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RESUMO GERAL

A ferrugem e a cercosporiose, causadas por Hemileia vastatrix e
Cercospora coffeicola, respectivamente, sdo as principais doengas fungicas do
cafeeiro no Brasil. Considerando-se a necessidade do desenvolvimento de
produtos alternativos para o seu controle, objetivou-se neste trabalho avaliar o
efeito de fontes de fosfitos e de formulacdes a base de subprodutos da lavoura
cafeeira e da industria citrica no controle destas doengas, em condi¢des de casa-
de-vegetagdo e de campo. Apos isso, selecionaram-se o Greenforce CuCa
(formulagdo a base de subproduto da industria cafeeira adicionada de cobre e
calcio) e o fosfito de manganés para estudar seus efeitos na interag¢do cafeeiro-
H. vastatrix e cafeeiro- C. coffeicola, respectivamente. Verificou-se que fontes
de fosfitos e formulagdes a base de subprodutos da lavoura cafeeira ¢ da
industria citrica proporcionaram controle da ferrugem e cercosporiose tanto em
plantas de cafeeiro adultas quanto em mudas. Em condi¢gdes de campo,
observou-se que as associacdes de fontes de fosfitos e de formulagdes a base de
subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica com fungicida controlaram
a ferrugem e cercosporiose, sendo mais eficaz quando comparado a aplicagéo
dos produtos isoladamente, além de proporcionarem maior reteng¢do foliar e
maior produgdo. Nas andlises bioquimica e molecular, comprovou-se que
Greenforce CuCa induziu o aumento da transcricdo dos genes CaPRI, CaGT,
LOX e PAL e, também, proporcionou um incremento na atividade das enzimas
peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD), fenilalanina amonialiase (PAL) e polifenol oxidase (PPO) em
mudas de cafeeiro inoculadas e ndo inoculadas com C. coffeicola. Ja o fosfito de
manganés induziu respostas de defesa nas mudas de cafeeiro, pois aumentou a
transcri¢do dos genes POX, CAT, GLU e PAL em plantas ndo inoculadas com o
patdégeno e, também, proporcionou um incremento na atividade das enzimas
APX, SOD e PPO em plantas ndo inoculadas e inoculadas com H. vastatrix.
Pelos resultados observados indica-se que o uso de fosfitos ou de formulag¢des a
base de subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica pode ser utilizado
no manejo de doengas do cafeeiro.

Palavras-chave: Hemileia vastatrix. Cercospora coffeicola. Controle alternativo.
gRT-PCR. Atividade enzimatica.



GENERAL ABSTRACT

Rust and brown eye spot, caused by Hemileia vastatrix and Cercospora
coffeicola, respectively, are the main fungal diseases of coffee plants in Brazil.
Considering the necessity of developing alternative products for its control, we
aimed in this work at evaluating the effect of phosphite sources and formulations
based on by-products of coffee and citrus industry in the control of these
diseases, under greenhouse and field conditions. Subsequently, we selected the
Greenforce CuCa (formulation based on a by-produtcs of the coffee industry)
and manganese phosphite in order to study its effects over the coffee plant/ C.
caffeicola and coffee plant/ H. vasatrix interactions, respectively. We verified
that phosphite sources and formulations based on by-products of coffee and
citrus industry provided control over rust and brown eye spot on adult coffee
plants or on seedlings. Under field conditions, we observed that the associations
of phosphite sources and formulation based on a by-produtcs of the coffee
industry with fungicide controlled rust and brown eye spot, being more effective
when compared to the separate application of the products, in addition to
providing higher foliar retention and higher yield. In the biochemical and
molecular analyses, we proved that the Greenforce CuCa induced the increase in
the transcription of CaPRI, CaGT, LOX and PAL genes and, also, provided an
increment in the activity of enzymes peroxidase (POX), ascorbate peroxidase
(APX), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), phenylalanine ammonia-
lyase (PAL) and polyphenol oxidase (PPO) in coffee seedlings inoculated and
not inoculated with C. coffeicola. The manganese phosphite induced defense
responses on the coffee seedlings, since it increased the transcription of POX,
CAT, GLU and PAL genes in plants not inoculated with the pathogen and, also,
provided an increment in the activity of enzymes APX, SOD and PPO in plants
inoculated and not inoculated with H. vastatrix. With the results observed, we
indicate that the use of phosphites or formulation based on a by-produtcs of the
coffee industry can be used in management coffee plant diseases.

Keywords: Hemileia vastatrix. Cercospora coffeicola. Alternative control. g-
RT-PCR. Enzyme activity.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As espécies de cafeeiro Coffea arabica L. e Coffea canephora P. sdo as
mais relevantes no Brasil, sendo de significativa importancia para a economia
nacional. Entretanto, a presenca de algumas doengas como a ferrugem e a
cercosporiose sdo fatores que limitam a produgo de café.

A ferrugem alaranjada é causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. &
Br., um parasita biotréfico exclusivo do género Coffea. Estima-se que as perdas
na producéo de café, em virtude desta doenca, variem de 35% a 50% na auséncia
de medidas de controle. A cercosporiose ou "mancha-de-olho-pardo" é causada
pelo fungo necrotrofico Cercospora coffeicola Berk. & Cooke, sendo esta
doenga importante, por causar danos desde em mudas no viveiro até em plantios
no campo (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

Até o momento, ndo ha cultivares de cafeeiro com resisténcia a C.
coffeicola. Com relagdo a H. vastatrix, existem cultivares com resisténcia, porém
essa ¢ facilmente quebrada em razio do surgimento e alternancia de racas do
patégeno (MAIA et al., 2013). O principal método de controle dessas doengas
no campo é o quimico. Todavia, existem consideragdes sobre o uso de
fungicidas na agricultura que, além de onerarem o custo de produ¢do e serem
prejudiciais ao homem e ao ambiente, podem levar ao surgimento de ragas
resistentes dos fungos (ZAMBOLIM; VALE, 2003). Dessa forma, ha a
necessidade de intensificar a investigacdo e o desenvolvimento de alternativas
efetivas e solugdes sustentaveis no controle de fitopatogenos (DELIOPOULOS;
KETTLEWELL; HARE, 2010).

Diante disso, a indug@o de resisténcia em plantas pode ser uma medida

promissora de controle, pois envolve a ativagdo de mecanismos de defesa
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latentes existentes nas mesmas, representados por barreiras bioquimicas ou
estruturais, que aumentam a resisténcia geral em resposta a tratamentos com
agentes bioticos ou abioticos (PASCHOLATTI; LEITE, 1995).

A utilizagdo de fertilizantes foliares, como os fosfitos, tem ganhado
importancia no controle de doencas de plantas, uma vez que podem, além de
atuar na nutrigdo, agir diretamente sobre o patdgeno e, também, ativar a defesa
natural das plantas (DALIO et al., 2012; JACKSON et al., 2000; NOJOSA et al.,
2009). Outra opgdo que pode ser utilizada no manejo de doengas de plantas e
vem despertando o interesse dos especialistas da area ¢ o uso de formulagdes a
base de extratos vegetais possuidores de substancias bioativas, capazes de atuar
como indutores de resisténcia (TOYOTA, 2008).

Dessa forma, objetivou-se avaliar formulacdes a base de subprodutos da
lavoura cafeeira, formulacdes a base de subprodutos da industria citrica e
fosfitos no manejo da ferrugem e cercosporiose do cafeeiro, em condi¢des de
campo e em casa-de-vegetacdo, além de estudar seus efeitos na ativagdo de

mecanismos envolvidos na resposta de defesa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do cafeeiro

O cafeeiro (Coffea sp.) pertence a familia Rubiacea e é amplamente
cultivado em paises tropicais. Dentre as espécies cultivadas, Coffea arabica L. e
Coffea canephora P. sdo as mais importantes economicamente. Acredita-se que
as primeiras sementes de café foram introduzidas no Brasil, durante as primeiras
décadas do século XVII, das Guianas Francesas para o norte do pais, seguindo,
entdo, para as regides localizadas ao sul (ECCARDI; SANDALJ, 2003).

O Brasil destaca-se como principal produtor e exportador de café, sendo
esta cultura importante fonte de divisas para o pais. Segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento - CONAB (2014), a estimativa para a producio
nacional de café beneficiado é de 45,1 milhdes de sacas de 60 quilos, na safra de
2014. Este resultado representa uma reducdo de 8,16% quando comparado com
a produgdo obtida na safra anterior. Tal reducdo se deve a forte estiagem
verificada nos primeiros meses de 2014 e a inversdo da bienalidade em algumas
regides produtoras.

Para que o Brasil continue a liderar a producdo e a exportagdo do café, é
necessario o uso de cultivares melhoradas, a moderniza¢do das técnicas de
cultivo, além do controle fitossanitario. Com relacdo aos problemas
fitossanitarios, as principais doengas s3o a ferrugem, a cercosporiose, a
antracnose dos frutos, ainda nio presente no Brasil, ¢ a mancha de Phoma,
doengas cujos agentes etiologicos sdo os fungos Hemileia vastatrix Berkeley &
Broome, Cercospora coffeicola Berk & Cooke, Colletotrichum kahawae Waller
& Bridge e Phoma spp., respectivamente, além da mancha aureolada, causada

por Pseudomonas syringae pv. garcae ¢ as galhas nas raizes, ocasionada pelos
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nematoides do género Meloidogyne (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM,
2005).

2.2 Ferrugem do cafeeiro

A ferrugem alaranjada é considerada uma das doengas mais impactantes
do cafeeiro, cuja ocorréncia é verificada em todas as regides produtoras de café
do mundo. Pode levar a perdas de 30 a 50% na produtividade de café, se
nenhuma medida de controle for aplicada. Seu agente patogénico, o fungo
Hemileia vastatrix Berkeley & Broome, estabelece uma interagdo biotréfica com
o hospedeiro e ¢ totalmente dependente de células vivas das plantas para crescer
e se reproduzir (AZINHEIRA et al., 2010; NUNES et al., 2009; RAMIRO et al.,
2009).

O fungo se desenvolve na superficie abaxial foliar, quando ha condi¢des
de umidade e temperatura propicias para a germinag¢do dos urediniésporos
(SILVA; GUERRA-GUIMARAES; NICOLE, 2005). O inicio do estagio
uredinial de H. vastatrix em folhas de café envolve eventos especificos,
incluindo formagao de apressdrio, hifa de penetragdo e haustorios (DINIZ et al.,
2012; ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

Os sintomas da doenca se iniciam na forma de manchas clordticas
translicidas com 1 a 3 mm de didmetro na face abaxial do limbo foliar que
podem atingir até 2 cm de didmetro. Na face abaxial, desenvolvem-se massas
pulverulentas de coloragdo amarelo-alaranjada, formadas por urediniésporos do
patdgeno (COSTA; ZAMBOLIM; RODRIGUES, 2007). Uma tnica folha pode
conter centenas de pustulas que podem coalescer, cobrindo completamente a
folha. As lesdes, com o progresso da doenga, aumentam de tamanho, formando
uma area necrotica central com reduzida producdo de esporos (ZAMBOLIM;

VALE; ZAMBOLIM, 2005).
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Os principais prejuizos ocasionados pela ferrugem alaranjada consistem
na reduco da area foliar, em virtude da formagao de lesdes e queda precoce das
folhas, causando a seca dos ramos e provocando, gradualmente, a deformagao
das plantas. A desfolha acarreta em reducdo do florescimento, da frutificacdo e
perda de vigor das plantas, reduzindo, consequentemente, a produtividade e a
qualidade dos frutos (MATIELLO et al., 2002).

Para minimizar os prejuizos causados por esse fungo, o controle
quimico, por meio do uso de fungicidas ctpricos e sistémicos, tem se mostrado
eficiente. Entretanto, o elevado custo da aplicagdo dos fungicidas e os danos
causados ao meio ambiente tém motivado a busca de novas medidas de controle,
como a obtengdo de cultivares resistentes (WALLER; BIGGER; HILLOCKS,
2007, ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

O desenvolvimento de cultivares de cafeeiros com resisténcia duravel
representa um desafio para os pesquisadores da area de melhoramento genético,
em funcdo do surgimento e alternancia de ragas do patéogeno, assim como a
ocorréncia de ragas complexas que ilustram o potencial evolutivo da populacdo
de H. vastatrix (CABRAL et al., 2009; MAIA et al., 2013). Os mecanismos que
conduzem ao surgimento de ragas de H. vastatrix ainda ndo foram
completamente elucidados. Como a fase sexual do fungo, ainda, ndo foi
encontrada, considera-se que a mutagdo seja o principal mecanismo responsavel
pela criagdo de variabilidade no fungo e a pressdo de selecdo exercida pelos
genes de resisténcia do hospedeiro responsavel pelo aumento de mutantes
virulentos na populagdo (VARZEA; MARQUES, 2005).

Assim, frente aos prejuizos provocados pela ferrugem a lavoura cafeeira,
além do controle por meio do melhoramento genético, é necessario buscar outras

formas alternativas do controle da ferrugem, como a indu¢ao de resisténcia.
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2.3 Cercosporiose do cafeeiro

A cercosporiose, conhecida por “mancha-de-olho-pardo” ou “olho-de-
pomba”, causada pelo fungo necrotrofico Cercospora coffeicola Berk & Cooke,
¢ uma das doengas mais antigas do cafeeiro. Atualmente, sua ocorréncia esta
presente em quase todas as regides cafeeiras do Brasil ¢ do mundo, ocasionando
perdas na produtividade, além de afetar o tipo e a qualidade do café produzido
(CARVALHO; CHALFOUN, 1998; CARVALHO; CUNHA; MOURA, 2008;
GARCIA JUNIOR et al., 2003).

Os sintomas da cercosporiose ocorrem nas folhas e nos frutos. Nas
folhas, é caracterizado por manchas circulares, de coloragdo castanho-claro a
escuro, com centro branco-acinzentado, quase sempre envolvidas por um halo
amarelo, dando a lesdo aspecto de olho. No centro das lesdes, em estadio mais
avancado, geralmente, s3o observadas pequenas pontuagdes pretas, que
constituem as estruturas de frutificacdo do fungo. Nos frutos, as lesdes surgem
préximo a maturacdo, caracterizadas por lesdes deprimidas, de coloragdo
marrom ou arroxeada. Tais lesdes tornam-se escuras e ressecam a polpa,
dificultando o processo de despolpamento. Também, a maturagdo do fruto é
acelerada, aumentando o nimero de grdos chochos ¢ sua queda prematura
(MATIELLO et al., 2002; ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

As condigdes ideais para o desenvolvimento de C. coffeicola sdo alta
umidade relativa e temperaturas amenas. Além disso, alta luminosidade ¢ alta
carga pendente, também, contribuem para o progresso da doencga. Quando a
planta tem alta carga pendente, os frutos drenam grande parte dos nutrientes das
folhas para completar seu desenvolvimento e, assim, a folha fica mais suscetivel
a doenga (ZAMBOLIM; VALE, 2003). Em condigdes de viveiro, a incidéncia
do fungo ¢ favorecida por excesso de irrigacdo ou por deficiéncia hidrica,

desequilibrio nutricional e insola¢do. Por conseguinte, as plantas apresentam
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desfolha intensa, tornando-se raquiticas e improprias ao plantio (BOTELHO et
al., 2005; GARCIA JUNIOR et al., 2003; POZZA et al., 2001).

A alta luminosidade tem importdncia no desenvolvimento da doenga,
pois na presenca de luz, a cercosporina, toxina produzida por espécies do género
Cercospora, torna-se ativa e capaz de reagir com outras moléculas. O principal
alvo de reacdo ¢ o oxigénio, que, ao reagir com a cercosporina, ¢ convertido em
espécies ativas de oxigénio, altamente toxicas, podendo interagir e degradar, em
uma “cascata bioquimica”, moléculas como DNA e proteinas e, também,
danificarem as membranas celulares do hospedeiro (BERESTETSKIY, 2008;
DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005).

As medidas de controle da doenga de cardter preventivo incluem
cuidados na forma¢do das mudas, procurando-se controlar a irrigacdo, a
luminosidade ¢ a utilizacdo de substratos nutricionalmente equilibrados, com
boas propriedades fisicas. O controle quimico da doenga é realizado por meio de
aplicagdes de fungicidas protetores cupricos alternados com fungicidas
sistémicos. Sdo bastante utilizados os fungicidas dos grupos quimicos triazdis e
estrobirulinas, visando ao controle simultineo da cercosporiose e ferrugem
alaranjada (MATIELLO et al., 2002; PEREIRA, 2006). Porém, outras formas de
controle vém sendo testadas, como a indug¢@o de resisténcia, que tem despontado
como uma pratica promissora no controle de C. coffeicola (PATRICIO et al.,

2007; RIBEIRO JUNIOR, 2008; TOYOTA, 2008).

2.4 Mecanismos de Defesa Vegetal

Para se defenderem contra o ataque de patégenos e insetos, as plantas
sdo equipadas com barreiras estruturais e bioquimicas constitutivas, bem como
um sistema de defesa induzivel (JONES; DANGL, 2006; MONTESANO;
BRADER; PALVA, 2003).
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A percepcdo de patdgenos pelas plantas envolve o reconhecimento de
moléculas eliciadoras patogénicas ou originadas da injiria na planta
(DURRANT; DONG, 2004). Com isso, ocorrem numerosas mudangas celulares
e a ativacdo de cascatas de sinalizacd0o na membrana plasmdtica, que leva a
inducdo de redes interligadas de moléculas sinalizadoras, tais como dacido
salicilico (AS), acido jasmonico, etileno e 6xido nitrico, para a rapida formagao
de respostas de defesa com o objetivo de limitar ou inibir a dispersdo do
patdgeno na planta (HARRISON; BALDWIN, 2004).

Os principais tipos de resisténcia em plantas sdo a resisténcia local e a
resisténcia induzida, que pode ser dividida em resisténcia sistémica adquirida
(SAR) e resisténcia sistémica induzida (ISR). A resisténcia local, ou resposta de
hipersensibilidade (HR), apresenta-se como um sistema de defesa localizado,
caracterizado pela rapida necrose das células nas proximidades do local de
invasdo dos patdgenos. As células vegetais necrdticas ndo sdo as Unicas
responsaveis pela contengdo do desenvolvimento do patéogeno. Nelas ocorre o
acumulo de metabdlitos toxicos, como as fitoalexinas. Além disso, as células
necréticas fornecem eliciadores secundarios, os quais estimulam mecanismos de
defesa nas células vegetais nas proximidades do local de infec¢do, como maior
produgdo de calose, deposicdo de compostos fenolicos e lignificagdo da parede
celular na célula infectada (KEEN, 1990; SILVA et al., 2002).

As plantas sdo capazes de ativar diferentes tipos de resisténcia induzida,
dependendo do organismo ou indutor que interage com a planta. Assim, SAR e
ISR sdo fendmenos distintos, mas fenotipicamente semelhantes. Na SAR, a
resisténcia se desenvolve de forma sistémica em resposta a patdgenos que
causam reacdo de hipersensibilidade ou por aplicagdo exogena de acido
salicilico ou compostos sintéticos, como o acibenzolar-S-metil (ASM) e o acido
2,6-dicloroisonicotinico. Nesta, a resisténcia expressada ¢ mediada pelo AS,

sendo efetiva contra um amplo espectro de patogenos, e estd associada com a
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producdo de proteinas relacionadas a patogénese (PRs). Na ISR, a sinalizagdo ¢
mediada pelo acido jasmonico e etileno, sem envolver a produgdo de proteinas
PRs (DURRANT; DONG, 2004, LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998;
METRAUX, 2007).

Apoés o reconhecimento do patogeno, a primeira resposta de defesa da
planta ¢ a explosdo oxidativa, que corresponde a geracdo de espécies ativas de
oxigénio (EAOs) (H,0,, O*, OH). As EAOs ocorrem, normalmente, no
metabolismo celular, porém, quando acumuladas, tornam-se téxicas a célula.
Plantas sob estresse, geralmente, usam um complexo sistema de defesa
constituido de antioxidantes e um diversificado leque de enzimas, como a
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), glutationa-
redutase e ascorbato peroxidase (APX). Estas enzimas sdo utilizadas para
estabilizar as EAOs e proteger as células dos danos oxidativos (HOSSAIN;
UDDIN, 2011; RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

O aumento dos niveis de EAOs ativa a sintese de acido salicilico. Ao
mesmo tempo, o acido salicilico potencializa a producdo de EAOs. Portanto, a
explosdo oxidativa ndo estd confinada somente 8 HR macroscépica local, uma
vez que explosdes oxidativas secundarias podem ocorrer nos tecidos distantes,
causando micro-HR's e conduzindo a resisténcia sistémica adquirida, que ird
ativar a expressdo de genes de defesa. Assim, a ocorréncia de HR ¢ SAR ¢
dependente da cascata de sinaliza¢do derivada da explosdo oxidativa, que, por
sua vez, ¢ um evento inicial na resposta da planta contra a invasdo do patdgeno
(RESENDE; SALGADO,; CHAVES, 2003; VLOT; DEMPSEY; KLESSIG,
2009; ZURBRIGGEN; CARRILLO; HAJIREZAEI, 2010).

O papel de fitormonios na regulagdo da defesa induzida estd bem
estabelecido. O acido salicilico, acido jasmodnico e etileno sdo reconhecidos
como chaves para a regulacdo das vias de sinalizacdo de defesa (GRANT;

LAMB, 2006; POZO; LOON; PIETERSE, 2004). Embora haja excecdes, pode-
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se afirmar que patogenos biotrdficos ou hemibiotroéficos sdo mais sensiveis as
defesas induzidas, mediadas pelo acido salicilico, enquanto  patogenos
necrotroficos e insetos sdo mais sensiveis as defesas mediadas pelo acido
jasmonico e etileno (GLAZEBROOK, 2005; PARK et al., 2007).

Em relagdo as proteinas PRs, estas se acumulam rapidamente nos
tecidos vegetais apds o contato com patégenos ou em resposta ao tratamento
com determinados compostos quimicos ou a outros tipos de estresse. Sao
classificadas em 17 familias diferentes e muitas delas possuem atividade
antimicrobiana e sdo excelentes marcadores moleculares para a resposta de
resisténcia (LOON; REP; PIETERSE, 2006).

A proteina PR-1 desempenha papel central na regulagio da SAR, pois
ativa a sinalizacdo da via do AS, que ira induzir a expressdo de genes de defesa,
inclusive, outras proteinas PRs (FU; DONG, 2013; LOON; REP; PIETERSE,
2006). Dentre as proteinas PRs, encontram-se hidrolases, como as B-1,3-
glucanases (PR-3, PR-8 e PR-11) e quitinases (PR-2), que tém sido relatadas,
principalmente, como inibidoras do crescimento fingico, pois sdo capazes de
degradar componentes das paredes celulares de muitos fungos (LOON; REP;
PIETERSE, 2006).

As peroxidases sdo outra importante classe de proteinas PRs, que
pertencem a familia PR-9 e participam de varios processos fisiologicos
importantes. Catalisam a oxidagdo ¢ a eventual polimerizagdo de alcool
hidroxicindmico em presenca de perdéxido de hidrogénio, originando lignina
(LOON; STRIEN, 1999). Essas enzimas, também, estdo envolvidas na limpeza
de EAOs e na oxirredug@o de varios substratos, usando peroxido de hidrogénio
(KAWAOKA et al., 2003).

Quanto a formacao de lignina e compostos fendlicos, estes sdo formados
a partir do metabolismo dos fenilpropanoides. Este metabolismo inclui uma série

complexa de caminhos bioquimicos que proporcionam as plantas diversas
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combina¢des (BOATRIGHT et al., 2004). A biossintese da lignina envolve uma
série de enzimas, dentre elas a fenilalanina amoénialiase (PAL), que catalisa a
conversdo da fenilalanina em acido transcinamico, resultando em fitoalexinas,
compostos fenodlicos e lignina, que podem conferir maior resisténcia a parede
celular das plantas aos patégenos (NAKAZAWA; NOZUE; YASUDA, 2001).

A partir do 4cido transcindmico sd3o produzidos diversos
fenilpropanoides simples, por meio de uma série de reagcdes de hidroxilagdo,
metilagdo e desidratagdo, tais como os acidos p-cumarico, cafeico, ferulico,
sinapico e as cumarinas simples, além dos 4cidos benzoico, B-hidroxibenzoico e
salicilico (DIXON; PAIVA, 1995; VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009).

A conversio do acido transcindmico a acido benzoico pode envolver a
B-oxidacdo, sintetizando substancias intermedidrias antes de formar o acido
benzoico. O acido benzoico, por meio da enzima acido benzoico-2-hidroxilase, ¢
convertido em 4cido salicilico, que pode ser conjugado a glicose pela agdo da
salicilato glucosil transferase, formando o acido salicilico glicosilado (VLOT;
DEMPSEY; KLESSIG, 2009).

Outra importante enzima de defesa € a polifenol oxidase (PPO), que esta
relacionada a oxidagdo de compostos fendlicos, gerando quinonas, que sdo
toxicas aos organismos invasores. Além disso, esta enzima tem sido associada a
lignificag@o, pois forma ligagdes cruzadas entre grupos fenolicos e proteinas de
parede, pectinas e outros polimeros (MAYER; STAPLES, 2002; MENDONCA;
GUERRA, 2003).

Na via do 4cido jasmonico, o primeiro substrato é o acido linoleico. Por
meio da via do octadecanoide, o acido linoleico é, entdo, convertido a acido
jasmonico pela ag¢do de diversas enzimas, como a lipoxigenase (LOX) e a aleno
oxido sintase (PROST et al., 2005; VELLOSILLO et al., 2007).

Na natureza, as plantas lidam com a simultinea ou a subsequente

invasdo por diferentes patogenos ou insetos, que podem influenciar na resposta
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de defesa induzida da hospedeira (STOUT; THALER; THOMMA, 2006).
Assim, as plantas precisam de mecanismos de regulagcdo para se adaptar de
forma eficaz as mudangas em seu ambiente. Este mecanismo de regulagdo ¢
conhecido como cross talk entre as vias de sinalizagdo de defesa, que permite
que a planta ajuste sua resposta de defesa aos invasores. Interacdes de
sinalizagdo podem ser mutuamente antagbnica ou sinérgica, resultando em
resultados funcionais negativos ou positivos (BARI; JONES, 2009; BOSTOCK,
2005; KOORNNEEF; PIETERSE, 2008).

Estudos tém mostrado que, para um niimero de gendtipos de café, a
resisténcia a H. vastatrix é expressa por uma grande liberacdo de perdxido de
hidrogénio, uma rapida e localizada morte da célula vegetal associada com a
restri¢do do crescimento dos fungos, além do aumento de compostos fenolicos e
da atividade de enzimas de defesa (DINIZ et al., 2012; GUERRA-
GUIMARAES et al., 2009; RAMIRO et al., 2009; SILVA et al., 2002, 2008).

Durante a resisténcia local na interagdo cafeeiro-H. vastatrix, foi
observada a ocorréncia de HR, além do aumento da atividade da PAL, do
acumulo de compostos fenolicos e da lignificagdo da parede celular (SILVA et
al., 2002). Guzzo e¢ Martins (1996) observaram o aumento da atividade de
quitinases e -1,3-glucanases. Silva et al. (2008) demonstraram que, na interagao
incompativel entre cafeeiro e H. vastatrix, ocorreram dois picos da atividade da
peroxidase. O primeiro pico ocorreu antes ou no inicio da morte celular,
sugerindo o envolvimento desta enzima na HR. O segundo pico pode estar
relacionado com a lignificagdo do tecido hospedeiro, que ocorreu por volta do
quinto ao sétimo dia apos a inoculagio.

Ramiro et al. (2009) observaram na interacdo incompativel entre
cafeeiro e H. vastatrix uma elevada geracdo de perdxido de hidrogénio e
aumento da transcri¢do de genes relacionados a patogénese. Enquanto, também,

em interagdo incompativel, Diniz et al. (2012) observaram que o crescimento do
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patdgeno parou, apos sua penetragdo pelo estdmato, formando poucos
haustorios, resultando em inducdo de HR, acumulo de fendis e formacdo de
calose. Além disso, foi observada a expressdo de genes envolvidos nas vias do
acido salicilico e do acido jasmonico.

Em estudo realizado por Guzzo, Harakava e Tsai (2009), por meio da
técnica de hibridizagdo subtrativa por supressdo, foram detectados genes
expressos em cafeeiro resistente a H. vastatrix. Foram encontrados genes
envolvidos em diversos processos relacionados a resisténcia de plantas contra
fitopatdgenos, como: formagdo de EAOs, HR, morte celular programada, sintese
e transporte de metabdlitos antimicrobianos, percepcio e transdugdo de sinal,
sintese de proteinas relacionadas a patogénese ¢ metabolismo de lipideos. Pelos
estudos realizados possibilitou-se obter um perfil dos mecanismos e respostas de
defesa associadas a SAR.

Recentemente foi publicado um estudo sobre as rotas de defesa ativadas
em cafeeiro resistente ao bicho-mineiro. Foi observado, por meio da técnica de
microarranjo, que plantas resistentes diferem no perfil de expressdo génica antes
mesmo do ataque do inseto, indicando que a defesa ja estd ativada como um
mecanismo tipo priming. Foram observados, também, genes envolvidos na
limpeza de EAOs e no metabolismo do acido linoleico e dos fenilpropanoides
(CARDOSO et al., 2014). Até o momento, ndo ha cultivares de cafeeiro com
resisténcia a C. coffeicola. Entretanto, verifica-se que patdgenos necrotréficos e
insetos sdo mais sensiveis as defesas mediadas pelo acido jasménico e etileno, e
como C. coffeicola ¢ um patdégeno necrotrofico, acredita-se que, possivelmente,
cafeeiro resistente a cercosporiose apresentaria respostas semelhantes as
encontradas nas rotas de defesa ativadas em cafeeiro resistente ao bicho-mineiro.

Assim, apos o esclarecimento dos aspectos bioquimicos e moleculares

envolvidos na resisténcia de plantas, torna-se promissor o controle de doengas,
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por meio da ativagdo dos mecanismos de defesa, utilizando-se de produtos

biodticos ou abioticos que ativem a defesa da planta.

2.5 Inducio de Resisténcia

Certos compostos naturais ou sintéticos estimulam respostas de defesa
semelhantes as observadas em interagdes incompativeis (DANIEL; GUEST,
2006). Estes compostos sdo conhecidos como indutores de resisténcia. Desse
modo, o uso de substdncias ou organismos indutores de resisténcia ¢ uma
alternativa no controle de doengas de plantas. A resisténcia induzida consiste na
ativacdo dos mecanismos de defesa latentes da planta, que pode ser um
fenémeno local ou sist€émico e ¢ efetivo contra uma ampla gama de patégenos
(LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).

Os indutores de resisténcia, na maioria das vezes, ndo apresentam ou
apresentam baixa toxidez direta sobre patdgenos, mas atuam como moléculas
sinalizadoras de respostas de defesa (DURRANT; DONG, 2004). Ao serem
reconhecidas pelas células vegetais induzem a expressao de genes que codificam
a sintese de compostos de resisténcia, impedindo ou dificultando o
estabelecimento e/ou desenvolvimento do patdgeno e, consequentemente,
reduzindo os sintomas da doenga (METRAUX, 2001).

Cavalcanti et al. (2006) e Resende et al. (2004) mencionaram que a
resisténcia induzida em plantas pode ocorrer por meio do tratamento com
eliciadores de origem biotica (extratos vegetais, microrganismos ou parte desses)
ou abiodtica (substancias quimicas). Assim, avangos nas pesquisas envolvendo
inducdo de resisténcia em plantas vém sendo acompanhados pelo surgimento de
novos produtos comerciais que apresentam maior eficicia, estabilidade e menor

impacto ao ambiente (RESENDE et al., 2006b).



23

O acibenzolar-S-metil (ASM) ¢ um indutor de resisténcia abiotico,
disponivel comercialmente, pertencente ao grupo benzotiadiazole, sendo um
protetor de plantas eficiente na inducdo de resisténcia e comercializado como
Bion® (CAVALCANTI et al., 2006). Age como ativador dos mecanismos de
defesa de plantas, conferindo prote¢ao sistémica contra diferentes patégenos, em
diversas culturas, dentre elas o cafeeiro (GUZZO et al., 2001; MARCHI;
BORGES; RESENDE, 2002; PATRICIO et al., 2007).

Em cafeeiro, o produto ASM induziu resisténcia local e sistémica a
ferrugem e aumentou a atividade das enzimas quitinase e B-1,3-glucanase nos
tecidos foliares (GUZZO et al., 2001, 2004). Marchi, Borges e Resende (2002)
observaram a eficacia do ASM em reduzir os sintomas da ferrugem alaranjada
em cafeeiro ‘Catuai Vermelho’. Na interacdo Coffea arabica - Cercospora
coffeicola, a SAR, também, pdde ser ativada pelo tratamento prévio das plantas
suscetiveis com o indutor ASM, acarretando uma diminui¢do dos sintomas da
doenca em 55 % (PATRICIO et al., 2007).

Esse efeito indutor do ASM contra a ferrugem, também, foi confirmado
por Nojosa (2003), quando o tratamento com ASM proporcionou uma
percentagem de controle da ferrugem de 56,82% em folhas destacadas e de 52%
em mudas de cafeeiro. Além disso, plantas tratadas com ASM apresentaram um
aumento nos teores de clorofila a e b, nos teores de lignina e na atividade de
peroxidase.

Nardi et al. (2006), utilizando-se das técnicas de PCR quantitativo em
tempo real e de microarranjo, observaram que a pulverizagdo com ASM em
cafeeiro induziu a expressdo de genes de defesa, tipicos da resisténcia sistémica
adquirida. A principal resposta nas folhas foi a expressdo de genes relacionados
a explosdo oxidativa e ao aumento de barreiras fisicas e quimicas. Guzzo,
Harakava e Tsai (2009), utilizando a técnica de hibridizag¢do subtrativa por

supressdo, também, identificaram genes relacionados a SAR em plantas de
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cafeeiro suscetiveis apds o tratamento com ASM. Os genes encontrados estavam
envolvidos em diversos processos relacionados a resisténcia contra
fitopatdgenos como: formagdo de EAOs, HR, morte celular programada, sintese
e transporte de metabolitos antimicrobianos, percepcdo e transducdo de sinal,
sintese de proteinas relacionadas a patogénese e metabolismo de lipidios.

Outra forma de controle de doengas de plantas que demonstra potencial
para induzir resisténcia ¢é a utilizacdo de extratos vegetais e 6leos (CARVALHO;
CUNHA; SILVA, 2012). Produtos naturais, como formula¢des a base de
subprodutos da cadeia produtiva do café, extratos de folhas ou de casca dos
frutos de café, vém despertando o interesse de especialistas (AMARAL, 2005;
RESENDE et al., 2004). Eliciadores presentes nas formulagdes indutoras de
resisténcia fazem com que ocorram alteragdes bioquimicas que ativam o sistema
de defesa, com consequente resposta protetora nas plantas (PESSOA et al.,
2007).

Resende et al. (2006a, 2007) solicitaram o depdsito de patente para
formulagdes de produtos a base de extratos de folhas de cafeeiro e cascas de
frutos de cafeeiro. Tais formulag¢des tém como principal matéria-prima folhas de
cafeeiro que caem no solo (por causa de doengas, colheita de frutos, podas e
outros estresses) ¢ subprodutos do beneficiamento dos grios (endocarpo,
mesocarpo e exocarpo). Estas podem ser utilizadas para o controle de doengas
no cafeeiro, cacaueiro, algodoeiro, tomateiro ¢ em eucalipto (AMARAL, 2005;
BARGUIL et al., 2005; COSTA et al., 2014; MEDEIROS et al., 2009;
RESENDE et al., 2004; SILVA et al., 2013).

A utilizagdo de formula¢des a base de casca de café e de folhas de
cafeeiro infectadas com H. vastatrix proporcionou protecdo de mudas de café
contra os patdgenos Phoma costarricensis ¢ Cercospora coffeicola. Foi
observada reducdo na percentagem da mancha-de-Phoma de 20% e 38%, para

extrato de casca de café e extrato de folhas de café com ferrugem,
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respectivamente (BARGUIL et al., 2005; RESENDE et al., 2004). Santos et al.
(2007) observaram, em testes de campo, que o tratamento com extrato de folhas
de café reduziu a area abaixo da curva de progresso da mancha-de-Phoma,
quando comparada a testemunha. Para a cercosporiose, observou-se diminuig¢do
na percentagem da doenca em 40% e 37% em plantas tratadas com extrato de
casca de café e extrato de folhas de café com ferrugem, respectivamente. Esses
indutores, também, promoveram aumentos na atividade de peroxidases e no teor
de lignina (AMARAL, 2005). Costa et al. (2014) observaram que formulagdo a
base de subprodutos da lavoura cafeeira proporcionaram 50% e 60% de controle
da ferrugem e cercosporiose em cafeeiro adulto.

Em estudos com formulacdo a base de extrato de folha de café foi
observado controle eficaz da mancha bacteriana causada por Xanthomonas
vesicatoria em tomateiro. Alteracdes transcricionais em folhas de tomateiro
eliciados com este indutor foram avaliadas, por meio da técnica de microarranjo,
na qual se observou aumento de genes associados aos processos de defesa de
plantas. Foi observado, também, que a aplicagdo da formulagdo proporcionou o
aumento na atividade de peroxidase, B-1,3-glucanase e quitinase em folhas de
tomateiro (MEDEIROS et al., 2009).

Formulagdes a base de subprodutos da industria citrica, também, v€m
sendo utilizadas no controle de doengas em cafeeiro. Santos et al. (2007)
observaram que extrato comercial de biomassa citrica proporcionou 43% de
controle da incidéncia da mancha-de-Phoma. J4, Costa et al. (2014) observaram
que formulacdo a base de subprodutos da industria citrica adicionado de fosfito
de potassio proporcionou, em média, 61% e 49% de controle da ferrugem e
cercosporiose em cafeeiro adulto, durante dois anos de experimento.

Os nutrientes minerais influenciam na severidade de doencgas. Varios
micronutrientes sdo cofatores de enzimas envolvidas na rota dos

fenilpropanoides, principal rota de sintese de lignina e fitoalexinas (GRAHAM;
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WEBB, 1991). Entre os produtos comercializados como fertilizantes foliares
ricos em micronutrientes, os fosfitos (Phi) sdo aqueles mais frequentemente
relatados na literatura como indutores de respostas de defesa em plantas
(DANIEL; GUEST, 2006; ESHRAGHI et al., 2011; JACKSON et al., 2000;
NOJOSA et al., 2009; PILBEAM et al., 2011).

Os Phi séo sais inorgénicos originados do acido fosforoso (H;POs), que
tém sido formulados com sais de manganés, cobre ou zinco. Nos EUA, os Phi
sdo registrados para o controle de oomicetos, enquanto no Brasil sdo registrados
como fertilizantes foliares, apresentando efeito na redug¢@o da intensidade de
doencas em diversas culturas (DALIO et al., 2012; KING et al., 2010;
RESENDE et al., 2008).

Estudos sugerem que os Phi apresentam complexo modo de agfo,
incluindo efeito direto sobre o patogeno e efeito indireto, estimulando respostas
de defesa do hospedeiro (DALIO et al., 2013). Os efeitos diretos incluem a
inibicdo do crescimento do patégeno e a redug¢do ou alteragdio do seu
metabolismo (KING et al., 2010). O efeito indireto envolve o estimulo de
mecanismos de defesa da planta, tais como o aumento da produgdo de
fitoalexinas ¢ EAQ’s, a indu¢@o de proteinas PRs e o refor¢co da parede celular
(DELIOPOULOS et al., 2010; ESHRAGHI et al., 2011; PILBEAM et al., 2011).

Existem relatos que comprovam a eficacia de produtos a base de Phi no
manejo de doengas em cafeeiro. Nojosa et al. (2009) observaram redugdo da
severidade da mancha-de-Phoma em mudas de cafeeiro pulverizadas com fosfito
de potassio, assemelhando-se ao controle proporcionado pelo fungicida padrio.
Foi observado, também, que a aplicacdo de fosfitos nas mudas de cafeeiro
proporcionou acumulo de lignina e de fendis soluveis (NOJOSA, 2003).

Mudas de cafeeiro pulverizadas com Phi de potassio, de manganés e de
cobre e inoculadas com C. coffeicola apresentaram maiores atividades das

enzimas de defesa peroxidases, quitinases ¢ p-1,3-glucanases, além do
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incremento nos teores de fendis soluveis totais (RIBEIRO JUNIOR, 2008;
TOYOTA, 2008).

Em condi¢des de campo, foi observado que pulverizagdes de Phi de
potassio, manganés e zinco em cafeeiros adultos por dois anos consecutivos
proporcionaram, em ano de alta produgdo, redugdes de 30% e 25%,
respectivamente, na severidade da ferrugem e cercosporiose, enquanto no ano
de baixa producdo, redugdes respectivas de 53% e 32% na severidade da
ferrugem e cercosporiose foram alcancadas (RIBEIRO JUNIOR, 2008).
Pulverizacdes com fosfito de cobre, em ano de baixa producédo, proporcionaram
reducdo de 81% na severidade da ferrugem, semelhante ao controle obtido com
pulverizagdes com o fungicida epoxiconazol + piraclostrobin (TOYOTA, 2008).
Pulverizagdes com fosfito de manganés reduziu em média 60% e 45% a
severidade da ferrugem e da cercosporiose em campo, por dois anos de
experimento, além de reter 60 a 70% do enfolhamento das plantas (COSTA et
al., 2014).

A aplicagdo de formulacdes a base de extratos vegetais e Phi associados
a fungicidas tém sido estudadas recentemente. Costa et al. (2014) observaram
que as associa¢des de formulacdo a base de subprodutos da lavoura cafeeira,
formulagdo a base de subprodutos da industria citrica e fosfito de manganés com
o fungicida reduziram a severidade da ferrugem e cercosporiose do cafeeiro em
condigdes de campo.

Diante do exposto, nota-se que estudos de resisténcia induzida em
cafeeiro apresentaram resultados preliminares promissores. A aplicacdo de
produtos indutores de resisténcia, especialmente aqueles baseados em
formulagdes a base de subprodutos da industria cafeeira e fosfitos, representa
uma alternativa sustentavel para o controle de doencas que afetam diversas

plantas. No entanto, os mecanismos de indugao de resisténcia que esses produtos
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ativam, bem como a natureza das respostas moleculares e bioquimicas de defesa

de cafeeiro contra H. vastatrix e C. coffeicola, ndo estdo elucidados.
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RESUMO

A ferrugem e a cercosporiose, causadas por Hemileia vastatrix e
Cercospora coffeicola, respectivamente, sdo as principais doengas fungicas do
cafeeiro no Brasil. Considerando-se a necessidade do desenvolvimento de
produtos alternativos para o seu controle, objetivou-se avaliar o efeito de fontes
de fosfitos e de formulagdes a base de subprodutos da lavoura cafeeira e da
industria citrica no controle destas doengas em cafeeiro, em condi¢des de casa-
de-vegetagdo e de campo. Os experimentos em casa-de-vegetacdo visaram
avaliar produtos alternativos no controle da ferrugem e cercosporiose em mudas
de cafeeiro. No experimento de campo, conduzido por dois anos consecutivos,
objetivou-se avaliar o efeito dos fosfitos e formulagdes aplicados isoladamente
ou associados ao fungicida no manejo dessas doengas, além de verificar a
influéncia da aplicagdo dos produtos no enfolhamento e na produtividade. Os
produtos testados nos experimentos foram: Reforce® (fosfito de potassio),
Reforce” Mn (fosfito de manganés), Reforce” Cu (fosfito de cobre), Greenforce
CuCa (formulag@o a base de subproduto da industria cafeeiro + cobre e célcio),
Greenforce V (formula¢do a base de subprodutos da industria cafeeira e da
industria citrica), Greenfds (fosfito de potassio), Viga Café Plus® (fertilizante
foliar padrdo) e fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina). Verificou-se que
fontes de fosfitos e formulagdes a base de subprodutos da lavoura cafeeira e da
industria citrica proporcionaram controle da ferrugem e cercosporiose tanto em
plantas de cafeeiro adultas quanto em mudas. Em condigdes de campo,
observou-se que as associagdes de fontes de fosfitos e de formulagdes a base de
subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica com fungicida controlaram
a ferrugem e cercosporiose, sendo mais eficaz quando comparado a aplica¢do
destes produtos isoladamente, além de proporcionarem maior retengdo foliar e
maior produtividade, durante os dois anos de experimento. Pelos resultados
observados indica-se que o uso de fosfitos ou de formulagdes a base de
subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica pode ser utilizado no
manejo da ferrugem e cercosporiose do cafeeiro.

Palavras-chave: Controle alternativo, Fosfitos, Hemileia vastatrix, Cercospora
coffeicola, Coffea arabica.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ uma importante commodity para o Brasil, que é o maior
produtor e exportador mundial. Segundo o United States Department of
Agriculture - USDA (2014), o Brasil foi responsavel por,
aproximadamente, 33% da produ¢do mundial, na safra de 2014. No
entanto, a presenga de pragas e doengas constitui um dos fatores
limitantes a sua producao.

Dentre as doengas mais destrutivas do cafeeiro estdo a ferrugem,
causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. e Br., e a cercosporiose, que
tem como agente etioldgico o fungo Cercospora coffeicola Berk. &
Cooke. A ferrugem estd presente em quase todos os paises produtores de
café (ROZO et al., 2012) e a cercosporiose € importante por ocorrer desde
o viveiro até o campo. Os danos de ambas s@o a reducdo da area foliar e a
intensa desfolha, que ird reduzir a fotossintese, comprometendo a
producao futura (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

A principal medida de controle dessas duas doengas ¢ o uso de
produtos quimicos. Entretanto, a utiliza¢do indiscriminada de fungicidas
tem causado danos ao ambiente e aos seres vivos (CARVALHO;
CUNHA; SILVA, 2012). Além disso, muitos fungicidas que estdo no
mercado vém perdendo a sua efici€ncia, em virtude da sele¢ao de isolados
do patdgeno resistentes aos mesmos (KOLLER, 1999). Portanto, ha
necessidade de se intensificar a investigagdo e desenvolver alternativas
efetivas no manejo de doencas do cafeeiro sem causar impacto ambiental.

Como medida alternativa no manejo de doengas, tem-se a

utilizacdo de indutores de resisténcia, que sdo produtos que ativam os
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mecanismos de defesa latentes na planta. Dentre os compostos quimicos
que vém sendo utilizados como indutores de respostas de defesa vegetal,
estdo os fosfitos (ESHRAGHI et al., 2011). Esses produtos exercem um
triplo modo de a¢do, uma vez que podem, além de atuar na nutri¢do, agir
diretamente sobre o patdégeno e, também, ativar a defesa natural das
plantas (DALIO et al., 2012; JACKSON et al., 2000; NOJOSA et al.,
2009).

A utilizagdo de fosfitos proporcionou efeitos benéficos no controle
de doengas em plantas, apresentando efeito antibidtico (COSTA et al.,
2014; DALIO et al., 2012; KING et al., 2010), induzindo respostas de
defesa na planta (ESHRAGHI et al., 2011; PILBEAM et al., 2011), além
de proporcionar aumento da produtividade (JUNQUEIRA et al., 2011).
Alguns trabalhos comprovaram a eficacia de fosfitos no manejo de
doengas em cafeeiro. Nojosa et al. (2009) observaram redugdo da
severidade da mancha-de-Phoma em mudas de cafeeiro pulverizadas com
fosfito de potassio e Costa et al. (2014) verificaram que fosfito de
manganés reduziu a severidade da ferrugem e cercosporiose em campo.

Uma alternativa econdmica e de baixo impacto para o ambiente ¢
o uso de formulagdes a base de extratos de plantas, que podem apresentar
efeito direto sobre o patdogeno e aumentar a resisténcia das plantas
(CARVALHO; CUNHA; SILVA, 2012). Formulagdes a base de
subprodutos da lavoura cafeeira vém sendo estudadas e constantemente
aprimoradas. Barguil et al. (2005) verificaram que formulacdes a base de
extrato de folhas de café, de casca de frutos de café e da biomassa
residual de citricos proporcionaram redugdo da area abaixo da curva de

progresso da mancha-de-Phoma em mudas de cafeeiro. Em condi¢des de
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campo, Santos et al. (2007) observaram que as formulagdes a base de
extrato de plantas reduziu 47 e 61% a cercosporiose e mancha-de-phoma,
respectivamente, quando comparado ao tratamento controle. Costa et al.
(2014) observaram que aplicagdo de formulagdo a base de subprodutos da
lavoura cafeeira proporcionou 50% e 60% de controle da ferrugem e
cercosporiose em cafeeiro adulto. Analisando o efeito indutor de
resisténcia de formulagdo a base de extrato de folhas de café em
tomateiro, Medeiros et al. (2009) observaram que este indutor
proporcionou aumento da atividade das enzimas de defesa peroxidase,
quitinase e B-1,3-glucanse, além de induzir a expressdo de genes de
defesa.

Diante das opcdes de controle alternativo, como as diferentes
fontes de fosfitos, e do lancamento de novas formula¢des a base de
subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica, como o Greenforce
CuCa e Greenforce V, objetivou-se verificar o efeito de fontes de fosfitos
e destas novas formulagdes no controle da ferrugem e cercosporiose em
mudas de cafeeiro, a fim de se obter op¢des de produtos alternativos para
controle dessas doengas em viveiros. E, também, foi analisado o uso
destes produtos, aplicados isoladamente ou associados a fungicida, no
manejo dessas doengas em condigdes de campo. Do mesmo modo,

observaram-se seus efeitos no enfolhamento e na produtividade.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi dividido em experimentos em casa-de-vegetagao

e experimento de campo.
2.1 Experimentos em casa-de-vegetaciio

Foram realizados dois experimentos distintos para se avaliar o
efeito de produtos alternativos em mudas de cafeeiro: o primeiro, no

controle da ferrugem, e o segundo, no controle da cercosporiose.
2.1.1 Obtencio do material vegetal

Para o preparo das mudas utilizadas nos experimentos, sementes
de cafeeiro cv. Mundo Novo 376/4 foram semeadas em bandejas
contendo areia lavada. Assim que atingiram a fase “orelha de onga”, estas
foram transplantadas para sacos de polietileno de 0,50 L, contendo
substrato composto por solo, areia e substrato comercial para hortalicas,
na propor¢do 2:1:1 (v/v/v). Durante todo o periodo experimental, as
mudas foram mantidas em casa-de-vegetagdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais,
Brasil, irrigadas periodicamente e receberam adubagdes complementares
de acordo com recomendagdo técnica para a cultura (GUIMARAES et al.,

1999).
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2.1.2 Obtencio do indculo de H. vastatrix e inoculagio

Urediniésporos de H. vastatrix foram obtidos a partir de folhas
naturalmente infectadas de plantas de cafeeiro, os quais foram coletados,
por meio de raspagem das pustulas e acondicionados em microtubos. O
material coletado foi armazenado em temperatura ambiente e protegido da
luz por um periodo de 48 horas. Para a inoculagdo das plantas, foi
preparada uma suspensao na concentragdo de 1 x 10° urediniosporos mL™’
de 4gar-agua (0,2% p/v), contendo Tween 20 (0,05% v/v)
(SALUSTIANO et al., 2008). Apds a pulverizagdo da suspensido de
urediniosporos na face abaxial das folhas, as mudas foram submetidas a

uma camara umida, no escuro, por um periodo de 72 horas.
2.1.3 Obtencgao do inoculo de C. coffeicola e inoculacio

Conidios de C. coffeicola foram diretamente isolados de lesdes de
folhas de cafeeiros infectadas. Foi realizada a cultura monosporica dos
isolados em meio agar-agua 2% p/v. Os isolados foram repicados para
meio de cultura V8® (100 mL de V8®, 2 g de CaCOs, 17 g de 4gar e 1000
mL de 4gua destilada). Para a obten¢do dos conidios para a inoculagio
nas plantas, discos de micélio foram depositados em 40 mL de meio
V8® (100 mL de V8" adicionado de 900 mL de agua destilada),
incubando-se a 25°C sob luz continua e agitagdo (110 rpm). A
suspensdo foi vertida sobre agar-agua 2% em placas de Petri, que
foram mantidas abertas a 25°C, sob luz continua, por 48 h. Apos a

secagem (2-3 dias), foram adicionados 5 mL de agua destilada
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esterilizada com posterior raspagem e filtragdo da suspensdo
(SOUZA et al., 2011). As mudas foram inoculadas com a suspensdo de
conidios na concentragdo de 4,0 x 10* conidios mL! e, em seguida,

submetidas a uma camara umida, por um periodo de 72 horas.

2.1.4 Protecido de mudas de cafeeiro contra a ferrugem e

cercosporiose

Os produtos utilizados foram Reforce® (fosfito de potassio),
Reforce® Mn (fosfito de manganés), Reforce® Cu (fosfito de cobre),
produzidos pela empresa Agrichem do Brasil SA., Greenforce CuCa
(formulagdo a base de subproduto da industria cafeeiro + cobre e célcio),
Greenforce V (formulagdo a base de subprodutos da industria cafeeira e
da indutstria citrica), Greenfés (fosfito de potéassio), produzidos pela
empresa Agrofitness Tecnologia Agricola LTDA., o fertilizante foliar
padrdo Viga Café Plus®, produzido pela empresa Café Brasil
Fertilizantes, e o fungicida padrio Opera® (epoxiconazol +
piraclostrobina), da empresa BASF.

As mudas com sete meses de idade foram pulverizadas com os
produtos e as doses descritos na Tabela 1 até o ponto de escorrimento,
utilizando-se um pulverizador manual. A dose utilizada foi metade da
dose recomendada pelos fabricantes dos produtos para pulverizacdo de
plantas adultas. Em ambos os experimentos, as inoculagdes com H.
vastatrix ¢ com C. coffeicola ocorreram sete dias apos a aplicacdo dos

tratamentos, conforme descrito anteriormente.
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Tabela 1 Tratamentos e doses utilizados nos experimentos de casa-de-

vegetacao

Tratamentos Doses

1) Reforce®™ 2,5mLL"
2) Reforce™ Mn 2,5mLL"
3) Reforce™ Cu 2,5mLL"
4) Greenforce CuCa 50mLL"
5) Greenforce V 50mLL"
6) Greenfos 50mLL"
7) Vica Café Plus® 6,25gL"

8) Fungicida 1,25mL L

9) Testemunha inoculada —

Reforce®: fosfito de potassio; Reforce® Mn: fosfito de manganés; Reforce® Cu: fosfito
de cobre; Greenforce CuCa: formulagdo a base de subproduto da industria cafeeiro +
cobre e calcio; Greenforce V: formulagdo a base de subprodutos da industria cafeeira e
da industria citrica; Greenfés: fosfito de potassio; Vica Café Plus®: fertilizante foliar
padrdo; Fungicida: epoziconazol + piraclostrobina.

Tanto no experimento com ferrugem quanto no com
cercosporiose, as avaliagdes da doenga foram realizadas a cada cinco dias,
com base no surgimento dos primeiros sintomas/sinais da doenca,
totalizando seis avaliacdes. Para avaliagdo da severidade da ferrugem
utilizou-se a escala diagramatica proposta por Cunha et al. (2001). Para
cercosporiose, utilizou-se a escala diagramatica proposta por Custodio et
al. (2011). Apos o término das avaliagdes de severidade, foi calculada a
area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem (AACPSF)
e a area abaixo da curva de progresso da severidade da cercosporiose
(AACPSC), conforme Shaner e Finney (1977).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos
casualizados, com trés repeti¢des e nove tratamentos, sendo cada parcela
experimental composta por trés plantas. Os dados de AACPSF e

AACPSC foram submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o
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programa Sisvar (FERREIRA, 2011) e, quando significativo pelo teste F,
realizou-se o teste Scott-Knott (P < 0,05).

2.2 Experimento de campo
2.2.1 Condicdes experimentais

O experimento foi conduzido em 4érea experimental da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em lavoura de cafeeiro cultivar
Mundo Novo 376/4, com quatro anos de idade, suscetivel a ferrugem e a
cercosporiose, implantada no espagamento de 3,5 m x 0,8 m. O
experimento foi conduzido nas safras 2012/2013 e 2013/2014.

Durante o periodo experimental, a lavoura recebeu tratos culturais
pertinentes ao sistema de manejo convencional e a adubagdo seguiu o
Programa Agrondmico de Monitoramento Nutricional (PAM Nutri) da
Agrichem do Brasil SA., que converte os dados das analises quimica e de
extrato de saturacdo do solo em recomendacdo necessaria de adubo.

Os tratamentos, doses e épocas de pulverizagdo estdo descritos na
Tabela 2. As pulverizagdes foram realizadas com a utilizagdo de
pulverizador costal motorizado, com volume de calda de 400 L ha™.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados (DBC),
com quinze tratamentos e quatro repeticdes. Foram utilizadas dez plantas
por parcela, das quais as seis centrais foram consideradas tuteis para as

avaliagdes.
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Tabela 2 Tratamentos, épocas de pulverizagdo ¢ doses dos produtos que
foram utilizados no experimento em cafeeiro cultivar Mundo
Novo 376/4, em condi¢des de campo

Pulverizagdes
Tratamentos Epocas* Dose
1. Fungicida Jan., Mar., Abr. 1,0 L ha
2. Reforce® Nov., Jan., Mar., Abr. 2,0 L ha
® . 1,0 Lha'+
3. Reforce™ + fungicida Jan., Mar., Abr. 1.0L ha'
4. Reforce™ Mn Nov., Jan., Mar., Abr. 2,0 L ha
5. Reforce® Mn + fungicida Jan., Mar., Abr. 1.0L ha‘1_1+
’ ’ 1,0 L ha
6. Reforce” Cu Nov., Jan., Mar., Abr. 2,0 L ha
7. Reforce® Cu + fungicida Jan., Mar., Abr. 1,0L ha‘1_1+
’ ’ 1,0 L ha
8. Greenforce CuCa Nov., Jan., Mar., Abr. 40L hal'1
9. Greenforce CuCa + 2,0 Lha” +
fungicida Jan., Mar., Abr. 1,0 L ha'
10. Greenforce V Nov., Jan., Mar., Abr. 40L ha'
11. Greenforce V + fungicida Jan., Mar., Abr. 2,0 L ha l_1+
’ ’ 1,0 L ha
12. Greenfos Nov., Jan., Mar., Abr. 40L ha'
, .. 2,0Lha’+
13. Greenfos + fungicida Jan., Mar., Abr. 1.0L ha'
14. Vica Café Plus” Nov., Jan., Mar., Abr. 5,0 kg ha’

15. Testemunha

*Epocas de pulverizagdes referentes as safras 2012/2013 ¢ 2013/2014. Nov.: novembro,
Jan.: janeiro, Mar.: marco e Abr.: abril. Fungicida: epoziconazol + piraclostrobina;
Reforce™: fosfito de potéssio; Reforce®™ Mn: fosfito de manganés; Reforce™ Cu: fosfito
de cobre; Greenforce CuCa: formulagdo a base de subproduto da industria cafeeira +
cobre e calcio; Greenforce V: formulagdo a base de subprodutos da industria cafeeira e
da industria citrica; Greenfos: fosfito de potassio; Viga Café Plus®: fertilizante foliar
padréo.

A partir dos primeiros sintomas da ferrugem e da cercosporiose
em plantas de cafeeiro, iniciaram-se as avalia¢des. No ano de 2013 foram
realizadas cinco avaliagdes, que ocorreram quinzenalmente, a partir de

meados de marco. No ano de 2014, em razdo da estiagem nos meses de
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janeiro a abril, as doengas ocorreram de forma tardia, sendo realizada
apenas uma avalia¢do das doengas antes da colheita. As avaliagdes foram
realizadas em oito ramos plagiotropicos por planta (quatro ramos de cada
lado da linha de plantio, no terco médio das plantas). Em cada ramo foi
avaliado o terceiro ou o quarto par de folhas, quantificando-se a
severidade da ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro de acordo com
escalas diagramaticas propostas por Cunha et al. (2001) e Custodio et al.
(2011). Os indices médios de severidade, observados em 2013, foram
transformados em 4rea abaixo da curva de progresso da ferrugem
(AACPSF) e da cercosporiose (AACPSC) (SHANER; FINNEY, 1977).

A avaliagdo do enfolhamento dos cafeeiros ocorreu no periodo
pré-colheita das duas safras, de acordo com a escala preconizada por
Boldini (2001). A colheita foi realizada, manualmente, nos meses de
junho e maio dos anos de 2013 e 2014, respectivamente. A produtividade
foi determinada com base na massa dos frutos colhidos nas plantas.
Posteriormente, procedeu-se a conversdao para a produtividade (sacas de
60 kg de café beneficiado hal), utilizando-se a seguinte formula:
Produtividade = [(kg/planta x 0,2) x nimero de plantas/ha]/60 kg, em que
se considera que 10 kg de café cereja equivalem a 2 kg de café
beneficiado, ou seja, um rendimento em peso de 20% (CARVALHO et
al., 2006).

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sisvar
versdo 5.1 (FERREIRA, 2011). Quando significativas pelo teste F, as
médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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3 RESULTADOS

Na avaliacdo do efeito de indutores de resisténcia no controle da
ferrugem em mudas de cafeeiro em casa-de-vegetagdo, observou-se que
plantas pulverizadas com o fungicida epoziconazol + piraclostrobina
apresentaram menor AACPSF. Este tratamento diferiu dos demais
tratamentos e foi 100% efetivo no controle da doenga. Os tratamentos
com os indutores de resisténcia, Reforce®, Reforce® Mn, Reforce® Cu,
Greenforce CuCa, Greenforce V e Greenf0s, e o fertilizante foliar padrao,
Vica Café Plus®, apresentaram reducdo significativa na intensidade da
ferrugem, proporcionando controle que variou de 42 a 67,5%, ndo
diferindo entre si e diferindo-se da testemunha (Tabela 3).

No experimento em casa-de-vegetagdo, que avaliou o efeito dos
tratamentos no controle da cercosporiose em mudas de cafeeiro,
observou-se que o fungicida e o Greenforce CuCa reduziram a
intensidade da doenca, diferindo-se dos demais tratamentos e
proporcionando 99,6 e 83,3% de controle da cercosporiose,
respectivamente. Os demais tratamentos apresentaram AACPSC

intermediaria, ndo diferindo da testemunha (Tabela 3).
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Tabela 3 Efeito dos tratamentos na area abaixo da curva de progresso da
severidade da ferrugem (AACPSF) e da cercosporiose
(AACPSC) em mudas de cafeeiro, em condi¢des de casa-de-

vegetacao
Tratamentos Ferrugem Cercosporiose
AACPSF % Controle | AACPSC % Controle
Fungicida 0,0a 100,0 0,3a 99,6
Reforce® 80,9b 51,4 44.,6b 40,7
Reforce® Mn 80,9b 51,4 38,4b 49.0
Reforce® Cu 84,5b 493 34,6b 54,0
Greenforce CuCa 54,1b 67,5 12,6a 83,3
Greenforce V 56,6b 66,0 52,2b 30,7
Greenfos 79,5b 52,3 33,9b 55,0
Vica Café Plus® 96,6b 42,0 60,5b 19,6
Testemunha inoculada 166,6¢ - 75,3b ---
CV 29,5 --- 42,1 -—-

Tratamentos: Fungicida: epoziconazol + piraclostrobina; Reforce™: fosfito de potassio;
Reforce® Mn: fosfito de manganés; Reforce® Cu: fosfito de cobre; Greenforce CuCa:
formulagdo a base de subproduto da industria cafeeiro + cobre e calcio; Greenforce V:
formulagio a base de subprodutos da industria cafeeira e da industria citrica; Greenfos:
fosfito de potassio; Viga Café Plus®: fertilizante foliar padrdo. % Controle: porcentagem
de controle em relacdo a testemunha. Médias com mesma letra na coluna ndo diferem,
pelo teste Scott-Knott (p<0,05). CV: Coeficiente de variagio.

No experimento de campo, conforme demonstrado nas tabelas 4 ¢
5, observou-se que o fungicida aplicado isoladamente ¢ a associagdo de
produtos alternativos com o fungicida proporcionaram redugdo da
intensidade da ferrugem e da cercosporiose, diferindo-se dos demais
tratamentos. As associacdes de fungicida com fosfitos ou formulagdes a
base de subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica
apresentaram percentual de controle da ferrugem e cercosporiose igual ou
superior ao fungicida aplicado isoladamente. A aplicacdo de fosfitos e de

formulagdes a base de subprodutos da lavoura cafecira e da industria
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citrica isoladamente proporcionou controle intermedidrio da ferrugem e
cercosporiose em dois anos de experimento, diferindo-se do Vica Café

Plus® e da testemunha.
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Na andlise do enfolhamento das plantas de cafeeiro, em ambos o0s
anos, nas avaliagdes pré-colheita, observou-se 0 mesmo comportamento
dos tratamentos. Os tratamentos fungicida, Reforce®, Reforce® Cu,
Greenforce CuCa, Greenforce V, isoladamente ¢ as associa¢des de
Reforce®, Reforce® Mn, Reforce® Cu, Greenforce CuCa, Greenforce V e
Greenfos com o fungicida proporcionaram maior reten¢do foliar de
cafeeiros cultivar Mundo Novo 376/4, diferindo dos tratamentos Reforce®
Mn e Greenfos, que diferiram do Viga Café Plus® e da testemunha

(Tabela 6).
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Tabela 6 Efeito dos tratamentos no enfolhamento de cafeeiros cultivar
Mundo Novo 376/4, em condi¢des de campo, na pré-colheita
dos anos de 2013 € 2014

Tratamentos Enfolhamento
2013 2014
Fungicida 88,0a 89,0a
Reforce® 81,3a 88,1a
Reforce® + fungicida 88,1a 84.8a
Reforce® Mn 68,3b 79,5b
Reforce” Mn + fungicida 86,1a 86,1a
Reforce® Cu 76,5a 81,5a
Reforce® Cu + fungicida 84,5a 82,9a
Greenforce CuCa 81,9a 85,1a
Greenforce CuCa + fungicida 89.8a 89,8a
Greenforce V 79,1a 81,1a
Greenforce V + fungicida 88,8a 88,8a
Greenfos 72,6b 73,9b
Greenfos + fungicida 87,8a 87,0a
Viga Café Plus® 62,6¢ 64,5¢
Testemunha 53,6¢ 57,0c
(0% 8,3 5,5

Tratamentos: Fungicida: epoziconazol + piraclostrobina; Reforce®: fosfito de potassio;
Reforce®™ Mn: fosfito de mangangs; Reforce®™ Cu: fosfito de cobre; Greenforce CuCa:
formulagio a base de subproduto da industria cafeeiro + cobre e célcio; Greenforce V:
formulagdo a base de subprodutos da industria cafeeira e da industria citrica; Greenfos:
fosfito de potassio; Viga Café Plus®: fertilizante foliar padrio. CV: coeficiente de
variagdo. Médias com mesma letra na coluna n3o diferem, pelo teste Scott-Knott
(p=<0,05).

Na avaliac¢do do efeito dos tratamentos na produtividade, no ano
de 2013 ndo se observou diferenga entre os tratamentos. Entretanto, no

ano de 2014, observou-se que o fungicida e Greenforce CuCa aplicados

isoladamente ¢ a associacdo de Reforce® Mn, Reforce® Cu, Greenforce
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CuCa e Greenforce V com o fungicida proporcionaram maior

produtividade, diferindo-se dos demais tratamentos (Tabela 7).

Tabela 7 Efeito dos tratamentos na produtividade de cafeeiros cultivar
Mundo Novo 376/4, em condi¢des de campo, nos anos de 2013

e 2014
Tratamentos Produtividade (sacas/ha)
2013 2014
Fungicida 24, 1a 48,0a
Reforce® 24.0a 18,7b
Reforce® + fungicida 24,6a 31,6b
Reforce®™ Mn 16,7a 20,7b
Reforce™ Mn + fungicida 17,4a 48.9a
Reforce® Cu 232a 28,0b
Reforce® Cu + fungicida 21,5a 45,8a
Greenforce CuCa 20,1a 37,7a
Greenforce CuCa + fungicida 22.6a 39,1a
Greenforce V 20,7a 24,5b
Greenforce V + fungicida 19,9a 39.8a
Greenfos 18,2a 30,3b
Greenfos + fungicida 16,8a 33,3b
Viga Café Plus” 23.4a 29,1b
Testemunha 18,3a 17,4b
CVv 33,6 42.8

Tratamentos: Fungicida: epoziconazol + piraclostrobina; Reforce™: fosfito de potassio;
Reforce® Mn: fosfito de mangangés; Reforce® Cu: fosfito de cobre; Greenforce CuCa:
formulagio a base de subproduto da industria cafeeiro + cobre e célcio; Greenforce V:
formulagio a base de subprodutos da industria cafeeira e da industria citrica; Greenfos:
fosfito de potassio; Viga Café Plus®: fertilizante foliar padrio. CV: coeficiente de
variagdo. Médias com mesma letra na coluna ndo diferem, pelo teste Scott-Knott

(p<0,05).
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho investigaram-se op¢des de controle alternativo para
o manejo da ferrugem e cercosporiose de cafeeiro, tanto em plantas
adultas em condi¢des de campo, como em mudas em condi¢des de casa-
de-vegetacdo. Verificou-se que fontes de fosfitos e formulagdes a base de
subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica proporcionaram
controle destas duas doencgas do cafeeiro, tanto em plantas adultas quanto
em mudas. Em condi¢cdes de campo, observou-se que as associacdes
destas opg¢des de controle alternativo com fungicida controlaram a
ferrugem e a cercosporiose, além de proporcionarem maior retencao foliar
e maior produg¢do, durante os dois anos de experimento.

Fosfitos vém mostrando resultados para o controle de doengas de
plantas, inclusive, em cafeeiro. Existem trabalhos que relatam o uso de
fosfitos controlando doengas em plantas causadas por Oomicetos
(ESHRAGHI et al., 2011; JACKSON et al, 2000;
MACHINANDIARENA et al., 2012; SILVA et al., 2011). Mas, também,
tém apresentado bons resultados no controle de doengas causadas por
patogenos ndo pertencentes a este grupo.

O uso de fosfito de potassio em mudas de cafeeiro proporcionou
redugdo da severidade da mancha-de-Phoma (NOJOSA et al., 2009),
enquanto fosfito de manganés reduziu a severidade da ferrugem e da
cercosporiose em campo (COSTA et al.,, 2014). Neste trabalho foi
avaliado fosfito de manganés, fosfito de cobre e duas fontes de fosfito de
potéassio no controle da ferrugem e da cercosporiose, em mudas e em

plantas adultas de cafeeiro. Verificou-se que estas diferentes fontes de
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fosfitos apresentaram controle de 49 a 52% e de 40 a 55% da ferrugem e
da cercosporiose, respectivamente, em mudas de cafeeiro. Em condi¢des
de campo, estas fontes de fosfito proporcionaram controle de 43 a 69% e
de 35 a 58% da ferrugem e da cercosporiose, respectivamente.

Extratos de plantas, bem como subprodutos da industria de
processamento de plantas sdo fontes potenciais de compostos bioativos.
Formulagdes a base de extratos vegetais podem ser combinadas entre si
ou com nutrientes para o desenvolvimento de produtos alternativos para o
controle de doencas. No presente trabalho foi avaliado o Greenforce
CuCa (formulagdo a base de subproduto da industria cafeeira + cobre e
calcio) e o Greenforce V (formulagdo a base de subprodutos da induastria
cafeeira e da industria citrica) no controle de duas importantes doengas
em cafeeiro.

As formulagdes avaliadas podem se tornar opgdes para o manejo
de doengas em cafeeiro, tanto na fase de mudas, quanto plantas adultas.
Greenforce CuCa controlou em média 58 e 54% da ferrugem e da
cercosporiose, respectivamente, em dois anos de experimento em
condi¢cdes de campo. Estes resultados corroboram com Costa et al.
(2014), que observaram que Fitoforce Full (formulagdo a base de
subprodutos da lavoura cafeeira associada a nutrientes) proporcionou
50% e 60% de controle da ferrugem e da cercosporiose em cafeeiro
adulto.

Apesar de fosfito ser considerado um fertilizante foliar, as plantas
ndo o utilizam como fonte de fésforo. No entanto, os compostos que
acompanham esta molécula, como o potassio, o0 manganés e o cobre,

podem atuar na nutricdo (DALIO et al., 2012). Existem relatos sobre os
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efeitos dos nutrientes minerais aumentando ou reduzindo a resisténcia de
plantas a doencas. Segundo Pozza e Pozza (2006), a nutricio mineral
equilibrada esta relacionada ao menor progresso de doencgas, pois
favorece o acumulo de compostos inibidores ao redor do sitio de infec¢ao
e/ou barreiras mecanicas que impedem a penetragdo e a infecgdo por
patogenos. Assim, os nutrientes presentes nas fontes de fosfitos e no
Greenforce CuCa, possivelmente, contribuiram para aumentar a
resisténcia do cafeeiro contra a ferrugem e a cercosporiose.

No manejo da ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro a principal
medida de controle utilizada é o fungicida. Entretanto, pesquisadores vém
avaliando outras medidas alternativas de controle associadas ao fungicida
para integrar o manejo de doengas (COSTA et al., 2014; LOBATO et al.,
2011). No presente trabalho, as associag¢des de fosfitos e de formulagdes a
base de subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica ao fungicida
mostraram-se eficazes no controle da ferrugem e da cercosporiose do
cafeeiro em condi¢des de campo, além de proporcionarem maior retencdo
foliar e maior produtividade. Costa et al. (2014), também, observaram que
a associacdo de fungicida a produtos alternativos € eficaz no controle de
doengas em cafeeiro, além de proporcionarem maiores produtividade e
enfolhamento. Assim, compostos com diferentes mecanismos de agdo,
como indutores de resisténcia e fungicida, podem ser utilizados para
ampliar o espectro de acdo, aumentar a dura¢do da atividade antifingica
ou explorar interagdes sinergisticas entre os compostos, potencializando
suas atividades (GISI, 1996).

Assim, fosfitos e formula¢des a base de subprodutos da lavoura

cafeeira e da industria citrica sdo produtos menos agressivos ao homem e
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ao meio ambiente e, por meio dos resultados do presente trabalho,
mostraram-se como uma ferramenta complementar para auxiliar o

produtor no manejo da ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro.
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ALTERNATIVE PRODUCTS IN THE MANAGEMENT OF RUST
AND BROWN EYE SPOT ON COFFEE PLANTS

ABSTRACT

Rust and brown eye spot, caused by Hemileia vastatrix and Cercospora
coffeicola, respectively, are the main fungal diseases of coffee plants in
Brazil. Considering the necessity of developing alternative products for
its control, we aimed at evaluating the effect of phosphite sources and
formulations based on by-products of coffee and citrus industry in the
control of these diseases, under greenhouse and field conditions. The
experiments in greenhouse aimed at evaluating alternative products for
controlling rust and brown eye spot in coffee plant seedlings. In the field
experiment, conducted for two consecutive years, we aimed at evaluating
the effects of the phosphites and formulations applied separately or in
association with the fungicide in the management of these diseases, in
addition of verifying the influence of the application of the products on
leaf retention and productivity. The products tested in the experiments
were: Reforce® (potassium phosphite), Reforce® Mn (manganese
phosphite), Reforce® Cu (copper phosphite), Greenforce CuCa
(formulation based on by-product of the coffee industry + copper and
calcium), Greenforce V (formulation based on by-products of the coffee
and citrus industries), Greenfds (potassium phosphite), Viga Café Plus®
(standard foliar fertilizer) and fungicide (epoxiconazole + pyraclostrobin).
We verified that the sources of phosphites and the formulations based on
by-products of coffee and citrus industry provided control over rust and
brown eye spot for adult coffee plants or for seedlings. Under field
conditions, we observed that the associations of phosphite sources and the
formulations based on by-products of coffee and citrus industry
controlled rust and brown eye spot, being effective when compared to the
separate application of these products, in addition to providing higher
foliar retention and higher productivity during the two years of
experiment. With the results obtained, we indicate that the use of
phosphites or of formulations based on by-products of coffee and citrus
industry can be used for in the management of coffee plant rust and
brown eye spot.

Keywords:  Alternative control, Phosphites, Hemileia vastatrix,
Cercospora caffeicola, Coffea arabica.
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RESUMO

A busca por produtos alternativos que induzem resisténcia em
plantas contra patogenos é crescente. Assim, objetivou-se verificar o
efeito de formulacdo a base de subproduto da industria cafeeira
(Greenforce CuCa) no controle da cercosporiose (Cercospora coffeicola),
em mudas de cafeeiro, comparado com o indutor de resisténcia padrdo
acibenzolar-S-metil (ASM). Além disso, objetivou-se estudar seu efeito
como indutor de resisténcia, por meio da analise da expressdo de genes
relacionados a rota do acido salicilico (CaPR1, CaGT), na rota do acido
jasmoénico (LOX) e do metabolismo dos fenilpropanoides (PAL) e,
também, da atividade das enzimas de defesa peroxidase (POX), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
fenilalanina amonialiase (PAL) e polifenol oxidase (PPO). Foi observado
que a aplicacdo foliar de Greenforce CuCa, em mudas de cafeeiro,
proporcionou 63% de controle da severidade da cercosporiose, enquanto
0 ASM controlou 36% da doenca. Comparando Greenforce CuCa com o
ASM, comprovou-se que Greenforce CuCa possui efeito indutor de
resisténcia, pois induziu o aumento da transcricdo dos genes CaPRI,
CaGT, LOX e PAL e, também, proporcionou incremento na atividade de
enzimas de defesa (POX, APX, CAT, SOD, PAL e PPO) em mudas de
cafeeiro inoculadas e ndo inoculadas com C. coffeicola. Por estes
resultados sugere-se que Greenforce CuCa ¢ uma alternativa promissora
para integrar o manejo da cercosporiose do cafeeiro.

Palavras-chave Coffea arabica; Cercospora coffeicola; Indutor de
resisténcia; qRT-PCR; Atividade enzimatica.
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1 INTRODUCAO

A cultura do café ¢ importante para a socioeconomia dos paises
produtores. Entretanto, a ocorréncia de doengas ¢ um dos fatores que
contribui para a reducdo da produtividade e da qualidade do café, além de
aumentar o custo de produgdo. A cercosporiose, causada pelo fungo
Cercospora coffeicola Berk. & Cooke, ¢ uma das principais doengas do
cafeeiro, ocorrendo desde mudas até em plantas adultas.

Os principais prejuizos ocasionados pela cercosporiose consistem
na queda de folhas e raquitismo das mudas em condigdes de viveiro e, em
plantas adultas, acarreta queda de folhas e causa amadurecimento
precoce, queda prematura e chochamento dos frutos, depreciando a
qualidade do café (CARVALHO; CUNHA; MOURA, 2008). Essa
doenga vem sendo controlada pelo manejo das praticas culturais e
nutricdo do cafeeiro e/ou pela aplicagao de fungicidas sist€émicos, como
os triazois e estrobirulinas. Porém, muitos fungicidas que estdo no
mercado vém perdendo a sua eficiéncia, em virtude da sele¢ao de isolados
do patdgeno resistentes aos mesmos (KOLLER, 1999). Portanto, um dos
maiores desafios para os pesquisadores tem sido desenvolver e
estabelecer métodos eficientes de controle de doencas e que sejam de
baixo impacto ambiental (DELIOPOULOS; KETTLEWELL; HARE,
2010).

Alguns compostos naturais ou sintéticos estimulam respostas de
defesa semelhantes as observadas em interacdes entre hospedeiro
resistente e patogeno (DANIEL; GUEST, 2006). Estes compostos sdo

conhecidos como indutores de resisténcia. Estes, na maioria das vezes,
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ndo apresentam ou apresentam baixa toxidez direta sobre patdgenos,
atuando como moléculas sinalizadoras, que, ao serem reconhecidas pelas
células vegetais, induzem a expressao de genes que codificam a sintese de
compostos de resisténcia, impedindo ou dificultando o estabelecimento
e/ou desenvolvimento do patéogeno e, consequentemente, reduzindo os
sintomas da doenga (DURRANT; DONG, 2004).

O acibenzolar-S-metil (ASM) é um indutor de resisténcia abidtico,
analogo ao acido salicilico, disponivel comercialmente. Este age como
ativador dos mecanismos de defesa de plantas, conferindo protecdo
sistémica contra diferentes patogenos em diversas culturas, dentre elas em
cafeeiro (GUZZO; HARAKAVA; TSAIL 2009; MARCHI; BORGES;
RESENDE, 2002; PATRICIO et al., 2007). Guzzo, Harakava e Tsai
(2009), utilizando a técnica de hibridiza¢do subtrativa por supressio,
identificaram genes relacionados a resisténcia sistémica adquirida em
plantas de cafeeiro suscetiveis a ferrugem apds o tratamento com ASM.
Os genes encontrados estdo envolvidos em diversos processos
relacionados a resisténcia contra fitopatdgenos como: formacdo de
espécies ativas de oxigénio (EAOs), reacdo de hipersensibilidade, morte
celular programada, sintese e transporte de metabdlitos antimicrobianos,
percep¢ao e transdugdo de sinal, sintese de proteinas relacionadas a
patogénese e metabolismo de lipidios.

Outra forma de controle de doencas de plantas que demonstra
potencial para induzir resisténcia ¢ a utilizagdo de extratos vegetais
(CARVALHO; CUNHA; SILVA, 2012). Produtos naturais, como
formulagdes a base de subprodutos da industria cafeeira, vém despertando

o interesse de especialistas, pois eliciadores presentes nestas fazem com
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que ocorram respostas de defesa nas plantas, gerando alteragdes
bioquimicas ¢ ativando o sistema de defesa (PESSOA et al., 2007;
RESENDE et al., 2004).

Formulagdes a base de subprodutos da industria cafeeira vém
sendo utilizadas, para o controle de doengas em cafeeiro, cacaueiro,
algodoeiro, tomateiro e em eucalipto (COSTA et al., 2014; MEDEIROS
et al., 2009; RESENDE et al., 2007; SILVA et al., 2013). Em tomateiro,
formulacdo a base de subproduto da industria cafeeira induziu a expressao
de genes de defesa e proporcionou maior atividade das enzimas
peroxidase, quitinase e -1,3-glucanase (MEDEIROS et al., 2009).

Diante disso, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de
verificar a eficacia do Greenforce CuCa (formulagdo a base de
subproduto da industria cafeeira adicionada de cobre e célcio), comparado
ao indutor de resisténcia padrdo acibenzolar-S-metil (ASM), no controle
da cercosporiose em mudas de cafeeiro. Além disso, estudar seu efeito
como indutor de resisténcia, por meio da analise da expressdo de genes
relacionados a rota do acido salicilico (CaPRI, CaGT), rota do acido
jasmonico (LOX) e no metabolismo dos fenilpropanoides (PAL) e,
também, a atividade das enzimas de defesa peroxidase (POX), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),

fenilalanina amonialiase (PAL) e polifenol oxidase (PPO).
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencio do material vegetal

Para o preparo das mudas utilizadas nos experimentos, sementes
de cafeeiro cv. Mundo Novo 376/4 foram semeadas em bandejas
contendo areia lavada. Assim que atingiram a fase “orelha de onga”, estas
foram transplantadas para sacos de polietileno de 0,50 L, contendo
substrato composto por solo, areia e substrato comercial para hortaligas,
na propor¢do 2:1:1 (v/v/v). Durante todo o periodo experimental, as
mudas foram mantidas em casa-de-vegetacio do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais,
Brasil, sendo irrigadas periodicamente e recebendo adubacdes
complementares de acordo com recomendacgdo técnica para a cultura

(GUIMARAES et al., 1999).
2.2 Obtencio do indculo e inoculacio

Conidios de C. coffeicola foram diretamente isolados de lesdes de
folhas de cafeeiros infectadas. Foi realizada a cultura monospdrica dos
isolados em meio agar agua 2% p/v e, em seguida, os isolados foram
repicados para meio de cultura V8®* (100 mL de V8%, 2 g de CaCOs, 17 g
de dgar e 1000 mL de 4dgua destilada). Para a obten¢@o dos conidios para a
inoculag@o nas plantas, discos de micélio foram depositados em 40
mL de meio V8® (100 mL de V8® adicionado de 900 mL de 4gua

destilada), incubando-se a 25°C, sob luz fluorescente continua e
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agitacdo de 110 rpm pelo periodo de quatro dias. Posteriormente, a
suspensdo foi vertida sobre agar agua 2% em placas de Petri, que
foram mantidas abertas a 25°C, sob luz continua por 48 h. Apds
secagem (2-3 dias), foram adicionados 5 mL de agua destilada
esterilizada e realizada a raspagem e filtragdo da suspensdo
(SOUZA et al., 2011). As mudas foram inoculadas com a suspensdo de
conidios na concentragdo de 5,0 x 10* conidios mL™" e, em seguida,

submetidas a cAmara umida, por um periodo de 72 horas.
2.3 Protecido de mudas de cafeeiro contra a cercosporiose

Mudas de cafeeiro com seis meses de idade foram pulverizadas
com os seguintes produtos: Greenforce CuCa (formulagdo a base de
subproduto da industria cafeeiro adicionada de cobre e célcio, produzido
pela empresa Agrofitness Tecnologia Agricola Ltda.), na dose de 1,53 mL
L' e, como tratamento padrdo, utilizou-se o indutor de resisténcia
acibenzolar-S-metil - ASM (Bion®, produzido pela Syngenta Protecdo de
Cutivos Ltda.), na dose 0,2 g L', além de um controle pulverizado com
agua. Utilizou-se pulverizador manual para aplicagdo dos tratamentos e
sete dias apds a aplicacdo, as plantas foram inoculadas com C. coffeicola.

Considerando o surgimento dos primeiros sintomas da doenca,
comecaram-se as avaliagdes da cercosporiose. Estas foram realizadas a
cada sete dias, totalizando seis avalia¢des, utilizando-se a escala
diagramatica proposta por Custdédio et al. (2011). Em seguida, foi
calculada a area abaixo da curva de progresso da severidade da doenga

(AACPSD), conforme Shaner e Finney (1977).
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O experimento foi conduzido em delineamento de blocos
casualizados, com seis repeti¢des e trés tratamentos, sendo cada parcela
experimental composta por duas plantas. Os dados de AACPSD foram
submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o programa Sisvar
(FERREIRA, 2011) e, quando significativo pelo teste F, realizou-se o

teste Scott-Knott (P < 0,05). Este experimento foi realizado duas vezes.
2.4 Preparo do material vegetal para analises bioquimica e molecular

Mudas de cafeeiro foram pulverizadas com Greenforce CuCa
(1,53 mL L"), ASM (0,2 g L") e como controle utilizaram-se plantas
pulverizadas com agua. A inoculagdo com C. coffeicola ocorreu 7 dias,
apds a aplicagdo dos produtos, conforme descrito anteriormente. O
material vegetal para as andlises molecular e bioquimica foi coletado nos
tempos de 24, 48, 96, 192, 216 e¢ 264 horas apos a aplicagdo dos
tratamentos (haa). Foram coletados o primeiro e o segundo par de folhas
totalmente expandidas, do apice para a base, em cada tempo de coleta, as
quais foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Em
seguida, as amostras foram armazenadas em freezer a -80°C para
posterior analise. O experimento foi conduzido em delineamento de
blocos casualizados, com trés repeticdes e seis plantas por repeticdo para

cada tempo de coleta.
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2.5 Analise da expressdo génica

O material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido e,
aproximadamente, 100 mg de cada amostra macerada foi utilizado para a
extragdo de RNA total, a qual foi realizada utilizando o kit SV Total RNA
Isolation System (Promega™), seguindo o protocolo para tecidos de
plantas. A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 1,5%,
corado com GelRed™ e as amostras foram quantificadas em
espectrofotdometro NanoDropTM Espectrophotometer ND-100.

Para a sintese de cDNA, utilizou-se o kit ‘SuperScript® III First-
Strand Synthesis SuperMix’(Invitrogen), seguindo protocolo sugerido
pelo fabricante. As amostras foram armazenadas a -20°C até o uso.

Os primers para qRT-PCR dos genes CaPRI, CaGT, LOX ¢ PAL
de cafeeiro foram desenhados com o auxilio do software Integrated DNA
Technologies - IDT (2014). Além desses genes, foram desenhados
primers para amplificar genes que foram wusados como controle
constitutivo. Os genes escolhidos foram o gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e o Rpl 7 (BARSALOBRES-CAVALLARI et
al., 2009; DINIZ et al., 2012) (Tabela 1).
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Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados para a analise de QqRT-PCR

Tamanho
Genes Sequéncia dos primers (5°-3”) do N° acesso
fragmento

F: CAAACCCATGCGATTGATGTAA
CaPRI R: 130 DQ335594*
ATTCCAAGGCTCCTCTATATTAAGT

F: TGCCGCACAAGGACATATAA .
CaGT  R. ATGGTCTCCACTGCGATTG 141 CO773975

F: CGGCGACTAATCCCTAATGAAA )
LOX  R. GTCTAACCACGGCCAAGTATT 124 DV704189

F: GGAGAGTGCTAGATGTGAGTTG )
PAL  R. TCTCACCAGTCAGGAAATTGG 128 JF838179

F: TTGAAGGGCGGTGCAAA SGN-
GAPDH . A ACATGGGTGCATCCTTGCT >9 U347734°
F: GACCTTGCCCATGAGATCCTGAC
Rol7 R 136 SGN-
P U351477°

CCAGCATCGCCTCCTTCAACATAG

*Ntumero de acesso de acordo com o GenBank; PNtimero de acesso de acordo com SOL
Genomics Network; F: sequéncia do primer forward; R: sequéncia do primer reverse.

Para a andlise da qQRT-PCR, foi utilizado o modelo ABI PRISM
7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems) e o sistema de detec¢@o foi o
SYBR Green. As condigdes da rea¢do foram 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto
a 60°C e finalizando com 15 segundos a 95°C. Para cada reacdo, foi
utilizado 1,0 uL de cDNA, 0,2 pL de cada primer e 5,0 uL de Power
SYBR®™ Green PCR Master Mix com ROX (Invitrogen) para um volume
final 10,0puL por amostra. Para cada gene em estudo, o experimento foi
conduzido a partir de cDNAs obtidos de trés repeticdes bioldgicas, com

trés replicatas técnicas, sendo os resultados normalizados, usando CTs
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(Ciclo Threshold), obtidos pela expressdo do gene constitutivo Rp/ 7. A
quantificacdo da expressdo génica foi realizada pelo método CT

comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
2.6 Analise da atividade enzimatica

Para a obtengdo dos extratos utilizados na determinacdo da
atividade das enzimas POX, APX, CAT e SOD, amostras de 200 mg de
tecido foliar foram maceradas com N, liquido em almofariz, com adig¢ao
de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/p), até a obtencdo de um po fino. O
p6 obtido foi homogeneizado em tampao fosfato de potassiol00 mM pH
7,8, EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 10 mM. Os homogeneizados foram
centrifugados a 13.000 g, por 25 minutos, a 4°C, e os sobrenadantes
foram utilizados para as analises enzimaticas (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998).

A atividade da POX foi determinada pela oxidagdo do guaiacol, de
acordo com a metodologia de Urbanek, Kuzniakgebarowska e Herka
(1991). Adicionou-se 40 pL do extrato enzimatico, ajustado para 200 uL
de solugdo, contendo fosfato de potassio 100 mM pH 7,0, guaiacol 7,5
mM e peroxido de hidrogénio 18,75 mM. Apos incubagio a 30°C, por 2
minutos, a absorbancia foi medida a 480nm. O coeficiente de extingdo
molar de 1,235 mM™ ¢cm™ foi usado para calcular a atividade da POX
(CHANCE; MAEHLEY, 1955).

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e
Asada (1981). Adicionaram-se 20 pL do extrato enzimatico, ajustado para

200 pL de solugdo, contendo fosfato de potassio 100 mM pH 7,0, écido
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ascorbico 0,5 mM, peroxido de hidrogénio 0,1 mM e agua. A atividade
foi determinada pelo consumo de H,O, a 290 nm durante 1 minuto a
25°C. O coeficiente de extingdo molar de 1,4 mM™" cm™ foi usado para
calcular a atividade da APX.

A CAT foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm,
durante 3 minutos, a 25°C. Adicionaram-se 10 pL do extrato enzimatico
em tampao de incubac¢do, contendo fosfato de potassio 100 mM pH 7,0,
peroxido de hidrogénio 12,5 mM e 4gua, ajustado para 200 pL de solugdo
final. O coeficiente de extingdo molar de 18 M cm™ foi usado para
calcular a atividade da CAT (HAVIR; MCHALE, 1987).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em
inibir a  fotorredu¢do do azul de nitrotetrazdlio (NBT)
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) em meio de incubagdo composto por
fosfato de potassio 50 mM pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM,
NBT 75 uM, riboflavina 2 uM e extrato enzimatico. Apds incubagdo por
7 minutos, em camara fechada com lampada fluorescente de 30 W,
realizou-se leitura a 560 nm. Uma unidade da SOD correspondeu a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredugdo do NBT nas
condig¢des do ensaio.

Para a determinacdo da PAL, o tecido foliar foi macerado
conforme efetuado para as demais enzimas. Para cada grama de pd
macerado, adicionaram-se 3 mL de tampao fosfato de sodio 50 mM pH
6,5, acrescido de 1 mM de PMSF e 1% de PVP. A solugdo foi
centrifugada a 13.000 g, por 25 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi usado
como fonte enzimatica. A atividade da PAL foi determinada conforme

metodologia descrita por Zucker (1965). Adicionaram-se 5 pL. do extrato
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enzimatico, ajustado para 200 pL de solugdo, contendo Tris-HCI
100mMpH 8,8 e L-fenilalanina 50 mM. Apds incubagio a 37°C, por 20
minutos, a absorbancia foi medida a 280nm. O coeficiente de extingdo
molar de 5000mM™' cm™ foi usado para calcular a atividade da PAL.

Para a obten¢@o do extrato para determinagdo enzimatica da PPO,
o tecido foliar foi macerado conforme descrito acima. O pd obtido foi
homogeneizado em tampao fosfato de potassio 30 mM, pH 7,0, EDTA
0,1 mM e agua. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g, por 25
minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da
atividade enzimatica. A atividade da PPO foi determinada conforme
metodologia descrita por Kar e Mishra (1976). Adicionaram-se 20 uL do
extrato enzimatico, ajustado para 200 pL de solugdo contendo fosfato de
potassio 70 mM pH 7,0 e catecol 20 mM. Ap6s incubagio a 30°C, por 10
minutos, a absorbancia foi medida a 410nm. O coeficiente de extingdo
molar de 1,235 mM™ ¢cm™ foi usado para calcular a atividade da PPO.

A proteina total do cada extrato enzimatico foi mensurada, de
acordo com o método de Bradford (1976), usando-se uma curva padrao
de albumina sérica bovina.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos
casualizados, com trés tratamentos antes da inoculacdo e seis tratamentos
apos a inoculagdo com C. coffeicola, com trés repeticdes, para cada tempo
de coleta. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011) e as médias comparadas
pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS

3.1 Protecdo de mudas de cafeeiro contra a cercosporiose

Em ambos os experimentos, o tratamento Greenforce CuCa
apresentou reducdo significativa da severidade da cercosporiose em
mudas de cafeeiro, diferindo-se, significativamente, do ASM, que se
diferiu das plantas controle, pulverizadas com agua. O tratamento
Greenforce CuCa destacou-se no controle da doenga, controlando em
média 63%, enquanto o tratamento com ASM proporcionou em média

36% de controle da cercosporiose em mudas de cafeeiro (Tabela 2).

Tabela 2 Efeito do Greenforce CuCa e do acibenzolar-S-metil (ASM) na
area abaixo da curva de progresso da severidade da
cercosporiose (AACPSD) em mudas de cafeeiro e porcentagem
de controle da doenga em relagdo ao controle pulverizado com

agua
Tratamentos Experimento I Experimento II
AACPSD Controle AACPSD Controle

(o) (%0)

Greenforce 40,47 a 66,2 27,16 a 60,6

CuCa

ASM 79,49 b 33,6 41,29b 40,1

Controle 119,70 ¢ --- 68,95 ¢ ---

CV (%) 20,1 17,5

CV = coeficiente de variagdo. M¢édias seguidas por letras diferentes diferem

significativamente (P < 0,05) pelo teste Scott-Knott, em cada experimento.

3.2 Analise da expressio dos genes CaPR1b, CaGT, LOX e PAL

Na analise molecular, em que se avaliou a expressdo relativa de

genes relacionados a defesa da planta, observou-se que Greenforce CuCa,
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assim como o indutor padrio ASM, induziu a expressdo dos genes
CaPR1, CaGT, LOX ¢ PAL em mudas de cafeeiro.

Na andlise dos niveis de transcritos do gene CaPRI, observou-se
que a aplica¢do de Greenforce CuCa e o ASM proporcionaram aumento
dos transcritos deste gene, em relacdo as plantas controle pulverizadas
com agua, em plantas ndo inoculadas com patéogeno as 96 e 264 haa. No
periodo de 192 haa, plantas pulverizadas com ASM, com e sem
inoculagdo com C. coffeicola, apresentaram aumento dos niveis de
transcritos. Ja, as 216 haa, plantas pulverizadas com Greenforce CuCa e
ASM, inoculadas com o patogeno, apresentaram niveis de transcritos de
CaPR1 superiores aos niveis das plantas controle (Figura 1A).

Com relacdo aos niveis de transcritos do gene CaGT, observou-se
que as 24 haa, apenas plantas tratadas com ASM apresentaram aumento
dos niveis de transcritos. Entretanto, as 96 haa, plantas tratadas com ASM
e com Greenforce CuCa apresentaram aumento dos transcritos deste gene,
visto que a formulagdo a base de subproduto da industria cafeeira
adicionada de cobre e célcio apresentou maior aumento. Em plantas que
foram inoculadas com C. coffeicola, apenas o Greenforce CuCa
proporcionou aumento dos niveis de transcritos de CaGT, as 192 haa
(Figura 1B).

Os niveis de transcritos de LOX foram semelhantes para ambos os
tratamentos nos periodos avaliados. Entretanto as 96, 216 ¢ 264 haa, a
aplicacdo de Greenforce CuCa e ASM em mudas de -cafeeiro
proporcionou maiores niveis de transcritos deste gene em plantas sem
inoculagdo com C. coffeicola, em relagdo as plantas pulverizadas com

agua. Estes tratamentos ndo proporcionaram aumentos nos niveis de
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transcritos em plantas inoculadas com o patégeno em nenhum periodo
avaliado (Figura 1C).

Na andlise dos transcritos do gene PAL, de maneira geral, ndo
houve diferenga entre as plantas pulverizadas com os indutores e as
plantas pulverizadas com 4gua. Entretanto as 216 haa, plantas
pulverizadas com Greenforce CuCa e inoculadas com C. coffeicola

apresentaram maiores niveis de transcritos do gene PAL (Figura 1D).
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Expressao relativa dos genes CaPR1 (A), CaGT (B), LOX (C) e
PAL (D) em mudas de Coffea arabica apds aplicagdo de
acibenzolar-S-metil (ASM) e Greenforce CuCa. Setas indicam
inoculagdo com Cercospora coffeicola (Cc), a qual ocorreu as
168 horas apos aplicacdo dos tratamentos (haa). Para cada
periodo avaliado, a expressdo relativa de cada gene representa a
relacdo de transcritos acumulados em relagdo ao controle, que
corresponde a linha tracejada. O gene RPL7 foi usado como
controle endogeno. Barras de erros representam o erro padrao
da média de trés repeti¢des.
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3.3 Atividade das enzimas POX, APX, CAT, SOD, PAL e PPO

Na avaliag¢do da atividade da POX em mudas de cafeeiro, as 96
haa houve um aumento na atividade em plantas pulverizadas com
Greenforce CuCa e com ASM, que se diferiram de plantas pulverizadas
com 4gua. As 192 haa, plantas pulverizadas com Greenforece CuCa, com
e sem inoculacdo com C. coffeicola, apresentaram aumento da atividade
desta enzima, diferindo dos demais tratamentos (Figura 2A).

Na analise da atividade da APX, observou-se que plantas
pulverizadas com os indutores ASM e Greenforce CuCa, com e sem
inoculagdo com o patdogeno, apresentaram maior atividade enzimatica que
plantas pulverizadas com agua, em todos os periodos analisados, com
excegdo do periodo de 24 haa, o qual ndo diferiu entre os tratamentos

testados (Figura 2B).
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Figura 2 Atividade das enzimas peroxidase (POX) (A) e ascorbato
peroxidase (APX) (B) em mudas de Coffea arabica. Plantas
foram pulverizadas com acibenzolar-S-metil (ASM) e
Greenforce CuCa e a testemunha foi pulverizada com &gua.
Inoculagdo com Cercospora coffeicola (Cc), indicada com a
seta, ocorreu as 168 horas apos aplicacdo dos tratamentos (haa).
Barras de erros representam o erro padrdo da média de trés
blocos. Barras seguidas com letras diferentes sdo
estatisticamente diferentes pelo teste Scott Knott (P < 0,05).
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Semelhantemente a atividade da APX, a pulverizagdo de
Greenforce CuCa ¢ ASM proporcionou maior atividade da CAT em
mudas de cafeeiro, com e sem inoculagdo com o C. coffeicola, em todos
os periodos avaliados (Figura 3A).

Ao analisar a atividade da SOD, observou-se que Greenforce
CuCa e ASM proporcionaram maior atividade enzimdtica em mudas de
cafeeiro sem inoculagdo com o patogeno as 24, 96 e 192 haa. Nos
periodos de 216 e 264 haa, plantas pulverizadas com estes indutores e
inoculadas com C. coffeicola, apresentaram maior atividade enzimatica,

diferindo dos demais tratamentos (Figura3B).
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Figura 3 Atividade das enzimas catalase (CAT) (A) e superoxido
dismutase (SOD) (B) em mudas de Coffea arabica. Plantas
foram pulverizadas com acibenzolar-S-metil (ASM) e
Greenforce CuCa e a testemunha foi pulverizada com &gua.
Inoculagdo com Cercospora coffeicola (Cc), indicada com a
seta, ocorreu as 168 horas apos aplicacdo dos tratamentos (haa).
Barras de erros representam o erro padrdo da média de trés
blocos. Barras seguidas com letras diferentes sdo
estatisticamente diferentes pelo teste Scott Knott (P < 0,05).
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Para a atividade da PAL, as 24 haa, plantas pulverizadas com
Greenforce CuCa, sem inoculagdo do patégeno, apresentaram maior
atividade desta enzima, diferindo de plantas pulverizadas com ASM e
com agua. Em plantas inoculadas com C. coffeicola, observou-se uma
maior atividade da PAL para os tratamentos com Greenforce CuCa e com
ASM as 216 haa (Figura 4A).

Ao analisar a atividade da PPO, foi observado que plantas
pulverizadas com Greenforce CuCa e ASM apresentaram maior atividade
desta enzima, com relagdo as plantas pulverizadas com agua, as 48 haa.
Ja, em plantas que foram inoculadas com o patogeno, estes indutores

proporcionaram aumento da atividade da PPO as 216 haa (Figura 4B).
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Figura4 Atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL) (A) e
polifenol oxidase (PPO) (B) em mudas de Coffea arabica.
Plantas foram pulverizadas com acibenzolar-S-metil (ASM) e
Greenforce CuCa e a testemunha foi pulverizada com &gua.
Inoculagdo com Cercospora coffeicola (Cc), indicada com a
seta, ocorreu as 168 horas apos aplicacao dos tratamentos (haa).
Barras de erros representam o erro padrdo da média de trés
blocos. Barras seguidas com letras diferentes sdo
estatisticamente diferentes pelo teste Scott Knott (P < 0,05).



92

4 DISCUSSAO

Investigou-se o efeito de Greenforce CuCa, comparado ao indutor
de resisténcia padrdo ASM, na intera¢do entre mudas de cafeeiro e C.
coffeicola. Observou-se que a aplicacdo foliar desta formulagdo em
mudas de cafeeiros proporcionou redugdo na intensidade da
cercosporiose, além de induzir respostas de defesa. O Greenforce CuCa
induziu o aumento da transcri¢do dos genes CaPRI, CaGT, LOX e PAL e,
também, proporcionou um incremento na atividade das enzimas POX,
APX, CAT, SOD, PAL e PPO em plantas de cafeeiro inoculadas e ndo
inoculadas com patdgeno.

Na literatura existem trabalhos que relatam o uso de formulagdes a
base de extratos vegetais no controle de doengas em cafeeiro. Santos et al.
(2007) observaram, em experimentos de campo, que extrato de folhas de
café reduziu em 40% a cercosporiose do cafeeiro. Costa et al. (2014)
observaram que formulacdo a base de subprodutos da lavoura cafeeira
adicionada de nutrientes proporcionou 50% e 60% de controle da
ferrugem e cercosporiose, respectivamente, em cafeeiro adulto. Pelo
presente trabalho comprovou-se, por meio de dois experimentos em casa-
de-vegetacdo, que o Greenforce CuCa proporcionou eficécia superior ao
indutor de resisténcia padrdo ASM, reduzindo em 63% a severidade da
cercosporiose do cafeeiro, enquanto que ASM proporcionou controle
médio de 36%.

Formulagdes como o Greenforce CuCa possuem eliciadores que,
possivelmente, disparam respostas de defesa nas plantas. Além desses

eliciadores, os nutrientes cobre e calcio, também presentes nessa
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formulag@o, possibilitam uma melhor nutricdo da planta e, possivelmente,
o aumento de sua resisténcia contra patdgenos (DATNOFF; ELMER;
HUBER, 2007). O cobre apresenta importancia no sistema redox da
planta, ativando varias enzimas que estdo envolvidas na detoxificagdo de
radicais superdxido e, também, no metabolismo de fendis e lignina
(MARSCHNER, 2012). A concentragdo de célcio no tecido vegetal afeta
a incidéncia de doengas por diferentes mecanismos: o calcio desempenha
um papel chave no reconhecimento de patdogenos invasores na membrana
plasmatica, atuando como mensageiro secundario e, também, dificulta a
atividade de enzimas pectoliticas que sdo produzidas por muitos fungos e
bactérias que invadem a célula vegetal (MARSCHNER, 2012).

Espécies do género Cercospora produzem a cercosporina, uma
toxina que, na presen¢a de luz, torna-se reativa e capaz de reagir com
outras moléculas. O principal alvo de reagdo ¢ o oxigénio, que, ao reagir
com a cercosporina, ¢ convertido em EAOs, altamente toxicas, podendo
interagir e degradar moléculas como DNA e proteinas, além de
danificarem as membranas celulares do hospedeiro (BERESTETSKIY,
2008; DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005). O controle da cercosporiose
proporcionado pelo Greenforce CuCa, além de uma possivel indugdo de
resisténcia e melhoria no estado nutricional, pode estar relacionado ao
fato desse produto possuir antioxidantes em sua composi¢do, os quais
neutralizaram as EAOs, reduzindo o estresse oxidativo causado pelo
patogeno e, consequentemente, impedindo a sua colonizagao.

Apds o reconhecimento do patdgeno, a primeira resposta de defesa
da planta ¢ a explosdo oxidativa, que corresponde a geragdo de EAOs. As

EAOs ocorrem, normalmente, no metabolismo celular, porém quando
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acumuladas tornam-se toxicas a célula. Plantas sob estresse, geralmente,
usam um complexo sistema de defesa antioxidante constituido de
antioxidantes ndo enzimaticos e um diversificado leque de enzimas, como
a superdxido dismutase, catalase, peroxidase, glutationa-redutase e
ascorbato peroxidase. Estas enzimas sdo utilizadas para limpar as EAOs e
proteger as células de dano oxidativo (HOSSAIN; UDDIN, 2011).
Portanto, no presente trabalho observou-se que a pulverizacdo de
Greenforce CuCa e ASM induziu mudas de cafeeiro, inoculadas ou nao
com C. coffeicola, a apresentarem maior atividade das enzimas
relacionadas a limpeza de radicais livres (POX, APX, CAT e SOD).

A PPO esta envolvida na oxidagdo de compostos fendlicos a
quinonas, que s3o mais téxicas aos patogenos, de maneira geral
(AGRIOS, 2005). No presente trabalho, mudas de cafeeiro pulverizadas
com Greenforce CuCa e com ASM apresentaram maior atividade da PPO.
Este fato, provavelmente, possibilitou uma maior intensidade de defesa de
mudas de cafeeiro contra a cercosporiose.

O aumento da transcricdo dos genes CaPRI, CaGT, LOX e PAL
serve como indicador das rotas de defesa ativadas pelo indutor de
resisténcia e, também, pela inoculagdo com o patdgeno. A proteina PR-1
ativa a sinalizagdo da rota do 4cido salicilico, o que ird induzir a
expressdo de genes de defesa, inclusive, outras proteinas relacionadas a
patogénese (FU; DONG, 2013).

O gene CaGT codifica para a enzima salicilato glucosiltransferase,
que liga a glicose ao dacido salicilico, formando o &cido salicilico
glicosilado, o qual ird ativar os mecanismos de defesa dependentes do

acido salicilico (VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009; UMEMURA et
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al., 2009). No presente trabalho observou-se que plantas pulverizadas
com ASM apresentaram um aumento dos niveis de transcritos do gene
CaGT as 24 haa, o que ndo ocorreu em plantas que foram pulverizadas
com o Greenforce CuCa. Verifica-se que o ASM ¢ andlogo ao acido
salicilico, assim, plantas que receberam este tratamento certamente
reconheceram este composto, levando ao aumento da expressdao do gene
CaGT. Entretanto, as 96 haa, ambos os tratamentos induziram o aumento
dos niveis de transcritos deste gene.

A fenilalanina amonia-liase, codificada pelo gene PAL, ¢ uma
enzima chave no metabolismo dos fenilpropanoides, que resultara em
compostos como fitoalexinas, compostos fenolicos e lignina, conferindo
maior resisténcia a parede celular das plantas (RAES et al., 2003).

Jé a lipoxigenase, codificada pelo gene LOX, é uma enzima chave
na rota do acido jasmonico, que é uma das principais vias de sinalizagdo
durante respostas de defesa contra insetos e patdogenos necrotroficos
(PROST et al., 2005; VELLOSILLO et al., 2007). Observou-se que tanto
Greenfoce CuCa, quanto o ASM induziram plantas de cafeeiro a
aumentarem os niveis de transcritos do gene LOX em plantas ndo
inoculadas com o patégeno

Cardoso et al. (2014) observaram, por meio de técnica de
microarranjo, que plantas resistentes ao bicho-mineiro diferem no perfil
de expressdo génica antes mesmo do ataque do inseto, indicando que a
defesa ja estd ativada como um mecanismo de pré-condicionamento
(priming). Além disso, foram observados genes envolvidos na limpeza de
EAOs e no metabolismo do acido linoleico e dos fenilpropanoides. Até o

momento, ndo ha cultivares de cafeeiro com resisténcia a C. coffeicola.
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Entretanto, observa-se que patdgenos necrotroficos e insetos sdo mais
sensiveis as defesas mediadas pelo 4cido jasmonico e etileno, e como C.
coffeicola ¢ um patogeno necrotréfico, acredita-se que, possivelmente,
cafeeiro resistente a cercosporiose apresentaria respostas semelhantes as
encontradas nas rotas de defesa ativadas em cafeeiro resistente ao bicho-
mineiro. No presente trabalho verificou-se que Greenforce CuCa induziu
mudas de cafeeiro a aumentarem a atividade de enzimas do sistema
antioxidante e a aumentarem os niveis de transcritos de genes envolvidos
na rota do acido salicilico (CaPR1 e CaGT), 4cido jasmonico (LOX) e na
rota dos fenilpropanoides (PAL), em plantas com ou sem inoculagio.

Na natureza, as plantas lidam com o ataque de diferentes
patogenos ou insetos. Assim, as plantas precisam de mecanismos de
regulacdo para se adaptar de forma eficaz as mudangas em seu ambiente.
Este mecanismo de regula¢do ¢ conhecido como Cross talk entre as vias
de sinalizacdo de defesa, o que permite que a planta ajuste sua resposta de
defesa aos invasores (BARI; JONES, 2009; KOORNNEEF; PIETERSE,
2008).

Guzzo, Harakava e Tsai (2009) e Nardi et al. (2006) comprovaram
que ASM induziu plantas de cafeeiro a expressarem genes de diversos
processos relacionados a resisténcia contra fitopatogenos. No presente
trabalho foi comparado o efeito do Greenforce CuCa com o indutor de
resisténcia padrao, comprovando que, assim como o ASM, a formulagao a
base de subproduto da industria cafeeira adicionada de cobre e calcio
ativa rotas de defesa do cafeeiro contra C. coffeicola, o que se pode inferir

que este composto possui efeito indutor de resisténcia em cafeeiro.
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A utilizagdo de produtos que induzem resisténcia vem ganhando
relevancia no controle de doencas de plantas. Pelos resultados deste
trabalho comprova-se que Greenforce CuCa reduz a severidade da
cercosporiose em mudas de cafeeiro. Além disso, eles fornecem
evidéncias de que este composto induz a transcrigdo de genes de defesa
(CaPR1, CaGT, LOX e PAL), assim como aumenta a atividade de
enzimas de limpeza apds o estresse oxidativo (POX, APX, CAT, SOD e
PPO) e de enzima chave na sintese de lignina e compostos fendlicos
(PAL), comprovando que este composto ¢ uma alternativa promissora

para integrar o manejo de doengas do cafeeiro.
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FORMULATION BASED ON BY-PRODUCTS OF THE COFFEE
INDUSTRY IN THE RESISTANCE INDUCTION OF COFFEE
PLANT TO BROWN EYE SPOT

ABSTRACT

The search for alternative products that induce resistance in plants
against pathogens is increasing. Thus, we aimed at verifying the effect of
a formulation based on by-products coffee industry (Greenforce CuCa)
over the control of brown eye spot (Cercospora coffeicola) on coffee
seedlings, compared to the standard resistance inductor acibenzolar-S-
methyl (ASM). In addition, we aimed at studying its effect as resistance
inductor, by means of analyzing the expression of genes related to the
salicylic acid pathway (CaPR1, CaGT), the jasmonic acid pathway (LOX)
and the metabolism of the phenylpropanoids (PAL) and, also, the
activities of defense enzymes peroxidase (POX), ascorbate peroxidase
(APX), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) and polyphenol oxidase (PPO). We observed that
the foliar application of Greenforce CuCa on coffee seedlings provided
63% of control over the severity of brown eye spot, while the ASM
controlled 36% of the disease. Comparing Greenforce CuCa to the ASM,
we proved that the Greenforce CuCa presents resistance inductor effect,
since it induced the increase of the transcription of CaPRI, CaGT, LOX
and PAL genes, and provided an increment in the activity of defense
enzymes (POX, APX, CAT, SOD, PAL and PPO) on coffee seedling
inoculated and not inoculated with C. coffeicola. With these results, we
suggest that the Greenforce CuCa is a promising alternative to integrate
brown eye spot management to coffee plants.

Keywords: Coffea arabica. Cercospora coffeicola. Resistance inductor.
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Resumo Fosfitos (Phi) sdo sais inorganicos originados do acido fosforoso e vém
sendo utilizados como indutores de resisténcia, pois ativam os mecanismos de
defesa latentes da planta. Objetivou-se verificar a eficacia do fosfito de
manganés (MnPhi) no manejo da ferrugem (Hemileia vastatrix), em mudas de
cafeeiro, além de elucidar seu efeito indutor de resisténcia, por meio da
expressdo de genes relacionados a defesa, como os genes POX, CAT, GLU e
PAL, que codificam as enzimas peroxidase, catalase, [-1,3-glucanase e
fenilalanina amdnia-liase, respectivamente, e, também, por meio da atividade de
enzimas de defesa, como a ascorbato peroxidase (APX), superdxido dismutase
(SOD) e polifenoloxidase (PPO). Foi observado que a aplicagdo foliar de MnPhi
em mudas de cafeeiro proporcionou 63% de controle da severidade da ferrugem.
Este composto induziu respostas de defesa, nas mudas de cafeeiro, pois
aumentou a transcri¢do dos genes POX, CAT, GLU e PAL em plantas nio
inoculadas com o patéogeno e, também, proporcionou um incremento na
atividade das enzimas APX, SOD e¢ PPO em plantas ndo inoculadas ou
inoculadas com H. vastatrix. Por estes resultados sugere-se que MnPhi ¢ uma
alternativa promissora para integrar o manejo da ferrugem do cafeeiro.

Palavras-chave Coffea arabica; Ferrugem; Indutor de resisténcia; qRT-PCR;
Atividade enzimatica.

Abstract Phosphites (Phi) are inorganic salts of phosphorous acid which have
been used as resistance elicitors, as they activate mechanisms underlying plant
defense. This study assessed the effectiveness of manganese phosphite (MnPhi)
in the management of rust (Hemileia vastatrix) in coffee seedlings. We also
elucidated MnPhi induction of resistance by expression of defense-related genes
such as POX, CAT, GLU and PAL, encoding peroxidase, catalase, B-1.3-
glucanase and phenylalanine ammonia-lyase enzymes, respectively, and by the
activity of defense enzymes such as ascorbate peroxidase (APX), superoxide
dismutase (SOD) and polyphenol oxidase (PPO). Foliar application of MnPhi in
coffee seedlings provided 63% control of rust severity. This compound induced
defense responses in seedlings with increased transcription of genes POX, CAT,
GLU and PAL in non-inoculated plants and increased activity of APX, SOD, and
PPO enzymes in plants inoculated with H. vastatrix and in non-inoculated
plants. These results suggest that MnPhi is a promising alternative for the
management of coffee rust.

Keywords Coffea arabica; Rust; Resistance elicitor; qRT-PCR; Enzymatic
activity.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura tem grande importancia socioeconémica no Brasil, que ¢
o maior produtor e exportador mundial de café. Embora a cafeicultura apresente
potencial de crescimento, cafeicultores tém enfrentado problemas em razio da
suscetibilidade dessa cultura a doengas. A ocorréncia destas doengas ¢ um dos
fatores que contribui para a redugfo da produtividade ¢ da qualidade do café,
além de aumentar o custo de producio.

A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. e
Br., é considerada a principal doenga do cafeeiro e esta presente em quase todos
os paises produtores de café do mundo (Rozo et al. 2012). Esta doenca pode
reduzir a produgdo de 35 a 50%, quando ndo realizada nenhuma medida de
controle (Silva et al. 2006). Estas perdas sdo em decorréncia da formagio de
pustulas nas folhas, que reduzem a area fotossintética, promovem a queda
precoce de folhas e a seca de ramos produtivos (Martins et al. 2004).

A maioria das cultivares de café, plantadas no Brasil, sdo suscetiveis a
ferrugem (Carvalho et al. 2012). Assim sendo, o controle ¢ feito, basicamente,
por fungicidas que, embora eficiente, ¢ uma medida de controle agressiva ao
ambiente. Portanto, hd necessidade de se intensificar a investigagdo e
desenvolver alternativas efetivas no manejo de doengas do cafeeiro, como a
ferrugem, com menor impacto ambiental.

Plantas resistentes a patdgenos possuem uma elaborada rede de sinais
que resultam na expressdo de resposta de defesa (Daniel e Guest 2006). Uma das
primeiras respostas de defesa da planta desafiada por um patdgeno ¢ a explosdo
oxidativa, caracterizada por uma rapida geracdo de espécies ativas de oxigénio
(EAQO’s) (Thatcher et al. 2005). Posteriormente, o patéogeno é confrontado com

reacdo de hipersensibilidade, acimulo de compostos fendlicos, como as
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fitoalexinas, ¢ a indugdo de barreiras estruturais e bioquimicas (Silvar et al.
2008; Goellner e Conrath 2008).

Certos compostos naturais e sintéticos estimulam respostas de defesa
semelhantes as observadas em interacdes incompativeis (Daniel e Guest 2006).
Estes compostos sdo conhecidos como indutores de resisténcia. Desse modo, o
uso de substancias ou organismos indutores de resisténcia ¢ uma alternativa no
controle de doencas de plantas. A resisténcia induzida consiste na ativagdo dos
mecanismos de defesa latentes da planta, que pode ser um fendomeno local ou
sistémico e € efetivo contra uma ampla gama de patdgenos, incluindo bactérias,
fungos e virus (Van Loon et al. 1998).

Dentre os compostos quimicos que vém sendo utilizados como indutores
de respostas de defesa em plantas, estdo os fosfitos (Phi) (Eshraghi et al. 2011).
Estes sdo sais inorganicos, originados do acido fosforoso (H;PO;), que tém sido
formulados com sais de manganés, cobre ou zinco. Nos EUA, os Phi sio
registrados para o controle de Oomicetos, enquanto no Brasil sdo registrados
como fertilizantes foliares, apresentando efeito na redu¢do da intensidade de
doencas em diversas culturas (Dalio et al. 2012; King et al. 2010).

Estudos sugerem que os Phi apresentam complexo modo de agéo,
incluindo efeito direto sobre o patogeno e efeito indireto, estimulando respostas
de defesa do hospedeiro. Os efeitos diretos incluem a inibi¢ao do crescimento do
patdgeno e a redugdo ou alteragdo do seu metabolismo (King et al. 2010);
enquanto o efeito indireto envolve o estimulo de mecanismos de defesa da
planta, tais como o aumento da produ¢ado de fitoalexinas ¢ EAQ’s, a inducdo de
proteinas relacionadas a patogénese (PR’s) e o reforco da parede celular
(Deliopoulos et al. 2010; Pilbeam et al. 2011; Eshraghi et al. 2011).

Existem relatos que comprovam a eficacia de produtos a base de Phi no
manejo de doengas em cafeeiro. Nojosa et al. (2009) observaram redugdo da

severidade da mancha-de-Phoma em mudas de cafeeiro pulverizadas com fosfito
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de potéssio e Costa et al. (2014) verificaram que MnPhi reduziu a severidade da
ferrugem e cercosporiose em campo. Dessa forma, o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de verificar a eficacia do MnPhi, comparado ao indutor
de resisténcia padrdo, no controle da ferrugem em mudas de cafeeiro. Além
disso, estudar seu efeito como indutor de resisténcia por meio da andlise da
expressdo de genes relacionados a defesa (POX, CAT, GLU e PAL) e da
atividade de enzimas de defesa (APX, SOD e PPO).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencio do material vegetal

Para o preparo das mudas utilizadas nos experimentos, sementes de
cafeeiro cv. Mundo Novo 379/19 foram semeadas em bandejas contendo areia
lavada. Assim que atingiram a fase “orelha de on¢a”, estas foram transplantadas
para sacos de polietileno de 0,50 L, contendo substrato composto por solo, areia
e substrato comercial para hortali¢as, na propor¢do 2:1:1 (v/v/v). Durante todo o
periodo experimental, as mudas foram mantidas em casa-de-vegetacdo do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Minas Gerais, Brasil, sendo irrigadas periodicamente e recebendo adubagdes
complementares, de acordo com recomenda¢do técnica para a cultura

(Guimaraes et al. 1999).

2.2 Obtencio do indculo e inoculacio

Os urediniosporos de H. vastatrix foram obtidos a partir de folhas
naturalmente infectadas de plantas de cafeeiro, os quais foram coletados, por
meio de raspagem das pustulas e acondicionados em microtubos, que foram
armazenados em temperatura ambiente e protegidos da luz por um periodo de 48
horas. Para a inoculagdo das plantas, foi preparada uma suspensdo na

concentragdo de 1 x 10° uredinidsporos mL™" de agar-agua (0,2%; p/v), contendo
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Tween 20 (0,05%; v/v) (Salustiano et al. 2008). Apos a pulverizagdo da
suspensdo de urediniosporos na face abaxial das folhas, as mudas foram

submetidas a cAmara tmida, no escuro, por um periodo de 72 horas.

2.3 Protecio de mudas de cafeeiro contra a ferrugem

Mudas de cafeeiro com seis meses de idade foram pulverizadas com os
seguintes tratamentos: MnPhi [Reforce® Mn (51,0% de P,Os e 9,7% de Mn),
produzido pela Agrichem do Brasil SA.], na dose de 5,0 mL L' e, como
tratamento padrdo, utilizou-se o indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil -
ASM [Bion®, produzido pela Syngenta Protecdo de Cutivos Ltda], na dose 2.0 g
L', além de um controle pulverizado com 4gua. Utilizou-se pulverizador manual
para aplicacdo dos tratamentos e sete dias apos a aplicagdo, as plantas foram
inoculadas com H. vastatrix.

Quarenta dias apds a inoculagdo, com o surgimento dos primeiros
sintomas/sinais da doenga, comegaram-se as avaliacdes da ferrugem. Estas
foram realizadas a cada 15 dias, totalizando seis avaliagdes, utilizando-se a
escala diagramadtica proposta por Cunha et al. (2001). Em seguida, foi calculada
a area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem (AACPSD),
conforme Shaner ¢ Finney (1977).

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados,
com quatro repeticdes e trés tratamentos, sendo cada parcela experimental
composta por sete plantas. Os dados de AACPSD foram submetidos a analise de
variancia, utilizando-se o programa Sisvar (Ferreira 2011) e, quando

significativo pelo teste F, realizou-se o teste Scott-Knott (P < 0,05).

2.4 Analise da expressido génica
Mudas de cafeeiro foram pulverizadas com MnPhi (5,0 mL L) e como

controle utilizaram-se plantas pulverizadas com agua. O material vegetal para
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analise da expressdo dos genes POX, CAT, GLU e PAL foi coletado nos tempos
de 12, 24, 48 ¢ 72 horas apo6s a aplicagdo dos tratamentos (haa). Foram coletados
o primeiro e o segundo par de folhas totalmente expandidas, do apice para a
base, em cada tempo de coleta, as quais foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas em freezer a -80°C. O
experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, com trés
repetigdes e quatro plantas por repeti¢do para cada tempo de coleta.

O RNA total dos tecidos vegetais foram extraidos, utilizando-se o
protocolo Pine Tree descrito por Chang et al. (1993) e adaptado para
microextracdo. Em cada microtubo, contendo aproximadamente 100 mg do
material macerado em nitrogénio liquido, foi adicionado 1 mL de tampdo de
extragio [CTAB (cethyltrimethylammonium bromide) 2% (p/v), PVP
(polivinilpirrolidona) 2% (p/v), Tris-HCL 100 mM, EDTA 25 mM e NaCl 2 M]
e 20 pL de B-mercaptoetanol. Em seguida, realizou-se homogeneizagcdo em
vortex e a mistura foi incubada por 20 minutos, a 65°C. Apos esse periodo, foi
adicionado 1 mL de solugdo de cloroféormio: alcool isoamilico (24:1) e, em
seguida, agitado e centrifugado por trinta minutos a 12.000 g, a 4°C. O
sobrenadante foi, entdo, transferido para um novo tubo, ao qual se adicionou o
mesmo volume da solugdo cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), seguido de
homogeneiza¢do e novamente centrifugacdo por trinta minutos, a 12.000 g, a
4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, e adicionado 25% deste
volume de cloreto de litio a 10 M e fez-se rapida homogeneizagao por inversao.
As amostras foram deixadas overnight a -20°C, para a precipitagdo.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas, durante 30 minutos, a 12.000
g, a 4°C e o sobrenadante descartado. O pellet formado foi lavado duas vezes
com 1 mL de etanol 75% (v/v), seguido de uma centrifugagéo por 10 minutos, a
12.000 g, a 4°C. Apos a lavagem, realizou-se a solubilizagdo do RNA. O pellet

foi ressuspendido em 20 pL de 4gua milli-Q autoclavada e armazenado em
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freezer a -80°C. A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 1,0%,
corado com GelRed™ e as amostras foram quantificadas em espectrofotometro
NanoDrop "™ Espectrophotometer ND-100.

O RNA total foi tratado com TURBO 'DNase I (Ambion), segundo
especificacdes do fabricante. A auséncia de DNA foi verificada por meio de
PCR convencional (controle negativo). As amostras contaminadas foram
retratadas com o TURBO "DNase I (Ambion), para elimina¢io de contaminagio
de DNA residual. A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 1,0%
e as amostras foram quantificadas em espectrofotometro NanoDrop ™.

Para a sintese de cDNA, utilizou-se o kit ‘SuperScript” III First-Strand
Synthesis SuperMix’(Invitrogen), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante.
As amostras foram armazenadas a -20°C até o uso.

Os primers para qRT-PCR dos genes POX, CAT, GLU e PAL de
cafeeiro, que codificam as enzimas peroxidase, catalase, B-1,3-glucanase e
fenilalanina amoénia-liase, respectivamente, foram desenhados utilizando-se o
programa ‘Primer3’. Além desses genes, foram desenhados primers para
amplificar genes que foram usados como controle constitutivo, sendo os genes
escolhidos o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e o 14-3-3
(Barsalobres-Cavallari et al. 2009) (Tabela 1).
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Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados para a analise de qRT-PCR.

Tamanho
Genes Sequéncia dos primers (5°-3”) do N° acesso

fragmento

F: GAAGTGAAGTCTCGGCATCC
POX 151 DQI124021.1*
R: CAGGCAGTCTCCCCTCTTTT

F: GCAGCTGGAAACTACCCTGA
CAT 194 DQ124022.1°
R: AAGCCAAGCTGCTCATTCTC

F: ATGGCGCTCAAAATTACCAG
GLU 244 DQ124030.1*
R: ATTGGGGTATGGAAGCATGA

F: GATGGGAAAGGGCACTGATA

PAL 223 AF218454.1°
R: GATGCCAGAGTACCCCTGAA
F: TTGAAGGGCGGTGCAAA SGN-
GAPDH 59
R: AACATGGGTGCATCCTTGCT U347734°
F: TGTGCTCTTTAGCTTCCAAACG “on
1433 R 75 .
U356404

CTTCACGAGACATATTGTCTTACTCAAA

- B
*Numero de acesso de acordo com o GenBank; "Numero de acesso de acordo com SOL
Genomics Network; (F) sequéncia do primer forward; (R) sequéncia do primer reverse.

Para a analise da qRT-PCR, foi utilizado o modelo ABI PRISM 7500
Real-Time PCR (Applied Biosystems) e o sistema de deteccdo foi o SYBR
Green. As condigdes da reacdo foram 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C,
seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C ¢ finalizando
com 15 segundos a 95°C. Para cada reacéo, foi utilizado 1,0 uLL de cDNA, 0,2
uL de cada primer e 5,0 pL de Power SYBR® Green PCR Master Mix com ROX
(Invitrogen) para um volume final 10,0ul por amostra. Para cada gene em
estudo, o experimento foi conduzido a partir de cDNAs obtidos de trés
repeticdes bioldgicas, com trés replicatas técnicas, sendo os resultados

normalizados, usando CTs (Ciclo Threshold), obtidos pela expressdo dos genes
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constitutivos GAPDH e [4-3-3. A quantificagdo da expressdo génica foi

realizada pelo método CT comparativo (Livak e Schmittgen 2001).

2.5 Analise da atividade enzimatica

Neste ensaio hd dois grupos de tratamentos, um corresponde as mudas
de cafeeiro pulverizadas com MnPhi e agua e o outro grupo corresponde a
mudas pulverizadas com MnPhi e agua, seguidos de inocula¢do com o patdgeno
as 168 haa. A pulverizagdo dos tratamentos e inoculagdo do patdgeno foi
conforme descrito anteriormente. O material vegetal para andlise bioquimica foi
coletado nos tempos de 24, 48, 72, 192, 216 ¢ 240 haa. Em cada tempo, foram
coletados o primeiro ¢ segundo par de folhas totalmente expandidas, do apice
para a base, de trés mudas de cafeeiro por parcela. As amostras foram
rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas em
freezer a -80°C para posterior analise.

Para a obten¢@o dos extratos utilizados na determinago da atividade das
enzimas APX e SOD, amostras de 200mg de tecido foliar foram maceradas com
N, liquido em almofariz, com adi¢@o de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/p), até
a obtengdo de um pd fino. O po obtido foi homogeneizado em tampao fosfato de
potassio 100 mM pH 7,8, EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 10 mM. Os
homogeneizados foram centrifugados a 13.000 g, por 25 minutos, a 4°C, e os
sobrenadantes foram utilizados para as analises enzimaticas (Biemelt et al.
1998).

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada
(1981). Adicionaram -se 20 uL do extrato enzimatico, ajustado para 200 pL de
solucdo contendo fosfato de potassio 100 mM pH 7,0, acido ascorbico 0,5 mM,
perdxido de hidrogénio 0,1 mM e agua. A atividade foi determinada pelo
consumo de H,O, a 290 nm durante 1 minuto a 25°C. O coeficiente de extingdo

molar de 1,4 mM™ cm™' foi usado para calcular a atividade da APX.
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A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis e Ries 1977) em
meio de incubagdo composto por fosfato de potassio 50 mM pH 7,8, metionina
14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM, riboflavina 2 uM e extrato enzimatico.
Apds incubagdo por 7 minutos, em camara fechada com lampada fluorescente de
30W, realizou-se leitura a 560 nm. Uma unidade da SOD correspondeu a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT nas
condig¢des do ensaio.

Para a obtencdo do extrato para determinacdo enzimatica da PPO, o
tecido foliar foi macerado conforme descrito anteriormente. O pd obtido foi
homogeneizado em tampao fosfato de potassio 30 mM pH 7,0, EDTA 0,1 mM e
agua. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g, por 25 minutos, a 4°C, ¢ o
sobrenadante foi utilizado para determinagdo da atividade enzimatica. A
atividade da PPO foi determinada conforme metodologia descrita por Kar e
Mishra (1976). Adicionaram -se 20 pL do extrato enzimatico, ajustado para 200
pL de solugdo, contendo fosfato de potassio 70 mM pH 7,0 e catecol 20 mM.
Ap0s incubag¢do a 30°C, por 10 minutos, a absorbancia foi medida a 410 nm. O
coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM™ cm™ foi usado para calcular a
atividade da PPO.

A proteina total de cada extrato enzimatico foi mensurada, de acordo
com o método de Bradford (1976), usando-se uma curva padrao de albumina
sérica bovina.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados,
constando de dois tratamentos, no periodo antes da inoculagio e quatro
tratamentos, no periodo apos a inoculagdo com H. vastatrix, com trés repeticdes
e parcela experimental composta por trés plantas, para cada tempo de coleta. Os

dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia para cada periodo,
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utilizando o software Sisvar (Ferreira 2011), e as médias comparadas pelo teste

Scott-Knott, a 5% de significancia, para os periodos de 192, 216 e 240 haa.

3 RESULTADOS

3.1 Protecdo de mudas de cafeeiro contra a ferrugem

Os tratamentos indutores de resisténcia, MnPhi e o ASM apresentaram
reducdo significativa na intensidade da ferrugem, os quais diferiram
estatisticamente das plantas controle, pulverizadas com dgua. Comparando-se os
tratamentos MnPhi e o ASM, o MnPhi proporcionou maior porcentagem de
controle, controlando 63% da ferrugem em mudas de cafeeiro, enquanto o ASM

controlou 50% da doenca (Tabela 2).

Tabela 2 Efeito dos tratamentos na area abaixo da curva de progresso da
severidade da ferrugem (AACPSD) em mudas de cafeeiro e
porcentagem de controle da doengca em relagdo ao tratamento

controle.
Tratamento AACPSD Controle (%)
Fosfito de manganés 18,6a 63,0
Acibenzolar-S-metil 25,1a 50,0
Controle (agua) 50,2b -
CV (%) 30,2

CV = coeficiente de varia¢@o. Tratamentos com mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott (P < 0,05).

3.2 Analise da expressao dos genes POX, CAT, GLU e PAL

Na analise molecular, em que se avaliou a expressao relativa de genes de
defesa, observou-se que MnPhi induziu a expressdo dos genes POX, CAT, GLU
e PAL. Todos estes genes apresentaram maiores niveis de expressdo as 24 haa.

Neste periodo, a expressdo relativa dos genes POX, CAT, GLU e PAL foi 9, 12,



118

33 e 2,5 vezes superior ao tratamento controle, respectivamente. Nos demais
periodos avaliados, os niveis de expressdo da PAL e CAT foram semelhantes ao
controle pulverizado com agua ou em niveis inferiores ao controle. Entretanto,
na analise da expressdo dos genes POX, as 12 e 48 haa, e GLU, as 48 haa,

observou-se, também, aumento dos niveis de expressdo, comparados ao controle

(Fig. 1).
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Fig. 1 Expressdo relativa dos genes POX (A), CAT (B), GLU (C) e PAL (D) em
mudas de Coffea arabica ap6s aplicagdo de fosfito de manganés. haa: horas apos
a aplicagdo do tratamento. Para cada periodo avaliado, a expressdo relativa de
cada gene representa a relacdo de transcritos acumulados em rela¢do ao controle,
que corresponde a linha tracejada. Os genes GAPDH e 14-3-3 foram usados
como controle constitutivo. Barras de erros representam o erro padrdo da média
de trés repetigdes.

haa

3.3 Atividade das enzimas APX, SOD ¢ PPO

Na avaliagdo da atividade da APX em mudas de cafeeiro, observou-se as
24, 48 e 72 haa que plantas pulverizadas com MnPhi apresentaram maior
atividade enzimatica, as quais diferiram das plantas controle, pulverizadas com
agua. Nestes periodos, MnPhi proporcionou um incremento na atividade da APX
que variou de 35 a 48%, em relagdo ao tratamento controle. As 240 haa, ocorreu
maior atividade da APX em plantas tratadas com MnPhi e inoculadas com H.

vastatrix (Fig. 2A).
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Ao analisar a atividade da SOD, observou-se que nos periodos antes da
inoculagdo, nenhum dos tratamentos diferiu entre si. Entretanto, nos periodos de
24 e 48 haa, plantas pulverizadas com MnPhi apresentaram maior atividade da
SOD em relagdo as plantas pulverizadas com &gua. As 192 haa, plantas
pulverizadas com MnPhi e inoculadas com H. vastatrix apresentaram maior
atividade da SOD. Este tratamento diferiu tanto do tratamento pulverizado com
agua e inoculado com o patégeno quanto dos demais tratamentos sem
inoculagdo. Neste periodo, o MnPhi, seguido de inocula¢do, proporcionou
incremento de 55% na atividade da SOD , em relag@o ao controle inoculado com
H. vastatrix (Fig.2B).

Para a atividade da PPO, observou-se que as 48 haa, plantas tratadas
com MnPhi apresentaram maior atividade desta enzima, as quais diferiram,
significativamente, das plantas pulverizadas com 4gua. As 192 ¢ 216 haa, mudas
de cafeeiro tratadas com MnPhi, inoculadas e ndo inoculadas com o patégeno
apresentaram maior atividade dessa enzima, diferindo das plantas controle,
inoculadas e ndo inoculadas. As 240 haa, observou-se que plantas pulverizadas
com MnPhi e inoculadas com H. vastatrix apresentaram maior atividade da
PPO, proporcionando um incremento de 48%, em relacdo as plantas controle

inoculadas com o patdgeno (Fig. 2C).
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Fig. 2 Atividade das enzimas ascorbato peroxidase - APX (a), superdxido
dismutase - SOD (b) e polifenol oxidase - PPO (c) em mudas de Coffea arabica.
Plantas foram pulverizadas com fosfito de manganés (MnPhi) e o controle
pulverizado com agua. Setas indicam inoculacdo com Hemileia vastatrix (Hv), a
qual ocorreu as 168 horas apos aplicagdo dos tratamentos (haa). Barras de erros
representam o erro padrdo da média de trés repeticdes. ns= ndo significativo.
*significativo pelo teste F. Barras seguidas com letras diferentes sdo
significativamente diferentes pelo teste Scott Knott (P < 0,05).
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4 DISCUSSAO

Investigou-se o efeito de MnPhi na intera¢do entre mudas de cafeeiro e
H. vastatrix. Observou-se que a aplicagdo foliar deste composto em mudas de
cafeeiros proporcionou reducdo na intensidade da ferrugem, além de induzir
respostas de defesa. MnPhi induziu o aumento da transcri¢do dos genes POX,
CAT, GLU e PAL em plantas de cafeeiro ndo inoculadas e, também,
proporcionou um incremento na atividade de enzimas de defesa (APX, SOD e
PPO) em plantas inoculadas ou ndo inoculadas com patogeno.

Na literatura existem trabalhos que relatam o uso de Phi controlando
doencas em plantas causadas por Oomicetos (Jackson et al. 2000; Daniel e Guest
2006; Eshraghi et al. 2011; Lobato et al. 2011; Machinandiarena et al. 2012).
Apesar de H. vastatrix ser um basiodiomiceto, existem trabalhos que
comprovam a eficacia de produtos a base de Phi no controle da ferrugem em
lavouras cafeeiras (Dalio et al. 2012). Além disso, Costa et al. (2014)
demonstraram que MnPhi reduziu em 62% a severidade da ferrugem em
condi¢des de campo. Neste trabalho comprovou-se, por meio de experimento
em casa-de-vegetacdo, que MnPhi proporcionou eficacia semelhante ao indutor
de resisténcia padrdo acibenzolar-S-metil (ASM), reduzindo em 63% a
severidade da ferrugem do cafeeiro.

Uma nutricdo mineral equilibrada pode aumentar a resisténcia de plantas
a patdgenos. Apesar de Phi ser considerado um fertilizante foliar, as plantas ndo
o utilizam como fonte de fésforo. No entanto, os compostos que acompanham
esta molécula podem atuar na nutri¢do, como o manganés presente no MnPhi
(Dalio et al. 2012). O manganés ¢ um nutriente essencial para a planta, o qual é
necessario em processos metabolicos importantes. Além disso, este elemento
esta envolvido na rota de biossintese de fenois soluveis e lignina, sendo cofator
de enzimas chave na defesa da planta, como por exemplo, a fenilalanina aménia-

liase; esta envolvido na inibicdo de exoenzimas, como a pectina metilesterase,
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produzida por certos fungos para degradagdo das paredes celulares do
hospedeiro; e a Mn-superdxido dismutase ¢ ativada pelo manganés, atuando na
limpeza de EAOs (Marschner 2012; Graham e Webb 1991). Portanto,
possivelmente, o manganés presente no composto em estudo contribuiu para o
efeito indutor de resisténcia do MnPhi em mudas de cafeeiro, por meio da
inducdo da expressdo de genes de defesa, como o gene PAL, do incremento da
atividade de enzimas, como a SOD e inibindo exoenzimas do patégeno.

Alguns autores relatam que Phi induz resisténcia em plantas por meio do
mecanismo de “priming”. As respostas deste mecanismo incluem explosdo
oxidativa, que consiste em um rapido acimulo de EAOs, a deposi¢do de
componentes de reforco da parede celular e aumento da transcri¢do de genes de
defesa, dentre eles as PRs (Goellner e Conrath 2008; Eshraghi et al. 2011;
Machinandiarena et al. 2012). Pelo presente trabalho comprovou-se que MnPhi
induziu plantas de cafeeiro a expressarem genes de defesa, como os genes PAL e
GLU, além do incremento da atividade da PPO. Neste trabalho nio se avaliou a
geracdo de EAOs, entretanto avaliou-se a expressdo de genes que codificam
enzimas de limpeza dessas EAOs (genes POX e CAT), assim como a atividade
de enzimas de limpeza (APX e SOD), sugerindo, assim, que, possivelmente, o
MnPhi induziu resisténcia em plantas de cafeeiro por meio do efeito “priming”.

As EAOs ocorrem normalmente no metabolismo celular, porém, quando
acumuladas, tornam-se téxicas a célula. Plantas sob estresse, geralmente, usam
um complexo sistema de defesa antioxidante constituido de antioxidantes e um
diversificado leque de enzimas, como a superdéxido dismutase, catalase,
peroxidase, glutationa-redutase e ascorbato peroxidase. Estas enzimas sdo
utilizadas para limpar as EAOs e proteger as células de dano oxidativo (Hossain
e Uddin 2011). Portanto, no presente trabalho observou-se que mudas de
cafeeiro tratadas com MnPhi e inoculadas com H. vastatrix, apresentaram pico

de atividade da SOD as 192 haa. Ja, para a APX, estas mesmas plantas
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apresentaram picos de atividades destas enzimas as 240 haa. Estes dados se
correlacionam, pois o anion superdxido é o primeiro das EAOs formado na
célula e ¢ rapidamente convertido pela SOD a perdxido de hidrogénio. A enzima
APX atua, posteriormente, detoxificando o perdxido de hidrogénio (Apel e Hirt
2004; Mittler et al. 2004). Além disso, como houve aumento dos niveis de
transcritos dos genes POX ¢ CAT, os quais, provavelmente, foram transcritos em
enzimas peroxidase e catalase, também, atuam na limpeza de EAOs.

As  enzimas  [B-1,3-glucanase, fenilalanina  amonia-liase e
polifenoloxidase sdo importantes na defesa de plantas contra patogenos. A -1,3-
glucanase ¢ uma proteina PR com ac¢do antimicrobiana, pois é capaz de
hidrolisar células da parede celular de fungos (Durrant ¢ Dong, 2004). A
fenilalanina amonia-liase ¢ uma importante enzima na rota dos fenilpropanoides,
que leva a formagdo de lignina ¢ compostos fendlicos (Raes et al., 2003). Ja a
PPO esta envolvida em rea¢des de oxidagdo, a qual oxida compostos como acido
ascorbico e fendis, aumentando, portanto, o grau de resisténcia a infecglo
(Agrios, 2005). No presente trabalho, mudas de cafeeiro pulverizadas com
MnPhi apresentaram maior atividade da PPO e aumentos nos niveis de
transcritos dos genes GLU e PAL, que, possivelmente, foram traduzidos em suas
respectivas enzimas. Este fato, provavelmente, possibilitou uma maior defesa do
cafeeiro contra a ferrugem.

O periodo de incubagdo, decorrido desde a inocula¢do do patogeno até o
aparecimento dos primeiros sintomas, pode variar de acordo com as condi¢des
ambientais, como temperatura e umidade. Na interacdo cafeeiro- H. vastatrix, o
periodo de incubagdo pode variar de 25 a 40 dias (Kushalappa et al. 1983). Neste
trabalho, observou-se que o periodo de incubagdo durou 40 dias, periodo em que
se comegou a avaliagdo da severidade da doenca. Entretanto, logo apds a
inoculagdo com H. vastatrix, o fungo forma diversas estruturas especializadas

para a infeccdo, tais como tubo germinativo, apressorio, hifa de penetracdo e
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haustorios. Trabalhos mostram que a germinag@o dos urediniésporos cessa entre
8 e 24 horas apo6s a inoculacdo (hai) e, no mesmo instante, ocorre formagdo do
apressdrio. Geralmente, o inicio da formacdo da hifa de penetragdo ocorre por
volta das 17 hai e do haustério entre 36 e 48 hai (Silva et al. 2008; Diniz et al.
2012). No presente trabalho observou-se que plantas de cafeeiro pulverizadas
com MnPhi e inoculadas com H. vastatrix apresentaram maior atividade da SOD
as 24 hai (192 haa), da PPO as 24 ¢ 48 hai (192 e 216 haa) e da APX as 72 hai
(240 haa). Comparando o processo de infeccdo do patdogeno e a atividade
enzimatica, pode-se inferir que, a partir do inicio da formacdo da hifa de
penetragdo (17 hai), possivelmente, ocorreu uma explosdo oxidativa nas plantas,
que levou a geragdo de anion superdxido e o acumulo de compostos fendlicos,
por isso se observou maior atividade da SOD e da PPO as 24 hai. Entre 36 ¢ 48
hai, ocorreu a formacéo do haustério, levando ao aumento da atividade da PPO e
da APX as 48 e 72 hai, respectivamente, possivelmente em virtude do actimulo
de EAO's e de compostos fendlicos.

Apds tratamento com Phi, plantas suscetiveis acabam exibindo respostas
semelhantes as plantas naturalmente resistentes a determinados patdgenos
(Daniel ¢ Guest 2006). Estudos tém mostrado que, para alguns gendtipos de
café, a resisténcia a H. vastatrix é expressa por uma grande liberagdo de
peréxido de hidrogénio, uma rapida e localizada morte da célula vegetal
associada com a restricdo do crescimento dos fungos, além do aumento de
compostos fendlicos e da atividade de enzimas de defesa (Silva et al. 2002;
Guerra-Guimardes et al. 2003; Ramiro et al. 2009). Ramiro et al. 2009
observaram, na interag¢@o incompativel entre cafeeiro e H. vastatrix, uma elevada
geragdo de perdxido de hidrogénio e aumento da transcrigdo de genes
relacionados a patogé€nese as 39 horas apds a inocula¢do do patéogeno. Neste

trabalho foi comprovado que MnPhi induziu a expressdo dos genes de defesa
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POX, CAT, GLU e PAL as 24 haa. Além disso, foi observado aumento da
atividade das enzimas APX, SOD e PPO proporcionados por este composto.

Silva et al. (2008) demonstraram que, na interagdo incompativel entre
cafeeiro e H. vastatrix, ocorrem dois picos da atividade da peroxidase. O
primeiro pico ocorre antes ou no inicio da morte celular, sugerindo o
envolvimento desta enzima na HR. O segundo pico pode estar relacionado com
a lignifica¢do do tecido hospedeiro, que ocorre por volta do quinto a sétimo dia
apods a inoculagdo. Na andlise da expressdo do gene POJX, induzido por MnPhi
em cafeeiro, foi observado aumento dos niveis de transcritos de 12 até as 48 haa,
ocorrendo maior nivel de transcritos as 24 haa. Pode-se inferir que este aumento
dos transcritos do gene POX esta relacionado com a limpeza de EAOs. Apesar
da avaliacdo, os niveis de transcritos ter ocorrido até o terceiro dia apos a
aplicagdo do MnPhi, pode-se inferir, também, que a rota dos fenilpropanoides,
que leva a formac¢do de fenois e lignina, foi ativada, pois houve um aumento dos
transcritos do gene PAL e incremento da atividade da enzima PPO.

Guzzo et al. (2009) identificaram genes relacionados a resisténcia
sistémica adquirida (SAR) em cafeeiro suscetivel apds tratamento com o indutor
de resisténcia ASM, por meio da técnica de hibridizagdo subtrativa. Dentre estes
genes, foram identificados 18% e 22% de genes que codificam proteinas
relacionadas a explosdo oxidativa e morte celular e que codificam proteinas
antimicrobianas, respectivamente. No presente trabalho foram observadas a
expressdo de alguns genes de defesa em cafeeiro induzidos pelo MnPhi,
inferindo-se que este composto possui efeito indutor de resisténcia em cafeeiro.
Entretanto, mais estudos devem ser realizados para se elucidar o efeito deste
composto nas vias de defesa da SAR.

Pelos resultados deste trabalho comprova-se que MnPhi reduz a
severidade da ferrugem em mudas de cafeeiro. Além disso, eles fornecem

evidéncias de que este composto induz a transcri¢do de genes de defesa (POJX,
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CAT, GLU e PAL), assim como aumenta a atividade de enzimas de limpeza,
apods o estresse oxidativo (APX, SOD e PPO), comprovando que este composto

¢ uma alternativa promissora para integrar o manejo de doencas do cafeeiro.
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CONSIDERACOES FINAIS

Cada vez mais a sociedade tem se mostrado preocupada com o meio
ambiente, exigindo um modelo de sustentabilidade no qual se deve usar o
minimo de agroquimicos possivel e produtos de menor toxicidade para combater
doengas de plantas. Assim, a utilizagdo de indutores de resisténcia no manejo de
doengas de plantas representa um método alternativo ¢ eficaz.

Indutores de resisténcia, como fosfitos e formulagdes a base de
subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica, vém sendo estudados e
mostram resultados promissores. Assim, empresas buscam inovar seus produtos,
por meio de combinagdes de extratos vegetais com produtos comerciais, como
os fosfitos, a fim de promover maior eficiéncia pela combina¢do do modo de
acao desses produtos.

No presente estudo, verificou-se que fontes de fosfitos e formulagdes a
base de subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica proporcionaram
controle da ferrugem e cercosporiose tanto em plantas de cafeeiro adultas quanto
em mudas. Em condi¢cdes de campo, observou-se que as associacdes destes
produtos com fungicida foram eficazes no controle destas doengas e na maior
retengdo foliar e maior produtividade. Nas analises bioquimica e molecular,
comprovou-se que Greenforce CuCa e fosfito de manganés induziram o aumento
da transcricdo dos genes de defesa e, também, proporcionaram um incremento
na atividade das enzimas de defesa em mudas de cafeeiro.

Pelos resultados observados indica-se que fosfitos ou formulagdes a base
de subprodutos da lavoura cafeeira e da industria citrica podem ser utilizados no
manejo da ferrugem e cercosporiose do cafeeiro. Entretanto, fica a cargo das
institui¢des de pesquisa, empresas privadas e pesquisadores, dentre outros, maior

empenho e estudos dentro dessa area que a cada dia se mostra mais promissora.



