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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho avaliar produtos organicos quanto ao efeito protetor e indutor de resisténcia a ferrugem do
cafeeiro (Hemileia vastatrix), comparando-se com fungicidas sistémicos. O trabalho foi desenvolvido em casa-de-vegetacéo,
utilizando-se mudas de cafeeiro cv. Catuai Vermelho 144. Foram avalidados como indutores de resisténcia extratos foliares,
suspensdes de conidios fungicos e de células bacterianas, fertilizantes foliares, hipocloritos e acibenzolar-S-methyl (ASM).
O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com trés repeticGes, sendo que cada parcela experimental
foi constituida de cinco mudas de café perfazendo um total de 15 mudas por tratamento. Os experimentos foram repetidos
duas vezes com resultados semelhantes. Quando avaliado o efeito protetor, a maioria dos compostos reduziu o ndmero
de pustulas e a area foliar com ferrugem em comparagao a testemunha 1 (agua). Extratos de folhas de café, obtidos pelo
processo aquoso e extratos de sementes de Azadirachta indica (‘neem”) obtidos pelo processo de extragdo com metanol
apresentaram protecdo similar, mas nunca superior a epoxiconazole + piraclostrobin. Extratos aquosos de folhas de café,
ASM, Bacillus subtilis € Pseudomonas putida reduziram a infec¢do causada por H. vastatrix em mais de 77 %.

Palavras-chave adicionais: controle alternativo de doengas, efeito protetivo, Coffea ardabica, Hemileia vastatrix.

ABSTRACT
Evaluation of alternative products and fungicides for the control of coffee leaf rust

The main objective of this study was to evaluate the use of organic products for their protective effect against coffee
leaf rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) and also their ability to induce resistance , compared to systemic fungicides. This
study was carried out under greenhouse conditions using the cv. ‘Catuai Vermelho 144°. Leaf extracts, suspensions of fungal
conidia and bacterial cells, foliar fertilizers, hypochlorites and acibenzolar-S-methyl (ASM) were evaluated as potential
inducers of resistance. The experiment was installed in a complete randomized block design with three replications. Each
experimental plot contained five coffee plants and each treatment had 15 plants. The experiments were repeated twice
with similar results. With regard to the protective effect, most of the treatments decreased the number of pustules and the
leaf area with rust in comparison to treatment 1 (leaves sprayed with water). Water extracts of coffee leaves and methanol
extracts of seeds of Azadirachta indica (“neem”) gave similar results, but never better than the protection obtained by using
epoxiconazole + piraclostrobin. Regarding induction of resistance, extracts of coffee leaves, ASM, Bacillus subtilis and
Pseudomonas putida reduced the infection caused by H. vastatrix by more than 77 %.

Additional keywords: alternative control of diseases, protective effect, Coffea arabica, Hemileia vastatrix.

O controle quimico da ferrugem do cafeeiro,
causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br., embora
eficiente e economico (Vegro & Ferreira, 2000), mostrou-
se agressivo ao meio ambiente. Um dos maiores desafios
para os pesquisadores é a constante busca por métodos
alternativos de controle da ferrugem que causem menor
impacto ambiental. A pesquisa direcionada a protecdo de
plantas utilizando substéncias e organismos indutores de
resisténcia é uma alternativa promissora. Com 0 uso de
agentes bioticos inoculados nas plantas hospedeiras, esta
técnica permite a protecdo contra o ataque de patdgenos,
através da ativacdo de mecanismos de defesa. Resisténcia
induzida € um fendmeno local ou sistémico e é efetivo contra
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uma ampla gama de patdgenos, incluindo bactérias, fungos
e virus (Kessmann et al., 1994; Van Loon et al., 1998). A
resisténcia induzida representa uma alternativa promissora
para a utilizagdo de gendtipos suscetiveis, mas que possuem
caracteristicas agronémicas desejaveis, sem a alteracdo do
genoma da planta (Stadnik, 2000).

Varias substancias quimicas e extratos com suposta
atividade indutora sfo citados, incluindo vérios sais
inorganicos, oxalato, fosfato, 2-thiouracil, acido poliacrilico
(Stein & Loebenstein, 1972; Antoniw & White, 1980), além
de esporos de fungos ndo patogénicos, esporos flngicos
inativados e extratos vegetais (Martins, 1991). Em cafeeiros,
a indugdo de resisténcia € uma tecnologia pouco explorada
necessitando de maiores estudos. Desta forma, os objetivos
do presente trabalho foram (i) avaliar os efeitos de suspensées
organicas, adubos foliares e suspensoes de esporos flngicos
ou bacterianos, na inducdo de resisténcia local e sistémica
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a ferrugem; (ii) avaliar a capacidade de protecdo de plantas
de café cultivar Catuai Vermelho por esses compostos; (iii)
avaliar doses e épocas de aplicacdo desses produtos e (iv)
comparar o efeito de indutores de resisténcia com o de
fungicidas sistémicos.

Mudas de cafeeiro Coffea arabica L. cv. Catuai
Vermelho 144, susceptiveis a todas as ragas fisiologicas de
Hemileia vastatrix, e possuindo, em média, 8 pares de folhas
definitivas, foram obtidas de produtores na regido de Vigosa
MG. As mudas foram transplantadas para vasos plasticos
contendo 2,0 Kg de substrato composto por solo, esterco de
curral e areia (2,5:1:0,5) acrescido de superfosfato simples
(5,0 kg/m?) e cloreto de potassio (1,0 kg/m?), fumigado com
brometo de metila (150 cm®/m®). As mudas permaneceram
em casa-de-vegetagdo, com temperatura variando de 25+2
°C e umidade relativa de * 66%.

Foram coletadas folhas de cafeeiro cv. Catuai
de lavoura no campo exibindo sintomas de ferrugem
para obtencdo de uredosporos. Os uredosporos foram
removidos das pustulas com auxilio de pincel passados
em peneiras de 0,42 mm de abertura de malha e a seguir
foram acondicionados em ampolas de vidro vedadas com
algoddo. As ampolas foram colocadas em dessecador,
contendo na parte inferior, solugdo aquosa de acido sulfirico
(densidade de 1,8 e concentracdo de 32,6% v/v), para manter
a umidade relativa em torno de 50% (Zambolim & Chaves,
1974). O teste de viabilidade dos uredosporos revelou uma
porcentagem de germinagéo de +35%.

Uredosporos de H. vastatrix foram transferidos
para agua destilada estéril na concentragdo de 4 mg/mL. A
suspenséo foi autoclavada (121 °C, 30 min) e depois filtrada
de acordo com Costa et al. (2001). Os organismos Bacillus
subtilis e Pseudomonas putida foram isolados de folhas
de café conforme recomendacbes de Maringoni (1995).
B. subtilis € P. putida foram mantidas em meio contendo
agar (2%), peptona (1%) e NaCl (0,5%) com pH de +
7,5). Suspensbes de B. subtilis e P. putida foram obtidas
adicionando-se 5 mL de agua destilada estéril em cada placa
de Petri contendo culturas puras, as quais foram ajustadas
a seguir para 2 x 102 células/mL (Abs = 800 e A = 620 nm)
seguido de armazenamento em geladeira (+5 °C).

Folhas de café da cv. Catuai Vermelho 144 e de ‘neem’
(Azadirachta indica A. Juss.) coletadas de plantas no campo
foram lavadas com &gua de torneira para desinfestagdo
superficial e secas a temperatura ambiente por um periodo
de aproximadamente 12 hs. As folhas foram pesadas e
cortadas em pedagos (+ 12 cm?) para a obtengdo dos extratos
aquosos e/ou orgénicos. Para obtencdo dos extratos aquosos
foi utilizada a técnica de infusdo a quente, na qual 40 g de
folhas de cada material vegetal foram transferidas para um
béquer contendo 1L de agua deionizada estéril aquecida
até a temperatura de + 35 °C. A mistura permaneceu em
repouso no escuro, durante 2 hs. Apés o resfriamento, o
extrato aquoso foi filtrado em funil de Biichner usando papel
de filtro Whatman No. 1. O residuo sélido foi eliminado
e 0 extrato aquoso foi armazenado em geladeira. Para
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obtengdo do extrato organico, 30 g de sementes de ‘neem’
foram trituradas e transferidas para 300 mL de hexano em
baldo de 500 mL acoplado a um condensador de refluxo.
A mistura sofreu refluxo durante 15 min sob uma manta
de aquecimento. Em seguida, filtrou-se a mistura obtendo-
se a suspensao A. O residuo retido no filtro permaneceu na
camara de exaustdo para evaporagdo do solvente. O residuo
foi extraido com metanol nos mesmos procedimentos
descritos anteriormente para obtencdo da suspensdo B.
As suspensfes A e B foram, separadamente, concentradas
em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida a 35°C até a
remogao total dos solventes usados na extragdo. Os residuos
presentes no baldo apos a evaporagdo dos solventes foram
dissolvidos em 1L de agua contendo Tween (1%, v/v). As
suspensdes obtidas foram armazenadas em cAmara fria a 5°C
até o momento da utilizagao.

O acilbenzolar-S-metil, os hipocloritos de sodio
e célcio, os fungicidas e os fertilizantes foliares foram
adquiridos de fabricantes (Tabela 1) e, pulverizados na
superficie abaxial do 2° e 3° par de folhas para verificar o
efeito protetor ou sistémico dos mesmos. Os produtos foram
dispersos em agua contendo polissorbato de calcio (Tween
80) a 1%, quando necessario, e as suspensdes agitadas
durante 10 min antes da pulverizacdo. Uredosporos foram
distribuidos na superficie abaxial de cada par de folhas
com a ajuda de um pincel. Apés a deposi¢do do inoculo nas
folhas, as plantas foram aspergidas com agua destilada até
se obter um leve molhamento superficial. Apds o prazo de 4
horas e 8 dias da aplicagdo de produtos com possivel efeito
indutor de resisténcia sistémica, plantas foram inoculadas
com H. vastatrix. As plantas inoculadas foram mantidas
no escuro durante 72 horas (24 °C, UR 90%) e depois
transferidas para casa-de-vegetacdo até o aparecimento dos
sintomas de ferrugem. A avaliacéo dos sintomas de ferrugem
foi realizada ap6s 60 dias da inoculacéo das plantas no 2° e
3° par de folhas. Coletou-se um total de 12 folhas de cada
tratamento (quatro folhas/planta em trés plantas) /tratamento
para determinacdo do nimero médio de pustulas por folha e
a porcentagem da area foliar com ferrugem de acordo com
uma escala desenvolvida por Kushalappa & Chaves (1978).
Area foliar foi medida utilizando-se o medidor fixo do
modelo LI-3100, marca Licor.

O delineamento experimento utilizado foi em blocos
casualizados com 36 tratamentos e trés repeticdes. Os
tratamentos variaram de acordo com o periodo estabelecido
para inoculagdo das plantas apds a pulverizagdo com 0s
produtos. Cada parcela experimental foi constituida por
cinco mudas de café. Os dados do nimero médio de pustulas
de ferrugem por folha e da porcentagem de area foliar com
ferrugem foram submetidos a andlise de variancia e os
tratamentos comparados pelo teste de Scott & Knott ao nivel
de 1% de probabilidade.

Quando avaliado o efeito dos compostos, constatou-
se redugdo do ndmero de pustulas bem como da area foliar
com ferrugem, em comparagdo a testemunha 1 (agua)
(P < 0,05), conforme mostra a Tabela 2. Um total de dez
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TABELA 1 — Compostos utilizados na pulverizacdo de mudas de café para determinagdo do efeito protetor ou

sistémico no controle da ferrugem do cafeeiro

Especificacdo dos tratamentos Nome Comercial Empresa
Extratos foliares'
1 Folhas de café (A) I? I
2 Folhas de Neem (A) I I
3 Sementes de Neem (A) 1 1
4 Sementes de Neem (H) I 1
5 Sementes de Neem (M) 1 1
6  Bioflavonoides citricos, acidos organicos, agtcares, etc. Ecolife Quinabra
Suspensodes de conidios ou de células bacterianas
7  H. vastatrix (4mg/L de agua) I I
8  Bacillus subtilis (800Abs) 1 1
9  Pseudomonas putida (800Abs) 1 1
Fertilizantes foliares ( Formulagdes)
10 P,0s, K50, S, Mn, N, Fe, Mo, aas (26, 17, 7,0, 2,5, 5,0, 2,0, 3,0 ¢ 0,1%, Aminofos
respectivamente)
11 Cue Ca(25e 10%) Bordasul RCN Agro
12 P,05e K,0 (28 € 26%) Goldfos
13 P,0s5¢e K,0 (35 ¢ 22%) Seyva Feértil Batroff
14 SeCa(50e10%) Sulfocal RCN Agro
15 K,0, Cu, Zn, B, Mg, S (10, 10, 8,2, 3, 1 e 10%, respectivamente) Vicosa Café RCN Agro
Hipocloritos
16 NaClO (Hipoclorito de sodio, 6% de Cl ativo) Agua Sanitaria Genco

17 CaOCl, (Hipoclorito de célcio, 70% de Cl ativo)

Benzothiadiazol ( BTH)
18 Acibenzolar -S-Metil (ASM)

Fungicida Sistémico

19 Tetraco nazole (Triazol)

Estrobi lurinas (classe quimica Oximinoacetato)
20 Azoxystrobin

21 Piraclostrobin

22 Trifloxystrobin

Misturas e Formulagdes Prontas

23 ASM + Pyraclostrobin

24 ASM + Azoxystrobin

25 Trifloxystrobin + Tebuconazol
26 Testemunha 1 (4gua)

27 Testemunha 2 (Epoxiconazol + Pyraclostrobin)

Cloro de Piscina I

Bion Syngenta

Domark Sipcam
Agro

Amistar Syngenta

Comet Basf

Flint Bayer

I I

I I

Nativo Bayer

I I

Opera Basf

! Extratos de folhas de café e de folhas, e sementes de neem obtidos por meio de processos de extracdo com &agua (A),

hexano (B) e metanol (M); ?I — Indeterminado.

compostos, extratos foliares aquosos de café, hipoclorito
de sodio (1200 mL/100L de 4gua), tetraconazole,
azoxystrobin, piraclostrobin, trifloxystrobin, acibenzolar-S-
metil + pyraclostrobin, acibenzolar-S-metil + azoxystrobin,
trifloxystrobin + ciproconazole e trifloxystrobin +
tebuconazole reduziram igualmente o nimero de pustulas
e de area foliar com ferrugem, porém nunca superior aos
valores observados nos tratamentos epoxiconazole +
piraclostrobin (testemunha 2). Dois compostos, extratos
foliares metandlicos de sementes de Azadirachta indica e
hipoclorito de sodio (600 mL/100 L de agua), reduziram a
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severidade da ferrugem em mais de 94% em comparagéo
a testemunha 1 (&4gua) (Tabela 2). O composto Ecolife e
os elementos P,O,, K,O, S, Mn, N, Fe, Mo, Aas (RCN);
Cu, Ca (RCN); SiO,, TiO,, ALQ,, Fe,, MgO, CaO, P,O,, S
(Ulmasud); K,0, Cu, Zn, B, Mg, S (Nutriplant) e hipoclorito
de calcio (500 g/100 L de agua) reduziram a severidade
da ferrugem em até 73% em comparagdo a testemunha 1
(gua). Esses tratamentos posicionaram-se como um grupo
intermediario de compostos, pois foram capazes de reduzir
a severidade da ferrugem, evidenciando o efeito protetor
desses produtos nas dosagens utilizadas.
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Os fertilizantes foliares e o produto Ecolife foram
pesquisados como indutores de resisténcia em plantas
contra doengas flngicas. Extratos de folhas ou de sementes
apresentaram resultados bastante diferentes ja que substancias
ativas podem possuir solubilidades diferentes em éagua e
outros solventes como o metanol e 0 hexano. Suspensdes de
células bacterianas ou de esporos fingicos sdo capazes de
induzirem resisténcia (Martins, 1991), entretanto, eles ndo
tém exercem acgdo protetora conforme mostram os dados
deste estudo. O mesmo pode ser atribuido ao indutor de
resisténcia acibenzolar-S-metil. Os compostos utilizados,
tanto naturais quanto artificiais, que foram capazes de
reduzir a severidade da ferrugem para valores inferiores a
50% daquele observado no tratamento epoxiconazole +
piraclostrobin talvez possam ter sua capacidade de controle
aumentada com a utilizacdo de doses um pouco maiores,
mas que ndo causem sintomas de fitotoxidez. O hipoclorito
de sddio foi mais eficiente do que o hipoclorito de célcio,
principalmente na dosagem de 1.200 mL/100 L.

Pela avaliacdo do efeito protetor observa-se que o
efeito protetor ¢ conferido de uma forma mais eficaz quando
0s extratos vegetais, hipocloritos e até fertilizantes foliares
sdo utilizados. E bem possivel que vérias substancias
afetaram tanto o estabelecimento (nimero de pustulas)
guanto a colonizacdo (é&rea foliar infectada) pelo fungo.
Existe um contraste entre fungicidas, os quais ja se conhecem
as melhores formulagGes, os principios ativos e as doses
e, 0s outros produtos testados nesse estudo, cujas doses e
formulacBes devem ser melhores pesquisados.

O acibenzolar-S-metil, como ja esperado, ndo teve
um bom efeito protetor mesmo nas maiores dosagens
concordando com resultados de outros trabalhos (Cavalcanti
et al.,2000; Guzzo et al., 2001; Marchi, 2002). Nem sempre
o efeito de um composto quimico obtido em condicGes
de laboratério, corresponde com a sua performance ao
nivel de campo, devido a decomposi¢do do produto em
compostos pouco toxicos, lavagem pela chuva e cobertura
desuniforme na folhagem. Quando o acibenzolar-S-metil
foi misturado ao fungicida pyraclostrobin ou azoxystrobin,
o controle da ferrugem foi eficiente devido ao efeito das
estrobirulinas do que do préprio acibenzolar-S-metil. As
estrobilurinas exercem um efeito positivo no controle de
alguns basidiomycetes (Margot ez al., 1998).

A maioria dos compostos reduziu o ndmero de
pustulas e a area foliar com ferrugem em comparagao
a testemunha 1 (gua) (P < 0,05) (Tabela 2). Um total
de sete compostos, extratos aquosos de folhas de café,
tetraconazole, azoxystrobin, trifloxystrobin, acibenzolar-S-
metil + piraclostrobin, acibenzolar-S-metil + azoxystrobin
e trifloxystrobin + cyproconazole reduziram o numero de
pustulas e area foliar com ferrugem para valores similares,
porém nuncasuperiores aos valores observados no tratamento
epoxiconazole + piraclostrobin. Quatro Bacillus subtilis,
Pseudomonas putida, acibenzolar-S-metil + trifloxystrobin
+ tebuconazole reduziram a severidade da ferrugem em mais
de 90% em relagdo a testemunha 1 (adgua). Trés compostos,
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0 produto Batroff, acibenzolar-S-metil e piraclostrobin
reduziram a severidade da ferrugem em mais de 77% em
relagdo a testemunha 1 (agua). Uma indugdo de resisténcia
sisttmica pode ter ocorrido tanto por compostos naturais
como sintéticos, devido a presenca, nesses CoOmMpostos,
de substancias que protegem tecidos distantes do local de
aplicagdo do produto que sdo os fungicidas sistémicos. E
possivel que tanto os compostos naturais ou os artificiais
que reduziram eficientemente a severidade da ferrugem,
contenham ingredientes que sdo mobilizados para tecidos
distantes protegendo as folhas superiores, as quais foram
inoculadas, oito dias apds a aplicagdo. O acibenzolar-S-
metil, na melhor dose que foi de 25/100 L de agua, nao
apresentou atividade fungicida concordando com relatos
na literatura (Guzzo et al., 2001; Marchi, 2002). No que se
refere a inducdo de resisténcia em plantas, deve-se separar 0
efeito fungitdxico das substancias presentes nos compostos
estudados da capacidade de servirem como indutores que
atuam em rotas metabolicas de defesa, porém é bem possivel
que esses dois efeitos tenham ocorrido de maneira sinérgica.
Nesta linha de raciocinio, tanto os fungicidas sistémicos
guanto os compostos naturais ou os fertilizantes foliares
penetraram nas folhas baixeiras alcangando até em oito dias
asfolhas inoculadas na parte superior, ativando mecanismo(s)
de defesa do cafeeiro. Acredita-se que essas duas situaces
tenham ocorrido conjuntamente se considerar que o efeito
sisttmico dos fungicidas e a ativacdo de mecanismos de
defesa da planta por diversos produtos.

Alguns compostos com acdo protetora ndo
apresentaram inducdo de resisténcia em comparacdo ao
efeito do Bacillus subtilis, Pseudomonas putida e do
acibenzolar-S-methyl nas doses de 25 e 50 g/100L. Sugere-
se em trabalhos futuros comprovar o efeito dos fungicidas
como indutores de resisténcia, por meio da determinacéo
da atividade de enzimas relacionadas com a patogénese.
Em relagdo aos fertilizantes foliares, ressaltados pelos
fabricantes como indutores de resisténcia, acredita-se que o
efeito deles, esteja mais ligado ao aspecto nutricional que
exercem nas plantas, podendo indiretamente refletir numa
maior resisténcia a patdgenos.

Os resultados desse trabalho mostraram que alguns
dos compostos utilizados atuam direta e/ou indiretamente
no processo infeccioso de H. vastatrix em cafeeiro. Estudos
posteriores deverdo elucidar como esses compostos afetam
o fungo e o metabolismo da planta hospedeira.
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