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RESUMO

A ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix) é a doenca de maior importancia ocorrendo
praticamente em todas as regides produtoras de café no Brasil e no mundo. A doenca é de dificil
manejo e o controle quimico ainda € a principal forma para controlar a doenca. Porém, o uso
constante destes produtos, pode resultar na sele¢éo de patdgenos resistentes. Nesse contexto, a
busca por métodos alternativos para controlar a ferrugem do cafeeiro com menor impacto
ambiental ainda é um dos maiores desafios para 0s pesquisadores. Assim, objetivou-se com o
presente trabalho avaliar a eficiéncia dos oOleos essenciais de Melaleuca alternifolia,
Eremanthus erythropappus e Azadirachta indica em diferentes doses no controle da ferrugem
do cafeeiro. Na primeira etapa, in vitro, foi avaliado o efeito de trés dleos essenciais na
germinacdo de urediniosporos de H. vastatrix. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeti¢fes e analise de variancia em esquema fatorial 3 x
5+1, sendo trés tratamentos (6leos essenciais de melaleuca e candeia) e 6leo comercial a base
de Azadiracthina em cinco doses (0,0, 0,25, 0,50, 1,0 e 2,0%), e um tratamento adicional com
fungicida (Azoxistrobina + Ciproconazol). Os trés 6leos estudados, inibiram a germinagéo de
urediniésporos de H. vastatrix, em todas as doses testadas apresentando porcentagem de
germinacdo semelhante ao tratamento com fungicida. Para o ensaio in vivo, foi selecionada a
menor dose dos trés dleos utilizadas no teste in vitro (0,25%), aplicadas em mudas de cafeeiro
cultivar Catuai 144, isoladamente e em mistura com o fungicida, na dose 0,5L/ha, e inoculadas
com H. vastatrix. Foram quantificados a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
para incidéncia e severidade, indice SPAD (Soil Plant Analysis Development), altura das plantas
e peso seco da parte aérea. O experimento in vivo foi instalado em delineamento em blocos
casualizados com oito tratamentos (nim, melaleuca, candeia, nim + fungicida azoxistrobina +
ciproconazol, melaleuca + fungicida azoxistrobina + ciproconazol, candeia + fungicida
azoxistrobina + ciproconazol, fungicida azoxistrobina + ciproconazol e o tratamento controle-
testemunha) com quatro repeticdes. As variaveis foram analisadas estatisticamente, aplicando-
se o0 teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Foi observada menor incidéncia e severidade
guando utilizada as doses dos 6leos em mistura ao fungicida. A menor incidéncia ocorreu com
aplicagédo de E. erythropappus + Azoxystrobina + Cyproconazole com eficiéncia de 92,3% e
M. alternifolia + Azoxystrobina + Cyproconazole (90,7%) em relacdo a testemunha. Para
severidade, o controle foi de 92,98% quando aplicado A. indica + Azoxystrobina +
Cyproconazole e 92,45% para M. alternif6lia + Azoxystrobina + Cyproconazole. Nao houve
diferenca significativa para peso seco da parte aérea, teor de clorofila e altura. Os Oleos
estudados apresentam potencial para o controle da ferrugem do cafeeiro. No entanto, sdo
necessarios estudos para melhor compreensdo dos efeitos dos componentes presentes nesses
6leos sobre o patdgeno.

Palavras-chave: Azadirachta indica. Eremanthus erythropappus. Melaleuca alternifolia.



ABSTRACT

Coffee rust (Hemileia vastatrix) is the most important disease that occurs in practically all
coffee producing regions of Brazil and world. The disease is difficult to manage and chemical
control is still the main form of disease control, however, constant use of these products can
result in selection of resistant pathogens. In this context, search for alternative methods to
control coffee rust with less environmental impact is still one of greatest challenges for
researchers. Thus the objective of present work was to evaluate efficiency of essential oils of
Melaleuca alternifolia and Eremanthus erythropappus and Azadirachta indica in different
doses to control coffee rust. In first stage, in vitro, effect of three essential oils on germination
of H. vastatrix urediniospores was evaluated. The experiment was carried out in a completely
randomized design with four replications and analysis of variance in a 3 x 5 +1 factorial scheme,
with three treatments (essential oils of tea tree and candeia) and commercial oil based on
Azadirachtin in five doses (0.0, 0.25, 0, 50, 1.0 and 2.0%), and an additional fungicide
treatment (Azoxystrobin + Cyproconazole). The three oils studied, inhibited germination of H.
vastatrix urediniospores, in all doses tested, showing a percentage of germination similar to
treatment with fungicide. For in vivo test, the lowest dose of three oils used in in vitro test
(0.25%) was selected, applied to coffee seedlings cultivar Catuai 144, alone and in mixture with
the fungicide, at dose 0 , 5L / ha, and inoculated with H. vastatrix. The area under disease
progress curve (AACPD) for incidence and severity, SPAD index (Soil Plant Analysis
Development), plant height and dry weight of aerial part were quantified.The in vivo
experiment was set up in random blocks with eight treatments (neem, tea tree, candeia, neem +
Azoxystrobin + Cyproconazole, tea tree + Azoxystrobin + Cyproconazole, candeia +
Azoxystrobin + Cyproconazole, Azoxystrobin + Cyproconazole and control-treatment witness)
with four repetitions. The variables were analyzed statistically, applying the Scott-Knott test at
5% significance. The lowest incidence and severity were observed when using doses of oils
mixed with fungicide. The lowest incidence occurred with application of E. erythropappus +
Azoxystrobin + Cyproconazole with 92.3% efficiency and M. alternifolia + Azoxystrobin +
Cyproconazole (90.7%) in relation to control. For severity, control was 94.98% when applied
to A. indica + Azoxystrobin + Cyproconazole and 92.45% for M. alternifolia + Azoxystrobin
+ Cyproconazole. There was no significant difference for shoot dry weight, chlorophyll content
and height. The oils studied have potential to control coffee rust. But studies are needed to better
understand effects of its components on plant and how it affects pathogen.

But studies are necessary to better understand the effects of its components on pathogens.

Key words: Azadirachta indica. Eremanthus erythropappus. Melaleuca alternifolia.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de café do mundo, produzindo cerca de 49
milhdes de sacas no ano de 2019 (CECAFE, 2019) e expectativa de producdo de cerca de 60
milhdes de sacas de 60 kg de café beneficiado (CONAB, 2020). Minas Gerais ¢é responsavel
por cerca de 50% de toda producédo nacional com producdo estimada de 30,7 a 32,08 milhdes
de sacas para 0 ano de 2020 (CONAB, 2020). A cadeia produtiva do café pode ser afetada por
varios fatores bidticos e abioticos, reduzindo a produtividade, como exemplo, a ocorréncia de
pragas, doencas e condigdes ambientais desfavoraveis, entre outros. Dentre os fatores bidticos,
causadores de perdas na produtividade, pode-se citar a ferrugem do cafeeiro, cujo agente
etioldgico é o fungo Hemileia vastatrix Berkeley & Broome.

A ferrugem do cafeeiro causa perdas significativas na produtividade, devido a desfolha
precoce, em decorréncia da diminuicdo da &rea fotossintética das folhas, afetando a
produtividade e qualidade da bebida (POZZA et al., 2010; LIMA et al., 2012). Quando praticas
de manejo adequadas ndo sdao empregadas e as condi¢bes ambientais sdo favoraveis ao
patdgeno, as perdas na produtividade podem chegar a 50% (COLARES, 2018).

O manejo mais recomendado para essa doenca seria 0 uso de cultivares resistentes,
porém, cerca de 90% das areas plantadas no Brasil sdo suscetiveis & doenca (PEREIRA, 2018).
Assim, a principal forma de controle da doenca é com emprego de fungicidas de varios grupos
guimicos como triazois, estrobilurinas, cupricos e ditiocarbamatos, aplicados de forma isolada
ou em mistura, além da aplicacdo alternada com os clpricos (ZAMBOLIM et al., 2005). A
utilizacéo de fungicidas tém demonstrado efeito benéfico a curto prazo, porém, o uso constante
desses produtos pode promover a selecdo de populacdes resistentes, além da contaminacéo do
ambiente e risco a satde humana (PEREIRA, 2008).

Nesse sentido, a busca por medidas de controle alternativo se faz necessaria na
agricultura. O controle alternativo de doencas de plantas utilizando 6leos essenciais extraidos
de plantas tem apresentado grande potencial na agricultura, principalmente por apresentar baixa
toxicidade a mamiferos e menores residuos toxicos ao ambiente, quando comparados ao
controle quimico de doencas (PINTO et al., 2014). Diversos trabalhos constataram a eficacia
dos Gleos essenciais no controle de fungos fitopatogénicos, entre eles o de melaleuca para
Cercospora beticola (SOUZA et al., 2015), Bipolaris oryzae (SCHEUERMANN et al., 2011),
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria alternata (MARTINS et al.,
2010), o de candeia para Alternaria carthami, Alternaria sp. e de Rhizoctonia solani (HILLEN

et al., 2012), Cilindrocladium scoparium, Puccinia psidii, Hemileia vastatrix, Phakopsora



pachyrhizi, e Cerotelium fici (SALUSTIANO et al., 2006) e nim para Cercospora coffeicola e
H. vastatrix (PEREIRA, 2008; ANDROCIOLLI et al., 2012).

Os resultados satisfatorios no controle de doencas fitopatogénicas utilizando 6leos
essenciais foi possivel devido as plantas produzirem metabolitos secundarios, em muitos casos,
apresentando propriedades antiflngicas e antibacterianas (MEDICE et al., 2007; BONALDO
et al., 2007; SALGADO et al., 2003; ZANANDREA et al., 2004). As opgdes de produtos
derivados de metabdlitos secundarios de plantas no mercado agricola para tratamento de
doencas fitopatogénicas ainda sdo poucas, e 0s produtos registrados, em sua maioria, como
bioldgicos, de baixo impacto ambiental, indicado para agricultura organica.

A utilizacdo de Gleos essenciais na agricultura, surge como alternativa para controlar
doencas de plantas diante da exigéncia dos consumidores para otimizar o emprego de
fungicidas. Embora, alguns 6leos ja tenham sido testados anteriormente no controle da ferrugem
do cafeeiro (PEREIRA et al., 2012b; SALUSTIANO et al., 2006), sdo necessarios estudos da
acdo destes, ndo somente em laboratdrio, como também in vivo. A partir dos resultados obtidos
na planta, € possivel aprofundar em pesquisas voltadas ao uso, cada vez mais frequente, desses
6leos no controle de doencas fitopatogénicas.

Diante do exposto, realizou-se o presente trabalho com os objetivos de avaliar o efeito
in vitro dos Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia e Eremanthus erythropappus e éleo
comercial a base de Azadirachta indica na inibicdo da germinacdo de Hemileia vastatrix e

avaliar o efeito in vivo destes 6leos no controle da doenca em mudas de cafeeiro.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ferrugem do cafeeiro

A ferrugem alaranjada do cafeeiro é uma das principais doencas capazes de
comprometer a produtividade e qualidade do café (POZZA et al., 2010; LIMA et al., 2012). A
doenca pode reduzir em até 50% a produtividade quando ndo tomada nenhuma medida de
controle (POZZA, et. al., 2010). Foi relatada pela primeira vez por J. M. Berkeley em 1869 no
Ceildo, atual Sri Lanka (MCCOOK; VANDERMEEN, 2015). No Brasil, identificada na década
de 1970, em Itabuna, regido sul do estado Baiano e hoje, encontra-se disseminada em quase
todas as regides produtoras de café do Brasil (WELLMAN, 1970; POZZA et al., 2010).

Tem como agente causal o fungo Hemileia vastatrix, parasita obrigatério (biotrofico)
pertencente a familia Pucciniaceae, ordem Uredinales, classe dos Uredinomycetes. Trata-se de
um patdgeno com ciclo de vida incompleto, por ndo se ter conhecimento, até 0 momento, das
fases de picnio e écio (ZAMBOLIM et al., 2005; AGRIOS, 2005). A fase sexuada do patdégeno
é formada por teliésporos, de ocorréncia rara, com curtos pedicelados unicelulares, télio em
forma de pustula com telidsporos produzidos em basidios externos. A fase assexuada é
caracterizada pela formacao de urediniosporos formados em urédias supraestomacais, podendo
romper a epiderme vegetal. O formato dos uredinidsporos é tipicamente reniforme, sendo
metade da superficie cbncava e equinulada e a outra, convexa e lisa (CUMMINS;
HIRATSUKA, 1983).

Os primeiros sintomas da doenca sdo caracterizados por pequenas manchas circulares
de coloracdo amarelo alaranjada, apresentando diametros de 0,5 cm, na face abaxial da folha.,
formando uma massa pulverulenta (uredinidsporos). Com o tempo as lesdes aumentam de
tamanho, causando necrose no centro da area afetada, onde a esporulacdo é reduzida, com a
producdo de esporos de coloracdo esbranquicada de menor viabilidade, chegando a cessar
(ZAMBOLIM et al., 2005). Em estadio mais avancado, parte dos tecidos foliares s&o destruidos
e necrosados (POZZA et al., 2010). Plantios adensados, umidade relativa alta, baixa
luminosidade, temperaturas entre 20 e 24°C, alto indice de enfolhamento, entre outros fatores,
favorecem o processo de infeccdo da doenca (MESQUITA et al., 2016). A disseminagéo é
favorecida pela acdo do vento, chuvas, por escorrimento de 4gua pelas margens do limbo foliar
para a superficie abaxial das folhas e pela acdo do homem durante os tratos culturais
(PEREIRA, 2008). A incidéncia da doenca aumenta durante o periodo chuvoso e com o
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aumento do tempo de duragdo de molhamento foliar, elevando o numero de ciclos do patégeno
(ZAMBOLIM et al., 2005; POZZA, 2004).

A ferrugem do cafeeiro é de dificil manejo e 0 método quimico ainda € a principal
forma para controlar a doenga (PEREIRA, 2018). Porém, o uso excessivo destes produtos,
embora eficiente e econémico (VEGRO; FERREIRA, 2000), pode resultar na selecdo de
patdgenos resistentes, além de comprometer a sustentabilidade do agroecossistema e interferir
de forma negativa na exportacao e custo de producéo do café (MAXIMO; MACIEL, 2009). A
busca por métodos alternativos para controlar a ferrugem do cafeeiro com menor impacto
ambiental ainda é um dos maiores desafios para os pesquisadores (COSTA et al., 2007). Nos
ultimos anos, o uso constante de produtos quimicos, do mesmo grupo quimico, tem contribuido
para selecdo de isolados resistentes de fungos patogénicos (OOTANI et. al., 2013). Dessa
forma, o uso de grupos quimicos diferentes aqueles ja utilizados no mercado, como os contidos

em Oleos essenciais, pode ser uma alternativa no controle da doenca.

2.2 Controle alternativo de doencas em plantas

A procura crescente por alimentos com o minimo de residuos de fungicidas tém
aumentado, como resultado da preocupagdo com a contaminacdo ambiental e consumo de
alimentos decorrentes do uso constante de produtos quimicos na agricultura (CARNEIRO et.
al., 2007). No decorrer dos anos, pesquisadores buscam solucdes consistentes a agricultura, de
modo a ndo prejudicar a produtividade. Termos como “agricultura sustentavel” tem grande
notoriedade politica (ZADOKS, 1992), quando a questdo é estimular a busca por medidas
racionais de protecdo das plantas contra doencas (SCHWAN-ESTRADA et. al., 2000).

O controle alternativo de doencas de plantas inclui o controle bioldgico e a inducéo de
resisténcia de plantas (BETTIOL, 1991), este Gltimo, ativa mecanismos de defesa da planta,
encontrados de forma latente, obtida pelo tratamento bidtico, extratos vegetais (PEREIRA,
2008), extratos fangicos (STANDNIK, 1999), 6leos essenciais (SCHWAN-ESTRADA,
2003a), ou por ativadores quimicos (COHEN, 1996).

A integracdo de medidas de controle na qual viabilize a maior produtividade é
fundamental no manejo de doencas de plantas, principalmente quando ha a possibilidade de
reduzir a intensidade da doenca com uso de produtos alternativos como caldas, extratos,
biofertilizantes e agentes de controle biologico (DINIZ et. al., 2006).

Dessa forma, pesquisas Vvoltadas a desenvolver medidas alternativas para

implementacdo de um manejo fitossanitario mais sustentavel tem sido comum (SILVA et. al.,
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2016). A reducdo drastica da utilizacdo de pesticidas convencionais nos Estados Unidos e na
Unido Europeia (DELIOPOULOS et. al., 2010), pode pressionar o Brasil, com restricdes de

entrada dos produtos nacionais nesses paises (SILVA et. al., 2016).

2.3 Oleos essenciais no controle de fitopatogenos

Até a metade do século XIX, o controle de pragas e doengas agricolas era realizado com
uso de produtos naturais derivados de plantas. Espécies como Chrysantemum cinerariaefolium,
C. roseum, C. coccineum (fontes de piretro), Derris spp. e Lonchocarpus spp. (fontes de
rotenona) e Nicotiana (fonte de nicotina) eram utilizados, principalmente, como inseticidas e
fungicidas (MORAIS, 2009). A utilizacdo de defensivos naturais foi substituida durante a
Segunda Guerra Mundial com o surgimento de produtos sintéticos, aparentando serem a
solucgéo para a agricultura mundial (SAITO; LUCCHINI, 1998).

Porém, com o passar dos anos, a utilizagdo intensa de produtos sintéticos no controle
fitossanitario, contribuiu para sele¢do de organismos-alvo resistentes, ocasionando necessidade
de mais aplicac6es e diferentes produtos, gerando desequilibrio ecolégico (MARICONI, 1981).
O resgate da utilizacdo de produtos naturais no controle fitossanitario surge a partir da
necessidade em diminuir o in6culo no periodo de maior incidéncia em vez de erradicar por
completo pragas e doencas, além do avango do sistema organico de producdo (MORAIS, 2009).
Dessa forma, houve necessidade de se desenvolver praticas agricolas, de baixo impacto
ambiental, a fim de criar alternativas, além dos métodos convencionais, no controle de pragas
e doencas. Uma dessas alternativas é a utilizacdo de 6leos essenciais, extraidos de algumas
plantas, com grande potencial no controle fitossanitario.

Oleos essenciais sdo substancias extraidas de partes de plantas por meio de destilacéo,
possuindo caracteristicas peculiares odoriferas, lipofilicas, liquidas e volateis (PEREIRA,
2008). Séo sintetizados por todos o0s 6rgdos das plantas como flores, folhas, caules, sementes,
frutas e desempenham papel importante na protecdo de plantas como antifangicos, antivirais e
inseticidas (BRUM, 2012). Segundo Castro et. al., (2010), esses 6leos podem ser formados por
cem ou mais compostos organicos, sendo monoterpenos e sesquiterpenos os encontrados com
maior frequéncia, responsaveis por grande parte das atividades bioldgicas dos 6leos essenciais.
Os metabdlitos secundarios, como sdo chamados, ndo estdo diretamente ligados & manutencéo
da vida do vegetal, mas conferem vantagens a sua sobrevivéncia (SANTOS, 1999), permitindo

melhor adaptacdo as condi¢des ambientais adversas (GROS et al., 1985).
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Esses compostos atuam como agentes fungistaticos e/ou fungicidas, dependendo das
concentragOes utilizadas e tém demonstrado potencial satisfatorio no controle de doencas de
plantas (FERNANDES, 2000). Compostos presentes nesses Oleos podem funcionar
seletivamente no controle de diversas doencas e serem menos agressivos ao meio ambiente
(SHAN, 2002). Entre eles estdo Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia e Eremanthus
erythropappus, no qual, em estudos anteriores, ja apresentaram resultados promissores no
controle de fitopatégenos (SALUSTIANO et al., 2006; PEREIRA, 2008; MARTINS et al.,
2010; SOUSA etal., 2102; HILLEN et al., 2012).

Segundo Piper et al. (2001), os 6leos essenciais, em contato com 0s microrganismos,
promovem a permeabilidade das células, resultando na vazao de seus constituintes. A acao dos
Oleos essenciais e suas substancias, podem causar danos severos as paredes, organelas e
membranas celulares de fungos fitopatogénicos (RASOOLI et al. 2006).

Assim, a exploragdo da atividade bioldgica de compostos derivados do metabolismo
secundario de plantas, como alcaldides, terpendides e derivados de fenilpropandides, presentes
no extrato bruto ou em éleos essenciais de plantas pode constituir forma efetiva de controle de

doengas em plantas cultivadas (SILVA et al., 2005).

2.4 Azadirachta indica L. (Nim)

O nim, (Azadirachta indica A. Juss), € uma arvore da familia Meliaceae, originaria da
india e conhecida ha séculos por sua agio medicinal e inseticida (CARNEIRO et. al., 2007),
mas pouco por sua acdo sobre fitopatdgenos. E uma planta de crescimento rapido, podendo
alcancar até 25 metros de altura, dependendo do tipo de solo e condic¢des climaticas favoraveis
ao seu crescimento e desenvolvimento (NEVES et a., 2003).

Produtos derivados do nim ndo deixam residuos toxicos nem contaminantes no
ambiente, por serem biodegradaveis, possuindo acdo inseticida, acaricida, fungicida e
nematicida (ANDROCIOLLI, 2008). Dentre os diversos componentes extraidos das sementes da
planta, a azadiractina € o principal componente com acgéo inseticida comprovada, apresentando
diversos efeitos enddcrinos em insetos. Alguns autores ja demonstraram a possibilidade no
controle de fitopatégenos utilizando produtos derivados da planta. Diferentes produtos
oriundos da planta como torta, extrato de folhas, 6leo, tém sido testados para o controle de
doencas do sistema radicular, parte aérea e pos-colheita, com resultados promissores.

Estudando doses de 6leo de nim em oidio do tomateiro em casa de vegetacdo, Carneiro

(2003) observou diminuicdo da area foliar lesionada com aplicagGes nas concentra¢fes de
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0,25% e 0,5% de dleo de nim. No mesmao estudo, os resultados foram semelhantes ao tratamento
com fungicida, mantendo a area foliar lesionada abaixo de 3,0%. Do mesmo modo, Carneiro
et. al., (2007) observaram reducdo da severidade de oidio, em feijoeiro, em 79% na
concentracdo de 0,25% e 90% na concentracdo de 0,50%. No mesmo estudo, esses resultados
foram semelhantes ao tratamento com fungicida.

J& Sousa et. al., (2012) testaram diferentes 6leos essenciais em pos colheita, incluindo
0leo de nim, observando eficiéncia de 46,0%, em relacdo a testemunha, na inibicdo de
Colletotrichum gloeosporioides em pimenta. Bhutta et. al., (2001) verificaram na solucéo de
nim a 1% obtida das sementes da planta, reducéo de quase 100% a porcentagem de incidéncia
de fungos Alternaria alternata em sementes de girassol, além de controlar fungos como
Fusarium spp.

Para H. vastratix, Pereira (2008) obteve 100% de inibicdo da germinacdo de
urediniésporos na concentraco de 1500 pL L™ utilizando dleo essencial de nim. Silva e Pereira
(2008), estudando o efeito da incorporacao de folhas de nim ao solo sobre 0 complexo Fusarium
X Meloidogyne em quiabeiro, observaram um controle de 90% e 72%, para Meloidgyne
incognita e Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, respectivamente, quando incorporada 50g
de folhas de nim ao solo. Dias-Arieira et. al., (2010) observaram, em laboratério, inibi¢do de
84,4% do crescimento micelial de Colletotrichum acutatum utilizando concentra¢des de 6leo
de nim a 1% e 1,5%. No mesmo trabalho em campo, os autores observaram menor ocorréncia
de abortamento de flores de morangueiro inoculadas com C. acutatum utilizando dose de nim
a 0,5%.

A utilizacdo de 6leo de nim, juntamente com outras estratégias de manejo de doengas,
pode ser alternativa promissora no controle da ferrugem do cafeeiro, podendo propiciar a

reducdo ou alternar a frequéncia de aplicacdo de produtos fitossanitarios.

2.5 Melaleuca alternifolia (Tea tree)

A melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel) é uma espécie vegetal da familia
Myrtaceae, conhecida como “arvore de chd” " ou “Tea Tree” originaria da Australia e das Ilhas
do Oceano indico (CRONQUIST, 1981). O principal produto derivado das folhas da planta é o
oleo essencial, rico em terpinen-4-ol, constituicdo quimica responsavel por suas propriedades
medicinais, além do 1,8 cineol (VIEIRA et al., 2004). Trata-se de um produto de importancia
medicinal, por possuir comprovada acdo bactericida e antiflngica contra diversos patdgenos
em humanos (CASTRO et al., 2005).
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Por se tratar de um produto, geralmente importado, seu preco é elevado. Tém se
observado no Brasil, industrias de cosméticos adquirindo o produto e repassando ao consumidor
final, agregando valores ao produto em forma de produtos farmacéuticos e cosméticos
(CASTRO et al., 2005). Além de ter eficacia comprovada como bactericida e antifingico de
patégenos em humanos, sua constituicdo quimica tem sido testada em diversos ensaios no
controle de fitopatogenos.

Zanetti (2018) estudando o efeito das doses do 6leo de melaleuca sobre o crescimento
micelial e germinacdo de esporos de Colletotrichum spp, Fusarium sp. e Cylindrocladium sp.,
observou reducdo do crescimento micelial, em relagcdo ao controle negativo de 35,39, 50,13,
54,57, 86,73 e 98,80% para os fungos C. truncatum, F. sacchari, Cylindrocladium sp., C.
gloeosporioides e C. falcatum, respectivamente, quando utilizado a maior dose do 6leo (1600
ppm). No mesmo estudo, foi observado a reducdo do indice de crescimento micelial para C.
trucatum de 56,25% na dose de 1600 ppm, quando comparado ao tratamento com fungicida.

Ja Martins et al., (2010) estudando cinco concentracdes de 6leo de M. alternifolia no
controle de crescimento micelial de trés fungos fitopatogénicos, observaram inibicdo de
micélios em todas as concentracfes estudadas. No estudo, os fungos Alternaria alternata e
Macrophomina phaseolina apresentaram sensibilidade ao 6leo de melaleuca a partir da
concentracédo 0,2%. Maia et al, (2015) relatam haver interferéncia no rendimento e composi¢éo
dos Oleos essenciais, influenciados pelas condi¢des climaticas, idade das plantas, hora de coleta
do material, localizacdo geografica, entre outros fatores, consequentemente minimizando a acdo
microbiana do 6leo.

Oleo essencial de M. alternifolia também foi estudado por Bishop e Thornton (1997)
sobre fungos como Alternaria solani, Alternaria flavus, Fusarium moniliforme, Fusarium
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum entre outros, proporcionando alto nivel
de inibicdo de crescimento micelial. Em estudo posterior e continuo do primeiro, Bishop e
Reagan (1998) verificaram reducéo no crescimento de Botrytis cinerea em folhas de repolho,
em concentracdes 1,6 e 3,2% e ainda em sua maior concentracao, a inibicdo foi semelhante ao

dos fungicidas metalaxyl, carbendazin, benomyl e iprodione.

2.6 Eremanthus erythropappus (Candeia)

A Candeia (Eremanthus erythropappus) pertence a familia Asteraceae, é considerada
precursora na invasdo de campos. Sua distribuicdo geografica abrange a América do Sul,
encontrada no nordeste da Argentina, norte e leste do Paraguai e no Brasil (CARVALHO,
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1994). No Brasil, pode ser encontrada nos estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo, Rio
de Janeiro, Goiés, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, S&o Paulo e Distrito Federal
(PEDRALLI et al., 1996; CARVALHO, 1994).

Dentre as varias espécies de candeias catalogadas, a espécie Eremanthus erythropappus
é considerada a de maior importancia econémica e de maior ocorréncia no estado de Minas
Gerais (GODINHO, 2016). Sua importancia se deve ao fato de esta ser utilizada para extracdo
de oleo essencial (SCOLFORO et al., 2004), além de utilizacdo de sua madeira como moirdes
de cerca (TEIXEIRA et al., 1996). O componente principal do 6leo essencial de candeia € o a-
bisabolol, (2S) -6-methyl-2-(4-methylcyclohex 3-en-1-yl) hept-5-en-2-ol, um alcool terciario
de férmula molecular C1sH260, monociclico, sesquiterpénico, insaturado e opticamente ativo,
proveniente da condensacdo de moléculas de acetil CoA (THE MERCK INDEX, 1996).

O 6leo essencial de candeia é amplamente utilizado na industria de cosméticos e
farmacéutica devido suas fungdes bioldgicas. Na natureza, o a-bisabolol pode existir em quatro
formas possiveis de estereoisdmeros, porém apenas a forma enantiométrica (-) -a-bisabolol
possui atividades biologicas (NEMOTO et al., 1993; SCHWARTZ e SWANSON, 1979). As
principais fungdes bioldgicas do a-bisabolol sdo inseticidas (ANDRADE et al., 2004),
fungicidas (OLIVEIRA et al., 2005; PAULI, 2006; TABANCA et al.; 2007), antibacterianas
(VILA et al., 2010) e anti-inflamatorias (KIM et al., 2011).

No controle de doencas de plantas, ainda sdo poucos os relatos. Os trabalhos
disponiveis, em sua maioria, sdo realizados apenas com o teste em laboratério, ndo havendo
relatos de resultados obtidos em plantas com doencas. Salustiano et al., (2006) avaliaram a
atividade de extratos de folhas e 6leo essencial de candeia na germinacgdo de uredinidsporos de
quatro espécies de ferrugens, entre estas a H. vastatrix, e crescimento micelial de
Cilindrocladium scoparium. No trabalho, os extratos das folhas de candeia foram efetivos no
controle dessas ferrugens tanto quanto o 6leo essencial, com 0,0% de germinacéo para todas as
ferrugens. Quanto a inibi¢do do crescimento micelial de C. scoparium, os autores obtiveram
resultados de 25,89% utilizando concentracdo a 1% de Oleo essencial e inibi¢do de 52,97%
guando utilizado extrato metandlico a 10%.

Hillen et al., (2012) testaram a eficiéncia de trés 6leos essenciais, incluindo E.
erythropappus no controle de fungos fitopatogénicos. No estudo, o 6leo essencial de candeia
inibiu 100% do crescimento micelial de todos os fitopatogenos a partir da concentracéo de 200
uL e inibiu totalmente o crescimento micelial de Rhizoctonia solani independentemente da
concentracdo utilizada. Para Alternaria sp. a inibicdo total ocorreu a partir da aliquota 60 pL e

para A. carthami a partir de 100 pIL.
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Observa-se nos estudos citados, intensa atividade fungicida nos mais diferentes
fitopatogenos, devido quase todos os membros da familia Asteraceae conterem sesquiterpenos
em sua constituicdo (SALUSTIANO et al., 2006). Os sesquiterpenos estdo presentes no
alfabisabolol, principal constituinte encontrado nas folhas e no 6leo essencial de cadeia, no qual
sdo citotoxicos (BRAUM et al., 2003), explicando, dessa forma, a eficacia do 6leo no controle
dos fitopatdgenos citados.

Na literatura, sdo diversos os relatos de atividade fungica sobre patdgeno de plantas,
porém, em sua maioria, limitado a testes em laboratorios, ndo havendo comprovacéo eficaz do

6leo sobre fungos em atividade direta na planta.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudos

Para realizagdo do presente estudo, foram realizados dois experimentos, um “in vitro”,
no Laboratdrio de Epidemiologia e Manejo de Doencas de Plantas da Univesidade Federal de
Lavras e outro “in vivo”, conduzido em casa de vegetacdo, na mesma universidade, ambos

repetidos ao longo do tempo

3.1.1 Obtencao do inéculo

O patogeno foi obtido de folhas infectadas no campo, na regido de Lavras-MG. As
folhas foram submetidas previamente a cdmara Umida por 24 horas. Apos esse periodo foram
lavadas com agua deionizada e com auxilio de um pincel a suspensédo foi adicionada em Becker
de vidro. Logo ap6s a calibragem da mesma, foi determinada em hemacitdbmetro, as

concentragdes ajustadas para cada teste.

3.1.2 Experimento in vitro

Para o teste in vitro, foram instalados dois experimentos em laboratdrios, nas mesmas
condic@es. Os resultados apresentados sdo referentes as médias de ambos testes.

No presente estudo foram utilizados dois 6leos essenciais, 0 de M. alternifolia e E.
erythropappus, doados por “Olinda Oleos Essenciais” e 6leo comercial a base de A. indica,

registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento sob n® 6718.

3.1.3 Delineamento experimental e tratamentos

O ensaio de germinacdo foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticOes, sendo cada placa de Petri considerada uma parcela experimental. A analise
de variancia foi em esquema fatorial 3 x 5 + 1, sendo trés 6leos (nim, melaleuca e candeia) e
cinco concentracdes (0,0, 0,25, 0,50, 1,0 e 2,0%, correspondentes a 0,0, 2.125, 4.250, 8.500 e
17.000 mg.kg?, para A. indica e 0,0, 2.500, 5.000, 10.000 e 20.000 mg.kg™* para M. alternifolia
e E. erythropappus) e um tratamento adicional com o fungicida Azoxistrobina + Ciproconazol
na dose de 525 mg.kg? (0,75 L/ha).

O teste de germinacdo foi instalado em placas de Petri de 8,0 cm de didmetro, contendo

20 mL de meio agar-agua (2%). No meio fundente foi diluido o tratamento, e posteriormente
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vertido na placa de Petri. Apoés a solidificagdo do meio, foram depositados 200 uL da suspensao
de indculo, na concentragdo de 2,3x10° mL™ de uredindsporos de H. vastatrix, contados em
hemacitdmetro e homogeneizados com o auxilio de alca de Drigalsky. As placas foram
incubadas em BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 23°C por 16 h no escuro. Apds esse
periodo, utilizou-se 0,15 mL por placa de solucdo de lactoglicerol, para paralisar a germinacdo
dos urediniosporos.

As avaliacBes foram realizadas por meio de microscopio estereoscépio, avaliando a
porcentagem de germinagdo dos urediniésporos. Em cada repeticdo foram avaliados 100
urediniésporos. Foi considerado germinado o urediniésporo com tubo germinativo superior ao
seu tamanho.

A porcentagem de esporos germinados foi submetida & analise de variancia, sendo que
os valores sdo referentes as médias da repeticdo do ensaio. Os pressupostos da analise de
variancia normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Barlett) foram verificados. Como o0s
dados ndo atenderam aos pressupostos de normalidade e homogeneidade de variéncias, 0s
mesmos foram transformados. Utilizou-se a transformacéo v/x + 0,5. O efeito das variaveis foi
comparado (Teste F, p<0,05) e quando significativo, as respectivas médias, foram agrupadas
(Teste de Scott-Knott, p<0,05) ou ajustadas a modelos de regressdo linear. As analises foram

realizadas no Software R 4.0.2

3.2 Experimento em mudas

Foram conduzidos dois experimentos simultaneamente com mudas de café Cultivar
Catuai IAC-144 de mesma idade e mesmas condicGes climaticas e ambientais, adquiridas em
viveiro registrado, no municipio de Lavras, MG.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 8 tratamentos e 4
repeticbes (Tabela 1). Foi utilizada a menor dose, 0,25% (2.125 mg.kg™ para A. indica e 2.500
mg.kg™ para M. alternifolia e E. erythropappus) de cada 6leo, para os tratamentos em mudas,
além da dose comercial de Azoxistrobina + Ciproconazol (0,5 L/ha), escolhidas a partir do teste
in vitro. Cada parcela experimental foi composta por trés mudas de café com seis pares de

folhas.
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Tabela 1. Tratamentos e doses utilizados no teste in vivo. Lavras-MG, 2020.

Tratamentos Dose/ha” Dose/500 mL (m[z;(.)lizl)
Testemunha - - -
Azoxistrobina + Ciproconazol 05L 0,625 mL 350
A. indica 10L 1,25 mL 2125
M. alternifolia 10L 1,25 mL 2500
E. erythropappus 10L 1,25 mL 2500

A. indica + Azoxistrobina +

: 10L+05L 1,25mL +0,625 mL -
Ciproconazol

M. alternifolia + Azoxistrobina +

: 10L+05L 1,25mL +0,625mL -
Ciproconazol

E. erythropappus + Azoxistrobina +

: 10L+05L 1,25mL +0,625 mL -
Ciproconazol

" Doses para 400 litros de calda por hectare.

3.2.1 Inoculacéo

Foi utilizada a concentracdo ajustada de 5,0 x 10° urediniésporos/mL e aplicada com
pulverizador manual de 500 mL na face abaxial das folhas de café a partir do pice até o ponto
de escorrimento. A inoculacdo foi realizada seis dias apés a aplicacdo dos tratamentos ao final
da tarde com a temperatura ambiente de 23°C. Apds a inoculacao, os vasos foram cobertos com
saco plastico por 72 horas, para gerar as condi¢des adequadas para penetracdo do fungo (CRUZ
FILHO; CHAVES, 1973).

3.2.2 Incidéncia e Severidade

As avaliacBes foram iniciadas quando observado os primeiros sinais do patégeno. As
avaliacdes de incidéncia e de severidade da doenca foram realizadas em intervalos de 5 dias.

Foram realizadas 07 avaliacGes de incidéncia e severidade. Para avaliar a incidéncia, foi
determinada a porcentagem de folhas com sintomas da doenca em relagéo ao total amostrado.

As folhas foram avaliadas aleatoriamente por método ndo- destrutivo, sendo amostradas 06
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folhas por planta, em 03 plantas, totalizando 18 folhas por parcela. A incidéncia da doenca foi
obtida por meio da férmula proposta por Campbell e Madden (1990) (Equacéo 1).
Equacéo 1

I (%) = (%—’Z) x 100

Onde:
I (%) = Incidéncia da ferrugem do cafeeiro;
Nf: Numero de folhas lesionadas;

Nt: NUmero total de folhas do hospedeiro.

A severidade da doenga foi avaliada usando a escala diagramética de Cunha et. al.,
(2001), atribuindo-se notas de 1 — de 0 a 3% de severidade; 2 — de 3 a 6% de severidade; 3 — de
6 a 12% de severidade; 4 —de 12 a 25% de severidade; 5 — de 25 a 50% de severidade; 6 — mais
de 50% de severidade.

3.2.2 Area abaixo da curva do progresso da doenca

O resultado referente ao indice médio de incidéncia da doenga foi plotado em gréfico da
curva de progresso da doenca durante o periodo de avaliacdo. Os dados obtidos da incidéncia e
severidade nas folhas de cafeeiro, ao longo das avaliacBes e por periodos separados, foram
integrados em &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), segundo a equagdo de
Shaner e Finney (1977), equacao (2).

Equagéo 2

n-—1

i+vyi+1
AACPD = Z (%) X (tiyq - t;)
i=1

Onde:

AACPD = Area abaixo da curva de progresso da doenga;
Yi = Proporgdo de doenga na i-ésima observacao;

Ti = Tempo, em dias, na i-ésima observag&o;

n = NUmero total de observacdes.
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3.2.3 Eficiéncia

Foi calculada a porcentagem da eficiéncia entre os tratamentos por meio da equacao (3)
proposta por Abbott (1925) para AACPD.
Equagéo 3
T1—-T2
T1

E(%) = ( ) %100

Onde:
E (%) = Porcentagem de eficiéncia;
T1= Valores obtidos pela testemunha;

T2=Valores obtidos com as doses utilizadas dos produtos.

3.2.4 Teor de clorofila

O teor de clorofilas a, b e total foi calculado indiretamente (Equacéo 4), a partir das
leituras feitas com o medidor portatil de clorofila SPAD-502® (Soil Plant Analysis
Development). As avaliacGes foram feitas na primeira folha completamente expandida, a partir
do primeiro par de folhas e fez-se a diferenca entre a sétima e primeira avaliacdo (SPAD
relativo). As avaliacdes foram realizadas semanalmente, com inicio 15 dias ap6s a inoculacao

com o fungo H. vastatrix, totalizando sete avaliagdes.

Equacéo 4
Clorofilaa = (0,0008 * Valor — 0,0053)
Clorofila b = (0,0004 * Valor — 0,0032)
Clorofila total = (Clorofila a + Clorofila b)

3.2.5 Altura e peso da parte aérea seca

Foram realizadas duas avaliacGes de altura da planta. A primeira, realizada um dia antes
da pulverizacdo dos tratamentos em 15/05/2020 e a segunda avaliagdo, realizada em

14/06/2020. A altura foi medida com régua milimetrada, a partir do coleto até a gema apical.
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Com o término das avaliacdes, a parte aérea das mudas foi seccionada e coletada para
anélise do peso seco. As amostras foram armazenadas em sacos de papel, secos em estufa de

circulacdo forcada a 60°C até atingirem peso constante e entdo mensurados.

3.2.6 Analise estatistica

As variaveis AACPDI, AACPDS, os teores de clorofila total, altura e peso da parte aérea
seca foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar os pressupostos da andlise de
variancia, entre eles a distribuicdo normal de residuos. Devido a cumprir esses pressupostos,
essas variaveis foram submetidas a analise de variancia sem a necessidade de transformacéo
dos dados. As médias entre os tratamentos foram comparadas por teste F (p<0,05). As variaveis
qualitativas significantes foram submetidas a teste de Scott Knott. As analises foram realizadas
no Software R e no programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2008).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacio in vitro da toxicidade dos 6leos sobre H. vastatrix

Na Tabela 2 ¢é apresentada o resumo da andlise de variancia dos dados de germinacao.
Os resultados apresentados séo referentes as médias de ambos os testes. Ndo houve diferenga
significativa para os 6leos utilizados. Quando comparados o efeito das doses, observa-se
diferenca significativa entres estas apenas na dose 0,0. Do mesmo modo, observa-se efeito
significativo entre o tratamento adicional e fatorial, nesse caso, o tratamento adicional
(fungicida) foi diferente apenas da dose 0,0, e igual as demais doses dos 6leos.

Tabela 2. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para percentual de germinacao
de esporos no teste in vitro. Lavras, MG, UFLA, 2020.

FV GL Quadrados Médio
Oleo 2 0,6403"
Dose 4 79,6215
Oleo x Dose 8 0,8199™
Adicional vs fatorial® 1 3,8682"
Residuo 48
CV (%) 25,73

Dados transformados para raiz (x) + 0,5. ** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; * Significativo a 5%;
ns -ndo significativo. *Contraste fatorial x tratamento adicional (fungicida) significativo a P <0,05 (*).

No estudo, o efeito das doses foi significativo apenas quando comparadas a menor dose
(0,0). Observa-se diminuicdo na taxa de germinacdo de urediniosporos a partir da dose 0,25%,
independente do 6leo utilizado.

Na Figura 1 é apresentada a porcentagem de germinacdo de uredinidsporos de H.
vastatrix em funcdo das doses (médias) de nim, candeia e melaleuca. Na dose 0,25% a
porcentagem média de germinacéo foi de 4,42%. Ja na dose 2,0% a germinag&o foi de 3,33%,
a menor entre todas as doses utilizadas. Observa-se menor porcentagem de germinagdo quando

aumentada as doses, independente do 6leo utilizado.
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Figura 1. Germinacdo de uredindsporos de H. vastatrix em funcéo das concentracfes médias
de A. indica, E. erythropappus e M. alternifolia. Lavras-MG, 2020.

Na Tabela 3 é apresentada a porcentagem média de inibicdo, de acordo com as doses
testadas. Independente da dose utilizada, a porcentagem de inibicdo foi superior a 92,24%
(inibicdo do tratamento adicional). A maior porcentagem de inibi¢do ocorreu na maior dose dos
6leos (2,0%).

Tabela 3. Média da porcentagem de inibicdo de uredinidsporos de H. vastatrix nas diferentes
doses de 0Oleos utilizados. Lavras, MG, UFLA, 2020.

Tratamentos Inibicdo (%)
Dose 0,0% -
Dose 0,25% 92,39
Dose 0,50% 93,97
Dose 1,0% 93,10
Dose 2,0% 94,25
Azoxistrobina + Ciproconazol 92,24

Fonte: Autor (2020).
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4.2 Controle da ferrugem em mudas de cafeeiro

No experimento em casa de vegetacdo nao foi observado sintomas de fitotoxidez apos
aplicacdo dos tratamentos. A doenca ocorreu durante todo o periodo de avaliacdo do
experimento (15 de maio a 14 de junho) com incidéncia e severidade maxima na testemunha
de 42,3% e 3,2%, respectivamente (Figura 2). Observa-se aumento de incidéncia da doenca,
utilizando apenas os 0leos essenciais, aos 29 dias apos a inoculagéo.
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=/ M. alternifolia
(A) 40,0 + M- E. erythropappus
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Figura 2. Curva de progresso da incidéncia (A) e severidade (B) da ferrugem em mudas de
cafeeiro nas diferentes datas de avaliagdes. UFLA, Lavras-MG, 2020.
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Houve diferenca estatistica (p<0, 05) para os tratamentos em relagdo a testemunha tanto
para incidéncia quanto para severidade (Figura 3). Foi possivel obter menor area abaixo da
curva do progresso da incidéncia da ferrugem do cafeeiro (AACPDIF) nos tratamentos com

fungicida, 6leo de nim e nos tratamentos utilizando 6leos misturados ao fungicida.

(A) 500 -
T1- Testemunha
c T2- Azoxistrobina + Ciproconazol
T3- A.indica
T4- M. alternifolia
400 ~ T5- E. erythropappus
T6- A. indica + Azoxistrobina + Ciproconazol
T7- M. alternifolia + Azoxistrobina + Ciproconazol
T8- E. erythropappus + Azoxistrobina + Ciproconazol
L 300 b
[
O
< b
< 200 -
a
100 A a
a
a a

(B) 50 -

T1- Testemunha
T2- Azoxistrobina + Ciproconazol
c T3- A. indica
T4- M. alternifolia
T5- E. erythropappus
T6- A. indica + Azoxistrobina + Ciproconazol

40 -

T7- M. alternifolia + Azoxistrobina + Ciproconazol
30 T8- E. erythropappus + Azoxistrobina + Ciproconazol

AACPDSF

Figura 3. (A) Area abaixo da curva do progresso da incidéncia da ferrugem (AACPDIF) e (B)
Area abaixo da curva do progresso da severidade da ferrugem do cafeeiro (AACPDSF) em
mudas de cafeeiro em fungéo dos tratamentos aplicados. UFLA, Lavras-MG, 2020.
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Os tratamentos Azoxistrobina + Ciproconazol, M. alternifolia + Azoxistrobina +
Ciproconazol e E. erythropappus + Azoxistrobina + Ciproconazol reduziram a AACPDIF em
88,9, 90,7 e 92,3%, respectivamente. (Tabela 4). Para AACPDSF, houve reducdo de 94,98%
no tratamento com A. indica + Azoxistrobina + Ciproconazol, seguido do tratamento M.

alternifolia + Azoxistrobina + Ciproconazol com redugao de 92,45%.

Tabela 4. Efeito dos tratamentos para area abaixo da curva do progresso da incidéncia
(AACPDIF) e &rea abaixo da curva do progresso da severidade (AACPDSF) e eficiéncia no
controle (E%) para ferrugem, em mudas de cafeeiro. Lavras-MG, 2020.

Tratamentos AACPDIF!  E(%)> AACPDSF! E (%)
Testemunha 448,6 a - 39,73 a -
Azoxistrobina + Ciproconazol 50,0c 88,9 4,13 ¢ 89,62
A. indica 158,3 ¢ 64,7 11,81 c 70,27
M. alternifolia 270,8 b 39,6 15,83 b 60,15
E. erythropappus 208,3 b 53,6 18,92 b 52,39
A |nd|ca_+ Azoxistrobina + 778¢ 82.7 200¢ 94.98
Ciproconazol
M. alternlfo_lla + Azoxistrobina + 417 ¢ 90.7 300 ¢ 92.45
Ciproconazol
E. erythropappus + Azoxistrobina 34.7c 923 6,00 c 84.90
+ Ciproconazol
CV (%) 51,84 - 60,60 -

!Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

2Eficiéncia do controle em relagéo a testemunha

4.2.1 Teor de clorofila

N&o houve diferencga significativa p<0,05) para os teores de clorofila (Tabela 5). O
“’SPAD relativo’’, refere-se a diferenca na quantidade de clorofila entre a sétima e a primeira

avaliacéo.
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Tabela 5. indice SPAD em mudas de cafeeiro, em funcéo dos tratamentos aplicados. Lavras-
MG, 2020.

Teor de clorofilal (SPAD)

Tratamentos SR?
a b total
Testemunha 0,036a 0,018a 0,054a 0,0000
Azoxistrobina + Ciproconazol 0,039a 0,019a 0,060a 0,0002
A. indica 0,039a 0,019a 0,059a 0,0000
M. alternifolia 0,038a 0,018a 0,057a 0,0000
E. erythropappus 0,039a 0,018a 0,057a 0,0000

A. indica + Azoxistrobina + Ciproconazol  0,039a 0,019a 0,059a 0,0000

M. alternifolia + Azoxistrobina +

. 0,039a 0,019a 0,0569a 0,0030
Ciproconazol

E. erythropappus + Azoxistrobina +
Ciproconazol

CV (%) 6,52 711 6,86 -

0,040a 0,020a 0,060a 0,0206

!Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

2SPAD Relativo.

4.2.2 Altura e peso da parte aérea seca

Né&o houve diferenca estatistica (p>0,05) para a altura e peso da parte aérea seca (PPAS).
A altura das mudas aumentou entre as avaliagfes. O “crescimento relativo’’, refere-se a
diferenca de altura entre a segunda e a primeira avaliacdo, conforme critérios estabelecidos por
Abbott (1925) (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito dos tratamentos na altura (AP) e peso seco da parte area (PSPA). Lavras-MG,
2020.

Tratamentos AP! (cm) CR?(cm) PSPA (g)
Testemunha 29,15 a 0,65a 452 a
Azoxistrobina + Ciproconazol 29,93 a 1,12 a 5,18 a
A. indica 30,35a 0,39 a 5,86 a

M. alternifolia 29,77 a 0,55a 464 a



E. erythropappus 29,58 a 0,88 a 445a

A. indica + Azoxistrobina + Ciproconazol 29,70 a 0,55 a 5,08 a

M. alternifolia + Azoxistrobina + Ciproconazol 29,92 a 0,62 a 4,74 a

E. erythropappus + Azoxistrobina + 3076 2 0.64 2 4882
Ciproconazol

CV (%) 3,31 0,0 17,61

!Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

2CR: Crescimento relativo.

30
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5. DISCUSSAO

5.1 Toxicidade in vitro da aplicacao de diferentes concentracgdes de 6leos utilizados e
tratamento adicional com fungicida sobre H. vastatrix

Mesmo ndo apresentando diferenca significativa, os trés oleos estudados, inibiram a
germinacdo de urediniosporos de H. vastatrix, a partir da dose 0,25%, apresentando, em
laboratério, serem produtos em potencial no controle da ferrugem do cafeeiro. Para
Wolffenbuttel (2007), os dleos essenciais ndo sdo produtos simples de um Gnico composto,
podendo conter mais de 300 componentes quimicos diferentes. Bizzo et al., (2009) relatam
componentes quimicos como sesquiterpenos, alcoois, cetonas, aldeidos, acidos carboxilicos,
entres outros, presentes nestes 6leos, podendo estes, serem 0s compostos responsaveis pela
reducdo na porcentagem de germinacao.

Os trés dleos em questdo, apresentaram porcentagem de germinacdo semelhante ao
tratamento com fungicida, sendo os tratamentos diferentes apenas da dose 0,0. Os 0leos
essenciais possuem em sua composicao substancias capazes de inibir a germinacao de fungos
fitopatogénicos. Ponce et al., (2003) relatam a¢do antimicrobiana do 6leo de melaleuca, sobre
bactérias fitopatogénicas. A toxicidade do 6leo sobre o patdgeno ocorre devido a presenca do
composto antimicrobiano terpinen-4-ol, encontrados em grandes concentracdes no 6leo
(VIEIRA et al., 2004). Um dos mecanismos de acéo antifingica do 6leo essencial de melaleuca
é a alteracdo na permeabilidade da membrana plasmatica e mitocondrial (HAMMER et al.,
2004), podendo ocorrer a inibicdo da respiracdo mitocondrial, producéo de energia, inibicdo
da biossintese de ergosterol e aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), no qual causam
uma leséo primaéria e inducdo da perda da membrana, interferindo na integridade e fisiologia
do microrganismo (COTMORE et al., 1979; COX et al., 2000). O 6leo essencial de melaleuca
atua diretamente em enzimas respiratérias (COX et al. 2000), inibindo a formacdo do tubo
germinativo ou conversdao micelial, afetando o desenvolvimento e crescimento do fungo
(HAMMER et al., 2000; D"AURIA et al., 2001).

Ja no dleo de candeia, 0 composto majoritario encontrado é o alfa-bisabolol.
Praticamente todos os membros da familia Asteraceae sdo conhecidos por serem constituidos
de sesquiterpenos. O Alfabisabolol encontrado no 6leo essencial da candeia contém
sesquiterpenos, estes citotoxicos, explicando, dessa forma, sua eficiéncia no presente estudo
(BRAUM et al., 2003). O alfa-bisabolol é considerado um antifingico natural inibidor ndo-
toxico da biossintese do ergosterol (PAULI, 2006). O ergosterol € um esterdide presente na
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constituicdo da membrana dos fungos. E um composto importante para sobrevivéncia dos
microorganismos, participando como modulador de fluidez da membrana fangica e qualquer
efeito no metabdlito secundario, resultard em desequilibrio nessa fluidez, promovendo
alteracbes homeostaticas intracelulares (BRANDAO, 2017). Segundo Souza et al., (2011),
qualquer alteragdo na estrutura celular pode tornar o ambiente fungico intracelular incompativel
com sua sobrevivéncia. Em estudos anteriores, Pinto et al. (2006) j& haviam comprovado
potencial de Oleos essenciais na reducdo na sintese de ergosterol na membrana celular de
fungos. Estudando diferentes 6leos essenciais, entre eles o de E. erythropappus, Brandéo (2017)
demonstrou como esses 6leos proporcionam uma reducdo na sintese de ergosterol na membrana
celular de fungos como A. carbonarius, A. flavus e A. ochraceus. A autora relaciona a atividade
antimicrobiana dos 06leos essenciais a sua caracteristica hidrofobica e lipofilica, das quais
passam pela parede celular e da membrana citoplasmatica, interrompendo a estrutura das
diferentes camadas de polissacarideos, &cidos graxos e fosfolipidios, alterando a
permeabilidade, resultando no vazamento do conteudo celular.

O o6leo de nim contém como principal constituinte, a azadiractina, um triterpeno, com
eficacia comprovada em diversos estudos visando o controle de insetos pragas na agricultura.
Segundo estudos utilizando compostos derivados de nim, a azadiractina causa distarbios
fisiologicos no organismo, comprometendo o desenvolvimento e funcionalidade de vérias
espécies de insetos, devido constituir acdo repelente (SCHANUTTERER, 1990, ASHER,
1993). Kwankua et al., (2010) sugerem haver efeitos direto sobre a divisdo celular afetando a
fase mitotica dos organismos, quando utilizado compostos de azadiractina.

Todos os 6leos, independente da dose, inibiram a germinacéo de H. vastatrix no presente
estudo, sendo os resultados comparados a porcentagem de inibigcdo apresentada pelo fungicida.
Alguns autores utilizaram os 06leos de nim, melaleuca e candeia em outros estudos, para
verificar sua eficacia no controle de outros fungos fitopatogénicos, incluindo H. vastatrix.
Pereira et al. (2012a) testaram diferentes 6leos essenciais na germinagdo do fungo H. vastatrix.
No estudo, foi possivel observar a diminuicdo na germinacdo do fungo com o aumento
gradativo das doses de 6leo de nim e melaleuca, atingindo 100% na inibig&o a partir da dose a
1,0% para melaleuca e 2,0% para o 6leo de nim, corroborando, em parte, com o presente estudo.
O rendimento e composi¢do dos Oleos essenciais, segundo Maia et al. (2015), podem ser
influenciados pelas condicdes climaticas, localizacdo geogréfica, idade da planta no momento
da extracdo dos componentes, bem como o horério da coleta do material, podendo estes fatores,
minimizarem a agd0 microbiana dos dleos e como consequéncia, apresentar resultados

diferentes sobre o mesmo patogeno. Do mesmo modo, Salustiano et al. (2006), observaram
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inibicdo de 100% na germinagdo de H. vastatrix quando utilizaram extratos brutos e
metanolicos extraidos de folhas de nim a 10% e 6leo essencial de nim a 1%.

5.2 Area abaixo da curva do progresso da doenga

Tanto para a area abaixo da curva de progresso da incidéncia e severidade da ferrugem
do cafeeiro (AACPDI e AACPDS) os tratamentos com os 6leos de A. indica, M. alternifolia e
E. erythropappus (dose 0,25%) foram eficientes no controle da doenca em relacdo a
testemunha. Porém, quando aplicados em doses isoladas, sua eficiéncia foi significativamente
menor, em relacdo ao fungicida Azoxistrobina + Ciproconazol. Quando os 6leos foram
aplicados em mistura com o fungicida, obteve-se eficiéncia de controle significativa tanto em
relagdo a testemunha quanto ao fungicida. Possivelmente, 0 modo de agdo dos 6leos ocorreu de
forma indireta.

Dentre os tratamentos a base de 6leo, o de A. indica apresentou menor AACPID e
AACPSD. Na literatura hé poucos trabalhos com a utilizacdo de 6leo de nim no controle de
ferrugem do cafeeiro, sendo os testes in vitro com melhores resultados. Androciolli et al., (2012)
utilizando o 6leo de nim comercial (1,0%) para avaliar incidéncia e severidade da ferrugem do
cafeeiro em dois periodos distintos em condi¢cdes de campo, observaram AACPD abaixo da
testemunha apenas em um dos periodos de avaliagdo, demonstrado acdo fungicida do 6leo, mas
com pouca eficiéncia. No mesmo estudo, os autores realizaram 6 aplicacbes com o 6leo,
elevando o custo de producdo da cultura. Weintraub e Horowitz (1997) relacionam a pouca
eficiéncia do 6leo de nim no tratamento de doencas de plantas, devido a rapida fotodegradacéo
sofrida pelas moléculas do 6leo. Produtos a base de Oleos essenciais sdao degradados
rapidamente, apresentando baixa persisténcia, sendo necessarias aplicacfes frequentes,
elevando os custos de producdo (MENEZES, 2005).

O tratamento com 6leo de melaleuca apresentou AACPDI e AACPDS menores em
relacdo a testemunha. Porém, os melhores resultados foram obtidos quando este tratamento foi
misturado ao fungicida, para ambas as variaveis. Grande parte dos trabalhos envolvendo 6leos
essenciais, sao de testes em laborat6rio, com resultados promissores. Sousa et al. (2015)
testaram diferentes doses de 6leo de melaleuca para controle in vivo da cercospora da beterraba.
Os autores observaram reducéo da incidéncia da doenca a partir da concentracdo de 0,13% do
oleo.

O tratamento com 6leo de candeia foi eficiente no controle de incidéncia e severidade

da ferrugem do cafeeiro. O efeito foi semelhante aos outros tratamentos com 6leo, observando-
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se maior eficiéncia do produto quando misturado ao fungicida. As diversas propriedades
bioldgicas do dleo de candeia sdo atribuidas ao a-bisabolol, principal constituinte deste 6leo,
com funcgbes bactericidas e fungicidas comprovadas (ANDRADE et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2005).

O uso de 6leos essenciais no controle de fitopatdgenos tém apresentado resultados
promissores, principalmente em testes in vitro (GUIRALDO et al., 2004; SCHWAN-
ESTRADA et al., 2003b; ZAMBONELLI et al., 1996; SALUSTIANO et al., 2006;). Segundo
Androcioli et al. (2012), 6leos essenciais apresentam acédo fungicida eficiente em laboratorio na
reducdo de urediniésporos de fungos como H. vastatrix, porém, apresentam pouco efeito em
campo sobre a incidéncia e severidade da ferrugem do cafeeiro, ocasionada possivelmente por
uma menor acdo residual. O baixo efeito residual do dleo estd relacionado a répida
fotodegradacdo sofridas pelas moléculas presentes no 6leo (WEINTRAUB; HOROWITZ,
1997).

A aplicacdo de 6leos essenciais resultou em controle parcial da ferrugem do cafeeiro,
possivelmente devido a presenca de grandes quantidades de compostos tdxicos, fornecendo um
efeito protetor (MONTES-BELMONT; CARVAJAL, 1998), ndo excluindo a possibilidade de
o resultado no controle esté relacionado a outros compostos em menores quantidades presentes
nos Gleos. Pereira et al. (2012a), sugerem estudos para quantificar enzimas relacionadas a defesa
da planta quando utilizado 6leos essenciais e comprovar quais componentes responsaveis pelo

possivel controle de doencas.

5.3 Variaveis fisioldgicas

N&o houve efeito significativo entre os tratamentos para teor de clorofila. As clorofilas
sdo pigmentos responsaveis pela captura de luz usada na fotossintese, sendo elas essenciais na
conversdo da radiacdo luminosa em energia quimica, na forma de ATP e NADPH (JESUS;
MARENCO, 2008). Dessa maneira, quanto maior esse teor, provavelmente maior sera a
realizacdo de fotossintese e consequentemente a planta ter& mais energia para seu
desenvolvimento. Porém, a aplicacdo de produtos na superficie foliar pode mudar essa
fisiologia. Segundo Reis et al., (2016) as estrobilurinas interferem nos processos fisioldgicos
da planta, como aumento de clorofila. Isso ocorre devido a producdo de etileno diminuir na
planta. A diminuicdo da producdo de etileno, reduz a senescéncia e dessa forma, a area foliar
verde se mantém por mais tempo na planta, mantendo a radiacdo solar por mais tempo.

ConcentragOes baixas de etileno induzem o aumento de clorofila e aumentam a atividade de
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enzimas antioxidantes (MARCOLINO, 2019). A acéo de estrobilurinas e triazéis no aumento
de clorofila ja foi estudada anteriormente. Junior et al. (2013), observou aumento nos teores de
clorofilas em mudas de café aplicando esses compostos.

Mesmo ndo sendo significativo, todos os tratamentos apresentaram maiores alturas em
relacdo a testemunha. Os dleos essenciais possuem, de modo geral, compostos responsaveis por
diversos mecanismos de acdo, principalmente o de protecdo da prépria planta. Porém, o
conhecimento de como esses compostos agem no crescimento de outras plantas ainda é
desconhecido na literatura. J& os fungicidas do grupo dos triazois, tém acdo conhecida por serem
inibidores da desmetilacdo e possuirem atividade reguladora de crescimento das plantas. Tal
efeito esta relacionado a inibicdo de giberelinas e biossintese de esterdis, reduzindo ou
retardando o crescimento do vegetal (REIS et al., 2016).

Sdo poucos os trabalhos relatando a eficiéncia de 6leos essenciais no aumento do peso
seco. Cogo et al., (2012) utilizando 6leo de nim para avaliar C. coffeicola em mudas de café,
observaram aumento de peso seco da parte aérea quando aumentada as doses do éleo. O mesmo
efeito foi observado no mesmo trabalho para altura da planta e peso seco das raizes, quando
aumentada as doses de 6leo de nim. Os demais 0leos mantiveram o peso seco da parte aérea
menores, inclusive em relagéo a testemunha, sugerindo a necessidade de estudos para avaliar
os efeitos destes 6leos no desenvolvimento fisioldgico de plantas. E possivel haver nesses 6leos
compostos atuantes na defesa da planta contra as doencas, podendo estes, atuarem no
encurtamento de folhas e ramos, como forma de protegerem o vegetal. No entanto, sdo

necessarios estudos capazes de comprovarem melhor sua acao.
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6. CONCLUSOES

Houve efeito inibitdério na germinacdo de urediniosporos de Hemileia vastatrix
independente das doses de 6leo de Azadiractha indica, Melaleuca alternifolia e Eremanthus
erythropappus utilizadas no teste in vitro, podendo seus efeitos, comparados ao efeito obtido
com o fungicida.

Dentre os tratamentos com 0leo, o de A. indica apresentou melhor eficiéncia na reducao
da incidéncia e severidade da ferrugem do cafeeiro, sendo o resultado comparado ao fungicida.
Os demais Oleos, apresentaram melhores resultados quando misturados ao fungicida
Azoxistrobina + Ciproconazol.

Os 6leos estudados apresentam potencial para o controle da ferrugem do cafeeiro. No
entanto, sdo necessarios estudos para melhor compreensédo dos efeitos de seus componentes no
patégeno, bem como estudos voltados para avaliacdo dos componentes dos 6leos de forma

isolada.
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Anexo A. Germinacao de uredinidsporos de Hemileia. vastatrix e porcentagem de inibicédo
submetidos a diferentes doses de 6leos. Lavras, MG, 2020.

Dosel?
Tratamento
0,25% 0,50% 1,0% 2,0%
A. indica 6,00 b 475b 1,75b 2,00b
E. erythropappus 525b 3,00 b 575b 4,00 Db
M. alternifolia 200b 2,75b 450b 400b
Controle 58,00 a
Fungicida® 450"

aMédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P
0,05).’Dados transformados para raiz ( x) + 0,5. Contraste fatorial x tratamento adicional (Fungicida) significativo

a 5%.

Anexo B. Andlise de variancia e coeficientes de variagdo (CV) para area abaixo da curva do
progresso da incidéncia da ferrugem (AACPIF) e area abaixo da curva do progresso da
severidade da ferrugem (AACPSF). Lavras, MG, UFLA, 2020.

Quadrados Médio

FV GL AACPIF AACPSF
Tratamento 7 83696,211384™ 632,465835"
Bloco 3 494,133646" 46,286428"
Residuo 21 6991,994598 59.005250
CV (%) 51,84 60,60

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; * Significativo a 5%; ns -ndo significativo.
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Anexo C. Anélise de variancia e coeficientes de variacdo (CV) para altura, peso da parte aérea
seca (PPAS) e SPAD. Lavras, MG, UFLA, 2020.

Quadrados Médio

FV GL Altura PPAS SPAD
Tratamento 7 948543,053571™  7,534629" 0,000013"
Bloco 3 407349,708333™ 4,253692" 0,000022™
Residuo 21 977396,208333 6,753215 0,000016
CV (%) 3,31 17,61 6,86

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; * Significativo a 5%; ns -ndo significativo.



