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RESUMO

PIERRE, Rosana Oliveira. Oleo essencial e extrato de cravo-da-india no
controle de Colletotrichum gloeosporioides, agente da mancha manteigosa,
em sementes e mudas de café. 2009. 61 p. Dissertacdo de Mestrado (Mestrado
em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do 6leo essencial de
cravo-da-india (Sizygium aromaticum) a 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0% e extrato
de cravo-da-india a 0,1%, 1,0%, 10% e 20%): (i) na inibi¢do do crescimento
micelial de C. gloeosporioides; (ii) na incidéncia de Colletotrichum
gloeosporioides e de outros fungos associados as sementes; (iii) em parametros
fisiol6gicos de sementes e plantulas de café; (iv) no controle da mancha
manteigosa em mudas de cafeeiro; (v) e na produgdao de matéria seca (MS) da
parte aérea e da raiz das mudas. O 6leo essencial e o extrato de cravo-da-india
apresentaram-se como produtos potenciais, inibindo o crescimento micelial de
C. gloeosporioides, in vitro. Nas sementes, foi constatada uma microflora
formada por C. gloeosporioides e fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Cladosporium, sendo que o 6leo e extrato reduziram a ocorréncia de alguns
desses fungos. O dleo de cravo a 0,5% e 1,0% e o extrato de cravo a 20%
promoveram um aumento da porcentagem de sementes normais de café. O dleo
de cravo a 0,25%, 0,5% e 1,0% e o extrato de cravo a 20% promoveram
aumento do IVE das sementes. Todos os tratamentos com 6leos e extratos com
exce¢do do 6leo a 0,75% e extrato a 1,0% promoveram uma maior producio de
MS da parte aérea das plantulas de café. O extrato a 0,1%, 10% e 20% e o 6leo
essencial de cravo a 0,5%, 0,75% e 1,0% apresentaram-se como produtos
potenciais na reducdo da AACPS da doenga. O 6leo de cravo a 0,75%, o extrato
de cravo nas concentracdes 0,1%, 1,0% e 10%, e o fungicida apresentaram
maior MS de parte aérea para as mudas doentes. O extrato de cravo a 10%
apresentou maior MS de parte aérea para as mudas doentes do que para as
mudas sadias. O fungicida e a testemunha inoculada apresentaram maior MS de
raiz para as mudas sadias. A testemunha inoculada apresentou maior MS de raiz
para as mudas sadias do que para as mudas doentes.

*Comité de Orientacao: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador); Eduardo Alves — UFLA
(Co-orientador).



ABSTRACT

PIERRE, Rosana Oliveira. Clove essential oil and extracts in the control of
Colletotrichum gloeosporioides, battery spot agent, in seeds and seedlings of
coffee. 2009. 61 p. Dissertation (Master in Phytopathology) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG*.

This study aimed to evaluate the effect of essential oil of clove (Sizygium
aromaticum) at 0.25%, 0.5%, 0.75%, 1.0%, and extract at 0.1%, 1.0%, 10% and
20% in: (i) the inhibition of mycelial growth of C. gloeosporioides, in vitro, (ii)
the incidence of C. gloeosporioides and other fungi associated with seeds, (iii)
the physiologic parameter from seeds and seedlings of coffee; (iv) in the control
of the battery spot; (v) and in the production of dry mass (DM) from roots and
foliage of seedlings. The essential oil and extract of clove showed it were
potential products to inhibiting the mycelial growth of C. gloeosporioides, in
vitro. It was found a microflora formed by C. gloeosporioides and fungi of the
genus Aspergillus, Fusarium and Cladosporium. The clove essential oil and
extract reduced the occurrence of some these fungi. The essential oil at 0,5% e
1,0% and extract at 20% stimulated the germination of coffee seeds. The clove
oil at concentrations 0.25%, 0.5% and 1,0% and the extract at 20% showed
higher IVG. All treatments with the oil and extract, with the exception of oil at
0.75% and fungicide, promoted greater production of DM of the foliage of the
seedlings in relation to control. For disease seedlings, clove extract at 0.1%, 10%
and 20%, and clove oil at 0.5%, 0.75% and 1.0% had the lowest area under the
disease progress curve (AUDPC). The clove oil at 0.75%, the extract of clove in
the concentrations 0.1%, 1.0% and 10%, and the Chlorothalonil fungicide had
higher foliage DM in the disease seedlings. The extract of clove at 10% showed
greater foliage DM for the diseased seedlings than healthy seedlings. The
fungicide and inoculated control had higher root DM than healthy seedlings. The
inoculated control had higher root DM for healthy seedlings than for diseased
seedlings.

*Comité de Orientacdo: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador); Eduardo Alves — UFLA
(Co-orientador).
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CAPITULO 1

OLEO ESSENCIAL E EXTRATO DE CRAVO-DA-INDIA NO
CONTROLE DE Colletotrichum gloeosporioides, AGENTE DA MANCHA
MANTEIGOSA, EM SEMENTES E MUDAS DE CAFE



1 INTRODUCAO GERAL

As plantas do género Coffea pertencem a familia Rubiaceae e tém como
provével centro de origem, ou de diversificagdo, a Etidpia. Esse género abrange
vérias espécies botanicas, porém, apenas Coffea arabica (L) e Coffea canephora
(Pierre ex Froenher) sao cultivadas no mundo em regides tropicais e
subtropicais, sendo da primeira a maior parte do café produzido mundialmente
(Conagin & Mendes, 1961).

O Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador mundial de café
com uma safra estimada, para 2008/2009, entre 36,9 e 38,8 milhdes de sacas de
60 kg de café (ardbica e conilon) beneficiado e com 4rea total cultivada com café
(ardbica e conilon), estimada em 2.350.779 hectares, dos quais 228,2 mil
hectares (9,7%) estdo em formacgdo e 2.122,6 mil hectares (90,3%) em producdo
(Companhia Nacional de Abastecimentos, 2009).

A cafeicultura ¢ uma das mais importantes atividades agricolas do Brasil,
especialmente pela geracdo de emprego e renda em municipios interioranos dos
estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sao Paulo, Parand, Bahia, Rondo6nia e
Rio de Janeiro, que correspondem a 98,2% da producdo nacional. O estado de
Minas Gerais vem se destacando como o maior produtor nacional, sendo
responsavel por 50,1% do total da produ¢do nacional (Conab, 2009).

Nos paises produtores, a cultura do café é afetada por diversos
problemas fitossanitirios que causam perdas de producdo quando ndo sdo
adotadas medidas eficazes de controle. No continente africano, Colletotrichum
kahawae ocasiona a “coffee berry disease” (CBD), que ataca frutos verdes em
desenvolvimento e € o principal fator limitante da produc¢do, com reducdo na

produtividade entre 50% a 80%, estando restrita a Africa (Orozco, 2003).



No Brasil, problemas fitossanitdrios tais como as antracnoses € a mancha
manteigosa (Complexo Colletotrichum), a ferrugem (Hemileia vastatrix), a
cercosporiose (Cercospora coffeicola), a mancha de phoma (Phoma spp.), as
bacterioses (Xylella fastidiosa) e as viroses acometem a cultura do café, podendo
ocasionar reducdo na produgdo e qualidade (Dorizzotto & Abreu, 1993 b;
Chalfoun, 1997; Paradela Filho et al., 2001).

No complexo Colletotrichum-cafeeiro, ha diversos patossistemas, tais
como mancha manteigosa, antracnose de folhas e frutos, seca ou morte de
ponteiros (dieback), queima castanha (brown blight) e antracnose-dos-frutos-
verdes ou CBD (coffee berry disease) (Hocking, 1966; Pereira & Chaves, 1978;
Waller et al., 1993; Voltan, 2002; Orozco, 2003)

No Brasil, a mancha manteigosa ¢ uma doenca altamente deletéria aos
cafeeiros infectados, levando a uma diminui¢do progressiva na produtividade,
culminando, inclusive com a morte dos cafeeiros (Ferreira et al., 2005).

A grande preocupacgdo € que se acredita que a transmissibilidade deste
patégeno seja pela semente, j4 que a maioria de nossas lavouras é formada a
partir de mudas provenientes de sementes e outras formas de transmissao ainda
ndo foram confirmadas. Dessa forma, é de fundamental importincia a obtengdo
de sementes de alta qualidade fisioldgica e sanitdria. O uso de sementes sadias,
obtidas de lavouras com controle fitossanitdrio, tem proporcionado bons
resultados na produtividade, além de lavouras mais vigorosas (Orozco et al.,
2002).

A flora microbiana do café é bastante vasta e sua atuagdo estd
diretamente relacionada a alguns sabores e aromas que alteram as caracteristicas
peculiares do produto. Bitancourt (1957), trabalhando com café em diferentes
fases do preparo, no cafezal e no terreiro de secagem, realizou diversos
isolamentos e observou que os fungos mais abundantes eram Colletotrichum

gloeosporioides Penz, Colletotrichum coffeanum (Zinn) Noack, Fusarium sp. e



bolores verdes (Penicillium spp.). Também foram identificados Aspergillus
niger v. Tiegh, no café seco no terreiro e Cladosporium sp., que se desenvolve
ainda no pé e ndo no terreiro durante a secagem, como normalmente ocorre com
outros fungos. Ainda no mesmo trabalho, verificou-se que 55% dos frutos de
café seco do terreiro apresentaram leveduras.

Considerando que o C. gloeosporioides é um patégeno altamente
destrutivo aos cafeeiros, o controle quimico é uma das praticas mais utilizadas.
Porém o uso indiscriminado de agrotéxicos pode causar danos ao ambiente,
levando a um desequilibrio ambiental (Schwan-Estrada et al., 2003).

E importante ressaltar a inexisténcia de produtos registrados para o
controle de Colletotrichum gloeosporioides, na cultura do cafeeiro (Agrofit,
2009). Portanto, a procura por produtos alternativos, que sirvam como
defensivos e que possam causar menor dano ao ambiente, sejam estes quimicos,
bioldgicos organicos ou naturais, vem crescendo, devido as suas caracteristicas
de baixa ou de nenhuma agressividade ao homem e a natureza, eficiéncia no
combate aos insetos e microrganismos nocivos, nao favorecendo a ocorréncia de
formas de resisténcia de pragas e patégenos, custo reduzido para aquisi¢cdo e
emprego, simplicidade quanto ao manejo, aplicagcdo e alta disponibilidade para
aquisi¢do. Algumas dessas alternativas sio a utilizagdo de dleos essenciais de
plantas medicinais e extratos brutos vegetais, que tém mostrado resultados
promissores no controle de doengas de plantas. Assim, poderiam ser
enquadrados nesta categoria, também, diversos biofertilizantes, caldas e agentes
de biocontrole (Schwan-Estrada et al., 2003).

Ao lado da inducio de resisténcia, a exploragdo da atividade bioldgica de
compostos secunddrios presentes no extrato bruto ou 6leo essencial em plantas
medicinais pode constituir-se em mais uma forma potencial de controle

alternativo de doengas de plantas cultivadas (Schwan-Estrada et al., 2003).



Diversos trabalhos utilizando 6leos essenciais e extratos vegetais de
plantas medicinais t€m sido realizados visando comprovar a acdo direta destes
na inibicdo do crescimento micelial e da germinac¢do de conidios, no controle de
doengas em partes aéreas por meio de pulverizacdes, bem como no tratamento
de sementes.

Como exemplos desses produtos alternativos no controle de
fitopatogenos, tem-se o controle da mancha-marrom [Bipolaris sorokiniana
(Sacc.) Shoemaker] em trigo utilizando extrato aquoso de Artemisia camphorata
Vill. (canfora); do oidio (Oidium lycopersici Cooke & Massee) do tomateiro,
pelo 6leo emulsiondvel de Azadirachta indica A. Juss; do tomilho a 0,3% na
redugdo da severidade da ferrugem asidtica (Phakopsora pachyrhizi Sydow & P.
Sydow) em plantas de soja; do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) contra
mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary) da alface; do fosfito de
potdssio a 40,6 ppm, na protecdo contra o mildio da alface e do fosfito de
potdssio (250mL/100L) + CaCl, (2%) no controle das podriddes pds-colheita em
macas (Pajot et al., 2001; Carneiro, 2003; Franzener et al., 2003; Brackmann et
al., 2004; Rodrigues, 2004; Medice, et al., 2007.

Atualmente a utilizacdo de produtos alternativos no manejo de doengas
do cafeeiro tem sido realizada com o emprego do extrato de casca de café
(ECCO), extrato de casca de café naturalmente infectadas com Hemileia vastarix
(EFID e NEFID), extrato de casca de frutos de café (CFC e NCFC), 6leo de
cravo-da-india, 6leo de tomilho, 6leo de citronela e capim-limao no controle da
ferrugem (Hemileia vastatrix) e cercosporiose (Cercospora coffeicola) (Pereira,
2006; Amaral, 2008; Toyota, 2008).

Portanto, espera-se que a descoberta de substincias naturais com efeito
fungitéxico possa contribuir no controle do C. gloeosporioides em café.

Diante do exposto, considerando a importancia da cultura do café e das

perdas decorrentes do ataque do C. gloeosporioides, assim como as limitadas



medidas de controle sem prejuizo ao meio ambiente, este trabalho foi realizado
com o objetivo de utilizar produtos alternativos no controle do referido patégeno

em sementes e plantulas de cafeeiro.
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CAPITULO 2
OLEO ESSENCIAL E EXTRATO DE CRAVO-DA-INDIA NO

TRATAMENTO DE SEMENTES DE CAFE INOCULADAS COM

Colletotrichum gloeosporioides
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial e extrato de cravo-
da-india (Sizygium aromaticum) na inibicdo do crescimento micelial, na
incidéncia de C. gloeosporioides e de outros fungos associados as sementes, e
sobre parametros fisioldgicos de sementes e plantulas de café. O dleo essencial
de cravo a 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%; o extrato de cravo a 0,1%, 1,0%, 10% e
20% ou o fungicida Clorotalonil (0,2g.L™") foram incorporados em meio MEA a
2% previamente autoclavado. Apds a solidificacdo do meio, discos de micélio
foram depositados sobre o meio e as placas incubadas a 23 + 2°C. Como
testemunha um disco de micélio foi repicado diretamente para o meio MEA 2%.
Avaliou-se o crescimento micelial a cada 24 horas. Lotes de sementes de café da
cultivar Catuai, provenientes de plantas com sintomas de mancha manteigosa,
foram inoculados e tratados com os produtos para realizacao dos testes. Um lote
das sementes foi submetido ao “blotter-test” e o outro foi colocado para
germinar em papel “germitest” para avaliacio da porcentagem de plantulas
normais. O dltimo lote foi semeado em bandejas de isopor contendo substrato
Plantmax® para avaliagdo do IVE. As plantulas em estdgio de orelha de onga
foram retiradas do substrato para avaliacdo da MS da parte aérea e da raiz. Os
experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualisados. O
Oleo essencial de cravo-da-india a 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%, e o extrato a
1,0%, 10%, 20% apresentaram-se como produtos potenciais, inibindo o
crescimento micelial de C. gloeosporioides em 100%. O 6leo a 0,5%, 0,75% e
1,0% apresentaram efeito inibitério para C. gloeosporioides nas sementes. O
6leo a 0,25% e o extrato a 0,1% e 1,0% reduziram a incidéncia de fungos do
género Aspergillus. O fungicida Clorotalonil foi o tnico tratamento eficiente no
controle de fungos do género Fusarium. O 6leo a 0,5%, 0,75% e 1,0% e o
extrato a 10% e 20% diminuiram a incidéncia de fungos do género
Cladosporium. O 6leo a 0,5%, 1,0% e o extrato a 20% apresentaram os maiores
percentuais de sementes normais. O 6leo a 0,25%, 0,5% e 1,0% e o extrato a
20% promoveram um aumento do IVE das sementes. Todos os tratamentos com
6leos e extratos com excecdo do 6leo a 0,75% e extrato a 1,0% promoveram
maior produgdo de MS da parte aérea das plantulas de café.

*Comité de Orientacdo: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador); Eduardo Alves — UFLA
(Co-orientador).

11



ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of essential oil and extract of clove
(Sizygium aromaticum) in the control of C. gloeosporioides in vitro, in the
incidence of fungi associated with coffee seeds e on physiologics parameter of
seeds and seedlings of coffee. The essential oil of clove at 0.25%, 0.5%, 0.75%
and 1.0%, clove extracts at 0.1%, 1.0%, 10% and 20% and the fungicide
Chlorothalonil (0.2 g.I.-1) were added to hot oats medium 2%. To control was
used oats medium 2%. After solidification of the medium, plugs were removed
from the fungal colony and transferred to Petri dishes and theses were incubated
at 23 £ 2 ° C. Evaluating of the mycelial growth were carried out every 24 hours.
Seed parts from Catuai cultivar, from plants with battery leaf spot symptoms,
were inoculated and treated with the products for carried out the tests. One seed
part was placed to germinate in “germitest” paper to evaluate of normal
germinated seedlings percentage. Another seed part was incubated on filter
paper (“Blotter test”) for analysis of fungi associated with the seeds. The last
seed part was sown in polystyrene trays containing substrate Plantmax ® to
evaluate the SEI. Seedlings at the stage of two primary leaves were removed
from the substrate to evaluate the dry mass (DM) from foliage and root. The
statistical delineament used was the randomized complete. The essential oil of
clove at 0.25%, 0.5%, 0.75% and 1.0%, and the extract at 1.0%, 10%, 20%
showed as potential products, inhibiting the mycelial growth of C.
gloeosporioides, in vitro at 100%. The oil at 0,5%, 0,75% e 1,0% showed
inhibitory effect on the C. gloeosporioides in seeds. The oil at 0.25% and the
extract at 0.1% and 1.0% reduced the incidence of fungi of the genus
Aspergillus. The fungicide Chlorotalonil was the unique efficient in the control
of fungi of the genus Fusarium. The clove oil at concentrations 0.5%, 0.75% and
1.0% and extract at concentrations 10% and 20% reduced the incidence of fungi
of the genus Cladosporium. The oil at 0,5%, 1,0% and the extract at 20%
showed more percentage of normal seedlings. There was an increase in SEI
seeds treated with the oil at 0.25% and 0.5% and the extract at 20%. All
treatments with the oil and extract, except, of the oil at 0.75% and the extract at
1.0% promoted greater production of DM of the foliage.

*Advising Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Adviser); Eduardo Alves (Co-Adviser).
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1 INTRODUCAO

A associacdo de fungos e sementes pode provocar perdas, levando a
reducdo de germinacgdo, a descoloracdo do embrido ou de toda semente, a
mudancas bioquimicas e a produgdo de toxinas que podem ser letais aos homens
e aos animais (Christensen & Kaufmann, 1969). Quando presentes nas sementes,
diversos fungos podem provocar reducio do seu poder germinativo, diminuindo
sua qualidade e seu valor comercial (Lasca et al., 2004).

No Brasil, a mancha manteigosa é uma doenca altamente deletéria aos
cafeeiros infectados, levando a uma diminui¢do progressiva na produtividade,
culminando inclusive, com a morte dos cafeeiros (Ferreira et al., 2005).

A grande preocupagdo é que se acredita que a transmissibilidade deste
patdégeno seja pela semente, j4 que a maioria de nossas lavouras € formada a
partir de mudas provenientes de sementes e outras formas de transmissdo ainda
nao foram confirmadas. Dessa forma, é de fundamental importincia a obtengdo
de sementes de alta qualidade fisioldgica e sanitdria. A utilizacdo de sementes
sadias obtidas de lavouras com controle fitossanitdrio tem proporcionado bons
resultados na produtividade, além de lavouras mais vigorosas (Vargas &
Gonzales 1972; Orozco et al., 2002).

A utilizacdo de substincias extraidas de vegetais que podem atuar na
inibicdo de fungos associados a sementes pode ser de grande utilidade no
controle de doengas no campo, com a vantagem de reduzir gastos e o impacto
ambiental causado pelos agroquimicos (Coutinho et al., 1999).

Convém ressaltar que ndo had fungicidas recomendados para o
tratamento de sementes de cafeeiros contra C. gloeosporioides (Agrofit, 2009),
portanto, o 6leo e o extrato de cravo poderiam ser utilizados como uma

alternativa no controle deste fitopatégeno.
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O craveiro-da-india (Sizygium aromaticum) é uma &rvore nativa das
ilhas Moluscas, na Indonésia. Atualmente, é cultivado em outras regides do
mundo, como as ilhas de Madagascar e de Granada (Mazzafera, 2003). O botao
floral do cravo-da-india confere um composto fendlico volétil, o eugenol.
Segundo Ferrdo (1993), o eugenol representa, em média, 84,4% dos
componentes do 6leo essencial de cravo-da-india.

Dentre as espécies medicinais com potencial no controle de patégenos
destaca-se o cravo-da-india (Sizygium aromaticum) que apresenta atividade
nematicida, inseticida, antiviral, bactericida e fungicida (Yukawa et al., 1996;
Walker & Melin, 1996; Ouattara et al., 1997; El-Hag et al.,1999; Delespaul et
al., 2000; Dorman & Deans, 2000; Nascimento et al., 2000 e Tsao & Yu, 2000)
citados por Mazzafera (2003).

O eugenol, um dos principais constituintes do 6leo essencial presente na
especiaria, possui amplo espectro de a¢do contra fungos como Aspergillus niger
Saccharomyces cerevisiase, Candida albicans, Streptococus mutans,
Lactobacillus acidophilus e Bacillus cereus, além de outras espécies de fungos,
bactérias e leveduras com efeitos antiinflamatério, cicatrizante e analgésico
(Delespaul et al., 2000).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do 6leo
essencial e do extrato de cravo-da-india: na inibi¢cdo do crescimento micelial, na
incidéncia de Colletotrichum gloeosporioides e de outros fungos associados as

sementes e sobre pardmetros fisioldgicos de sementes e plantulas de café.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Diagnose e
Controle de Enfermidades Fingicas em Plantas, no Laboratério de Patologia de
Sementes e em casa de vegetacdo, localizados no Departamento de Fitopatologia

da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

2.1 Obtencao do isolado de C. gloeosporioides

O isolado de C. gloeosporioides utilizado neste experimento foi obtido
de hastes de cafeeiro com sintomas da mancha manteigosa do campo
experimental da UFLA. Tecidos infectados desinfestados com dlcool a 50% por
30 segundos e hipoclorito de s6dio a 1% por 1 minuto, lavados em agua
destilada e esterilizada e secados em papel filtro esterilizado foram transferidos
para placa de Petri contendo meio de cultura MEA a 2% (extrato de malte e
dgar) e mantidos, durante 7 dias, em camara de crescimento, a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas.

As culturas monospdricas foram obtidas, a partir da suspensdo de
esporos (1x10° esporos/mL), das coldnias puras de C. gloeosporioides, vertida
em placas de Petri contendo meio agar-dgua a 2%. Apods 24 horas, em camara de
crescimento a 25°C e fotoperiodo de 12 horas, em cdmara de fluxo laminar, com
o auxilio do microscépio de luz, esporos germinados foram transferidos
individualmente para placas de Petri contendo MEA a 2%. Discos de micélio
dos isolados monospéricos foram preservados em dgua destilada e esterilizada,

segundo o método de Castellani.
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2.2 Inoculacfo e tratamentos das sementes de café

Foram utilizadas sementes de café da Cultivar Catuai com sintomas de
mancha manteigosa (com fator de suscetibilidade), produzidas na safra de
2007/2008, coletadas na Fazenda da Laje, localizada no municipio de
Paraguacu, Minas Gerais. As sementes foram obtidas de frutos no estidio cereja,
colhidos manualmente, submetidos ao despolpamento. Em seguida, as sementes
foram desmuciladas por fermentacido em dgua, por 24 horas. Apds a retirada da
mucilagem, foram lavadas em 4gua corrente e dispostas em bandejas forradas
com papel filtro esterilizado e deixadas a sombra para a retirada do excesso de
dgua. Apdés a secagem e a retirada do pergaminho, as sementes foram
desinfestadas com hipoclorito a 2%, por 1 minuto, em seguida lavadas em dgua
destilada e esterilizada e colocadas para secar, por 24 horas, em papel filtro.
Apés a secagem, estas foram inoculadas em placas de Petri contendo cultura
monospérica do C. gloeosporioides, por 120 horas. Apds esse periodo de
inoculagdo, foram submetidas aos tratamentos com o Oleo e extrato, em
diferentes concentracdes.

As sementes foram tratadas por imersdo, durante 5 minutos, em solugcdo
contendo 6leo de cravo a 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%, em solucdo contendo
extrato bruto de cravo a 0,1%, 1,0%, 10% e 20% e em calda de fungicida
Clorotalonil, na concentracio de (0,2g.L™"). A seguir, foram colocadas para secar
sobre papel filtro, por 24 horas, para a realizacio dos experimentos. As
testemunhas sem inoculacdo e inoculada ndo foram submetidas a qualquer

tratamento.
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2.3 Oleo essencial e extrato de cravo-da-india na inibicdo do crescimento
micelial de C. gloeosporioides

Aliquotas do 6leo essencial de cravo a 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%
foram incorporadas em MEA a 2%, previamente autoclavado. Os extratos de
cravo-da-india a 0,1%, 1,0%, 10% e 20% foram obtidos pela autoclavagem do
botdo floral em meio MEA a 2%. O fungicida Clorotalonil (0,2g.L™") foi
adicionado em MEA a 2% fundente. Discos de 0,5 cm do isolado de C.
gloeosporioides foram repicados para o centro de placas de Petri (9,0 cm de
didmetro) contendo os tratamentos acima citados, num total de 4 placas para
cada tratamento, e incubados, a 23+2°C, com fotoperiodo de 12 horas. A
testemunha foi repicada em meio MEA a 2%.

Avaliou-se o crescimento micelial a cada 24 horas, medindo-se o
didmetro das colOnias, até que a testemunha ocupasse toda a superficie do meio.

Com as medicdes didrias foi calculado o Indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM), por meio da férmula de Maguire (1962) adaptada:

IVCM= [Z(D-Da)]/N

D: didmetro médio atual;

Da: diametro médio do dia anterior;

N: nimero de dias apds a inoculacao.

2.4 Incidéncia de C. gloeosporioides e outros fungos associados as sementes
de café tratadas com dleo essencial e extrato de cravo-da-india

Para a verificacdo da incidéncia de C. gloeosporioides e de outros
fungos associados as sementes inoculadas e tratadas, foi utilizada a técnica de
Blotter test. Essa técnica consiste na distribuicdo das sementes em placas de
Petri de 15cm de didmetro, contendo duas folhas de papel de filtro previamente
esterilizadas e umedecidas em dgua destilada esterilizada e uma fina camada de
meio dgar-dgua, para posterior incubagao em camara de crescimento, a 20°C, até

a exteriorizacdo dos fungos.
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Cada placa com 25 sementes foi considerada uma repeticdo, sendo 8
placas para cada tratamento. As avalia¢des foram realizadas aos sete dias apds a
montagem do experimento. A microflora associada as sementes foi avaliada por
meio da identificagdo dos fungos, individualmente, em cada semente, em
microscopio estereoscopico, sendo os dados expressos em porcentagem. A

identificacdo das estruturas morfoldgicas foi confirmada em microscépio de luz.

2.5 Parametros fisiologicos de sementes e plantulas de café

2.5.1 Germinaciao de sementes de café tratadas com 6leo essencial e extrato
de cravo-da-india

As sementes tratadas, inoculadas e nao inoculadas foram colocadas para
germinar em rolos contendo trés folhas de papel “germitest” previamente
umedecidos com dgua destilada e esterilizada, na quantidade de 2,5 vezes o peso
do papel. Foram colocadas 50 sementes em cada rolo, sendo 4 repeticdes num
total de 200 sementes para cada tratamento. Os rolos foram colocados em
camara de germinagdo, a 30°C, por 30 dias. Foi avaliada a porcentagem de
sementes normais, conforme descrito nas Regras para Andlise de Sementes
(RAS), sendo os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais
germinadas (Brasil, 1992).

Foram consideradas sementes normais aquelas que apresentavam
estruturas essenciais ao desenvolvimento de uma planta, ou seja, destacavam-se
das demais por apresentar uma raiz principal e, no minimo, duas raizes

secunddrias, oriundas da raiz principal, bem desenvolvidas.

2.5.2 Indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de café
tratadas com oleo essencial e extrato de cravo-da-india

Para avaliar as respostas fisiologicas das sementes aos diversos

tratamentos, foram utilizadas bandejas de isopor com 200 células, contendo o
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substrato Plantmax® esterilizado, colocando-se uma semente por célula, na
profundidade de 1,5 cm, realizando-se irrigacdes didrias. Foram utilizadas 200
sementes por tratamento, sendo 4 repeti¢cdes de 50 sementes. As bandejas foram
colocadas em casa de vegetacdo sob temperatura ambiente. As primeiras
avaliagdes do IVE foram realizadas 30 dias apds a semeadura, pela contagem
diaria das sementes normais emergidas durante 22 dias. Foi considerada como
semente emergida aquela que apresentava os cotilédones desprendidos do solo.

O IVE foi calculado de acordo com a férmula de Maguire (1962).

2.5.3 Matéria seca (MS) da parte aérea e raiz das plantulas em estadio de
orelha de onca, provenientes de sementes de café tratadas com dleo
essencial e extrato de cravo-da-india

Ao final do teste de emergéncia, as plantulas em estddio de orelha de
onga, obtidas das sementes tratadas com 6leo essencial e extrato de cravo-da-
india, foram retiradas do substrato Plantmax®, lavadas e secadas.

Para a avaliacdo da matéria seca (MS), as raizes e a parte aérea foram
acondicionadas separadamente em sacos de papel previamente identificados e
colocados em estufa de circulacio forcada, a 37 °C, por 5 dias. Foram colocadas
50 partes aéreas por saco de papel, sendo 4 repeticdes, num total de 200
plantulas para cada tratamento. O mesmo foi feito com as raizes. Apds a

secagem, as raizes e as partes aéreas foram pesadas em balanca analitica.
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3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos dados, utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualisado e os dados obtidos foram submetidos ao teste de Scott-

Knott, a 5% de probabilidade (SISVAR VERSAO 4.6) (Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Oleo essencial e extrato de cravo-da-india na inibicdo do crescimento
micelial de C. gloeosporioides

O dleo essencial de cravo-da-india a 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0% e o
extrato a 1,0%, 10% e 20% apresentaram-se como produtos potenciais, inibindo
o crescimento micelial de C. gloeosporioides, in vitro em 100% (Tabela 1).

Semelhantemente, Pierre et al. (2008) comprovaram que o extrato de
cravo a 10% apresentou efeito fungicida inibindo em 100% o crescimento
micelial de C. gloeosporioides isolado de frutos de goiaba. Esses resultados
também corroboram com Rozwalka et al. (2008), que observaram inibi¢do de
100% do crescimento micelial de Glomerella cingulata e Colletotrichum
gloeosporioides isolados de frutos de goiaba, quando utilizados o extrato de
cravo nas concentragdes 1,0% e 10% e o 6leo de cravo (por volatilizagdo) na
concentracdo de 10uL por placa de Petri

O fungicida Clorotalonil e o extrato de cravo a 0,1% proporcionaram
redu¢do do crescimento micelial, diferindo estatisticamente da testemunha,

porém, com menor eficiéncia que os tratamentos acima citados.
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TABELA 1 Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de
Colletotrichum gloeosporioides, in vitro, em presenca de dleo e

extrato de cravo-da-india. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Indice de velocidade de

Tratamentos
crescimento micelial (IVCM)
Oleo de cravo-da-india a 0,25% 0,00 a*
a 0,50% 0,00 a
a0,75% 0,00 a
a 1,00% 0,00 a
Extrato de cravo-da-india a 0,1% 0,50 ¢
al% 0,00 a
a10% 0,00 a
a20% 0,00 a
Clorotalonil (0,2g.L™") 0,18 b
Testemunha 0,90d
CV (%) 26,00

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

4.2 Incidéncia de C. gloeosporioides e outros fungos associados as sementes
de café tratadas com 6leo essencial e extrato de cravo-da-india

As sementes apresentaram, inicialmente, elevada incidéncia de fungos
da espécie C. gloeosporioides e dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Cladosporium (Tabela 2). A maioria das coldnias encontradas foi de fungos da
espécie C. gloeosporioides e do género Fusarium, que sao bastante prejudiciais

ao cafeeiro.
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Para a espécie C. gloeosporioides, os resultados demonstram que as
sementes tratadas com o 6leo de cravo nas concentragdes 0,75% e 1,0% e o
fungicida Clorotalonil apresentaram 0% de incidéncia do fungo, enquanto a
testemunha e o 6leo de cravo a 0,5% apresentaram 1,5% e 2% de incidéncia
deste fungo, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si. O 6leo de
cravo a 0,25% apresentou 3,5% de incidéncia do fungo, diferindo
estatisticamente de todos os tratamentos. O extrato de cravo, nas concentragoes
10% e 20%, apresentou 27,5% e 21%, respectivamente, de incidéncia do fungo,
ndo havendo diferencas estatisticas entre eles. JA o extrato de cravo a 0,1%
(72,5%), 1,0% (62,5%) e a testemunha inoculada (73%) apresentaram as
maiores incidéncias de C. gloeosporioides, nao havendo diferencas estatisticas
entre esses tratamentos (Tabela 2).

Estes resultados mostram que todas as concentragcdes do 6leo de cravo e
as duas maiores concentragdes do extrato de cravo possuem efeito inibitério ao
desenvolvimento do patégeno, em comparagdo com a testemunha inoculada com
o C. gloeosporioides. Destaca-se, ainda, que o 6leo de cravo, nas trés maiores
concentracdes (0,5%, 0,75% e 1,0%), foi semelhante ao fungicida, o que permite
inferir que o 6leo de cravo pode substituir o tratamento quimico de sementes de
café, pois o mesmo apresenta acdo nao poluente (Carvalho & Nakagawa, 2000).
Resultados semelhantes foram encontrados por Nascimento et al. (2008), em que
o extrato de nim, nas concentracdes 0%, 15%, 25%, 35% e 45%, diminuiu a
incidéncia de Colletotricum spp., Rhizoctonia spp. e Curvularia spp., em
sementes de faveleira (Cnidosculus phylacanthus) em relagdo a testemunha.
Esses resultados sdo também semelhantes aos de Amaral (2005), em que foram
testadas diferentes concentragdes de 6leo essencial de cravo da-india (0,01,
0,025, 0,05, 0,2, 0,3 e 0,5%), tendo sido observado que a concentragdo minima
inibitdria para fungos filamentosos em sementes de arroz, milho, soja e feijao foi

de 0,05%.
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Para os fungos do género Aspergillus, observou-se que as sementes
tratadas com o fungicida Clorotalonil, 6leo de cravo a 0,25% e extrato de cravo a
1,0% apresentaram 0% de incidéncia de fungos do género Aspergillus. O extrato
de cravo a 0,1% e a testemunha apresentaram 0,5% de incidéncia de fungos
deste gé€nero. A testemunha inoculada com C. gloeosporioides apresentou 1% de
incidéncia de fungos do género Aspergillus, ndo havendo diferencas estatisticas
entre os tratamentos acima relatados. As sementes tratadas com o 6leo de cravo
nas concentragdes 0,5% e 0,75% apresentaram 6% e 11 % de incidéncia de
fungos do género Aspergillus, respectivamente e o extrato de cravo, nas
concentracdes 10% e 20%, apresentaram 9% de incidéncia de fungos do género
Aspergillus, ndo havendo diferencas estatisticas entre esses tratamentos. As
sementes tratadas com o 6leo de cravo a 1,0% (31,5%) apresentaram a maior
incidéncia de fungos do género Aspergillus (Tabela 2), diferindo
estatisticamente de todos os tratamentos.

Pode-se observar que as menores concentragdes do 6leo (0,25%) e do
extrato de cravo (0,1% e 1,0%) reduziram a incidéncia de fungos do género
Aspergillus em relacdo a testemunha. Em contrapartida, os resultados do
presente trabalho ndo corroboram os resultados observados por Gongalves et al.
(2003), que trabalharam com o tratamento de sementes de feijao utilizando o
6leo de cravo-da-india nas concentracdes 1,0%, 5% e 10%, armazenadas por 3 e
6 meses. Estes autores verificaram que as maiores concentragdes (5% e 10%)
inibiram em 100% a incidéncia de Aspergillus sp., quando armazenadas, por 6
meses, em embalagens metdlicas. Neste mesmo trabalho, o fungicida Captan se
comportou semelhantemente ao fungicida Clorotalonil, apresentando 0% de
incidéncia de Aspergillus sp. quando as sementes foram armazenadas por 6
meses em embalagens metalicas.

Contudo, esses resultados apontam que seria desnecessdria a utilizagao

de altas concentracdes do 6leo e do extrato de cravo para o controle de fungos
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do género Aspergillus, uma vez que as mais baixas concentragdes foram efetivas
no controle deste género de fungo. Ressalta-se, ainda, que seria possivel a
substituicdo do fungicida Clorotalonil por um controle ndo poluente para o
homem, os animais € o meio ambiente.

Para os fungos do género Fusarium, foi possivel observar que as
sementes tratadas com o fungicida Clorotalonil (1,5%) apresentaram a menor
incidéncia de fungos deste género, diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos. O 6leo de cravo nas concentragdes 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%, a
testemunha e o extrato de cravo a 0,1% apresentaram 33,5%, 26,5%, 23,5% e
10%, 13% e 19,5% de fungos do género Fusarium, respectivamente, nio
havendo diferencgas estatisticas entre esses tratamentos. O extrato de cravo nas
concentracdes 1,0% (72,5%), 10% (75,5%) e 20% (69,5%) e a testemunha
inoculada (77,5%) apresentaram as maiores incidéncias de fungos do género
Fusarium, ndo havendo diferencgas estatisticas entre os tratamentos (Tabela 2).
Esses resultados indicam que o fungicida foi o melhor tratamento, pois este
diminuiu a incidéncia de fungos do género Fusarium em relacdo a testemunha e
aos demais tratamentos. O extrato de cravo nas concentracdes 1,0%, 10% e 20%
estimulou a incidéncia de Fusarium nas sementes. Mesmo em se tratando de
patossistema diferente, resultados semelhantes foram observados por Silva &
Pasin (2006). Segundo estes autores, sementes de girassol tratadas com os
extratos aquosos de piracd (Vernonia scorpioides) e manjericio a 30%
estimularam o crescimento de Fusarium sp., sendo 48% e 35% de incidéncia do
fungo, respectivamente, quando as sementes foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sédio a 1%. J4 as sementes imersas no
extrato aquoso de capim-limao a 30% apresentaram menor incidéncia do fungo
(7%) em relagdo a testemunha (16%).

Pode-se observar que a testemunha inoculada com o C. gloeosporioides

aumentou a incidéncia de fungos do género Fusarium nas sementes, logo, pode
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ter havido um sinergismo positivo entre esses fungos, em que, com o aumento
da populacdo de C. gloeosporioides, ocorre também um aumento na populacio
de fungos do género Fusarium.

Para fungos do género Cladosporium, foi possivel observar que o 6leo
de cravo 0,5% (3%), 0,75% (2%) e 1,0% (1%), o extrato de cravo 10% (2%),
20% (2%), a testemunha inoculada (2,5%) e o fungicida Clorotalonil (3,5%)
obtiveram as menores incidéncias de fungos do género Cladosporium, nao
diferindo estatisticamente entre si e diferindo significativamente da testemunha.
O 6leo de cravo a 0,25%, o extrato de cravo nas concentragdes 0,1% e 1,0% e a
testemunha obtiveram as maiores incidéncias de fungos deste gé€nero, de 10%,
9,5%, 10,5% e 11%, respectivamente, ndo havendo diferencas estatisticas entre
esses tratamentos. Esses resultados revelam que as trés maiores concentragdes
para o Oleo e as duas maiores concentragcdes para o extrato de cravo
apresentaram efeito negativo para o referido género. Deve-se frisar que fungos
do género Cladosporium estdo relacionados com a melhoria da qualidade de
bebida do café (Alves & Castro, 1998; Carvalho et al., 1989; Meirelles, 1990),
portanto, ¢ importante que os produtos utilizados no controle de fitopatégenos
em sementes de café sejam seletivos aos microrganismos benéficos a qualidade
do café.

Observou-se também que a testemunha inoculada com o C.
gloeosporioides diminuiu a incidéncia de fungos do género Cladosporium nas
sementes. Logo, pode ter havido um sinergismo negativo entre esses fungos, em
que, com o aumento da populacdo de C. gloeosporioides, ocorre diminui¢cao na

populagdo de fungos do género Cladosporium.

26



TABELA 2 Incidéncia de fungos associados as sementes de café tratadas com 6leo essencial e extrato de cravo-da-india.

UFLA, Lavras, MG, 2009.

Tratamentos C. gloeosporioides Aspergillus Fusarium Cladosporium
(%) (%) (%) (%)
Oleo de cravo-da-india a 0,25% 3,5 b* 0,0a 33,5b 10,0b
a 0,50% 20a 6,0b 26,5b 30a
a0,75% 0,0a 11,0b 23,5b 20a
a 1,00% 0,0a 31,5¢ 10,0 b 1,0a
Extrato de cravo-da-india a 0,1% 72,5d 0,5a 195b 95b
al% 62,5d 0,0a 62,5 ¢ 10,5b
a 10% 275¢ 9,0b 75,5d 20a
a20% 21,0 c 9,0b 69,5d 20a
Clorotalonil (0,2g.L'1) 0,0 a 0,0a 1,5a 35a
Testemunha 1,5a 05a 13,0b 11,0b
Testemunha inoculada 73,0d 10a 77,5d 25a
CV (%) 41,55 52,14 30,62 50,20

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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4.3 Parametros fisiologicos de sementes e plantulas de café

4.3.1 Germinacio de sementes de café tratadas com é6leo essencial e extrato
de cravo-da-india

Verificou-se que a porcentagem de sementes normais apresentou
diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 3). Os resultados
demonstram que a testemunha (3%) e o fungicida Clorotalonil (6%)
apresentaram os menores percentuais de sementes normais, ndo havendo
diferencas estatisticas entre esses tratamentos. O extrato de cravo nas
concentracdes 1,0% e 10%, o 6leo de cravo a 0,75% e a testemunha inoculada
apresentaram 20%, 16% 18% e 27% de sementes normais, respectivamente, nao
diferindo estatisticamente entre si. O dleo de cravo na concentra¢io 0,25% e o
extrato de cravo na concentracdo 0,1% apresentaram 48% e 51% de sementes
normais, ndo havendo diferencas estatisticas entre esses tratamentos. O dleo de
cravo nas concentracdes 0,5% (61%) e 1,0% (71%) e o extrato de cravo a 20%
(68%) apresentaram os maiores percentuais de sementes normais, ndo havendo

diferencas estatisticas entre esses tratamentos (Tabela 3).
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TABELA 3 Germinagdo de sementes de café tratadas com Oleo essencial e

extrato de cravo-da-india. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Tratamentos Sementes normais germinadas (%)
Oleo de cravo-da-india a 0,25% 480b
a 0,50% 61,0 a
a0,75% 18,0 ¢
a 1,00% 71,0 a
Extrato de cravo-da-india a 0,1% 51,0b
al% 20,0 ¢
a10% 16,0 c
a20% 68,0 a
Clorotalonil (0,2g.L™") 6,0d
Testemunha 3,0d
Testemunha inoculada 270c¢
CV (%) 35,98

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

Esses resultados indicam que os tratamentos realizados com as diferentes
concentracdes de 6leo e extrato de cravo, com destaque para o 6leo de cravo a
0,5% e 1,0% e para o extrato de cravo a 20%, aumentaram a germinacdo das
sementes, diferindo estatisticamente da testemunha. Estes resultados permitem
afirmar que nio hé fitotoxicidade do 6leo e do extrato de cravo sobre o
crescimento inicial do embrido ou de intoxicacdo dos tecidos da semente
(Bewley & Black, 1994). Foi possivel observar também que esses produtos
afetaram menos a germinagdo das sementes de café do que o tratamento com o
fungicida Clorotalonil. Esses resultados corroboram os de Gongalves et al.

(2003), segundo os quais, sementes de feijao tratadas com o extrato de cravo-da-
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india a 1% e 5% e armazenadas, por 3 meses, em embalagens metélicas
apresentaram maior germinagdo e vigor, 75,51% e 77,14%, respectivamente, em

relacdo a testemunha, que apresentou 71,84% de germinacao.

4.4 Indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de café tratadas
com o6leo essencial e extrato de cravo-da-india

Verificou-se que o IVE de sementes apresentou diferencgas significativas
entre os tratamentos (Tabela 4). A testemunha absoluta (0,043) e o fungicida
Clorotalonil (0,048) obtiveram os menores valores de IVE, ndo havendo
diferencas estatisticas entre si, seguidos pelo extrato de cravo a 1,0% (0,204) e
6leo de cravo a 0,75% (0,230), ndo havendo diferengas significativas entre si. A
testemunha inoculada e o extrato de cravo a 0,1% e 10%, obtiveram 0,412, 0,396
e 0,418 de IVE, respectivamente, ndo havendo diferencas estatisticas entre esses
tratamentos. O 6leo de cravo nas concentracdes de 0,25% (0,712), 0,5% (0,849)
e 1,0% (0,770) e o extrato de cravo a 20% (0,747) apresentaram os maiores IVE,

ndo diferindo estatisticamente entre si (Tabela 4).
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TABELA 4 Indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de café,
apds tratamentos com diferentes doses de dleos e extratos de

cravo-da-india. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Tratamentos Indice de velocidade de emergéncia (IVE)
Oleo de cravo-da-india a 0,25% 0,712 a*
a0,50% 0,849 a
a0,75% 0,230 ¢
a 1,00% 0,770 a
Extrato de cravo-da-india a 0,1% 0,396 b
al% 0,204 ¢
a10% 0,418 b
a20% 0,747 a
Clorotalonil (0,2g.L™") 0,048 d
Testemunha 0,043 d
Testemunha inoculada 0,412 b
CV (%) 26,03

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

E possivel afirmar que as sementes tratadas com o Gleo de cravo a
0,25%, 0,5% e 1,0% e com o extrato de cravo a 20% apresentaram superioridade
do IVE, em relagdo a testemunha. Isso demonstra que a utilizacdo desses
produtos, nestas concentragdes, pode controlar alguns géneros de fungos e ainda
pode beneficiar a emergéncia das sementes de café, possivelmente devido ao
fato de essas concentracdes nio terem danificado estruturas vitais da semente

(Meireles, et al., 2007).

31



4.5 Producao de matéria seca (MS) da parte aérea e raiz das plantulas em
estadio de orelha de onga, provenientes de sementes de café tratadas com
oleo essencial e extrato de cravo-da-india

De acordo com os resultados obtidos, nota-se que a producdo de MS da
parte aérea de sementes tratadas com o Oleo e extrato de cravo apresentou
diferencas significativas entre si (Tabela 5). Foi possivel observar que a parte
aérea das plantulas provenientes de sementes tratadas com o 6leo de cravo a
0,75%, testemunha, fungicida, extrato de cravo a 1,0% e a testemunha inoculada
apresentaram a menor produgdo de MS, sendo 0,24g, 0,30g, 0,30g, 0,52¢g, 0,58¢g,
respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si. Ji4 a parte aérea das
plantulas provenientes de sementes tratadas com o extrato de cravo a 0,1% e
10% apresentou uma maior producdo de MS que os tratamentos anteriores,
sendo 1,09g e 0,90g, respectivamente, ndo havendo diferencas estatisticas entre
Si.

A parte aérea das plintulas provenientes de sementes tratadas com o
extrato de cravo a 20% e o 6leo de cravo a 0,25% apresentaram um aumento na
producdo de MS em relagdo aos tratamentos que os antecederam, sendo 1,69g e
1,83g, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si. A parte aérea das
plantulas provenientes de sementes tratadas com os 6leos de cravo a 0,5% e
1,0% apresentou a maior producdo de MS, de 2,35g e 2,22¢g, respectivamente,
nao diferindo estatisticamente entre si (Tabela 5). Esses resultados demonstram
que todos os tratamentos com Oleos e extratos, com exce¢do do dleo a 0,75% e
do extrato a 1,0%, promoveram maior produ¢do de MS da parte aérea das
plantulas em relacdo a testemunha, testemunha inoculada e em relagdo ao
tratamento realizado com o fungicida, que apresentaram menor producio de MS.

Quanto aos resultados de MS das raizes das plantulas, ndo houve
diferencas estatisticas entre os tratamentos, os quais produziram entre 0,19g a
0,67g (Tabela 5). Mesmo em se tratando de patossistemas diferenciados,

resultados similares foram observados por Balbi-Peiia et al. (2006), segundo os
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quais, ndo houve diferencas estatisticas na producdo e no nimero de frutos
comerciais, nem na massa fresca média de frutos, entre os tratamentos realizados
com o extrato de ctircurma a 1,0% e 10% em relacado a testemunha, no controle

de Alternaria solani em plantas de tomate.

TABELA 5 Matéria seca de parte aérea e de raiz de plantulas de café
provenientes de sementes de café submetidas aos tratamentos com
diferentes doses de Oleos e extratos de cravo-da-india. UFLA,

Lavras, MG, 2009.

Tratamentos MS da parte aérea (g)  MS daraiz (g)
Oleo de cravo-da-india a 0,25% 1,83 b* 0,53 a
a0,50% 235a 0,48 a
a0,75% 0,24d 0,45 a
a 1,00% 222 a 0,64 a
Extrato de cravo-da-india a 0,1% 1,09 ¢ 0,26 a
al% 0,52d 0,19a
a10% 0,90 ¢ 0,23 a
a20% 1,69b 0,67 a
Clorotalonil (O,2g.L'1) 0,30d 0,57 a
Testemunha 0,30d 0,53 a
Testemunha inoculada 0,58d 0,55 a
CV (%) 34,98 41,50

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.
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5 CONCLUSOES

O 6leo essencial de cravo a 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0% e o extrato de
cravo a 1,0%, 10% e 20% apresentam-se como produtos potenciais na inibi¢ao

do crescimento micelial de C. gloeosporioides.

O dleo de cravo a 0,5%, 0,75% e 1,0% diminuiu consideravelmente a

incidéncia de C. gloeosporioides.

O 6leo de cravo a 0,5% e 1,0% e o extrato de cravo a 20% promoveram

um aumento da porcentagem de sementes normais de café.

O 6leo de cravo a 0,25%, 0,5% e 1,0%, bem como o extrato de cravo a
20%, promoveu um aumento do indice de velocidade de emergéncia das

sementes.

Todos os tratamentos com Oleos e extratos, com excecdo do 6leo a
0,75% e do extrato a 1,0%, promoveram maior matéria seca da parte aérea das

plantulas de café.
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CAPITULO 3
OLEO ESSENCIAL E EXTRATO DE CRAVO-DA-INDIA NO

CONTROLE DE Colletotrichum gloeosporioides, AGENTE DA MANCHA
MANTEIGOSA, EM MUDAS DE CAFEEIRO
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do 6leo essencial a 0,25%, 0,5%, 0,75%
e 1,0% e extrato de cravo-da-india a 0,1%, 1,0% 10% e 20% no controle de C.
gloeosporioides e na producao de matéria seca (MS) por mudas de cafeeiro da
cultivar Catuai. Mudas de cafeeiro provenientes de sementes de plantas sadias e
doentes, foram dispostas em blocos casualisados, inoculadas com suspensdo de
conidios na concentragdo de 2,5x10° esporos/mL e submetidas aos tratamentos.
Foram avaliadas a drea abaixo da curva de progresso de severidade da doenca
(AACPS) nas mudas e a producdo de MS da parte aérea e da raiz. Para as mudas
doentes o extrato de cravo a 0,1%, 10% e 20% e o 6leo de cravo a 0,5%, 0,75%
e 1,0% apresentaram-se como produtos potenciais no controle do patégeno em
mudas de café onde os mesmos apresentaram as menores AACPS, seguidos pelo
extrato de cravo a 1,0%, o fungicida e o 6leo de cravo a 0,25%. Entre as mudas
provenientes de plantas sadias ndo houve diferencas significativas para os
diferentes tratamentos. Contudo, os valores da AACPS dessas mudas foram
estatisticamente menores que os encontrados para mudas de plantas doentes.
Com relacdo as mudas doentes o 6leo a 0,75%, o extrato a 0,1%, 1,0% e 10%, e
o fungicida foram os melhores tratamentos, com maior MS de parte aérea.
Dentre as mudas sadias ndo houve diferencas significativas para os tratamentos.
Os tratamentos aplicados nas mudas doentes foram estatisticamente iguais aos
tratamentos aplicados nas mudas sadias com excecdo para o extrato a 10% que
apresentou MS de parte aérea para as mudas doentes, maior do que para as
mudas sadias. Para as mudas sadias, todas as concentragdes do dleo e extrato
comportaram-se estatisticamente iguais a testemunha absoluta em relagdo a MS
de raiz. Apenas as mudas tratadas com o fungicida e a testemunha inoculada
apresentaram maior MS de raiz. Dentre as mudas doentes nio houve diferencas
significativas para os tratamentos. Os tratamentos para as mudas doentes foram
estatisticamente iguais aos tratamentos para as mudas sadias, com excec¢do, da
testemunha inoculada que apresentou maior MS seca de raiz para as mudas
sadias do que para as mudas doentes.

*Comité de Orientacdo: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador); Eduardo Alves — UFLA
(Co-orientador).

39



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of essential oil at 0.25%, 0.5%, 0.75%
and 1.0% and the extract of clove (Sizygium aromaticum) at 0.1%, 1.0% 10%
and 20% in the control of C. gloeosporioides and dry mass (DM) production for
seedlings of Catuaf coffee cultivar. The coffee seedlings from seeds of healthy
and diseased plants were arranged in randomized blocks and inoculated with
conidial suspension of the concentration of 2.5 x10° spores/mL. After that, they
received the treatments. It was evaluated the area under the curve of progress of
severity of the disease (AUDPC) in seedlings and production of dry mass (DM)
of foliage and root of the seedlings. The clove extract at 0.1%, 10% and 20%,
and clove oil at 0.5%, 0.75% and 1.0% presented as potential products in the
control of the pathogen on coffee seedlings showing the lowest AUDPS. The
extract of clove to 1.0%, the fungicide and clove oil at 0.25%, differed
statistically of the control. The inoculated control had the highest AUDPC.
Among the seedlings come from healthy plants there were no significant
differences for the treatments. However, the values of the AUDPC for healthy
seedlings were statistically lower these from seedlings come from diseased
plant. For the diseased seedlings, clove oil at 0.75%, the extract in the
concentrations of 0.1%, 1.0% and 10%, as well the fungicide had higher DM of
the foliage. In relation to the healthy seedlings there were no significant
differences for the treatments. The treatments used on diseased seedlings were
not different from healthy seedlings, except to the extract at 10% with higher
DM at foliage in diseased seedlings than healthy seedlings. For healthy
seedlings, all concentrations of extract and oil behaved statistically equal to the
absolute control in terms of dry mass of root. Only those seedlings treated with
fungicide and the inoculated control had higher root dry mass. Among the
diseased seedlings there were no significant differences for the treatments. The
treatments in diseased seedlings were statistically equal to those treatments in
healthy seedlings inoculated with the exception of the inoculated control who
had higher dry mass in root for healthy seedlings than for diseased seedlings.

*Advising Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Adviser); Eduardo Alves (Co-Adviser).
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador mundial de
café, com uma safra estimada, para 2008/2009, entre 36,9 e 38,8 milhdes de
sacas de 60 kg de café (ardbica e conilon) beneficiado e com 4rea total cultivada
(arabica e conilon) estimada em 2.350.779 hectares. Desse total, 228,2 mil
hectares (9,7%) estao em formagao e 2.122,6 mil hectares (90,3%) em producio
(Companhia Nacional de Abastecimentos, 2009).

A cafeicultura é uma das mais importantes atividades agricolas do Brasil,
especialmente pela geracdo de empregos e renda, em municipios dos estados de
Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand, Bahia, Rond6nia e Rio de
Janeiro, cuja produgdo corresponde a 98,2% da producdo nacional (Conab,
2009).

No Brasil, problemas fitossanitdrios tais como as antracnoses ¢ a mancha
manteigosa (Complexo Colletotrichum), a ferrugem (Hemileia vastatrix), a
cercosporiose (Cercospora coffeicola), a mancha de phoma (Phoma spp.), as
bacterioses (Xylella fastidiosa) e as viroses acometem a cultura do café, podendo
ocasionar reducdo na produgdo e qualidade (Dorizzotto & Abreu, 1993 b;
Chalfoun, 1997; Paradela Filho et al., 2001).

No Brasil, a mancha manteigosa é uma doenca altamente deletéria,
levando a uma diminui¢@o progressiva na produtividade, culminando, inclusive,
com a morte dos cafeeiros infectados (Ferreira et al., 2005). Em cafeeiros com
mancha manteigosa, cuja produ¢do é muito afetada chegando a ser nula, sdo
observadas a morte de hipocdtilos, a mumificacdo e a abscisdo de folhas e
frutos, a murcha e a seca descendente de ramos plagiotropicos (Costa et al.,
2003; Ferreira, et al., 2004).

Observagdes a campo tém revelado o agravamento desta doenca, pois,

além dos sintomas j descritos, pode-se constatar um elevado declinio vegetativo

41



e, consequentemente, produtivo, devido ao encurtamento dos internédios em
ramos plagiotrpicos e a baixa fecundagdo ao florescimento, acarretando em
reduzidos percentuais de chumbinho e mumifica¢do, com o desenvolvimento e
crescimento destes frutos. Plantas enfermas, quando recepadas, emitem
brotacdes atrofiadas com sintomas da doenga, e esta pritica nao contribui para a
eliminacgdo do patégeno (Orozco et al., 2002).

Para o controle da mancha manteigosa, doenca altamente destrutiva, o
controle quimico é a préitica mais utilizada, porém, o uso indiscriminado de
agrotoxicos pode causar danos ao ambiente, levando a um desequilibrio
ambiental (Schwan-Estrada et al., 2003).

Entretanto, o controle quimico com a utilizacdio de fungicidas,
considerado, em muitos casos, como a unica medida eficiente e economicamente
vidvel em alguns casos, vem ocorrendo de forma exacerbada e indiscriminada,
oferecendo riscos a saide da populacdo e danos irrepardveis ao meio ambiente,
seja pela ndo-observancia de dosagens e do periodo de caréncia, seja pelo uso de
principios ativos ndo registrados para a cultura. Além disso, o uso continuo pode
promover a selecio de fungos patogénicos resistentes (Ghini & Kimati, 2002). E
ainda importante ressaltar a inexisténcia de produtos registrados para o controle
de Colletotrichum gloeosporioides, na cultura do cafeeiro (Agrofit, 2009).

Portanto, a procura por produtos alternativos que atuem no controle de
doengas de plantas de forma eficiente, com baixa ou nenhuma agressividade ao
homem e a natureza, que ndo favorecam a ocorréncia de formas de resisténcia de
pragas e patdgenos, com custo reduzido para aquisicio e aplicagdo, vem
crescendo (Schwan-Estrada et al., 2000). Uma dessas alternativas é a utilizacao
de 6leos essenciais de plantas medicinais e de extratos brutos vegetais.

A exploragdo da atividade bioldgica de compostos secunddrios presentes
no extrato bruto ou 6leo essencial em plantas medicinais pode constituir mais

uma forma potencial de controle alternativo de doengas de plantas cultivadas
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(Schwan-Estrada et al., 2000), o que tem demonstrado resultados promissores no
controle de doengas de plantas (Schwan-Estrada et al., 2003).

O craveiro-da-india (Sizygium aromaticum) € uma arvore nativa das ilhas
Moluscas, na Indonésia. Atualmente, é cultivado em outras regides do mundo,
como as ilhas de Madagascar e de Granada (Mazzafera, 2003). O botdo floral do
cravo-da-india confere um composto fendlico volitil, o eugenol. Segundo Ferrao
(1993), o eugenol representa, em média, 84,4% dos componentes do 6leo
essencial de cravo-da-india.

Dentre as espécies medicinais com potencial no controle de patégenos
destaca-se o cravo-da-india (Sizygium aromaticum) que apresenta atividade
nematicida, inseticida, antiviral, bactericida e fungicida (Yukawa et al., 1996;
Walker & Melin, 1996; Ouattara et al., 1997; El-Hag et al.,1999; Delespaul et
al., 2000; Dorman & Deans, 2000; Nascimento et al., 2000 e Tsao & Yu, 2000),
citados por Mazzafera (2003). O eugenol, um dos principais constituintes do
6leo essencial presente na especiaria, possui amplo espectro de agdo contra
fungos como Aspergillus niger Saccharomyces cerevisiase, Candida albicans,
Streptococus mutans, Lactobacillus acidophilus e Bacillus cereus, além de
outras espécies de fungos, bactérias e leveduras com efeitos antiinflamatério,
cicatrizante e analgésico (Delespaul et al., 2000).

Neste contexto, o presente trabalho foi realizado com os objetivos de
avaliar o efeito do 6leo essencial e do extrato de cravo-da-india no controle de
Colletotrichum gloeosporioides, agente da mancha manteigosa, e verificar a
producdo de matéria seca (MS) da parte aérea e da raiz das mudas provenientes
de sementes de plantas sadias e doentes (com fator de suscetibilidade) tratadas

com Oleo essencial e extrato de cravo-da-india.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Diagnose e
Controle de Enfermidades Fingicas em Plantas e em casa de vegetagdo,
localizados no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de

Lavras (UFLA), em Lavras, MG

2.1 Obtencao do isolado de C. gloeosporioides

O isolado de C. gloeosporioides utilizado neste experimento foi obtido
de hastes de cafeeiros com sintomas da mancha manteigosa do campo
experimental da UFLA. Tecidos infectados desinfestados com dlcool a 50% por
30 segundos e hipoclorito de sédio a 1%, por 1 minuto, lavados em agua
destilada e esterilizada e secados em papel filtro esterilizado foram transferidos
para placa de Petri contendo meio de cultura MEA a 2% (extrato de malte e
dgar) e mantidos, durante 7 dias, em camara de crescimento a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas.

As culturas monospdricas foram obtidas a partir da suspensdo de esporos
(1x10’ esporos/mL), das coldnias puras de C. gloeosporioides, vertida em placas
de Petri contendo meio 4gar-dgua a 2%. Apds 24 horas em camara de
crescimento a 25°C e fotoperiodo de 12 horas em camara de fluxo laminar, com
o auxilio do microscépio de luz, esporos germinados foram transferidos
individualmente para placas de Petri contendo MEA a 2%. Discos de micélio
dos isolados monospéricos foram preservados em dgua destilada e esterilizada,

segundo o método de Castellani.
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2.2 Obtencao das mudas de café

Para a obteng¢do das mudas foram utilizadas sementes de cafeeiro da
cultivar Catuai, provenientes de plantas sadias que originaram as chamadas
“mudas sadias” e de plantas doentes que originaram as chamadas ‘“mudas
doentes” (com fator de suscetibilidade), produzidas na safra de 2007/2008 e
coletadas na Fazenda da Laje, localizada no municipio de Paraguagu, Minas
Gerais.

As sementes foram obtidas de frutos no estddio cereja, colhidos
manualmente. Os frutos foram submetidos ao despolpamento e, em seguida, as
sementes foram desmuciladas por fermentacdo em dgua, por 24 horas. Apos a
retirada da mucilagem, foram lavadas em 4gua corrente e dispostas em bandejas
forradas com papel filtro esterilizado, colocadas a sombra para a retirada do
excesso de dgua.

As sementes foram semeadas em copos descartdveis de 500 mL
contendo substrato composto por terra, areia e esterco, na proporcdo 2:1:2,
mantidos em casa de vegetagdo. Os tratamentos foram distribuidos em blocos
casualisados, esquema fatorial 11 tratamentos x 2 estados (“mudas sadias” e

“mudas doentes”), com 5 repeti¢des.

2.3 Oleo essencial e extrato de cravo-da-india no controle de Colletotrichum
gloeosporioides, agente da mancha manteigosa, in vivo

A primeira pulverizagdio do O6leo essencial de cravo-da-india nas
concentracdes 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%, do extrato de cravo-da-india nas
concentracdes 0,1%, 1,0% , 10% e 20%, do fungicida Clorotalonil (0,2g-1) e de
dgua destilada (testemunha e testemunha inoculada) foi realizada nas mudas de
cafeeiro quando as mesmas apresentavam trés pares de folhas totalmente

expandidas (6 meses de idade).
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Trés dias antes da inoculagdo, as mudas foram submetidas a condi¢do de
camara Umida, feita com o auxilio de sacos plésticos transparentes umedecidos
com 4gua destilada e esterilizada, que foram mantidas em casa de vegetacdo por
48 horas.

Sete dias apds a primeira pulverizacdo, 4 folhas/muda foram inoculadas
com suspensio de conidios, na concentragdo de 2,5x10° esporos/mL em dgua e
Tween a 20%. A suspensdo de conidios do isolado foi inoculada com uma gota
de 10 uL na face abaxial das folhas, em locais marcados com o auxilio de discos
autocolantes com orificios de 1,4 cm de didmetro. Foram feitos ferimentos nos
locais da inoculagdo nas folhas com o auxilio de um conjunto de agulhas para
permitir a penetracio e a colonizac¢do do fungo. Sobre a drea inoculada, colocou-
se um disco de papel semipermedvel com 1,3 cm de diametro, previamente
umedecido, formando, assim, uma microcimara tmida (Abreu, 1978). Essa
microcamara umida foi retirada 48 horas apds a inoculagdo. Sete dias apds a
inocula¢do das mudas, procedeu-se a mais quatro pulverizagdes semanais do
6leo e extrato de cravo-da-india.

Foi avaliada a severidade da doenga (porcentagem de drea foliar afetada
pela doenga, nas folhas inoculadas), sete dias apds a inoculacdo, por meio da
escala de notas adaptada por Varzea (1995) e modificada por Martins & Abreu
citado por Martins (2008) (Tabela 1). A severidade foi avaliada durante 4

s€manas.
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TABELA 1 Critérios de avaliacdo do espectro de reacdo a Colletotrichum sp.

apresentada por plantas de café.

Nota (grau de sintomas) Severidade/Sintomas
0 Auséncia de reacao visivel.
1 Pequenas e poucas (1 a 2) lesdes clordticas ou
acastanhadas.
2 Mais de 2 lesdes acastanhadas ou lesdes coalescentes.

O diametro da lesdo excede 0,5 mm

3 Extensas lesdes acastanhadas com numerosos pontos
pretos ou lesdes escuras. Mais de 50% da area do
disco lesionada.

4 Area do disco totalmente necrosada (100%).

A partir dos dados de severidade foi determinado o indice da doenga
(ID), conforme a férmula proposta por Cirulli & Alexander, citado por Carvalho

(2004).

ID (%) = 100 X[(f.v)/(n.x)],

em que:

f = nimero de folhas com a mesma nota;

v = nota observada;

n = numero total de discos;

X = nota mixima da escala.

Em seguida, com os valores do ID (%), foi calculada a 4rea abaixo da
curva de progresso da severidade (AACPS) com base nos indices de severidade,

de acordo com Campbell & Madden (1990), calculados pela férmula:
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n-1
AACPS =X [(Xi+ X i1)/2](tisg — 1),
em que:

i=1
X : indice da doenca;

t: o tempo;

n: o nimero de avaliacdes no tempo;

Para a avaliacdo da AACPS, utilizou-se o delineamento experimental em
blocos casualizados. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey, a

5% de probabilidade (Sisvar versdo 4.6) (Ferreira, 2000).

2.4 Matéria seca (MS) da parte aérea e raiz de mudas provenientes de
sementes de plantas sadias e doentes tratadas com dleo essencial e extrato
de cravo-da-india

Ao final de todas as avaliagGes, as mudas tratadas com 6leo essencial e
extrato de cravo-da-india foram retiradas do substrato, lavadas e secadas.

Para avaliagdo da producdo de matéria seca (MS), as raizes e partes
aéreas foram acondicionadas separadamente em sacos de papel previamente
identificados e colocados em estufa de circulagdo forcada, a 37°C, por 5 dias.
Foi colocada uma parte aérea por saco de papel, num total de cinco para cada
tratamento (cinco repeti¢des para cada tratamento). O mesmo foi realizado com
as raizes. Cada material vegetal foi pesado em balanca analitica.

Para a andlise da producdo de matéria seca (MS), utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade (Sisvar versdo 4.6),

(Ferreira, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Oleo essencial e extrato de cravo-da-india no controle de Colletotrichum
gloeosporioides agente da mancha manteigosa, in vivo

Houve diferengas significativas (P<0,05) para a interacdo entre
tratamentos e estado das mudas (“doentes” e “sadias”), para a 4rea abaixo da
curva de progresso da severidade (AACPS) (Tabela 2).

As testemunhas absoluta e inoculada das mudas sadias e a testemunha
absoluta das mudas doentes ndo apresentaram qualquer sintoma da doencga.
Observou-se que, para as mudas doentes, o extrato de cravo a 0,1%, 10% e 20%
e o 6leo de cravo a 0,5%, 0,75% e 1,0% apresentaram as menores AACPS, com
660,63; 888,13; 809,38; 678,13 e 835,63 respectivamente, ndo havendo
diferencas estatisticas entre si e diferindo estatisticamente da testemunha. Em
seguida, o extrato de cravo a 1,0% apresentou 975,45; o fungicida, 1.045,63 e o
6leo de cravo a 0,25%, 1.089,67, que diferiram da estatisticamente da
testemunha (Tabela 2). A testemunha inoculada apresentou a maior AACPS,
com 1.334,38. Dentre as mudas sadias ndo houve diferencas significativas para
os diferentes tratamentos aplicados.

E importante salientar que o 6leo a 0,5% e o extrato a 0,1% foram os
tratamentos mais eficientes no controle do C. gloeosporioides. Esse potencial de
inibicdo observado permite a recomendacdo destes em substituicdo ao
tratamento quimico das mudas, pois tais tratamentos, além de eficientes,
apresentam-se nao poluentes (Carvalho & Nakagawa, 2000). Contudo, quando
se observam, ainda, a eficiéncia de aplicacdo e o custo beneficio do 6leo a 0,5%
em relacdo ao extrato a 0,1%, o melhor tratamento seria o extrato a 0,1%, pois o
mesmo apresenta maior facilidade de aplicacdo e menor custo para a sua

aquisicao.
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Quando foram comparadas as mudas doentes e sadias em relagdo aos
tratamentos realizados, observou-se que todos os tratamentos foram mais
eficientes para as mudas sadias do que para as doentes (Tabela 2). Isso pode ter
ocorrido porque esta ultima apresenta vérios fatores de suscetibilidade para a
doenga. Segundo Ferreira (2006), a interagdo entre Colletotrichum
gloeosporioides e plantulas de café € muito varidvel, dependendo da
suscetibilidade do material genético em expressar sintomas da doenga, da

variabilidade genética dos isolados e do tempo apds inoculagdo para expressar

sintomas.
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TABELA 2 Oleo essencial e extrato de cravo-da-india na drea abaixo da curva
de progresso da severidade (AACPS) das mudas de cafeeiro.

UFLA, Lavras, MG, 2009.

AACPS
Tratamentos Mudas “doentes” Mudas “sadias”
Oleo de cravo-da-india a 0,25% 1088,67 cB 170,63 aA*
a 0,50% 678,13 bB 218,40 aA
a0,75% 835,63 bB 236,25 aA
a 1,00% 975,45 bB 126,88 aA
Extrato de cravo-da-india a 0,1% 660,63 bB 223,13 aA
al1% 975,45 cB 135,63 aA
a 10% 888,13 bB 87,50 aA
a20% 809,38 bB 0,00 aA
Clorotalonil (0,2g.L’1) 1045,63 cB 231,88 aA
Testemunha 0,00 aA 0,00 aA
Testemunha inoculada 1334,38 dB 0,00 aA
CV (%) 44,28

*Médias seguidas pela mesma letra, maidscula na linha e mindscula na coluna,
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

E importante ressaltar que relatos envolvendo controle no patossistema
Colletotrichum gloeosporioides x cafeeiro sao inexistentes na literatura. No
entanto, trabalhos evolvendo o 6leo essencial de cravo-da-india, 6leo de tomilho,
6leo de citronela e 6leo de capim-limao no controle da cercosporiose do cafeeiro
foi realizado por Pereira (2008), que observou que 0s mesmos proporcionaram
reducdo a AACPSD de 73,7%, 83%, 77,2% e 70,8%, respectivamente, em

relacdo a testemunha.
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Pereira (2006) estudou também a utilizacdo de extratos de residuos do
café no controle da cercosporiose do cafeeiro e observou que o extrato de casca
de café (ECC), nas doses 50, 100, 150 e 200g/L, diminuiu a 4rea abaixo da curva
de progresso da incidéncia (AACPI), com 12,4%, 11,3%, 28,1% e 9,6%,
respectivamente, diferindo estatisticamente da testemunha.

Santos et al. (2007), em estudo sobre o efeito de extratos vegetais contra
patégenos flngicos, observaram que o extrato vegetal de folhas de café
infectadas por ferrugem (EFID) e o extrato de casca de café¢ (ECC)
proporcionaram redug¢do na incidéncia da cercosporiose, da ferrugem e da
mancha-de-phoma do cafeeiro, comparativamente aos percentuais de doenga
observados nas testemunhas pulverizadas com dgua e Viga Café.

Toyota (2008), testando o extrato vegetal de folhas de café infectadas
por ferrugem (EFID) e a combinacdo EFID mais ASM (acibenzolar-S-metil)
contra a ferrugem do cafeeiro, observou que a combinagdo proporcionou
reducdo na drea abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) de 52%,
enquanto o EFID reduziu em 26%, quando comparado a testemunha.

Nascimento et al. (2008) observaram que, no terceiro dia apds a
inocula¢do, mudas de mamoeiro pulverizadas com extrato de alho, angico e
manjericdo e com o indutor Bion® ndo apresentaram sintomas de antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides). Aos 6 dias apds a inoculacdo, verificaram
também que os mesmos tratamentos diferiram estatisticamente dos demais,

tendo sido observadas apenas pequenas lesdes clordticas.
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3.2 Matéria seca (MS) da parte aérea e raiz de mudas sadias e doentes
tratadas com oleo essencial e extrato de cravo-da-india

Nao houve interacdo significativa (P<0,05) entre tratamentos x estado
das mudas. Apenas as “mudas doentes” apresentaram diferencas significativas
para a matéria seca da parte aérea. As médias encontram-se na Tabela 3.

Dentre as mudas doentes, o 6leo de cravo a 0,75%, o extrato de cravo
nas concentragdes 0,1%, 1,0% e 10% e o fungicida foram os melhores
tratamentos, tendo os mesmos apresentado maior MS de parte aérea, 0,79g,
0,75g, 0,76g, 0,77g e 0,79g, igualando-se estatisticamente 2a testemunha
absoluta, que apresentou 0,82g. O 6leo de cravo nas concentracdes 0,25%, 0,5%
e 1,0%, o extrato de cravo a 20% e a testemunha inoculada apresentaram menor
MS de parte aérea, sendo 0,65g, 0,62g, 0,54g, 0,65g e 0,66g, respectivamente,
ndo havendo diferencas estatisticas entre esses tratamentos (Tabela 3).

Dentre as mudas sadias, ndo houve diferengas significativas para os
diferentes tratamentos aplicados. Os tratamentos aplicados nas mudas doentes
foram estatisticamente iguais aos tratamentos aplicados nas mudas sadias, com
excegdo para o extrato de cravo a 10%, que apresentou maior matéria seca de

parte aérea para as mudas doentes do que para as mudas sadias (Tabela 3).
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TABELA 3 Matéria seca de parte aérea de mudas ‘“doentes” e “sadias”
pulverizadas com OGleos e extratos de cravo-da-india. UFLA,

Lavras, MG, 20009.

Matéria seca de parte aérea (g)

Tratamentos Mudas “doentes” Mudas “sadias”
Oleo de cravo-da-india a 0,25% 0,65 aA 0,63 aA*
a0,50% 0,62 aA 0,69 aA
a0,75% 0,79 bA 0,71 aA
a 1,00% 0,54 aA 0,62 aA
Extrato de cravo-da-india a 0,1% 0,75 bA 0,74 aA
al1% 0,76 bA 0,68 aA
a 10% 0,77 bB 0,56 aA
a20% 0,65 aA 0,46 aA
Clorotalonil (0,2g.L™") 0,79 bA 0,66 aA
Testemunha 0,82 bA 0,70 aA
Testemunha inoculada 0,66 aA 0,73 aA
CV (%) 21,41

*Médias seguidas pela mesma letra, maidscula na linha e mindscula na coluna,
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Nao houve interacdo significativa (P<0,05) entre tratamentos x estado
das mudas. Apenas as “mudas sadias” apresentaram diferencas significativas
entre os tratamentos para a matéria seca de raiz. As médias encontram-se na
Tabela 4.

Para as mudas sadias, todas as concentragdes do 6leo e do extrato de
cravo comportaram-se estatisticamente iguais a testemunha absoluta em relacao
a matéria seca de raiz. Apenas as mudas tratadas com o fungicida (0,29g) e a

testemunha inoculada (0,33g) apresentaram maior matéria seca de raiz em
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relagcdo a testemunha absoluta. Dentre as mudas doentes, ndo houve diferencas
significativas para os diferentes tratamentos aplicados.

Os tratamentos aplicados nas “mudas doentes” foram estatisticamente
iguais aos tratamentos aplicados nas ‘“mudas sadias”, com excecdo da
testemunha inoculada, que apresentou maior matéria seca de raiz para as mudas

sadias do que para as mudas doentes (Tabela 4).

TABELA 4 Matéria seca da raiz de mudas “doentes” e “sadias” pulverizadas com

Oleos e extratos de cravo-da-india. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Matéria seca de raiz (g)

Tratamentos Mudas “doentes” Mudas “sadias”
Oleo de cravo-da-india a 0,25% 0,19 aA 0,21 aA*
a0,50% 0,18 aA 0,20 aA
a0,75% 0,22 aA 0,16 aA
a 1,00% 0,18 aA 0,18 aA
Extrato de cravo-da-india a 0,1% 0,24 aA 0,22 aA
a1,0% 0,22 aA 0,22 aA
a10% 0,21 aA 0,20 aA
a20% 0,19 aA 0,19 aA
Clorotalonil (0,2g.L’1) 0,29 aA 0,29 bA
Testemunha 0,24 aA 0,22 aA
Testemunha inoculada 0,19 aA 0,33 bB
CV (%) 35,57

*Médias seguidas pela mesma letra, maidscula na linha e mindscula na coluna,
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4 CONCLUSOES

O extrato a 0,1%, 10% e 20% e o 6leo essencial de cravo a 0,5%, 0,75%
e 1,0% apresentaram-se como produtos potenciais na reducdo da AACPS da
doenga para as “mudas doentes”.

O 6leo de cravo a 0,75%, o extrato de cravo nas concentracdes 0,1%,
1,0% e 10% e o fungicida foram os melhores tratamentos, tendo apresentado
maior matéria seca de parte aérea para as mudas doentes.

O extrato de cravo a 10% apresentou maior matéria seca de parte aérea
para as mudas doentes do que para as mudas sadias.

O fungicida e a testemunha inoculada apresentaram maior matéria seca
de raiz para as mudas sadias.

A testemunha inoculada apresentou maior matéria seca de raiz para as

mudas sadias do que para a testemunha inoculada das mudas doentes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A mancha manteigosa, causada por Colletotrichum gloeosporioides, tem
determinado perdas, culminando com a perda total de produgdo. Acredita-se que
a sua transmissdo ocorra pela semente, visto que a maioria das lavouras é

formada a partir de mudas.

No presente trabalho, as sementes inoculadas apresentaram maior
percentual de plantas normais germinadas, bem como maior indice de
velocidade de germinacdo em relagdo a testemunha absoluta. Isso pode ter
acontecido porque o patdgeno, em contato com a semente, pode alterar todo o
processo fisiolégico da mesma e a semente, numa tentativa de garantir a
perpetuacdo de sua espécie, responde de maneira positiva, aumentando sua

germinacao e vigor.

Sementes tratadas com o 6leo de cravo a 0,75% e com o extrato de cravo
a 1% e 10% apresentaram baixo percentual de sementes normais germinadas e
sementes tratadas com o Oleo de cravo a 0,75% e extrato de cravo a 1,0%
apresentaram baixo IVE. Isso pode ter ocorrido porque os extratos foram
preparados a partir de botdes florais de diferentes procedéncias, o que pode ter
influenciado na sua composicdo quimica. Em relagdo aos tratamentos realizados
com o 6leo de cravo, acredita-se que novos experimentos devem ser realizados

para poder elucidar o ocorrido.

E importante ressaltar que ndo ha fungicidas registrados para o controle
de C. gloeosporioides em mudas e sementes de café, assim como também nao ha
relatos do controle alternativo de C. gloeosporioides em sementes e mudas de
café. No entanto, os resultados do presente trabalho sdo inéditos e muito
interessantes, pois demonstram que o 6leo essencial e o extrato de cravo-da-

india, em diferentes concentracdes, apresentam potencial no controle de
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Colletotrichum gloeosporioides, agente da mancha manteigosa, em sementes e

mudas de café.

E importante enfatizar também que pesquisas utilizando produtos
alternativos no controle de fitopatégenos ainda sdo muito restritas, portanto,

trabalhos futuros devem ser realizados em casa de vegetagdo e em campo.
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