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Resumo:

Este trabalho visou estudar os mecanismos envolvidos na defesa de mudas de café tratadas com extratos de plantas
contra Cercospora coffeicola. Para determinacdo dos mecanismos envolvidos, selecionaram-se 0s extratos que
proporcionaram maior protecdo de cafeeiro contra C. coffeicola em experimento previamente realizado, ou seja, extratos
aquosos de folhas de café com ferrugem, de ramos de lobeira com vassoura de bruxa e de cascas de café. Observou-se que
0s extratos proporcionaram aumentos na atividade de peroxidases aos vinte dias apds a pulverizacdo, a excecdo do extrato
de vassoura de lobeira, 0 qual apresentou maior atividade aos 15 dias, semelhante ao indutor de resisténcia padrdo
acibenzolar S- metil (ASM). Quanto ao teor de lignina, observou-se maior acimulo para o extrato de folhas de café
infectadas com ferrugem.
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DETERMINATION OF PEROXIDASE ACTIVITY AND LIGNIN CONTENT IN COFFEE
SEEDLINGS TREATED WITH PLANT EXTRACTS AGAINST Cercospora coffeicola.

Abstract:

This work was aimed at studying mechanisms involved in the defense of coffee seedlings treated with plant
extracts against C. coffeicola. For determination of the involved mechanisms, the extracts that induced higher protection of
coffee seedlings against C. coffeicola were selected, i.e., the extracts from husks of coffee berries, coffee leaves with rust
and branches of ‘lobeira’ (Solanum lycocarpum). It was observed that these extracts provided increases in peroxidase
activity twenty days after spraying, except the extract from branches of ‘lobeira’, which presented higher activity at 15
days, likely the resistance inducer acibenzolar S-methyl (ASM). Regarding the lignin content, higher accumulation was
observed for the extract from coffee leaves with rust.
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Introducdo

O uso indiscriminado de fungicidas tem causado danos ao meio ambiente, aos seres vivos e tem favorecido a
selecdo de racas resistentes de patdgenos a estas substancias quimicas. Um dos enfoques da agricultura atual é o controle
alternativo de doencas, o qual inclui diversas formas de controle, entre elas a inducéo de resisténcia em plantas (Bettiol,
1991).

A resisténcia induzida se caracteriza pela ativacdo dos mecanismos latentes de defesa da planta (Hammerschmidt
& Dann, 1997) e pode ser obtida pelo tratamento com agentes bidticos, como microrganismos vidveis ou inativados
(Stangarlin & Pascholati, 1994) ou abi6ticos, como, por exemplo, acido salicilico (Hammerschmidt & Dann, 1997) e seu
analogo acibenzolar S metil (ASM) (Friedrich et al., 1996). A resposta das plantas pode ser, por exemplo, o acimulo de
fitoalexinas, lignina, peroxidases e de proteinas relacionadas a patogénese (Pascholati, 1998). Segundo Smith (1996),
eliciadores sdo moléculas de origem bi6ticas ou abidticas capazes de estimular qualquer resposta de defesa nas plantas. Os
eliciadores bidticos compreendem moléculas como oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos, acidos graxos e podem
estar presentes nas mais diversas formas de vida, como fungos, bactérias e extratos de plantas infectadas por patégenos ou
néo.

A eficiéncia de extratos vegetais no controle de fitopatdgenos in vitro e in vivo tem sido observada em diversos
trabalhos (Yin & Tsao, 1999; Amadioha, 2000; Gonzaga et al., 2003; Karaman et al., 2003; Okemo et al., 2003). O extrato
bruto aquoso (VLA) de vassoura de lobeira (Solanum lycocarpum), causada por Crinipellis perniciosa, aplicado em plantas
de tomate e cacau promoveram a protecdo dessas plantas contra os patégenos Xantomonas vesicatoria e Verticillium
dahliae, respectivamente. Este extrato também induziu o acimulo de vérias substancias, relacionadas a defesa da planta
como as peroxidases (Cavalcanti et al., 2004; Ribeiro Janior et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo determinar a atividade de peroxidases e o teor de lignina em mudas de cafeeiro,
quando pulverizado com extratos produzidos a partir de matérias primas abundantes em Minas Gerais, tais como casca de
frutos café, folhas de café infectadas e caidas ao solo (residuos da cafeicultura), e ramos de lobeira infectados com C.
perniciosa.



Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Fitopatologia da UFLA, Lavras, MG. Utilizaram-se
mudas da cultivar Acaia Cerrado.

Obtencao dos extratos vegetais

Folhas de café cv. Mundo Novo, naturalmente infectadas por H. vastatrix e caidas no solo, cascas de frutos de café
coletadas apds o beneficiamento dos gréaos, folhas verdes de eucalipto (Corymbia citriodora) e ramos de lobeira (Solanum
lycocarpum) com sintomas de vassoura-de-bruxa foram processados no Laboratério de Fisiologia do Parasitismo do
Departamento de Fitopatologia da UFLA. Para a obten¢do dos extratos, 100 g do tecido vegetal moido foram ressuspensos
em 1000 mL de agua destilada e conduzidos a extracdo a quente (100 °C), em refluxo, seguida de filtragem a vacuo. Para o
extrato de folhas de café naturalmente infectadas por H. vastatrix, empregou-se também refluxo a 50 °C.

Experimento

O experimento, montado em DBC com trés blocos e unidade experimental de oito plantas, foi realizado visando
fornecer material foliar utilizado para se avaliar fatores bioquimicos envolvidos na defesa do cafeeiro. Avaliou-se a
atividade de peroxidases e o teor de lignina para os melhores extratos obtidos no experimento em casa de vegetacao.

Determinacéo da atividade de peroxidases

Para determinacdo da atividade de peroxidases, 0,2 g de tecido foliar foi macerado em nitrogénio liquido e
extraido em tampéao acetato. A determinacdo da atividade de peroxidases foi utilizada a metodologia descrita por Urbanek,
Kuzniak-Gebarowska e Herka (1991). Como doador de elétrons foi utilizado o guaiacol e como receptor, o peréxido de
hidrogénio. A reacdo, catalisada pela peroxidase, produziu o composto colorido 3,3’-dimetoxi-4,4’-bifenolquinona. Uma
aliquota de 0,025mL do extrato bruto foi adicionada a 0,5mL de guaiacol 0,02M e a 0,5mL de perdxido de hidrogénio
0,06M, em tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 6,8, contendo 0,1 mM de EDTA, até o volume final de 2mL. A mistura
foi incubada a 30 °C, por 10 minutos, e em seguida teve sua absorb&ncia medida a 480nm. A variacéo de 1,0 unidade de
absorbancia por minuto foi assumida como sendo 1,0 unidade de atividade peroxidasica (LUA).

Determinacéo de lignina

O conteudo de lignina foi determinado pelo ensaio com acido tioglicdlico (TGA) (Monties, 1989), em que 0,2 g de
tecido foliar foram incubados quatro vezes sucessivamente com metanol por 48 horas; em seguida os tecidos foram secos
por 48 horas a 60°C e homogeneizados em almofariz. Uma mistura de acido tioglicélico e acido cloridrico 2N (1: 10) foi
adicionada a amostra de tecidos homogeneizados (5mL da mistura para 15 mg de tecidos) por 4 horas, a 100°C. Uma
lavagem com agua foi realizada em seguida e o0 &cido lignotioglicolitico foi extraido a partir do precipitado com 5 mL de
hidréxido de sddio (NaOH 0,5N) por 18 horas. As amostras foram entdo centrifugadas a 8.000 g por 15 minutos,
acidificadas com HCI concentrado e incubadas a 4°C por 4 horas. Em seguida uma nova centrifugacdo foi realizada e o
precipitado, ressuspenso em NaOH 0,5N, e a absorbancia dos derivados de TGA foi determinada a 280,,.

Resultados e Discusséo
Determinacéo da atividade de peroxidases

A atividade de peroxidases da testemunha absoluta foi menor que a atividade em todos os outros tratamentos
(Figuras 1 — A, B, C e D). A atividade de peroxidases em plantas tratadas com ASM foi maior na terceira coleta, aos 15
dias (Figura 1 A). Em plantas de tomate tratadas com ASM, sem inoculagdo ou inoculadas, o pico de producdo dessa
enzima ocorreu aos nove dias (Ribeiro Janior et al., 2004). No patossistema tomate X Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis o pico de producdo de peroxidases foi aos 14 dias (Soylu et al., 2003).

Plantas tratadas com EFID sem inoculagdo tiveram pico de produgdo de peroxidases no 15° dia apds a aplicacao
do extrato. Quando o mesmo extrato foi aplicado em mudas de cafeeiro e posteriormente estas foram inoculadas, a maior
producdo dessa enzima ocorreu na Gltima coleta, aos 20 dias (Figura 1 B). O resultado foi semelhante a aquele encontrado
para plantas tratadas com ASM e inoculadas com C. coffeicola. A atividade de peroxidases em plantas de café tratadas com
extrato de casca de café foi maior em plantas onde néo se realizou a inoculagdo do patdgeno, do que em plantas tratadas
com este extrato e inoculadas com o patdégeno. A maior atividade dessa enzima também ocorreu aos 20 dias, na Gltima
coleta do experimento, semelhante ao que ocorreu com plantas tratadas com ASM (Figura 1 D). Mazzafera et al. (1989)
também encontraram que em cultivares de Catuai e Mundo Novo infectados com Meloidogyne incognita a atividade de
peroxidase foi maior que em tecidos ndo infectados. Pereira (2006) observou pico de atividade dessa enzima em plantas
tratadas com extrato de casca de café (150 g.L *) aos 11 dias, com ou sem a inoculacio de C. coffeicola.

Plantas de café tratadas com VLA tiveram pico de produgdo de peroxidases aos 15 dias. No caso deste extrato,
tanto as plantas sem inoculagdo como as inoculadas tiveram uma maior atividade dessa enzima na mesma época (Figura 1



C). Isso também foi observado no patossistema tomate X X. vesicatoria, sendo que o pico de producdo dessa enzima
ocorreu aos nove dias (Ribeiro Junior et al., 2004).
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Figura 1 Area abaixo da curva de progresso de doenca (AACPD)(A) e nimero de lesdes (AACPNL)(B). *Tratamentos
com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5%. ASM - acibenzolar S-metil; EFID 50 — extrato de
folha de café infectadas com ferrugem com tratamento térmico & 50°C; EFID 100 - extrato de folha de café infectadas
com ferrugem com tratamento térmico & 100°C; VLA - extrato bruto aquoso de lobeira (Solanum lycocarpum) infectado
com C. perniciosa. Barras representam a média + desvio padréo.

Determinacdo de lignina

Os teores de lignina da testemunha absoluta, da testemunha inoculada e do tratamento com casca de café foram
menores que nos demais tratamentos e ndo apresentaram diferencas significativas entre si (Figura 2). O tratamento com
extrato de folhas de café (EFID) sem inoculagdo induziu maior acimulo de lignina, diferindo-se estatisticamente de todos
0s outros tratamentos.

O tratamento de plantas de café com ASM, VLA seguido por inoculagdo e casca de café também seguido por
inoculagdo induziram menor acimulo de lignina que o tratamento com EFID e maior acimulo que os tratamentos ASM +
inoculacdo, EFID + inoculacdo e VLA.

Alves et al. (2006) ndo observou diferencas entre os teores de lignina em cafeeiros inoculados e ndo inoculados,
tratados com ASM ou extrato de casca de café.

Plantas de tomate tratadas com VLA apresentaram tecido mais lignificado, com ou sem inoculagdo com X.
vesicatoria (Ribeiro Junior et al. 2004). No patossistema cacau X Verticillium dahliae, também se observou aumento no
actmulo de lignina (Cavalcanti et al., 2004).
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Figura 2 Determinacéo de lignina 20 dias apés a pulverizagdo dos tratamentos. Test — testemunha; Test+ - testemunha
inoculada; ASM - acibenzolar S metil; ASM - acibenzolar S metil + inoculacdo; EFID - extrato de folhas de café
infectadas com ferrugem; EFID+ - extrato de folhas de café infectadas com ferrugem + inoculagdo; Casca de café -
extrato de casca de frutos de café; Casca de café+ - extrato de casca de frutos de café + inoculagdo; VLA - extrato bruto
aquoso (VLA) de vassoura de lobeira (Solanum lycocarpum); VLA+ - extrato bruto aquoso (VLA) de vassoura de
lobeira + inoculacdo. Tratamentos com as mesmas letras ndo diferem pelo teste de Scott & Knott a 5%. Barras
representam a média + desvio padrdo.

Conclusoes

Os extratos vegetais exercem efeito sobre a atividade de peroxidases e o teor de lignina, proporcionando aumento
de ambos.
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