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Resumo:

A cercosporiose é uma das doengas de maior importancia no cafeeiro, afetando desde mudas a plantas adultas no
campo. O objetivo deste trabalho foi: avaliar o efeito do extrato de casca de café (ECC 200, 150, 100, 50 e 10g.L™) e 6leo
de tomilho (OET 2000, 1000, 500, 250 e 125ppm) na germinag&o e crescimento micelial de Cercospora coffeicola. O ECC
ndo apresentou efeito fungitdxico ao fungo, diferentemente do OET, que reduziu em 27%, 30% e 45% a germinacgao dos
conidios, nas concentracdes de 500, 1000 e 2000ppm, respectivamente. Todas as dilui¢cdes do ECC e OET exerceram efeito
inibitdrio ao crescimento micelial de C. coffeicola, em relagéo a testemunha.
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EFFECT OF COFFEE PEEL EXTRACT AND THYME OIL IN THE GERMINATION AND MICELIAL
GROWTH OF Cercospora coffeicola

Abstract:

Brown-eye spot is one of the most important coffee diseases, affecting both plantlets and adult trees in the field.
The objective of this work was to assess the effect of the coffee peel extract (CPE 200, 150, 100, 50 and 10 g.L™) and
thyme oil (TEO 2000, 1000, 500, 250 and 125 ppm) in the germination and mycelial growth of Cercospora coffeicola. The
CPE didn’t present any fungitoxic effect, contrasting with TEO that reduced in 27, 30 and 45% the germination of the
conidia in the concentrations of 500, 1000 and 2000 ppm, respectively. All dilutions of CPE and TEO had inhibitory effect
in the mycelial growth of C. coffeicola in comparison with the control treatment.
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Introducao

A cercosporiose, uma das mais importantes doencas do cafeeiro. Causada por Cercospora coffeicola Berk &
Cooke, esta doenca pode causar sérios prejuizos econdmicos, tanto na formagdo de mudas em viveiro, como em lavouras
no campo. A doencga causa intensa desfolha da planta, reduzindo a producédo, além de prejuizos pela depreciacdo da
qualidade da bebida do café (Chalfoun, 1997). Ataques intensos de doengas no campo ocorrem, principalmente, em regides
mais altas e de baixa fertilidade natural, chegando a causar perdas de 30% na producéo (Carvalho & Chalfoun, 2001).

Vérios trabalhos demonstram a eficiéncia de extratos vegetais no controle de fitopatégenos, como cercosporiose e
a ferrugem do cafeeiro (Santos, 2006). Oleos essenciais obtidos a partir de plantas medicinais da flora nativa tém
demonstrado eficiéncia no controle de doencas, tanto por sua acdo fungitdxica, inibindo o crescimento micelial e
germinacdo de esporos (Almada et al., 1998; Zambonelli et al., 1996), quanto pela presenca de compostos eliciadores. O
objetivo deste trabalho foi: avaliar o efeito de diferentes doses do extrato de casca de frutos de café (ECC) e 6leo essencial
de tomilho (Thymus vulgaris L.) (OET) na germinacdo e no crescimento micelial de C. coffeicola.

Material e Métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia do Parasitismo e no Laboratério de Microscopia
Eletrénica e Andlise Ultra-Estrutural, no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na
cidade de Lavras, MG.

O ECC foi obtido por meio de cascas de frutos de café (pericarpo) provenientes de lavoura em cultivo organico.
Estas foram secas em estufa a 60°C por 48 horas e moidas até a obtencdo de uma fracgao fina, em seguida, 100gramas dessa
fracdo foram re-suspensos em 500mL de agua destilada e a suspensédo foi conduzida a extracdo a quente (fervura), por 2
horas, sob refluxo. Ap6s o tempo de extracdo, a suspensao foi filtrada a vacuo e teve seu volume completado para 500mL
com agua destilada. Seguiu-se 0 armazenamento em freezer a -20°C até a utilizagdo experimental. Este extrato foi entéo,



denominado ECC 200g.L™, do qual partiram as demais diluicdes testadas.

O in6culo de Cercospora coffeicola foi obtido de plantas naturalmente infectadas, provenientes de lavouras
localizadas no Setor de Cafeicultura, no Campus da UFLA. Folhas com sintomas foram coletadas, lavadas superficialmente
em agua corrente e submetidas a cAmara Gmida por trés dias, para a esporulacdo do fungo. Os conidios formados foram,
entdo, destacados da superficie foliar com pincel de cerdas macias e agua destilada.

Posteriormente, a suspensdo de conidios foi filtrada em camada dupla de gaze e teve sua concentragdo ajustada
para 1,5 x 10° conidios.mL™, em cAmara de contagem.

Ensaio I: Efeito do ECC e OET sobre a germinacao de conidio de C. coffeicola

O ensaio foi realizado com o objetivo de verificar o efeito fungitdxico do extrato de casca de café e 6leo essencial
de tomilho sobre a germinacéo de conidios de C. coffeicola. Os tratamentos consistiram de extrato de casca de café a 200;
150; 100; 50 e 10g.L™ e 6leo essencial de tomilho nas concentracdes de 2000, 1000, 500, 250 e 125ppm. Foram também
adicionadas uma testemunha padréo de inducéo de resisténcia (acibenzolar-S-metil 0,2mg.mL™) e uma testemunha com
agua destilada.

Foram utilizadas placas de Petri estéreis, de 6cm de didmetro, as quais foi adicionado, previamente, meio AA
(Agar-agua) 2%. Em seguida, adicionaram-se 10mL das solugBes constituintes dos tratamentos nas placas e 1mL da
suspensdo de conidios a 1,5 x 10° conidios.mL™. A suspensdo de conidios foi, ent&o, espalhada com alca de Drigalski e as
placas acondicionadas em BOD a 25°C, onde permaneceram por 24 horas, com fotoperiodo de 12 horas.

Para cada tratamento, utilizaram-se duas placas, as quais foram divididas em quatro quadrantes, sendo avaliados
30 conidios por quadrante, num total de oito repeticGes.

Apos a incubagdo, a germinacdo foi paralisada com solucdo de lactoglicerol e, em microscopio de luz, foi avaliada
a porcentagem de germinagao dos conidios.

Ensaio 11: Efeito do ECC e OET sobre o crescimento micelial de C. coffeicola

O ensaio foi realizado com o objetivo de verificar o efeito fungitdxico do extrato de casca de café e 6leo essencial
de tomilho sobre o crescimento micelial de C. coffeicola. Testou-se o extrato de casca de café nas dilui¢des de 200; 150;
100; 50 e 10g.L™ e o 6leo essencial de tomilho nas diluigdes de 2000, 1000, 500, 250 e 125ppm. Foram também
adicionadas uma testemunha padrdo de indugéo de resisténcia (acibenzolar-S-metil 0,2mg.mL™), uma testemunha somente
com agua destilada e uma testemunha com 2% de propilenoglicol.

Para a realizacdo do experimento, foram utilizadas placas de Petri estéreis de 9cm de diametro e meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar) 2%. O meio de cultura foi preparado em etapas. Primeiramente, a batata foi descascada,
picada, fervida em agua destilada e, em seguida, o caldo coado. O caldo da batata foi separado em quantidades iguais,
colocando-se 125mL em cada erlenmayer de 250mL, ao qual também foram adicionados agar e dextrose. Em seguida,
foram autoclavados.

O extrato de casca de café e 6leo de tomilho foram diluidos em &gua estéril. Os meios de cultura autoclavados
foram fundidos e, apds queda da temperatura (40°C), acrescidos de 125mL das solucfes, completando, assim, o volume
para 250mL, de modo que as dilui¢Ges finais atingissem as pré-estabelecidas pelo ensaio. Nos tratamentos que consistiam
de 6leo essencial de tomilho, adicionaram-se ao meio, no momento da mistura, 2% de propilenoglicol (surfactante). Na
testemunha, utilizou-se apenas agua estéril. Apos a adicdo dos tratamentos, cada meio foi homogeneizado e vertido em oito
placas. Cada placa foi inoculada no centro, com um disco de 6mm de didmetro contendo micélio de C. coffeicola,
posicionado de modo que o fungo entrasse diretamente em contato com o meio. Em seguida, as placas foram
acondicionadas em BOD a 25°C, onde permaneceram até o final das avalia¢ces, com fotoperiodo de 12 horas.

O ensaio estabelecido foi o de delineamento inteiramente casualizado, com oito repeti¢Oes, sendo cada repeti¢do
constituida de uma placa.

Foram realizadas avaliagBes de quatro em quatro dias apds a inoculacéo e, em seguida, calculado o indice de
crescimento micelial (ICM), determinado pela adaptacéo da formula proposta por Maguire (1962).

ICM =Q1+Q2 + ... +Qﬂ'
Ni N Ny

Em que:

ICM = indice de crescimento micelial;
C 4, C,, C,=diametro do micélio na primeira, segunda e Ultima avaliacéo; e
N 1, N 2, N ,=nUmero de dias apds a inoculagéo.

As analises estatisticas foram realizadas em software estatistico SISVAR v. 4.3 Build 45, do Departamento de
Ciéncias Exatas da UFLA, 1999-2004. Para os testes de médias, foram utilizados os testes de Scott Knott e Tukey. Para a
confecc¢do dos gréaficos de regressdo, utilizou-se o programa Excel, do Microsoft Office XP, 2003.



Resultados e discussédo

Ensaio I: Efeito do ECC e OET sobre a germinacéo de conidio de C. coffeicola

O ECC 100g.L™?, 150g.L™ e 200g.L™ apresentaram um aumento na germinacio de conidios de C. coffeicola, de
8,0%, 5,4% e 6,9%, respectivamente, em relacdo a testemunha (dose 0). Neste caso, as respostas foram as mesmas para as
trés concentracfes. De acordo com a Figura 1A, o ECC contribuiu para a germinacgdo provavelmente por este apresentar em

sua fracdo sollvel, quantidades significativas de carboidratos e proteinas extraidas da casca dos frutos de café, estimulando
assim, a germinacéo.

A y =2,926712 + 0,000372x - 0,000001X B 20 y = 2,9223 - 0,0003 + 0,00000008¥°
2,98 R =076 L R* =095
29 9
(@]
@) 18
1% g 28 7 .
c = 4
E E 27
5 3
O 26 -
2,90 T T T T T 1 2,5 T T T T 1
010 50 100 150 200 0 250 500 1000 1500 2000
ECC (g.L ™) OET (ppm)

Figura 1 — Germinagdo de C. coffeicola em funcéo de diferentes concentragdes de ECC (0, 10, 50, 100, 150 e 200g.L™) (A)
e OET (0, 125, 250, 500, 1000 e 2000ppm) (B). Dados (%) transformados para arcosen da Vx.

De acordo com a Figura 1B, os tratamentos constituidos de OET 500ppm, 1000ppm e 2000ppm apresentaram uma
reducdo de 28%, 30,0% e 45% na germinacdo, respectivamente, em relacdo a testemunha. No entanto, o0 OET 2000ppm
afetou ainda mais a germinacdo dos conidios, em relacdo as concentracdes de 500ppm e 1000ppm, que apresentaram
mesmas respostas. O OET apresentou efeito inibitério a germinacdo, a medida em que se aumentou a concentracéo do 6leo,
caracterizando um efeito téxico ao fungo. A DLs, do OET, para a germinacao de conidios de C. coffeicola foi estimada pela
equacdo de regressdo da Figura 1B em 4440ppm.

Ensaio I1: Efeito do ECC e OET sobre o crescimento micelial de C. coffeicola

Todas as doses do ECC apresentaram reducdo no indice de crescimento micelial (ICM), em relagdo a testemunha,
pelo teste de Scott Knott, ao nivel de 5% de probabilidade (Figura 2A). Neste caso, o ECC 150g.L™ e 200g.L™
apresentaram as maiores inibicdes de 27% e 30%, admitindo mesma resposta, seguidos do ECC 50g.L™?, 100g.L™ com 19%
e 22%, e do ECC 10g.L™ com inibigao de 9%.
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Figura 2 — Indice de crescimento micelial (ICM) de C. coffeicola em funcéo de diferentes concentragdes de ECC (0, 10,
50, 100, 150 e 200g.L™) (A) e OET (0, 125, 250, 500, 1000 e 2000ppm) (B).
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Figura 3. Efeito do 6leo essencial de tomilho (OET), extrato de casca de frutos de café (ECC) e ASM 0,2mg.mL™,
testemunha (Test.) e testemunha mais 2% de propilenoglicol (surfactante) (Test. + Prop.) sobre o crescimento
micelial de C. coffeicola.

Todas as doses do OET apresentaram redugdo do ICM de em relagdo a testemunha (Figura 2B). Neste caso, 0 OET
nas concentragdes de 125ppm, 250 ppm, 500ppm, 1000ppm e 2000ppm, apresentaram inibicdo no crescimento micelial de
14%, 24%, 46%, 66% e 84%, respectivamente, em relacdo a testemunha, apresentando todos respostas diferentes entre si.
O crescimento micelial foi diretamente afetado pelo ECC e OET, caracterizando um efeito toxico. A DLs, do ECC, e OET
para o crescimento micelial de C. coffeicola foi estimada pela equacéo de regressdo da Figura 2A e 2B em 410g.L™ e
621ppm, respectivamente.

Apesar do ECC estimular a germinacdo de conidios, reduziu o crescimento micelial de C. coffeicola. Além disso,
ja foi relatado como indutor de resisténcia (Pereira, 2006) assim mostra ser uma importante ferramenta para o controle de
doengas de plantas.

Conclusdes
O ECC aumentou a germinacdo de conidios, no entanto, reduziu significativamente o crescimento flngico.

Verificou-se efeito fungitoxico do OET sob a germinagao e o crescimento micelial de conidios de C. coffeicola.
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