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RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito de concentracdes de manganés (Mn) e
flor (F) para o manejo da mancha aureolada do cafeeiro, conduziu-se
experimento instalado inicialmente em casa de vegetacdo e posteriormente sob
condicBes controladas em camara de crescimento, para avaliar a intensidade da
doenca e fotossintese. O ensaio foi conduzido no Departamento de Fitopatologia
(DFP), da Universidade Federal de Lavras (UFLA). A cultivar suscetivel Catuai
Vermelho IAC 99 foi utilizada. Os tratamentos consistiram na combinacéo de
cinco concentragdes de Mn (0; 0,7; 1,4; 2,8; € 5,6 g. L™) e cinco concentragdes
de F (0; 0,01875; 0,0375; 0,075; e 0,15 g. L), em esquema fatorial 5 x 5,
totalizando 25 tratamentos com quatro repeticGes. O delineamento foi em blocos
casualizados. Houve interagdo significativa entre as concentracfes de Mn e F
para a area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) e para a area
abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS). Ndo houve influéncia da
interacdo entre as concentragcbes de Mn e F na fotossintese das mudas de
cafeeiro, bem como ndo houve efeito isolado para as concentragdes de F. As
concentracdes de Mn influenciaram significativamente a fotossintese, havendo

reducdo decorrente ao aumento das concentracfes deste nutriente.

Palavras-chave: ~Mancha aureolada. Café. Nutricio mineral.
Epidemiologia.



ABSTRACT

In order to evaluate the effect of concentrations of manganese (Mn) and
fluorine (F) for the management of bacterial blight in coffee, experiment was
conducted initially in greenhouse and later under controlled conditions in growth
chamber to evaluate the intensity of the disease and photosynthesis. The assay
was conducted in the Department of Plant Pathology (DFP), at Lavras Federal
University (UFLA). The susceptible cultivar Catuai Vermelho IAC 99 was used.
Treatments consisted of a combination of five Mn concentrations (0, 0.7, 1.4,
2.8, and 5.6 g L™) and five F concentrations (0, 0.01875, 0.0375, 0.075 and 0.15
g L") in a factorial 5 x 5, totaling 25 treatments with four replications. The
experimental design was a randomized block. There was a significant interaction
between the concentrations of Mn and F to the area under disease progress curve
of incidence (AUDPCI) and the area under disease progress curve of severity
(AUDPCS). There was no influence of the interaction between the
concentrations for Mn and F in the photosynthesis rate of the coffee seedlings,
and no isolated effect for concentrations of F. The Mn concentrations
significantly influenced photosynthesis, occurring decrease due to increase of

the nutrient concentration.

Keywords: Bacterial blight. Coffee. Mineral nutrition. Epidemiology.
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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café e o Estado de
Minas Gerais é responsavel por mais de 50% da produgdo nacional, com safra
para o ano de 2015, estimada em 23,64 milhdes de sacas e a regido Sul de Minas
responsavel por 45,68% deste total (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2015). Apesar disso, a cafeicultura brasileira
enfrenta dificuldades no processo produtivo, resultando na reducéo da qualidade
e da produtividade, sendo o0s responsaveis por essa perda a deficiéncia
nutricional, 0 manejo inadequado da lavoura, as pragas e as doengas (GARCIA
JUNIOR et al., 2003).

Dentre as principais doencas que afetam o cafeeiro estda a mancha
aureolada, cujo agente etioldgico é a bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae
Young, Dye e Wilkie. Essa doenga se agrava, principalmente, em lavouras
localizadas em regides de altitudes elevadas e com ocorréncia de ventos frios
(ITO et al., 2008), em lavouras novas ou lavouras onde se realizou poda e,
também, em viveiros nas regides produtoras dos estados do Parana, Sdo Paulo e
em Minas Gerais, ocorrendo nas regides Sul, Triangulo Mineiro, Alto Paranaiba
e Cerrado (MOHAN, 1976; SERA; ALTEIA; PETEK, 2002; ZOCCOLI;
TAKATSU; UESUGI, 2011).

A caréncia de informagdes sobre a mancha aureolada, o restrito nimero
de defensivos registrados para o manejo e o desenvolvimento de resisténcia do
patdgeno a antibioticos dificultam seu controle (JESUS JUNIOR et al., 2002).
Essa auséncia de informacfes ocasiona danos, perdas e aumento no custo de
producdo em virtude do acréscimo de aplicacdes de produtos fitossanitarios
(ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011). Diante desses problemas, é desejavel
que outros métodos de manejo de doengas sejam aplicados como forma de

reduzir o uso excessivo de produtos quimicos e controlar a doenga.
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Dentre as medidas de manejo de doengas, ha o manejo cultural por meio
da nutricdo mineral de plantas. A relagéo entre a nutrigdo mineral de plantas e a
intensidade de doencas foi estudada em cafeeiro para 0 manejo da cercosporiose
(GARCIA JUNIOR et al., 2003; POZZA et al., 2001), da mancha de Phoma
(LIMA et al., 2010) e da ferrugem (SANTOS et al., 2008; TALAMINI et al.,
2001), no entanto, para a mancha aureolada ndo existem estudos. Marschner
(2012) afirma que os nutrientes minerais influenciam a anatomia e a composigao
quimica das células vegetais, as quais podem aumentar ou reduzir a resisténcia
das plantas aos patdgenos.

Em relagdo aos elementos minerais, destaca-se 0 manganés (Mn), um
micronutriente essencial as plantas envolvido em importantes processos
fisiologicos e bioguimicos (MALAVOLTA, 2006; ROMHEL; MARSCHNER,
1991), incluindo a producéo de compostos relacionados as reagdes de defesa das
plantas contra patdgenos (HUBER; WILHELM, 1988). Juntamente com o Mn,
outro elemento de destaque neste estudo é o fldor (F). O F ndo é um elemento
nutriente para as plantas, podendo até mesmo provocar injurias em espécies
suscetiveis ao seu acimulo (WEINSTEIN, 1977). No entanto, os fluoretos séo
utilizados contra bactérias agentes da carie dentaria (NARVAI, 2000) e, segundo
Shellis e Duckworth (1994), o F disponivel nestes compostos é absorvido pelo
microrganismo, provocando alterages no seu interior. Desta forma, acredita-se
que a combinagdo dos elementos Mn e F possa promover alteracdo na
intensidade da mancha aureolada.

Diante da caréncia de medidas de manejo, de estudos relacionados a
nutricdo mineral e de medidas alternativas de controle, objetivou-se com este
estudo avaliar concentragdes de Mn e F em pulverizagéo foliar para o manejo da

mancha aureolada do cafeeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cafeicultura no Brasil

O Brasil € o maior produtor e exportador de café do mundo com area
plantada do café ardbica (Coffea arabica L.) totalizando 1.775,6 mil hectares
correspondentes a 78,5% das lavouras brasileiras (CONAB, 2015). De acordo
com a CONAB (2015), em Minas Gerais encontra-se a maior area cultivada com
café arabica (1.188,2 mil ha) equivalente a 66,9% da area cultivada com esta
espécie no pais.

Além da importancia econémica a cafeicultura no pais tem grande
importancia social. Essa atividade gera empregos diretos no campo (MELLO,
2001) e, também, indiretos nas cidades, nas fases de beneficiamento e
comercializacdo do café (MOREIRA; ADAMI; RUDORFF, 2004).

2.2 Doengas bacterianas relatadas em cafeeiro

Ndo sé P. syringae pv. garcae (Psg), agente etiolégico da mancha
aureolada (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956), possui ocorréncia
relatada em cafeeiro, mas também outras espécies de bactérias fitopatogénicas,
como: Xylella fastidiosa, agente causal da atrofia dos ramos do café
(PARADELA FILHO, 1995); Pseudomonas andropogonis, agente causal da
mancha escura bacteriana (RODRIGUES NETO et al., 1981); P. syringae pv.
tabaci (DESTEFANO et al., 2010; RODRIGUES NETO et al., 2006) e P.

cichorii (ROBBS et al., 1974), ambas agentes de manchas foliares.
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2.3 Mancha aureolada do cafeeiro

A mancha aureolada foi descrita pela primeira vez no Brasil no
municipio de Garga, Estado de Sdo Paulo (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO,
1956), no entanto, apés ser constatada foi considerada de menor importancia
econbmica (COSTA; SILVA, 1960) em que apenas casos isolados da doenca
foram identificados por, aproximadamente, duas décadas depois de seu relato
(MOHAN, 1976). Além do Estado de Sao Paulo, Psg foi descrita oficialmente
em Minas Gerais e Parana (KIMURA; ROBBS; FERRARI, 1976; MOHAN,
1976).

Em Minas Gerais essa bacteriose ocorre comumente na regido do Alto
Paranaiba, e os primeiros relatos da doenga datam de 1980, em S&o Gotardo,
ocorrendo em épocas chuvosas, levando a intensa seca de ramos (VALE;
ZAMBOLIM, 1997). E uma doenca preocupante em regides mais frias, expostas
ao vento (SERA et al., 2004), no Parand, em S&o Paulo e, também, no Sul de
Minas Gerais, principalmente, em lavouras novas, podadas e em viveiros
(MOHAN, 1976). Além do Brasil, Psg foi relatada no Quénia (RAMOS;
SHAVDIA, 1976), Etidpia (KOROBKO; WONDIMAGEGNE, 1997), Uganda e
China (CHEN, 2002).

Os danos causados pela doenga estdo relacionados direta ou
indiretamente com a producdo de acordo com o 0rgdo vegetal afetado
(RODRIGUES et al., 2013). Esses autores afirmam que, ao infectar as folhas e
ramos, as manchas necroticas e abscisdo podem levar & reducdo da é&rea
fotossinténtica e, quando ocorre nas flores e frutos, sua queda prematura leva a
reducéo direta da producéo. Rodrigues et al. (2013) relatam, ainda, que a falta de
manejo da bacteriose nos viveiros pode levar a danos de até 100%, por estarem
mais suscetiveis, uma vez que o adensamento das mudas proporciona condigdes

favoraveis para a disseminagdo do patdgeno e ocorréncia da doenga.
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2.3.1 Etiologia

A bactéria Psg pertence ao grupo das bactérias Gram-negativas, €
aerobia estrita e apresenta células em formato de bastonetes com medidas que
variam de 0,5 a 1,0 um de didmetro e 1,5 a 4,0 um de comprimento que se
movimentam utilizando de um a varios flagelos polares (AGRIOS, 2005;
FERREIRA; SALGADO, 1995). Quando cultivados em meio de cultura King B
(KB) (KING; WARD; RANEY, 1954), os isolados produzem pouca guantidade
de pigmento fluorescente e, em meios de cultura como Batata Dextrose Agar
(BDA) e Nutriente Agar (NA), produzem pigmento marrom, denominado
melanina (BARTA; WILLIS, 2005). Estes autores observaram que isolados
provenientes do Quénia produziam pigmento fluorescente em meio KB, ao

contrario dos isolados brasileiros.

2.3.2 Sintomatologia

A doenca possui esta denominagdo em decorréncia da formacdo de um
halo amarelo ao redor das les6es nas folhas (CARVALHO; CHALFOUN, 2000;
POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010). Estas lesfes consistem em
manchas de formato irregular, de colocagdo marrom-escura, com inicial
formacdo de pontos encharcados e posterior formagdo do halo de coloracéo
amarela, caracteristico da doenga e mais evidente em folhas velhas, pois, em
folhas novas, este halo pode ndo ser observado (RODRIGUES et al., 2013;
ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005). As lesGes podem ocorrer ao longo
da superficie foliar e, frequentemente, em torno das margens das folhas, em que
a infeccdo é facilitada por danos mecénicos; nos ramos, ocorre morte dos tecidos
com necrose da ponta até a base e nas flores e frutos novos promove necrose
(GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997). Em mudas em condic¢Ges
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de viveiro, a doenga provoca queima das folhas e necrose dos tecidos jovens
(ZAMBOLIM et al., 1999; ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005),
resultando na morte das mudas (RODRIGUES et al., 2013). Folhas jovens do
cafeeiro sdo mais suscetiveis a Psg, enquanto as folhas velhas apresentam maior
resisténcia a infeccdo (OLIVEIRA, 1988; OLIVEIRA; ROMEIRO, 1991).

2.3.3 Epidemiologia

A ocorréncia da mancha aureolada é favorecida por baixas temperaturas
associadas a chuva fina (GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997),
em lavouras situadas em locais de elevadas altitudes e sujeitas ao vento
(POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010). A maior intensidade da doenca
foi observada no Parana quando as médias mensais de temperatura e umidade
relativa do ar variaram de 13,1°C a 20,5°C e 57% a 73%, respectivamente, e
precipitacdo de 111,3 mm (CARDOSO; MOHAN, 1980).

Zoccoli, Takatsu e Uesugi (2011) realizaram levantamento relacionando
as condi¢cdes meteoroldgicas e a ocorréncia da mancha aureolada na regido do
Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba e observaram que a ocorréncia da doenca
nessa regido € variavel e, em areas serranas de topografia acidentada, altitudes
elevadas, temperaturas amenas e sujeitas a ventos fortes ou continuos, como na
regido que compreende 0s municipios de Patrocinio e Sdo Gotardo, a mancha
aureolada tem ocorrido todos os anos, porém, com intensidade variada e
imprevisivel. Os mesmos autores afirmaram que sdo necessarios dados
climatolégicos mais refinados os quais englobam faixa de temperatura em que as
folhas sdo mais suscetiveis, 0 tempo de duracdo do molhamento foliar para
haver a infeccéo, bem como a velocidade e a duracdo do vento e o impacto das

chuvas.
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A penetracdo da bactéria nos tecidos das plantas se da por aberturas
naturais e/ou ferimentos na presenca de agua livre (KIMATI et al., 2005). Estes
ferimentos podem ter sido provocados por tratos culturais, atrito entre folhas,
abrasdo de grdos de areia carregados pelo vento ou ainda por meio da propria
acdo do vento, cujas microfissuras podem ser provocadas (RODRIGUES et al.,
2013).

A colonizagédo do tecido vegetal pela bactéria se da pelos espacos intra e
intercelulares e as areas necréticas ficam circundadas por um halo amarelo, que
surge em resultado da liberagdo de toxinas pela bactéria (RODRIGUES et al.,
2013). Esses autores relatam que a disseminacdo da bactéria ocorre de uma folha
para outra ou para plantas vizinhas, por meio da dgua e/ou pelo vento, portanto,
sua incidéncia é reduzida em condicGes de menor periodo de molhamento foliar
necessario para sua disseminagdo. Além disso, segundo Belan (2014), sementes
de café provenientes de plantas com sintomas de mancha aureolada podem
conter indculo viavel da bactéria, podendo contribuir para sua disseminacao.

Zocolli, Takatsu e Uesugi (2011) evidenciaram a sobrevivéncia da
bactéria na forma epifitica, ou seja, na superficie das folhas sem causar doenca,
quando mudas aparentemente sadias adquiridas de viveiros que possuiam mudas
com sintomas resultaram na formacéo de cafezais com menos de um ano de

idade muito afetados pela doenca.

2.3.4 Manejo da mancha aureolada

O manejo da doenca deve basear-se em medidas preventivas, como a
escolha do local para instalacdo da lavoura, protegendo o cafeeiro de ventos
frios no campo, com medidas como a instalacdo de quebra ventos (GODOY;
BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997), distante de locais onde ha a

ocorréncia da doenca e plantio de mudas sadias para evitar a contaminacdo da
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area (RODRIGUES et al., 2013). Esses autores recomendam, ainda, que 0s
viveiros também sejam instalados em locais livres da incidéncia direta de ventos
frios ou devem ser instaladas barreiras laterais e 0 manejo adequado da irrigacdo
¢ necessario, de forma a evitar o excesso de molhamento foliar.

O controle genético de doencas bacterianas, por meio do plantio de
cultivares resistentes, € a melhor alternativa, cuja aplicacdo retorna o melhor
custo/beneficio ao produtor por reduzir a doenca e, também, a utilizacdo de
produtos quimicos (RODRIGUES et al.,, 2013). Em concordancia, lto et al.
(2008) afirmam o plantio de cultivares resistentes ser o0 método mais eficiente e
ecologicamente correto, ja que o controle quimico pode ser ineficiente em
plantas adultas e relatam que a cultivar IPR-102 possui resisténcia a Psg, além
de boas caracteristicas agronémicas.

A protecdo quimica das plantas contra a bactéria envolve a aplicagdo de
antibioticos e compostos cupricos (GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO,
1997; RODRIGUES et al., 2013). Mohan e Cardoso (1977) relataram que a
mistura de antibidticos com esses compostos aumentou a eficiéncia de controle
da mancha aureolada e a recuperacdo das plantas foi mais rapida, quando
situadas a pleno sol, provavelmente, por reduzir o ndmero de horas de
molhamento foliar. Patricio et al. (2008) mostraram que o antibiotico cloridrato
de kazugamicina e oxicloreto de cobre reduziram a incidéncia de mancha
aureolada e acibenzolar-s-methyl (BTH), indutor de resisténcia, resultou em
protecdo das mudas contra a bactéria.

Ainda assim, poucas séo as informacdes sobre a dinamica da mancha
aureolada (JESUS JUNIOR et al., 2002), restrito ndmero de defensivos
especificos registrados (SISTEMA DE AGROTOXICOS FITOSSANITARIOS
- AGROFIT, 2015) e o desenvolvimento de resisténcia da bactéria a antibidticos
dificultam seu controle (JESUS JUNIOR et al., 2002). Outro fator limitante é

que as areas montanhosas, com maior incidéncia da doenga, possuem relevo
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irregular, o que dificulta a mecanizacdo de préaticas culturais (RODRIGUES et
al., 2013).

2.4 Nutricdo mineral e doencas de plantas

Os efeitos dos nutrientes minerais no crescimento e na producdo das
plantas sdo geralmente explicados pelas fungdes que exercem no seu
metabolismo, podendo alterar o padrdo de crescimento, a morfologia, a anatomia
e a composigdo quimica da planta, contribuindo para aumentar ou diminuir sua
resisténcia a patégenos e pragas (MARSCHNER, 2012). As principais
mudancgas proporcionadas pela nutricdo mineral, responsaveis por alterar a
intensidade de doencas sdo a espessura da parede celular e cuticula, a
manutenc¢do de compostos solUveis dentro das células, como agucares simples e
aminoacidos, variacdes na suberizacdo, na silificacdo e na lignificacdo dos
tecidos, na sintese e no acumulo de compostos fenélicos (MARSCHNER, 1995).

A indisponibilidade de nutrientes necessarios, para sintetizar as barreiras
fisicas e quimicas ou o desvio de elementos em torno dos locais de infecgéo,
pode resultar em suscetibilidade a doenga (HUBER, 1980). Em contraste, 0
mesmo autor relata que a resisténcia pode ser conferida pela auséncia de
nutrientes essenciais para a atividade patogénica. Portanto, os elementos
minerais estdo diretamente envolvidos em todos 0os mecanismos de defesa como
componentes integrais da célula, substratos, enzimas e transportadores de
elétrons ou como ativadores, inibidores e reguladores do metabolismo (HUBER,
1980).

Existem diversos estudos sobre 0 manejo da nutrigdo mineral
influenciando na intensidade de doengas em espécies vegetais. Lima et al.
(2010) relataram que o desequilibrio da relacdo nitrogénio/potéssio promove

alteracBes no estado nutricional e favorece a infeccdo do fungo Phoma tarda em
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mudas de cafeeiro. Garcia Junior et al. (2003) observaram a influéncia do
potéssio e do calcio na incidéncia da cercosporiose e Pozza et al. (2001)
verificaram o controle da doenca com o incremento da nutricdo com nitrogénio e
0 aumento indireto da doenca com o aumento da nutri¢do potassica. Em doengas
bacterianas, a multiplicacdo e a severidade do crestamento foliar sdo reforcadas
com a deficiéncia de potassio e célcio e, muitas vezes (KIRALY, 1976), mas nao
sempre, por deficiéncia de nitrogénio (HUBER; THOMPSON, 2007).

2.4.1 Manganés (Mn)

O Mn é um micronutriente essencial para as plantas absorvido como
Mn*2, seu transporte ocorre via corrente transpiratoria; a longa distancia se move
via xilema; e sua redistribuicdo é pouco eficiente (MALAVOLTA, 2006). Sua
funcdo como ativador ou cofator de enzimas é fundamental nos processos de
respiragdo, controle hormonal, metabolismo do nitrogénio e biossintese de
compostos secundarios (MALAVOLTA, 2006).

O Mn possui importancia em processos bioquimicos e fisioldgicos das
plantas, os quais possuem funcdo estrutural, redox e no transporte de elétrons na
fotossintese (BURNELL, 1988; ROMHELD; MARSCHNER, 1991). Existem
diversas enzimas que sdo ativadas por Mn*? e algumas enzimas contém Mn,
como a proteina de Mn no fotossistema I, a superdxido dismutase contendo Mn
(MnSOD) e a oxalato oxidase (BURNELL, 1988; HUGHES; WILLIAMS,
1988). Os referidos autores relataram que o Mn atua na ativagdo de varias
enzimas da rota do acido chiquimico e rotas subsequentes, culminando na
biossintese de amino&cidos aromaticos (como a tirosina), produtos secundarios
(como lignina e flavonoides) e o acido indolacético. Outro papel do Mn é atuar
na estabilizacdo da conformacdo ativa de fenilalanina aménialiase (PAL)
(WALL; QUINN; D’CUNHA, 2008) e estimular peroxidases (ONNERUD et
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al., 2002). Plantas deficientes em Mn apresentam baixa concentracdo de
fendlicos e lignina, resultante da falta desse nutriente, pois, 0 mesmo atua como
cofator de enzimas responsaveis por produzir esses compostos (BROWN;
GRAHAM; NICHOLAS, 1984; RENGEL; GRAHAM; PEDLER, 1993).

Diversos estudos realizados relatam o0 aumento ou a redugdo na
severidade de doencas em espécies de plantas cultivadas, a exemplo da
antracnose em banana (CHILLET et al., 2000 apud THOMPSON; HUBER,
2007), mancha de graxa em citros (TIMMER; ZITKO, 1995 apud THOMPSON;
HUBER, 2007), sarna da batata (SAHA; MIAN; BARI, 1997 apud
THOMPSON; HUBER, 2007) e mancha bacteriana em arroz (PHILIP;
DEVADATH, 1981, 1984 apud THOMPSON; HUBER, 2007). Yamada (2007)
afirmaram que infeccdes por Xylella spp. (bactérias endofiticas) causam pouco
dano, com excecdo de plantas em que apresentam deficiéncia de
micronutrientes, como 0 Mn e zinco (Zn).

Outra justificativa para 0 uso do Mn neste estudo é dada por este
micronutriente participar da composicdo de fungicidas como o mancozeb e o
maneb (DEBBARH et al., 2002; ZHOU et al., 2004), correspondendo a 17% do
peso molecular do primeiro (HUNSCHE et al., 2007).

2.5 Fldor (F)

A absorcdo do F pelas folhas, quando estd na forma gasosa, ocorre
principalmente por meio dos estdbmatos e, em menor proporcdo, pela cuticula
(MILLER, 1993). A absorg¢do do F em solucdo ocorre por toda a superficie foliar
(AZEVEDO, 1995), deslocando-se via apoplasto em dire¢cdo as margens e ao
apice, por meio da corrente transpiratdria, em que seu acimulo pode promover
injarias (MILLER, 1993).
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O uso de fluoretos como meio preventivo e terapéutico contra a carie
dentéaria teve inicio na década de 1940 nos Estados Unidos e Canada com a
fluoretacdo das aguas de abastecimento publico (NARVAI, 2000). A acdo do F
contra bactérias é descrita por Shellis e Duckworth (1994). Segundo esses
autores, 0 microrganismo absorve o F disponivel topicamente e, no seu interior,
interfere na atividade enzimatica e no controle do pH intracelular, reduzindo a

producéo de &cidos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi instalado inicialmente em casa de vegetacdo e,
posteriormente, sob condic¢des controladas em camara de crescimento vegetal do
Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras-MG, com temperatura de 22 + 3°C, fotoperiodo de 12 horas e

umidade relativa mantida acima de 70% com uso de nebulizadores.

3.2 Producédo e adaptacao das mudas a solu¢do nutritiva

Utilizaram-se mudas de cafeeiro da cultivar Catuai Vermelho IAC 99.
As sementes foram lavadas em agua de torneira, desinfestadas em hipoclorito de
s6dio 1% (por um minuto), alcool 50% (por 50 segundos) e enxaguadas em
seguida com agua destilada esterilizada. Apds esse procedimento, realizou-se a
semeadura em bandejas plésticas contendo areia lavada e foram acondicionadas
em camara de crescimento vegetal com temperatura de 28°C e fotoperiodo de 12
horas. Apds a emisséo do par de folhas cotiledonares, as mudas foram irrigadas

com solucdo basica de Hoagland e Arnon (1950) a 20% da forca idnica. A
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aplicacdo desta solugdo foi realizada a cada dez dias até as mudas emitirem o
primeiro par de folhas verdadeiras.

Depois de 20 dias, as mudas foram levadas para casa de vegetacao e
transferidas para recipientes com capacidade de 2,6 L, contendo solugédo
nutritiva a 50% da forca idnica, calculada com base na solucdo béasica de
Hoagland e Arnon (1950), sob aeracdo continua realizada por compressor e
mangueiras. As mudas permaneceram por mais 20 dias nessas condi¢des para
adaptacdo a solucdo nutritiva. Apos esse periodo foram selecionadas de acordo
com a uniformidade de tamanho e transferidas para a solu¢éo nutritiva completa
(HOAGLAND; ARNON, 1950).

O pH da solugéo foi monitorado semanalmente, com pHmetro digital e
ajustado entre 5,5 e 6,0 com a adi¢do de HCI 0,1 mol/L, quando o pH esteve
acima de 6,0 ou NaOH 0,1 mol/L, quando o pH esteve abaixo de 5,5. Quando
necessario, o volume dos vasos foi completado com agua deionizada.

As variaveis ambientais (temperatura maxima, média e minima e
umidade relativa do ar) foram monitoradas, por intermédio de coletores de dados
com sensores internos, localizados nas bancadas onde o experimento foi

instalado.

3.3 Aplicagéo dos tratamentos

Os tratamentos consistiram na combinacgdo de cinco concentragfes de
Mn (0; 0,7; 1,4; 2,8; € 5,6 g. L™) e cinco de F (0; 0,01875; 0,0375; 0,075; e 0,15
g. L™), em esquema fatorial 5 x 5, totalizando 25 tratamentos. O delineamento
foi em blocos casualizados, com quatro repeticbes, sendo cada unidade
experimental composta por duas mudas com dois a trés pares de folhas
verdadeiras. Foram utilizados sulfato de manganés (MnSQO,) e fluoreto de sddio

(NaF) como fontes de Mn e F, respectivamente.
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Realizaram-se duas aplicagfes dos tratamentos, com intervalo de sete
dias entre aplicacOes, correspondendo a 14 e 7 dias anteriores a inoculagdo da
suspensdo bacteriana. As aplicacdes foram realizadas, via pulverizacdo foliar,

utilizando-se borrifador manual.

3.4 Obtencao do isolado, preparo do indculo e inoculacédo de P. syringae pv.

garcae

Utilizou-se o isolado de referéncia de P. syringae pv. garcae souche
patothype (CFPB1634). Colbnias da bactéria foram repicadas em tubos de
ensaio contendo meio MB1. Apo6s 48 horas, foi preparada a suspensdo
bacteriana em solugdo salina (NaCl a 0,85%) esterilizada e ajustada a 5,1 x 10°
UFC.mL™ (absorbancia 0,8) em espectrofotdmetro a 600 nm (ODG600),
conforme descrito por Oliveira e Romeiro (1990).

Sete dias apds a segunda aplicacdo dos tratamentos, as mudas foram
transferidas para cdmara de crescimento vegetal (temperatura de 22 + 3 °C,
umidade relativa do ar acima de 70% e fotoperiodo de 12 horas) e 0s vasos
individualmente acondicionados por 24 horas em camara Umida, formada por
sacos plasticos transparentes umedecidos internamente. Depois deste periodo, a
suspensdo bacteriana foi pulverizada na superficie abaxial das folhas até o ponto
de escorrimento. Posteriormente, as mudas foram novamente acondicionadas em
cdmara Umida por 72 horas e apds esse periodo os sacos plasticos foram

retirados.

3.5 Avaliagdes, variaveis analisadas e andlise estatistica

Avaliaram-se o primeiro e o segundo par de folhas verdadeiras das

mudas. ObservacOes didrias foram realizadas para quantificar a incidéncia
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(percentual de folhas com sintomas) e severidade da doenca (percentual de area
foliar lesionada). A incidéncia foi avaliada diariamente e a severidade a cada
dois dias, com auxilio de escala diagramética proposta por Belan et al. (2014).
Avaliou-se, ainda, o periodo de incubacao da doenca, que consiste no nimero de
dias entre a inoculacdo e o surgimento dos primeiros sintomas nas folhas.

Os dados de incidéncia e severidade foram utilizados, para calcular a
area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), tanto para incidéncia
(AACPI) quanto para severidade (AACPS), conforme proposto por Shaner e
Finney (1977) (Equacéo 1).

(Eq. 1)

n—1

AACPD = Z (Yit Yi) *(Tiy-T))
i 2
i=1

Em que:

AACPD = érea abaixo da curva de progresso da doenca.
Yi = proporcao de doenca na i-ésima observacao.

Ti = tempo, em dias, na i-ésima observacao.

n = namero total de observacdes.

Avaliou-se a atividade fotossintética das mudas de cafeeiro, utilizando-
se o analisador de gas por infravermelho (IRGA) (LI-6400XT Portable
Photosunthesis System, LI-COR, Lincoln, USA) aos 15 dias apds a inoculagéo.
As leituras foram feitas com fonte de radiagéo fotossinteticamente ativa (PAR)
em camara fechada fixada em 600 pmol de fétons m™? s™ (Blue + Red LED LlI-
6400-02B, LI-COR, Lincoln, USA). Analisou-se uma folha completamente
expandida por muda do primeiro par de folhas verdadeiras.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o
software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015) e, quando significativos
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por meio do teste F, as concentragdes dos fatores foram ajustadas a modelos de
regressao linear e/ou superficies de resposta. Foram analisados os dados de
AACPI, AACPS e fotossintese em funcdo das concentracbes de Mn e F
pulverizadas nas folhas. Os dados de AACPS foram transformados para

log;o(Y+1) para estabilizar a variancia dos residuos.

4 RESULTADOS

4.1 Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)

Houve aumento da incidéncia da doenca ao longo do tempo e o0s
primeiros sintomas foram observados aos cinco dias apds a inoculagdo. A menor
incidéncia (3,12%) foi observada com as maiores concentragdes de Mn (5,6 g.L
) e F (0,15 g.L ™). Em contraste, a maior incidéncia da doenca (46,87%) ocorreu
aos 11 dias ap6s a inoculagdo, para as concentracdes de 2,8 g.L.  de Mne 0 g.L™
de F (Figura 1).
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Figura 1. Curva de progresso da incidéncia (%) da mancha aureolada (Pseudomonas
syringae pv. garcae) em folhas de mudas de cafeeiro (Coffea arabica), em
funcdo das concentragbes de manganés (Mn) e flGor (F) pulverizadas nas
mudas.

Houve interag&o significativa entre as concentragfes de Mn e F para a
variavel AACPI (p<0,05). Houve menor AACPI entre as concentracGes de 0,7 a
1,4 g.L'1 de Mn e 0,10 a 0,12 g.L'l de F. Foram observados maiores valores de

AACPI, para as concentracdes proximas de 2,8 a 4 g.L " de Mn com 0 g.L™ de F,
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05a1g.L"de Mncom0,04gL*deFe45a5,5g.L"de Mncom0,08a0,12
g.L" de F (Figura 2).

5 4 3 2 1 0
Mn (.l

Figura 2. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) da mancha
aureolada (Pseudomonas syringae pv. Garcae) em folhas de mudas de cafeeiro
(Coffea arabica), em fungdo das concentragdes de manganés (Mn) e fltor (F)
pulverizadas nas mudas.

Ressalta-se que a regido de menor AACPI compreende toda a regido
representada por cor azul, variando de 0 a 100 (Figura 2). Dessa forma, qualquer
combinagdo de concentracBes de Mn e F que esteja dentro dessa regido retorna
menor AACPI. Entretanto, as concentragfes citadas, anteriormente,
apresentando menor AACPI, foram estabelecidas por estarem situadas em uma
regido distante das areas de risco de maior incidéncia da doenca (picos verde,
amarelo e laranja) e, também, por apresentarem menor gasto de produtos para o

controle da doenca.
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Houve progresso da severidade da doenca ao longo do tempo. A menor
severidade (0,05%) foi observada para a combinagdo de 0,7 g.L™" de Mn com
0,15 g.L™ de F. Em contraste, a maior severidade (4,12%) ocorreu aos 17 dias
ap6s a inoculacdo para as concentracdes de 0 g.L™ de Mn e 0,01875 g.L™ de F
(Figura 3).
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Figura 3. Curva de progresso da severidade da mancha aureolada (Pseudomonas
syringae pv. garcae) em folhas de mudas de cafeeiro (Coffea arabica), em
funcdo das concentragdes de manganés (Mn) e flior (F) pulverizadas nas
mudas.
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Houve interagéo significativa entre as concentragdes de Mn e F para a
variavel AACPS (p<0,01). As concentracdes entre 0,7 e 1,4 g.L" de Mn,
combinadas com a concentracdo de 0,12 g.L™" de F, proporcionaram menor
AACPS (Figura 4). A maior AACPS foi observada para as concentragdes de Mn
entre 2,8 e 4 g.L"! combinadas 0 g.L " de F.

As concentragdes citadas foram estabelecidas seguindo o mesmo critério
para AACPI.
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Figura 4. Curva de progresso da severidade da mancha aureolada (Pseudomonas
syringae pv. garcae) em folhas de mudas de cafeeiro (Coffea arabica), em
fungdo das concentragdes de manganés (Mn) e flior (F) pulverizadas nas
mudas.

* Dados transformados por log;o(AACPS+1).
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4.2 Fotossintese

N&o houve efeito da interagdo entre as concentragdes de Mn e F na

fotossintese das mudas de cafeeiro, bem como ndo houve efeito isolado para as

concentracbes de F. Todavia, as concentracdes de Mn influenciaram

significativamente a fotossintese (p<0,01). Houve reducéo linear da fotossintese

com o0 aumento das concentracdes de Mn. A reducdo foi de 9,59 umol.m?2s™

para 9,23 pmol.m?.s™ correspondentes as concentracdes de 0 g.L™" e 5,6 g.L™,

respectivamente (Figura 3).

Fotossintese liquida pmol/m/s

9,7

9,6

y=-0,063x+ 9,588 R*=0,50
9,5

9,4
9,3
9,2 - . ‘ . . .
0 1 2 3 4 5
Concentracdes de Mn

Figura 5. Fotossintese liquida em mudas de cafeeiro (Coffea arabica) com sintomas de
mancha aureolada (Pseudomonas syringae pv. garcae) e submetidas a
diferentes concentracGes de manganés (Mn) pulverizadas nas mudas.
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5 DISCUSSAO

O Mn pode ter efeito direto sobre os patdgenos incluindo inibicdo do
crescimento, da esporulacdo, da replicacdo, da producdo de enzimas e de
toxinas, ou indireto, influenciando o hospedeiro (HUBER; WILHELM, 1988).
Os mesmos autores afirmam que, nesse caso, por modificacdo do ambiente da
rizosfera por exsudatos das raizes ou por modificacdo dos metabdlitos
constituintes requeridos para a atividade patogénica; ja, os efeitos indiretos
ocorrem via aumento da produgdo de compostos inibitorios (como fendlicos e
fitoalexinas) e defesas fisicas (como formagdo de calo e lignificagdo). Os
resultados obtidos no presente estudo podem ser explicados tanto por efeitos
direitos ou indiretos do Mn, conforme citado anteriormente. Diretamente,
quando presente na superficie foliar e restringindo a infeccdo bacteriana, ou
indiretamente, por atuar nas respostas de defesa da planta contra a colonizacdo
bacteriana dos tecidos, de forma a reduzir assim a incidéncia e severidade da
mancha aureolada.

Conforme ja relatado, a intensidade de doencas fungicas e bacterianas
pode ser reduzida com o aumento da disponibilidade de Mn nos tecidos vegetais
(CHILLET et al, 2000 apud THOMPSON; HUBER, 2007; PHILIP;
DEVADATH, 1981, 1984 apud THOMPSON; HUBER, 2007; SAHA; MIAN;
BARI, 1997 apud THOMPSON; HUBER, 2007; TIMMER; ZITKO, 1995 apud
THOMPSON; HUBER, 2007; YAMADA, 2007). No entanto, Amaral (2008),
em seus estudos, avaliou o controle da cercosporiose em cafeeiro (Cercospora
coffeicola) e observou que a maior AACPD ocorreu em plantas pulverizadas
com a concentracdo de 0,435 g.L™ de sulfato de manganés (equivalente & 0,16
g.L™" de Mn). Em contrapartida, doencas bacterianas em aveia (Pseudomonas
spp., SHUTTE, 1957), arroz (Xanthomonas oryzae, PHILIP; DEVADATH,
1981, 1984 apud THOMPSON; HUBER, 2007), soja (Pseudomonas syringae
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pv. glycinea, ERSEK et al, 1985) e tomate (P. syringae, CONLIN;
MCCARTER, 1983), tiveram a severidade reduzida quando cultivadas em locais
com maior disponibilidade desse elemento (HUBER; WILHELM, 1988). No
presente estudo, também, houve reducdo na severidade da doenca. Quando
aplicadas as concentracdes de Mn entre 0,7 e 1,4 g.L™, principalmente, quando
combinadas com 0,12 g.L™* de F, verificaram -se os menores valores de AACPS.

A reducdo da incidéncia e severidade da mancha aureolada obtidos neste
estudo com a aplicagdo de concentragdes de F pode ser explicada por seu modo
de ag&o sobre as bactérias, conhecido para bactérias da carie dentéria. O F possui
efeito preventivo no controle da carie (CHAVES, 1977). Shellis e Duckworth
(1994) relataram gque o microrganismo absorve o F disponivel topicamente e, no
seu interior, interfere na atividade enzimatica e no controle do pH intracelular,
reduzindo a producéo de acidos.

Na avaliacdo da fotossintese, o elevado acimulo de Mn, associado a
inibicdo da fotossintese e da carboxilacdo em varias espécies de plantas, foi
relatado por Millaleo et al. (2012). Segundo esses autores, o declinio da
fotossintese € considerado como um dos principais mecanismos que constituem
os efeitos toxicos do excesso de Mn e é proposto como um indicador precoce
para a toxicidade de Mn em tabaco (NABLE; HOUTZ; CHENIAE, 1988) e
arroz (LIDON; BARREIRO; RAMALHO, 2004). No presente estudo,
constatou-se reducdo da fotossintese nas folhas das mudas de cafeeiro em
resposta ao incremento das concentragdes de Mn, concordando com Millaleo et
al. (2012). Essa reducdo da fotossintese pode ser explicada por Gonzales e
Lynch (1997), Malavolta (1980) e Marschner (2012). Segundo Malavolta
(1980), a transferéncia de energia dos compostos de ATP ou ADP (adenosina
trifosfato e difosfato, respectivamente), fundamental em diversos processos
executados no interior das plantas, como o de fotossintese, pode sofrer

interferéncia do excesso de fons de Mn*2 Este autor afirma que o Mn*? pode
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substituir o Mg*™ (que atua como cofator da maior parte das enzimas
fosforilativas, formando uma ponte entre o pirofosfato do ATP ou do ADP e a
molécula da enzima), porém, sua eficiéncia é menor que a do Mg Em
decorréncia desta substituicdo, a falta de Mg inibe a fixacdo do CO, mesmo
havendo clorofila suficiente, pois 0 Mg é exigido em reac6es de fotofosforilacdo
como também em outras reacdes de fosforilagdo, limitando a regeneracdo da
rubisco, enzima que capta o dioxido de carbono do ar atmosférico
(MALAVOLTA, 1980). No entanto, para Gonzales e Lynch (1997) e Marschner
(2012) o decréscimo da fotossintese nas folhas com elevada quantidade de Mn
pode ser em virtude do decréscimo da concentragdo de clorofila ou inibicéo da
atividade da rubisco (CHATTERJEE; NAUTIYAL; AGARWALA, 1994;
HOUTZ; NABLE; CHENIAE, 1988).
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6 CONCLUSAO

De forma geral, concentraces entre 0,7 e 1,4 g.L™ de Mn combinadas
com concentragdes de 0,12 g.L™ de F, reduzem a intensidade da mancha

aureolada em mudas de cafeeiro.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Para o melhor esclarecimento da influéncia do Mn na reducdo da
intensidade da mancha aureolada, estudos bioguimicos devem ser realizados
com o objetivo de avaliar a atividade de enzimas envolvidas nas reacfes de
defesa das plantas, como, por exemplo, a biossintese de compostos fendlicos e
compostos estruturais, como a lignina.

Assim como para 0 Mn, o melhor esclarecimento do efeito do F no
controle da doenca é necessario, podendo ser realizado, por meio da avaliagdo
do efeito direto do F sobre as bactérias fitopatogénicas in vitro, além de estudos
da observacdo ultraestrutural das folhas de cafeeiro tratadas com este elemento
em microscopia eletrénica.

A reducéo observada na fotossintese liquida (taxa de assimilagéo liquida
do CO;) em fungéo do aumento das concentragdes de Mn foi na ordem decimal
(9,59 pmol.m?.s* para 9,23 umol.m?s™). Esse fato aliado ao baixo valor do
coeficiente de determinacdo (R?) observado (0,50) permite afirmar que, novas
analises devem ser realizadas para confirmar as afirmacdes e discussdes feitas

no presente trabalho.
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