferior foi tratada com
tebuconazole (FU) 200 pL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™,
oleos essenciais de canela (CA) e citronela (CI), na concentragao de
1.000 uL L, leite em po (LP) 10 g L e testemunha (TI). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05).
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No experimento realizado com a cultivar Catuai IAC 62, somente o
fungicida tebuconazole reduziu a AACPID na metade inferior (tratada) das
plantas (28,79%) (Figura 11A). Na metade superior (ndo tratada), os tratamentos
tebuconazole, acibenzolar-S-metil e os 6leos essenciais de citronela e canela
reduziram a AACPID em 38,65%, 38,82%, 32,11% e 35,07%, respectivamente,
em relagdo a testemunha somente inoculada. Em relacdo a severidade da
cercosporiose na metade inferior das plantas, o fungicida tebuconazole,
acibenzolar-S-metil e o o6leo essencial de citronela diferiram da testemunha
somente inoculada, promovendo redu¢des de 51,15%, 38,45% e 25,94% na
AACPSD (Figura 11B). Na metade superior ndo houve diferenca significativa
da AACPSD entre os tratamentos.

Os resultados apresentados neste experimento s3o similares aos
apresentados no experimento anterior, no entanto, o acibenzolar-S-metil nao
reduziu de forma significativa a AACPID na metade inferior das plantas e,
juntamente com o 6leo de citronela, reduziu a AACPSD na metade inferior das
mesmas.

Bonaldo et al. (2004), utilizando extratos aquosos de eucalipto em
plantas de pepino contra Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ells & Halst, agente
causal da antracnose, verificaram que o mesmo, além de apresentar atividade
antifiingica direta, promoveu uma indugao local de resisténcia.

Em relacdo a cultivar Mundo Novo 379/19, somente foram observadas
diferengas significativas na AACPID e na AACPSD da cercosporiose na metade
inferior (tratada) das plantas, onde o fungicida tebuconazole promoveu redugdes
de 53,30% e 74,45%, respectivamente, em relagdo a testemunha (Figura 12A e
B). Os oleos essenciais de canela, citronela e acibenzolar-S-metil ndo
promoveram redugdes significativas da incidéncia e da severidade da

cercosporiose, em ambas as metades das plantas.
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FIGURA 11. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) (A) e
severidade da cercosporiose (AACPSD) (B) nas plantas de cafeeiro
da cultivar Catuai IAC 62 cuja metade inferior foi tratada com
tebuconazole (FU) 200 uL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™,
oleos essenciais de citronela (CI) e canela (CA) na concentracdo de
1.000 uL L™, leite em po (LP) 10 g L e testemunha (TI). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05).
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FIGURA 12. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) (A) e
severidade da cercosporiose (AACPSD) (B) nas plantas de cafeeiro
da cultivar Mundo Novo 379/19 cuja metade inferior foi tratada com
tebuconazole (FU) 200 uL L™, acibenzolar-S-metil (AS) 200 mg L™,
oleos essenciais de citronela (CI) e canela (CA), na concentragdo de
1.000 uL L™, leite em po (LP) 10 g L e testemunha (TI). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05).
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A diferenga nos resultados observados entre as cultivares Catucai 2SL,
Catuai IAC 62 e Mundo Novo pode ser explicada com base na capacidade e na
magnitude das plantas em expressar genes de defesa, que alteram o estado de
susceptibilidade para resisténcia, decorrido em um intervalo de tempo apos o
contato com o agente indutor. Este fendmeno, conhecido por resisténcia
sist€émica induzida (RSI), pode ser ativado por varios agentes bioticos e abioticos
(Kuc, 1995; Sticher et al., 1997). Tomando-se como base o experimento anterior
realizado com as trés cultivares, em que foi observada uma menor incidéncia da
cercosporiose na cultivar Catucai 2SL, postulando-se que esta possua maior
capacidade ou velocidade em expressar genes relacionados a defesa, quando
tratada com acibenzolar-S-metil e com os 6leos essenciais de canela e citronela.

A protecdo sistémica pode ter ocorrido, em relagdo aos 6leos essenciais
de canela e citronela, devido a presenca de substincias que protegem tecidos
distantes do local de aplicagdo dos 6leos. E possivel que tanto os compostos
naturais (6leos essenciais) como os sintéticos (acibenzolar-S-metil), que
reduziram eficientemente a incidéncia da cercosporiose, contenham substancias
que sdo mobilizadas para tecidos distantes, protegendo as folhas superiores, as
quais foram inoculadas sete dias apds a aplicagdo (Costa et al., 2007).

No que se refere a protecdo sistémica das plantas, deve-se separar o
efeito fungitoxico das substincias presentes nos 6leos estudados da capacidade
de servirem como indutores de resisténcia, ou seja, de atuarem em rotas
metabolicas de defesa, porém, é bem possivel que esses dois efeitos tenham

ocorrido de maneira sinérgica.

3.4 Estudo da germinacéo e do desenvolvimento micelial in vivo
Em todas as cultivares testadas, observou-se que os conidios de C.
coffeicola iniciaram a sua germinag¢do aproximadamente quatro horas apos

inoculagdo, porém, diferencas foram visualizadas oito horas apos a mesma.
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Nas observagoes realizadas em folhas testemunhas da cultivar Catucai
2SL, as oito horas apds inoculagdo, verificou-se que os conidios de C. coffeicola
ja se apresentavam germinados (Figura 13C) e com pequeno desenvolvimento
micelial (Figura 13F), enquanto que, nas folhas tratadas com 6leos essenciais de
canela e citronela, estes se apresentavam pouco germinados (Figura 13A e C) e
com poucas ramifica¢des laterais (Figura 13B ¢ D).

Em relacao as observagdes realizadas em folhas testemunhas da cultivar
Catuai IAC 62, verificou-se que, oito horas apds a inocula¢do, os conidios
apresentavam-se germinados, com muitas ramificag¢des laterais (Figura 14C). Ja
nas folhas tratadas com os oOleos essenciais de canela e citronela estes se
apresentavam pouco germinados e, em alguns casos, com extravasamento
celular (Figura 14A e C).

Diferencas maiores puderam ser observadas nas folhas testemunhas 16
horas apo6s a inoculacdo, quando foi detectado grande desenvolvimento micelial
sobre a superficie foliar (Figura 14F). Ja nas folhas tratadas com os o6leos
essenciais ocorreu desenvolvimento micelial (Figura 14B e D).

Nas folhas de cafeeiro da cultivar Mundo Novo 379/19, foram
observados resultados semelhantes aos apresentados nas demais cultivares. Os
6leos reduziram a germinagdo dos conidios de C. coffeicola e, em alguns casos,
promoveram extravasamento celular dos conidios, as oito horas apos a
inoculagdo, em relagdo a testemunha (Figura 15A, C ¢ E), além de reduzirem o

desenvolvimento das hifas (Figura 15B, D e F).
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FIGURA 13. Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro da cultivar
Catucai 2SL inoculada com Cercospora coffeicola as 8 (A, Ce E) e
as 16 (B, D e F) horas apds inoculag@o. Plantas tratadas com 06leos
essenciais de canela 1.000 pL L'(A e B) e citronela 1.000 uL L™ (C
e D). Conidios na fase inicial de germinagdo (C e D) e redugdo do
desenvolvimento micelial (B e D). Testemunha (agua destilada) em
processo avancado de germinacdo (E) e desenvolvimento micelial

(F).
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FIGURA 14. Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeciro da cultivar
Catuai IAC 62 inoculadas com Cercospora coffeicola as 8 (A, C e E)
e as 16 (B, D e F) horas ap6s inoculag@o. Plantas tratadas com o6leos
essenciais de canela 1.000 uL L™ (A e B) e citronela 1.000 pL L™ (C
e D). Conidios na fase inicial de germinacdo (C e D) e pequeno
desenvolvimento micelial (B e D). Testemunha (agua destilada) em
processo avancado de germinacdo (E) e desenvolvimento micelial

(F).
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FIGURA 15. Eletromicrografia de varredura de folhas de cafeeiro da cultivar
Mundo Novo 379/19 inoculadas com Cercospora coffeicola, as 8 (A,
CeE)eas 16 (B, D e F) horas apds inoculagdo. Plantas tratadas com
6leo essencial de canela 1.000 uL L™'(A e B) e citronela 1.000 uL L™
(C e D), apresentando inibicdo do processo de germinacdo de
conidios (A e C) e reducdo do desenvolvimento micelial (B e D).
Testemunha (agua destilada) em processo avangado de germinagdo
(E) e desenvolvimento micelial (F).



Estes resultados corroboram os apresentados no experimento de
germinagdo conidios, em que os 6leos de canela e citronela inibiram totalmente
a germinagdo dos conidios a partir da concentragdo de 1.000 pL L™

Resultados semelhantes foram observados por outros autores em outros
patossistemas, utilizando a microscopia eletronica de varredura. Medice et al.
(2007) trataram folhas de soja com oleo essencial de tomilho 3.000 pL L™ ¢
inocularam-nas com urediniésporos de P. pachyrhyzi sete dias depois. Pelas
observacoes, os autores relataram redugdo do tamanho das urédias em relacao a
testemunha e niumero reduzido de uredinidésporos do patégeno, os quais também
se apresentavam murchos, o que os torna inviaveis. Pereira et al. (2008) também
verificaram tal efeito em plantas de cafeeiro tratadas com o 6leo essencial de
tomilho e inoculadas com C. coffeicola.

Segundo Amaral & Bara (2005), os 6leos agem possivelmente na parede
celular do fungo, provocando o extravasamento do contetido celular. Tal fato foi
comprovado posteriormente por Rasooli et al. (2006), por meio da microscopia
eletronica de transmissdo, em que os Oleos essenciais de Thymus eriocalyx
(Ronniger) Jalas e T. x-porlock provocaram danos severos as paredes,
membranas e organelas celulares dos esporos de A. niger. Segundo os autores, a
exposi¢do do micélio aos Oleos essenciais de T.s eriocalyx e T. x-porlock
provocou alteragdes morfologicas nas hifas, ruptura da membrana plasmatica e
destruicdo mitocondrial.

Sugere-se, em trabalhos futuros, comprovar o efeito dos 6leos essenciais
como indutores de resisténcia, por meio da determinacdo da atividade de
enzimas relacionadas a patogénese, além de elucidar como e quais compostos
afetam o patdégeno e o metabolismo da planta hospedeira. Os resultados desse
trabalho mostraram que alguns o6leos atuam direta ¢ ou indiretamente no

processo infeccioso de C. coffeicola em cafeeiro.
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4 CONCLUSOES

Os oleos essenciais de canela, citronela, capim-limdo, cravo-da-india,
arvore-de-cha, tomilho, eucalipto e nim reduzem a germinagao dos conidios de
Cercospora coffeicola.

Os oleos essenciais de cravo-da-india, canela, nim, tomilho e capim-
limdo inibem o crescimento micelial de C. coffeicola.

Os Oleos essenciais promovem controle parcial da cercosporiose do
cafeeiro em casa de vegetacdo, sendo os oleos de canela e citronela os mais
promissores para o controle da doenca nas cultivares de Catucai 2SL, Catuai
IAC 62 e Mundo Novo 379/19.

Os o6leos essenciais de canela e citronela promovem protegao sistémica
em plantas de cafeeiro das cultivares Catucai 2SL e Catuai IAC 62 contra C.
coffeicola.

Os oleos essenciais de canela e citronela reduzem a germinacdo e o
desenvolvimento micelial de C. coffeicola in vivo, promovendo, em alguns

casos, o extravasamento do conteudo celular.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A sociedade tem se mostrado cada vez mais preocupada com o ambiente
e com a utilizacao de produtos ecologicamente corretos, porém, de baixo custo e
com eficacia comprovada. Os 6leos essenciais provenientes da flora medicinal
representam um método alternativo no controle de doengas de plantas, uma vez
que estes, além de apresentarem em sua composi¢do substancias com elevado
poder antimicrobiano, podem induzir a sintese de fitoalexinas e de outros
compostos de defesa.

A partir dos experimentos conduzidos neste trabalho, verificou-se que os
oleos essenciais podem ser utilizados na protecdo do cafeeiro contra a ferrugem
e a cercosporiose, pois 0os mesmos reduziram a incidéncia e a severidade das
doengas, quando aplicados sete dias antecedentes a inoculagdo e 21 dias apos a
mesma. Nas observagdes realizadas em microscopia eletronica de varredura,
observou-se que os 6leos essenciais de canela e citronela promoveram a redugao
da germinagdo e do desenvolvimento micelial de Cercospora coffeicola, além do
extravasamento do citoplasma celular dos conidios.

O oleo essencial de citronela é o mais indicado para o controle da
ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro, pois apresenta eficacia significativa
para o controle de ambas as doencas. Além disso, a planta de citronela apresenta
alto rendimento de extracio do o6leo essencial e ¢ facilmente cultivada. E
importante salientar que os 6leos podem ser adquiridos ou, mesmo, produzidos
pelos agricultores na propria propriedade, portanto, sdo considerados como
produtos alternativos e de facil utilizagao.

Como complemento a este trabalho, ¢ necessaria a realizacdo de novos
experimentos, a fim de se verificar quais os mecanismos de agdo dos o6leos

essenciais sobre os patogenos e seus efeitos sobre o cafeeiro. Sugerem-se
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realizar experimentos para elucidar quais os possiveis mecanismos de defesa do
cafeeiro que podem estar sendo ativados pela aplicacdo dos dleos e a duracdo da
mesma; definir doses e intervalos de aplicagdo, visando um controle da doenga
por um periodo mais prolongado e de maneira mais eficiente e, ainda, verificar a
possibilidade de seu uso em mistura com micronutrientes, indutores de

resisténcia, fungicidas e outros 6leos.
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