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RESUMO GERAL

O café destaca-se como uma das mais importantes ‘commodities’
produzidas no pais, sendo o Brasil o maior produtor e exportador mundial. A
ocorréncia de doengas ¢ um dos principais fatores responsaveis por perdas na
cafeicultura, as quais ocorrem desde o viveiro até a produgdo final. Dentre as
doencas do cafeeiro destaca-se a cercosporiose, cujo plantio em areas adversas a
culturas perenes, com solos de evaporacdo acentuada e regides de alta insolagéo
e temperatura conciliada ao desequilibrio nutricional, t€ém se agravado na
cafeicultura e gerado significativas perdas. Visando elucidar a influéncia de
fatores ambientais como temperatura, intensidade luminosa ¢ molhamento foliar
no comportamento do patégeno, da doenga e em varidveis fisiologicas da planta,
experimentos foram conduzidos no Departamento de Fitopatologia da UFLA.
Para otimizar a obten¢do e a germinacdo de conidios de C. coffeicola e
possibilitar a realiza¢do dos experimentos, diferentes condigdes de temperatura e
intensidade luminosa foram utilizadas e sob tais condi¢des, escolheu-se um
isolado patogénico, capaz de esporular e produzir cercosporina. Posteriormente,
estudou-se o efeito da temperatura e da intensidade luminosa in vitro, avaliando-
se o indice de velocidade de crescimento micelial e a produg@o de cercosporina.
In vivo, avaliou-se o efeito de tais variaveis no progresso da incidéncia ¢ da
severidade da doencga, a influéncia da doenga nas clorofilas a, b e total e em
variaveis fisiologicas. Outro estudo foi conduzido para avaliar a interagdo entre
temperatura e horas de molhamento foliar in vivo, avaliando-se as mesmas
varidveis do experimento anterior. As varidveis temperatura, intensidade
luminosa e horas de molhamento foliar, influenciaram nos parametros avaliados.

Palavras-chave: Temperatura. Intensidade Luminosa. Molhamento Foliar.



GENERAL ABSTRACT

Coffee stands out as one of the most important 'commodity' produced in
the country, being Brazil the largest producer and exporter. The occurrence of
diseases is one of the main factors responsible for losses in the coffee fields,
which occurs from the nursery to the field. Among the diseases of the coffee
stands out cercospora whose adverse planting in areas with perennial crops, soils
markedly evaporation and regions of high insolation and temperature reconciled
to nutritional unbalance has worsened in coffee and generated significant losses.
To elucidate the influence of environmental factors such as temperature, light
intensity and leaf wetness on the behavior of the pathogen, disease and plant
physiological variables, experiments were conducted in the Department of Plant
Pathology at UFLA. To optimize the sporulation and germination of conidia of
Cercospora coffeicola and enable the experiments, different conditions of
temperature and light intensity were used and under such conditions, was chosen
a pathogenic strain, able to sporulate and produce cercosporin. Subsequently,
was studied the effect of temperature and light intensity in vifro by evaluating
the rate of mycelial growth and the production of cercosporin. /n vivo, was
assessed the effect of such variables in the progress of the incidence and severity
of the disease, the influence of the disease on chlorophyll a, b and total and
physiological variables. Another study was conducted by evaluating the
interaction between temperature and hours of leaf wetness in vivo, evaluating the
same variables as in the previous experiment. The variables temperature, light
intensity and hours of leaf wetness influence in both, the fungi and the disease.

Keywords: Temperature. Light Intensity. Leaf Wetness.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica L.) ¢ uma planta originaria das regides altas
da Etiopia (GRANER; GODOY JUNIOR, 1967) ¢ foi introduzido no Brasil em
1727 no estado do Para, expandindo-se posteriormente para Bahia, Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais, S3o Paulo ¢ Parand (MATIELLO;
CARVALHO, 1983). A cultura destaca-se como uma das mais importantes
‘commodities’ produzidas no pais, sendo o Brasil o maior produtor e exportador
mundial, totalizando area plantada, das espécies arabica e conilon, de 2.282.619
hectares. Minas Gerais ¢ o maior estado produtor, com 54,25% da area total
cultivada com café no Brasil, predominando a espécie arabica em 98,87% da
area (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2014).

Apesar da importancia da cafeicultura para o pais, o cafeeiro sofre
inimeras perdas, causadas principalmente por doencas, pragas, déficit hidrico e
deficiéncias nutricionais, além da interagdo entre esses e outros fatores. Entre as
doengas do cafeeiro destaca-se a cercosporiose, cujo agente etiologico é o fungo
hemibiotrofico Cercospora coffeicola Berk. & Cooke. Descrita pela primeira
vez no Brasil em 1887, a cercosporiose ¢ tida como uma das doengas mais
antigas dos cafeeiros nas Américas, podendo infectar tanto folhas quanto frutos,
em mudas ou lavouras em formagdo ou producgdo, levando a perdas de
produtividade e depreciando a qualidade da bebida quando ocorre nos frutos
(LIMA; POZZA; SANTOS, 2012).

Como estratégia de defesa, espécies de Cercospora geralmente
produzem a toxina cercosporina, toxina fotoativada e na presenca de luz, induz a
formagdo de espécies reativas de oxigénio, as quais danificam as células do

hospedeiro (DAUB, 1982a). Geralmente, apenas organismos produtores desta,
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resistem a seus efeitos. Células de varios organismos ndo produtores (plantas,
fungos, bactérias e animais) s@o sensiveis a cercosporina (DAUB, 1982a;
DAUB; EHRENSHAFT, 2000), sendo bem conhecido o papel da toxina na
patogénese (BALIS; PAYNE, 1971; DAUB; CHUNG, 2007, DAUB;
EHRENSHAFT, 2000; DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005), funcionando
como fator de agressividade do patégeno (STEINKAMP et al., 1981).

Variaveis ambientais influenciam a ocorréncia de doengas, devido estas
interferirem em fases do ciclo de vida do patéogeno e do hospedeiro
(WAGGONER, 1960). Variaveis como temperatura, molhamento foliar,
intensidade luminosa, disponibilidade de agua e fertilidade do solo podem
influenciar a intensidade dos sintomas de doengas bem como a fisiologia da
planta (TAIZ; ZIEGER, 2013). Para C. coffeicola, o efeito da interagdo entre
essas varidveis, tanto para as fases de crescimento e desenvolvimento do
patdégeno quanto para a doenca foram pouco estudadas. Em cafeeiro, evidenciou-
se a importancia da luminosidade na ocorréncia e no progresso da doenca em
1959, antes mesmo da descoberta da toxina (ECHANDI, 1959), justificando as
cercosporioses serem mais severas em plantios instalados a pleno sol, quando
comparados a plantios sombreados. A interacdo de tais variaveis e seus efeitos
na doenga e no patdégeno podem causar alteracdo na fisiologia da planta, como
por exemplo, o amarelecimento das folhas e consequente reducdo da area
fotossintética. O teor de clorofila ¢ um indicador de desenvolvimento e
crescimento das plantas (FLOSS, 2004), sendo a quantidade nas folhas
diretamente relacionada a atividade fotossintética da planta (TAIZ; ZEIGER,
2013).

Na literatura, os relatos sobre a necessidade de luz para a esporulacio
de C. coffeicola sao controversos. Inicialmente, Echandi (1959) ndo observou
influéncia do regime de luz na esporulagdo do fungo, porém, Buitrago-Jaramillo

e Fernandez-Borrero (1982) descreveram maior esporulagdo sob 9 horas de luz
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alternada com 15 horas de escuro e¢ ainda Del Peloso et al. (1989) sob luz
continua. Dessa forma n@o houve consenso quanto a necessidade e o tempo de
exposi¢do do patdgeno a luz para esporulagdo, necessarios para incrementar a
producdo de conidios e viabilizar a inoculagdo desse patéogeno. Além disso,
espécies do género Cercospora caracterizam-se por crescimento lento e reduzida
esporulagdo in vitro, dificultando estudos com o patégeno, porém poucos
estudos quantitativos foram realizados até o momento.

A epidemiologia das doencas precisam ser elucidadas para incrementar
técnicas de manejo. Para algumas espécies de Cercospora, o efeito de tais
varidveis ambientais ja foram estudados e seus efeitos em variaveis do patogeno
como crescimento micelial, esporulagdo, germina¢do de conidios e produgio de
cercosporina, in vitro, bem como o efeito na incidéncia e na severidade da
doenga, in vivo. Nao foi encontrado na literatura o estudo de tais variaveis e suas
interagdes, afetando C. coffeicola e as variaveis fisioldgicas da planta, como
clorofilas, fotossintese, carbono interno e condutancia estomatica. Algumas
destas variaveis ja foram estudadas, mas ndo a interagdo entre elas e na maioria
dos casos, ndo procedeu-se ao ajuste de modelos.

Sendo assim, os objetivos do trabalho foram avaliar a interacdo das
variaveis ambientais, intensidade luminosa, temperatura e molhamento foliar em

C. coffeicola e na intensidade da cercosporiose do cafeeiro (Coffea arabica).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Cercosporiose do Cafeeiro

O agente etiologico da Cercosporiose ou Mancha Olho de Pomba ou
Mancha de Olho Pardo é o fungo hemibiotréfico Cercospora coffeicola
Berkeley & Cooke, pertencente ao filo dos ascomicetos (Capnodiales,
Mycosphaerellaceae). O fungo ¢ capaz de esporular em ambas as faces do limbo
foliar e nos frutos de café, formando esporodoquios, onde sdo produzidos os
conidios, os quais sdo disseminandos principalmente através do vento, da agua e
de insetos. Espécies do género Cercospora caracterizam-se por crescimento
lento e reduzida esporulacdo em meios de cultura. Os conidios podem sobreviver
por mais de sete semanas em folhas destacadas e permanecer viaveis por quase
nove meses na superficie foliar, aguardando condi¢des favoraveis para a
infeccdo do hospedeiro. Apos atingir novas folhas e frutos do cafeeiro, os
conidios na presen¢a de umidade favoravel germinam ¢ o tubo germinativo
penetra diretamente através cuticula ou por aberturas naturais, colonizando o
tecido hospedeiro (ECHANDI, 1959).

O fungo Cercospora coffeicola foi descrito em 1881 (COOKE, 1881),
associado a folhas de cafeeiro oriundas da Jamaica e sua ocorréncia no Brasil
constatada em 1887. A partir de 1971, observaram-se epidemias com alta
intensidade nas regides altas do Espirito Santo ¢ em Minas Gerais, com perdas
significativas nos viveiros de mudas, onde a ocorréncia do fungo ¢ favorecida
por regas diarias. Em folhas, as lesdes sdo circulares e variam de pardo-claras a
marrom escuras, apresentando o centro acinzentado e quase sempre circundadas
por um anel amarelado, caracterizando o sintoma conhecido como mancha de
olho pardo ou mancha olho de pomba. Quando a doenca apresenta-se em estadio

mais avancado, pode observar-se no centro das lesdes, pontuagdes escuras, as
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quais correspondem a estruturas reprodutivas do fungo, em conformacdo de
esporoddquios, compostos geralmente por 3 a 30 conidioforos agrupados em
fasciculos, os quais podem ser observados no centro das lesdes em ambas as
faces das folhas. Na extremidade dos conidioforos formam-se os conidios
hialinos, multisseptados e de extremidade afilada (CHUPP, 1953).

Quando a doenga ocorre em pos plantio, observa-se intensa desfolha e
atraso no crescimento das plantas. Em lavouras adultas, a perda de folhas esta
associada a reducgfo da produtividade nos anos subsequentes. Apenas uma lesdo,
dependendo do estadio da planta e de sua nutrigdo, pode acarretar em abscissao
foliar. A cercosporiose induz na planta a produg@o de etileno acima do normal,
sendo este precursor de outro hormdnio, o acido abscisico, o qual provoca a
abscisdo precoce das folhas (VALENCIA, 1970). A desfolha associada a doenga
¢ um sério problema em viveiros, por comprometer a comercializagdo das
mudas, as quais ficam com porte reduzido e sem folhas, tornando-se impréprias
para o plantio (FERNANDEZ-BORRERO; MESTRE; DUQUE, 1966). Quando
a infec¢do ocorre nos frutos, as manchas s2o castanhas, deprimidas, estendendo-
se no sentido dos polos do fruto e, com isso a polpa seca e a casca adere-se ao
pergaminho, dificultando o despolpamento, além disso, frutos infectados tém o
processo de maturacdo acelerado, caindo antes da colheita. A cercosporiose
aumenta também o numero de frutos quebrados e reduz o peso dos grios,
causando prejuizos ao agricultor (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010).
A qualidade da bebida é também afetada devido a queda na quantidade de
agucares totais, pH e aumento na lixiviagdo de K, devido ao rompimento de
membranas, depreciando a qualidade da bebida (LIMA; POZZA; SANTOS,
2012).

A intensidade da doenga pode agravar-se em decorréncia da deficiéncia
hidrica prolongada, da adubacdo insuficiente e desequilibrada e da exposi¢ao

solar direta (CUSTODIO et al., 2010). A deficiéncia hidrica prolongada impede
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a absorcdo adequada de nutrientes e a adubagio insuficiente e/ou desequilibrada
das plantas favorece a doenga (FERNANDEZ-BORRERO; MESTRE; DUQUE,
1966). Santos, Souza e Pozza (2004) estudando diferentes laminas de irrigagdo
na incidéncia da cercosporiose em folhas e frutos, observou tendéncia de
reducdo da doenga com o aumento da ldmina de dgua fornecida até 100% ECA
(evaporagdo do tanque Classe ‘A’). Em contrapartida, nas parcelas ndo irrigadas,
observou-se menor produtividade, menor enfolhamento e maior incidéncia da
cercosporiose.

A principal medida de controle adotada ¢ o controle quimico e os
programas de controle geralmente, baseiam-se apenas no uso de calendarios
fixos de aplicagdo de fungicidas protetores e/ou sistémicos. Adubacdes
equilibradas durante o ciclo da cultura também podem ser usadas para auxiliar
no controle da doenca (POZZA; POZZA, 2012), porém, o manejo pode ser
melhorado conhecendo quais os efeitos da interagdo de varidveis ambientais,

influenciam na doenga ¢ no patdégeno.

2.2 Influéncia das variaveis ambientais em Cercospora coffeicola e na

Cercosporiose do Cafeeiro

As variaveis ambientais desempenham importantes fungdes tanto no
patdégeno quanto no hospedeiro, favorecendo ou ndo a ocorréncia e progresso da

doenga.
2.2.1 Temperatura
Em fitopatdgenos, a temperatura regula a producdo de proteinas e de

enzimas responsaveis pela manutengdo da célula fungica, podendo influenciar

no crescimento da coldnia, na esporulagdo e na germinagdo dos conidios, bem
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como no periodo de incubagdo e no progresso da doenca (SCHUMANN;
ARCY, 2012). A temperatura é fator condicionante a ocorréncia e ao progresso
de doengas e para as de etiologia fungica, afetando tanto as diferentes fases do
patdégeno (germinagdo, infecgcdo, colonizagdo e reproducio), quanto a expressao
da doenga (expansdo da lesdo, a incidéncia e a severidade da doenga), assim
como a produ¢do de toxinas e enzimas (CARISSE; KUSHALAPPA;
CLOUTIER, 1993; PAUL; MUNKVOLD, 2005).

A importancia da temperatura para C. coffeicola foi relatada por Echandi
(1959) e Wellman e Quesada (1951), os quais obervaram diferentes
comportamentos de crescimento micelial, esporulagdo e germinacdo de C.
coffeicola em funcdo da temperatura. A temperatura 6tima para o crescimento
micelial do fungo foi de 24°C, ja a esporulagdo maxima foi obtida nas
temperaturas de 18 a 30°C e a germinagdo foi maxima na temperatura de 24°C
para dois isolados e a 30°C, para um isolado de C. coffeicola.

Posteriormente, Dell’Acqua et al. (2011) observaram diferentes
comportamentos em relagdo a temperatura 6tima para crescimento micelial de
isolados de C. coffeicola. Os isolados IBLF004 e IBLF206 tiveram as maiores
temperaturas 6timas de crescimento micelial, (27,6 e 27,8°C respectivamente),
enquanto os isolados IBLF277, IBLF280 e IBLF379, as menores temperaturas
(23,7 a 23,9°C) e os isolados IBL199 ¢ IBLF270 temperaturas intermediarias
(24,6 e 25,1°C). Neste mesmo estudo, foi observado também, relagdo entre
temperatura de crescimento micelial e agressividade. Os isolados de maior
temperatura de crescimento micelial (IBLF004 e IBLF206), foram os menos
agressivos a quase todas as cultivares testadas (Catuai Vermelho IAC 81, Catuai
SH3, Tupi IAC 1669 — 33, Tupi RN IAC 1669 — 13, Icatu Vermelho IAC 4045,
Ouro Verde IAC H 5010-5, Geisha IAC 1137 e Mundo Novo IAC 376-4). Ja os
isolados de menor temperatura de crescimento micelial (IBLF277, IBLF280 e

IBLF379), foram mais agressivos. O isolado IBLF270 cujo crescimento 6timo
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foi em temperatura intermédiaria (25,1°C), apresentou moderada a elevada
agressividade.

Na literatura foi demonstrado, a existéncia de variabilidade genética e
cultural para isolados de C. coffeicola. Souza, Maffia e Mizubuti (2012), ao
estudar 59 isolados de C. coffeicola, agrupou-os de acordo com a esporulagio
em seis grupos, os quais foram posteriormente reagrupados de acordo com a
variavel em estudo. Com relag¢do ao crescimento micelial, a 18°C formaram-se
trés grupos, a 22°C cinco e a 26°C, seis grupos. A temperatura afetou também a
producdo de cercosporina ¢ os isolados produziram mais a 22 ¢ a 26°C em
relagdo a 18°C. Nesta temperatura (18°C) foi onde encontrou-se o grupo dos
isolados ndo produtores da toxina. Foi observada também correlagdo
significativa entre a producdo de cercosporina e a severidade da cercosporiose
em mudas da cultivar ‘Catuai’. Este autor, demonstrou a existéncia de
variabilidade genética e cultural e também diferentes niveis de agressividade
entre os isolados testados. Apesar de ter utilizado culturas monosporicas de C.
coffeicola, Cercospora spp. possui conidios multisseptados, possivelmente em
heterocariose, podendo resultar em variagdes genéticas (CAIl; SCHNEIDER,
2005).

Na metodologia utilizada por Souza et al. (2011) para obter conidios de
C. coffeicola, a temperatura de 25°C foi a utilizada. Em estudos envolvendo
espécies de Cercospora, temperaturas entre 25 ¢ 27°C foram as ideais para a
producdo de conidios (BRUNELLI et al., 2006). Para outras espécies de
Cercospora, citam-se C. zeae-maydis, cujo maximo crescimento micelial foi
observado na temperatura de 25°C, o minimo na de 15°C e a 30°C o
crescimento foi completamente inibido. A maxima esporulagdo também foi
observada a 25°C (KHARE et al., 2012), ja a germinacdo dos conidios foi étima
na faixa entre 22 e 30°C (BECKMAN; PAYNE, 1983). Para C. beticola e C.
apii, a temperatura ideal de crescimento micelial foi de 27°C (GROENEWALD;
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GROENEWALD; CROUS, 2005), para C. sojina 25°C (CRUZ; DORRANCE,
2009), ou seja, a temperatura ideal varia com a espécie e até mesmo dentro da
espécie, como demonstrado para C. coffeicola (SOUZA; MAFFIA; MIZUBUTI,
2012).

No trabalho realizado por Paul e Munkvold (2005) estudando o efeito da
temperatura no tamanho das lesdes causadas por C. zeae-maydis, observaram
maior expansdo das lesdes nas temperaturas entre 25 e 30°C e menores lesdes
foram observadas na temperatura de 35°C. Carisse e Kushalappa (1990)
estudando o efeito da temperatura no nimero de lesdes causadas por C. carotae,
observaram aumento do niumero de lesdes com o aumento da temperatura de 16
para 28°C, reduzindo na temperatura de 32°C. Canova (1959) estudando C.
beticola e o efeito da temperatura no periodo de incubagdo, observou relacio
entre tais variaveis, sendo de 19 a 21 dias a 15°C, de 9 a 10 dias a 25°C,de 7a 8
dias o periodo de incubagfo a 30°C e a 35°C ndo ocorreu infecgdo do patégeno.
Com relagdo a produgdo de cercosporina, para C. asparagi, C. beticola ¢ C.
kikuchii, as maiores produgdes da toxina ocorreram entre 20 e 30°C (JENNS;
DAUB; UPCHURCH, 1989).

Assim, observa-se espécies de Cercospora respondendo diferentemente
a temperatura e variando de acordo com a variavel avaliada. Para C. coffeicola,
poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura sobre o efeito da temperatura
afetando as varidveis como as citadas acima para outras espécies de Cercospora,
logo, estas precisam ser elucidadas, visto a influéncia da temperatura em
fitopatdogenos do mesmo género. As temperaturas mais favoraveis ao
fitopatogeno podem também ser utilizadas em conjunto com outras técnicas,
para caracterizar populagdes de espécies de Cercospora (GROENEWALD;
GROENEWALD; CROUS, 2005) e segundo Campbell ¢ Madden (1990) a
variavel de maior influéncia nos componentes bioldgicos do patossistema para o

progresso de uma epidemia ¢ a temperatura.
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2.2.2 Intensidade luminosa

No patégeno, a qualidade e a intensidade luminosa, podem afetar a
produgdo de conidios, a pigmentagdo, o desenvolvimento sexual, a germinagao,
a formacdo de estruturas de resisténcia, o tamanho e a forma de conidios
(MINUSSI et al., 1977). Geralmente, os fungos sensiveis a luminosidade,
esporulam quando expostos a luz continua, porém outros requerem um periodo
no escuro, variando entre as espécies e até mesmo dentro delas. Outras espécies
de fungos requerem luz para iniciar a formacdo dos conididforos e a
esporogénese, entretanto, a esporulacio ¢ inibida por luz (DHINGRA;
SINCLAIR, 1995).

Em cafeeiro, evidenciou-se a importancia da intensidade luminosa na
ocorréncia e no progresso da doenga quando Quesada (1950) observou plantas
de café inoculadas com C. coffeicola e mantidas na sombra e por varios meses,
estas ndo exibiram sintomas de cercosporiose, porém, quando expostas ao sol, as
plantas apresentaram grande quantidade de sintomas. O mesmo resultado foi
encontrado por Echandi (1959), quando observou as cercosporioses serem mais
severas em plantios instalados a pleno sol, quando comparados a plantios
sombreados. Este autor também observou a penetracdo ocorrendo via estdmatos
e em maior frequéncia em plantas expostas ao sol, hipotetizando o fato das
plantas expostas ao sol umidecerem e secarem com maior frequéncia em relagéo
aquelas expostas a sombra, favorecendo assim a penetragcdo do patogeno.

A intensidade da cercosporiose do cafeeiro €, portanto, influenciada por
sombreamento, sendo maior em plantios instalados a pleno sol (ECHANDI,
1959), justificado posteriormente pela identificagdo da cercosporina, toxina
produzida e ativada na presenga de luz, funcionando como fator de agressividade
(DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005; FAJOLA, 1978). Na Colombia, a

cercosporiose tornou-se importante principalmente devido a modificagdo do
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sistema de cultivo, o qual passou de total ou parcialmente sombreado para
campos abertos, a plena exposigdo solar (LOPEZ-DUQUE; FERNANDEZ-
BORRERO, 1969). Santos (2010) observou maior incidéncia da doeng¢a no tergo
médio das plantas para a face de exposicdo voltada para o hemisfério norte,
devido a maior incidéncia solar. Diferente do hemisfério norte do globo
terrestre, a maior exposi¢do de luz solar no hemisfério sul ocorre na face de
exposi¢ao das plantas voltadas para o norte (VIANELLO; ALVES, 1991).

Patogenos do género Cercospora geralmente produzem cercosporina,
toxina incluida no grupo quimico das perylenequinonas, o qual inclui moléculas
fotossensibilizadoras (DAUB; EHRENSHAFT, 2000). A cercosporina foi
isolada em 1950 a partir de C. kikuchii, em soja (KUYAMA; TAMURA, 1957).
A toxina é de cor vermelha, sendo pouco soluvel em agua, e devido a essa
limitada solubilidade em agua, quando secretada durante o crescimento micelial,
em meio de cultura, forma cristais vermelhos, os quais acumulam-se no meio de
cultura, sendo facilmente visiveis (DAUB, 1982a). A principal caracteristica do
grupo ¢ a capacidade de absorver energia luminosa e os mesmos comprimentos
de onda de luz necessarios para as plantas realizarem a fotossintese, também
ativam a toxina.

Varios fatores afetam a producdo da toxina, porém, a incidéncia de
energia luminosa € crucial para a sua producdo e atividade (JENNS; DAUB;
UPCHURCH, 1989). Na presenca de luz, a cercosporina torna-se excitada e
capaz de reagir com outras moléculas, sendo o oxigénio o principal alvo de
reacdo, levando a produgdo de espécies reativas de oxigénio, as quais culminam
com a destruicdo das membranas celulares das plantas, devido a peroxidacao de
lipidios, acarretando no vazamento de nutrientes necessarios para o crescimento
e esporulacdo do patégeno no hospedeiro (Figura 1), caracteristica tipica de

fungos hemibiotroficos.
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Figura 1 Ativacdo da cercosporina por luz, culminando com a peroxidagio de
lipidios da membrana e consequente extravasamento de nutrientes da
célula vegetal

Fonte: (DAUB; CHUNG, 2007).

Apenas espécies de Cercospora e de outros fungos produtores de
toxinas de atividade semelhante resistem a a¢do oxidante da mesma (DAUB;
CHUNG, 2007), sendo poucas exceg¢des conhecidas, como Xanthomonas
campestris pv. zinniae, a qual é capaz de detoxificar a cercosporina (TAYLOR;
MITCHELL; DAUB, 2006). Embora a cercosporina seja um metabolito
secundario toxico para a maioria das células, espécies de Cercospora sdo imunes
devido a presenga de transportadores, os quais sdo responsaveis por transportar a
toxina para o exterior da célula (DAUB; EHRENSHAFT, 2000). Em plantas, o
tratamento de células e tecidos vegetais com cercosporina na presencga de luz,
resultou na peroxida¢do de lipidos da membrana (DAUB, 1982a, 1982b; DAUB;
BRIGGS, 1983).

A produc¢do de cercosporina in vitro varia entre espécies e entre isolados

de uma espécie (FAJOLA, 1978; JENNS; DAUB; UPCHURCH, 1989).
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Espécies nas quais detectou-se a toxina in vitro, observou-se relacdo entre a
quantidade detectada e a agressividade nas respectivas plantas hospedeiras
(FAJOLA, 1978). Para C. kikuchii, por exemplo, houve correlagdo de 83% entre
a concentragdo in vitro ¢ a severidade em plantas de soja inoculadas com
isolados do patégeno (ALMEIDA et al., 2005). Isolados mutantes de C. kikuchii
(com produgdo de cercosporina inferior a 2% do normal) infectaram plantas,
mas foram menos agressivos em relagdo aos isolados n3o mutados, com
producdo normal de cercosporina (DAUB; EHRENSHAFT, 2000).

Como constatado com C. beticola em beterraba ¢ C. coffeicola em
cafeeiro, a toxina ndo afetou a penetragdo e a infeccdo, mas influenciou o
desenvolvimento do patéogeno a partir da infeccdo (CALPOUZOS;
STALLKNECHT, 1967, DAUB; CHUNG, 2007; DAUB; EHRENSHAFT,
2000; DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005; ECHANDI, 1959). Estudos
envolvendo a infeccdo de banana, café, algoddo e beterraba com espécies de
Mycosphaerella, Cercospora e Alternaria mostraram fortes correlagdes entre a
severidade da doenca, intensidade luminosa e comprimento do dia
(CALPOUZOS; STALKNECHT, 1967; ECHANDI, 1959; THOROLD, 1940).

Estudos ultra-estruturais de danos celulares em folhas de beterraba
acgucareira infectadas com C. beticola, apresentaram danos na membrana, devido
a produgdo de cercosporina por C. beticola (STEINKAMP et al., 1981). Estudos
com mutantes deficientes em cercosporina confirmaram o importante papel da
toxina no progresso da doenga. Em outro experimento, mutantes cujo gene MAP
quinase quinase foi rompido em C. zeae-maydis, observou-se pequenas lesdes
cloroticas quando comparado com as grandes lesdes necroticas causadas por tipo
selvagem, em milho. Mutantes de C. nicotianae, deficientes na produgdo de
cercosporina, obtidos através da ruptura de CTBI1, produziram
significativamente menos e menores lesdes em fumo em relagdo ao tipo

selvagem (CHOQUER et al., 2005).
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Além disso, a luminosidade pode afetar também caracteristicas culturais
de C. coffeicola, como a cor da coldnia, a qual varia em meio de cultura em
funcdo das condi¢des de luminosidade. No escuro as coldnias variam de preto-
esverdeado, no inicio do desenvolvimento, a branco-leitoso e a pardo no final
(MARTINS; MAFFIA; MIZUBUTI, 2008). Na presenca de luz pode haver a
producdo de cercosporina, a qual produz pigmento de cor vermelha, e,
consequentemente, a cor da colonia varia de vermelho claro a intenso,
dependendo da capacidade do isolado em produzir a toxina (DAUB;
HERRERO; CHUNG, 2005).

Devido a importancia da intensidade luminosa para a planta hospedeira e
também para patogenos do género Cercospora, como demonstrado para outras
espécies do mesmo género ¢ também por esta varidvel influenciar diretamente
na producdo e ativagdo da cercosporina, torna-se necessario o estudo desta

variavel no patossistema Cercospora coffeicola x Coffea arabica.

2.2.3 Molhamento foliar

A 4gua ¢ importante tanto para o hospedeiro (TAIZ; ZEIGER, 2013)
quanto para o patoégeno ¢ a doenca (AGRIOS, 2005). Para o hospedeiro, aqui o
cafeeiro, a principal forma de adquirir 4gua ¢ via raiz, no entanto a umidade
relativa do ar ¢ o molhamento foliar sdo importantes para regular a abertura e o
fechamento de estomatos. J& para o patdogeno, o molhamento foliar influencia a
germinacdo, a infec¢do e a esporulagdo dos fungos, além da producdo e
transporte de indculo (HUBER; GILLESPIE, 1992).

Entende-se por molhamento foliar a presenga de agua livre sobre o
tecido vegetal, podendo ser fornecida por meio de irrigagdo, chuva ou orvalho
(HUBER; GILLESPIE, 1992), pardmetro este importante em sistemas de alerta
fitossanitarios (KIM; GLEASON; TAYLOR, 2006) e em estudos de trocas
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gasosas da fotossintese e da transpiragio (HANBA; MORIYA; KIMURA,
2004).

O periodo de molhamento foliar ¢ um fator do ambiente considerado
indispenséavel para a germinagdo da maioria dos fungos. Além de influenciar na
penetragdo do tubo germinativo, a umidade pode aumentar a suscetibilidade a
certos patdgenos afetando a incidéncia e a severidade da doenca (WAGGONER,
1960). Segundo Echandi (1959) e Quesada (1950), os conidios de C. coffeicola
requerem um filme de &gua livre para germinarem. A importdncia do
molhamento foliar para C. coffeicola foi demonstrada por Fernandes et al.
(1991), estudando os periodos de molhamento foliar de 0, 6, 12, 24, 48 ¢ 72
horas na intensidade da cercosporiose, observaram os maiores valores de
incidéncia nos periodos de 6, 12, 24 e 48 horas de molhamento foliar. Ja a
severidade e a taxa de desfolha foram maximas a 6 e 12 horas de molhamento,
porém, este autor ndo estudou a interagdo com outras variaveis, como a
temperatura, sendo usado a temperatura fixa de 25°C.

A umidade em termos de quantidade e duragdo ¢ essencial no processo
infeccioso para a maioria dos fitopatdgenos (SILVA; RIOS; SILVA, 2001).
Periodos de molhamento foliar na faixa acima de seis até 48 horas foram
considerados os melhores para o progresso da cercosporiose ¢ também nesta
faixa observou-se o maior didmetro das lesdes nas folhas (CARISSE;
KUSHALAPPA, 1990). Wallin e Loonan (1971) estudando o periodo de
incubagdo de C. beticola, em diferentes periodos de molhamento foliar e
diferentes concentragdes de indculo, na temperatura fixa de 29°C, observaram
aos sete dias apds a inoculag@o, no tratamento de 72 horas de molhamento apds
inoculagdo, a produ¢@o de numerosas lesdes em todas as concentragdes testadas,
enquanto poucas foram observadas no tratamento de 48 horas de molhamento.
Apenas aos dez dias apds inoculagdo, em todas as concentragdes, observou-se

sintomas da doenca no tratamento de 12 horas. Com isso, os autores concluiram,
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que a concentracdo de conidios e a duragdo do periodo de molhamento foliar
influenciam no periodo de incubacio e na severidade da doenca.

Cooperman e Jenkins (1986) submeteram plantas de aspargo inoculadas
com C. asparagi aos periodos de 0, 24, 48, 96 e 168 horas de molhamento foliar
apoés a inoculaglo e observaram auséncia e maxima infec¢do nos periodos de 0 e
168 horas de molhamento, respectivamente. Casela e Brancdo (1981) apos
inocularem plantas de soja com C. sojina e manterem estas sob condigdes de alta
umidade, observaram maior incidéncia da doenga apds 48 horas de molhamento
foliar. Murakishi, Honma e Knutson (1960), inoculando C. apii em aipo e
fornecendo altas condigdes de umidade, observaram apds 14 dias, alta incidéncia
da doenga. Whitney e Mann (1981) inocularam C. beticola em beterraba e em
seguir estas foram acondicionadas em cdmara umida por 72 horas e apds 30 dias,
alta incidéncia foi observada. O mesmo foi observado para C. arachidicola em
amendoim, ap6s 72 horas de molhamento foliar.

Carisse e Kushalappa (1990) obervaram que em geral, a infec¢éo por C.
carotae ocorre depois de 12 horas de molhamento foliar ¢ aumenta com o
aumento da durag¢do do periodo de molhamento. A infec¢do maxima para este
patossistema foi observado a 96 horas de molhamento, periodo maximo testado
no experimento. Darpoux, Lebrun e De La Tullayes (1953) relataram infec¢ao
foliar ndo significativa em beterraba agucareira até estas serem expostas a
condig¢des saturadas por 72 horas. Logo, o periodo de molhamento foliar é uma
importante varidvel para o estabelecimento e progresso da doenga e seu estudo
com outras variaveis torna-se necessario para entender a epidemiologia das

doengas.
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2.2.4 Interaciio de variaveis ambientais

Apesar da importidncia do estudo da interagdo entre as varidveis
ambientais acima mencionadas e seu efeito em doencas causadas por
fitopatdgenos, ndo foi encontrado na literatura o estudo de tais interagdes para o

patossistema Cercospora coffeicola e Coffea arabica.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1  Esporulacio e germinacio de conidios de Cercospora
coffeicola  em diferentes temperaturas e intensidades

luminosas

Redigido conforme as normas para submissdo na revista Coffee Science.

RESUMO: Obter abundante esporulagdo em meio de cultura, para muitas
espécies de Cercospora, pode ser o fator limitante em estudos de biologia,
sistematica e inoculagdo das espécies do género. Por isso, faz-se necessario o
entendimento dos requerimentos nutricionais e ambientais, os quais influenciam
o crescimento micelial, a esporulagdo e a germinacdo. Devido a dificuldade de
obter conidios de Cercospora coffeicola in vitro, objetivou-se avaliar diferentes
condigdes de temperatura (17, 22, 27 e 32°C) e intensidade luminosa (80, 160,
240 e 320 pmol.m™.s™), com o intuito de otimizar a esporulagio do patogeno e
avaliar as condigdes favoraveis a germinagdo dos conidios, visando taticas de
controle da doenga. Para a esporulagdo, adicionou-se o tratamento escuro (0
pumol.m?.s™). Observou-se interagdo significativa entre temperatura e
intensidade luminosa para ambas as variaveis testadas. A maior esporulagio de
C. coffeicola foi observada na intensidade de 240 pmol.m™.s™ e na temperatura
de 22°C. Na intensidade luminosa de 0 pmol.m™.s™ foi onde observou-se a
menor esporulagio, seguido pela intensidade de 320 pmol.m™.s™. Com relagio a
germinacdo, esta foi maior na temperatura de 17°C e na intensidade luminosa de
320 pmol.m™.s”, intensidade onde observou-se o maior indice de germinagdo,
enquanto a menor foi sempre observada a 80 pmol.m™.s™ (menor intensidade
testada), independente da temperatura. A interacdo entre intensidade luminosa e
temperatura, mostrou influenciar os processos de esporula¢do e germinagdo de
C. coffeicola.

Termos para indexac¢fo: Varidveis ambientais, cercosporiose, Coffea arabica.
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SPORULATION AND GERMINATION CONIDIA OF Cercospora
coffeicola AT DIFFERENT TEMPERATURES AND LIGHT
INTENSITIES

ABSTRACT: To obtain abundant sporulation in culture medium, for many
species of Cercospora, may be the limiting factor in studies of biology,
systematics and inoculation of the genus. Therefore, it is necessary to
understand the nutritional and environmental requirements, which influence the
mycelial growth, sporulation and germination. Due to the difficulty of obtaining
conidia of Cercospora coffeicola in vitro, aimed to evaluate different
temperatures (17, 22, 27 and 32° C) and light intensity (80, 160, 240 and 320
umol.m™.s™), in order to optimize the pathogen sporulation and evaluate
favorable conditions for spore germination, aiming strategies to control the
disease. For sporulation, was added the dark treatment (0 umolm™.s™). A
significant interaction between temperature and light intensity for both variables
tested. Most sporulation of C. coffeicola was observed in intensity at 240
umol.m™ s and at temperature of 22°C. In light intensity of 0 umol.m™.s” was
where there was the least sporulation, followed by the intensity of 320 umol.m’
? 5. With respect to germination, it was higher in temperature of 17°C and light
intensity of 320 umol.m™.s”, disease where was observed the highest rate of
germination, while the lowest was always observed at 80 umol. m”.s" (lowest
tested intensity), independent of temperature. The interaction between light
intensity and temperature, shown to influence the processes of sporulation and
germination of C. coffeicola.

Index terms: Environmental variables, cercospora leaf spot, Coffea arabica.
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1 INTRODUCAO

A cercosporiose do cafeeiro, cujo agente etiologico ¢ Cercospora
coffeicola Berk. & Cooke, ocorre desde mudas no viveiro até plantas em
producdo no campo, causando sérios prejuizos ao agricultor (POZZA et al.,
2010). A intensidade dos sintomas, assim como o crescimento, o0
desenvolvimento, a capacidade de infec¢do do patégeno e as respostas
fisiologicas da planta a sua penetrag@o e a colonizagdo podem ser influenciados
por variaveis ambientais, como temperatura, molhamento foliar, luminosidade,
disponibilidade de agua e fertilidade do solo. Para a maioria dos fungos, a
luminosidade e a temperatura sdo capazes de induzir ou inibir o crescimento do
micélio, influenciar a esporulagcdo e a germina¢do dos conidios, bem como seu
periodo de incubacdo e o progresso da doenca (SCHUMANN & D’ARCY,
2012; CAMPBELL & MADDEN, 1990). Em fitopatogenos, a temperatura pode
também influenciar o crescimento da colonia, a esporulacdo e a germinagéo dos
conidios (WAGGONER, 1960).

Trabalhos envolvendo o estudo de 30 diferentes meios de cultura para
otimizar a esporulagdo de espécies de Cercospora in vitro, nao foram
inicialmente bem sucedidos para C. beticola, C. dubia, C. davisii e C. zebrina
(NAGEL & DIETZ, 1932). Posteriormente, obteve-se abundante esporulagdo de
C. beticola em meio composto da decoc¢do de folhas de beterraba e agar
(NAGEL, 1934). Este autor observou, para todas as espécies de Cercospora
testadas, quando se procedia a transferéncia de culturas esporulantes, conidios
eram produzidos em grandes quantidades, enquanto a transferéncia de micélio
produzia apenas hifas estéreis. Ja para C. nicotianae a esporulagdo foi otimizada
em meio de decocgdo de folhas de fumo-agar (DIACHUN & VALLEAU, 1941;
STAVELY & NIMMO, 1968) e em meio V8-agar (STAVELY & NIMMO,
1968; QUEIROZ & MENEZES, 1993), e a temperatura 6tima para esporulacio
foi de 18°C (STAVELY & NIMMO, 1968), discordando do obtido
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anteriormente por Diachun & Valleau (1941), os quais observaram maior
esporulagdo a 27°C.

A luz, especialmente em condigdes naturais, ¢ fator importante, embora
menos efetivo quando comparado a temperatura ¢ umidade sobre o progresso da
cercosporiose. A duragdo e/ou, a intensidade luminosa pode aumentar ou reduzir
tanto a suscetibilidade de plantas a infeccdo como a severidade da doenca
(WAGGONER, 1960). A intensidade da cercosporiose do cafeeiro foi
demonstrada ser também influenciada pelo sombreamento, sendo maior em
plantios instalados a pleno sol (ECHANDI, 1959). A qualidade e a intensidade
da luz sdo suas principais caracteristicas, as quais sdo capazes de afetar também
a esporulagdo e a germinacdo de conidios, a taxa de crescimento vegetativo e a
indu¢do de formagdo de estruturas reprodutivas (MINUSSI et al., 1977).
Também podem ser afetadas a pigmentagdo, forma e tamanho dos esporos de
grande parte das espécies fungicas (TEIXEIRA et al., 2001; MATHUR et al.,
1973).

A maioria dos fungos sensiveis a luminosidade esporula quando
expostos a luz continua, porém alguns, chamados de esporuladores diurnos,
requerem um periodo no escuro, geralmente com variabilidade entre as espécies
e até mesmo dentro delas. Outras espécies de fungos requerem luz para iniciar a
formagio de conididforos e a esporogénese, entretanto, a esporulagdo é inibida
pela luz (DHINGRA & SINCLAIR, 1995). Para C. nicotianae a maior
esporulagdo foi observada em fotoperiodo de 12 horas quando comparada ao
escuro continuo (QUEIROZ & MENEZES, 1993). Ja Kilpatrick & Johnson
(1956) ao estudarem varias espécies de Cercospora, em meio de decocgdo de
folha de cenoura-agar, observaram quando as culturas foram expostas a luz do
dia, abundante esporula¢do em relacido aquelas mantidas no escuro.

Na literatura, os relatos sobre a necessidade de luz para a esporulagdo de

C. coffeicola sdo controversos. Inicialmente, Echandi (1959) ndo observou
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influéncia do regime de luz (escuro continuo, luz continua, ou alternancia luz-
escuro) na esporulagdo do fungo, porém, Buitrago Jaramillo & Fernandez
Borrero (1982) descreveram maior esporulag@o sob 9 horas de luz alternada com
15 horas de escuro e ainda Del Peloso et al. (1989) sob luz continua, no entanto,
ndo estudaram a interacdo com a temperatura. Dessa forma ndo houve consenso
quanto a necessidade ¢ ao tempo de exposi¢do do patéogeno a luz para
esporulagdo e qual a temperatura de incubac¢do nessas condigdes, seriam
necessarios para incrementar a produg¢do de conidios e viabilizar a inoculago
desse patdégeno. Além de produzirem poucos conidios in vitro, espécies do
género Cercospora caracterizam-se também por crescimento lento, dificultando
estudos com o patdgeno.

Com relagdo a germinacdo, conidios de C. arachidicola germinaram na
superficie foliar (ABDOU et al., 1974; JENKINS, 1938) e em lamina de vidro
(OSO, 1972), em temperaturas entre 25 a 30°C, com intervalo de trés a seis
horas de incubacdo, em condi¢des de umidade proxima a saturada. A faixa dtima
de temperatura para a germinagdo foi observada de 20 a 30°C, com baixa
germinacdo ocorrendo acima de 30°C (OSO, 1972). Para C. zeae-maydis, a luz
constante inibiu a germinag¢@o de conidios, a elongacdo do tubo germinativo e a
esporulacdo (BECKMAN & PAYNE, 1983), porém, conidioforos formaram-se,
mas a produgdo de conidios foi inibida, concordando com os resultados obtidos
por Latterell & Rossi (1974).

Até onde se sabe, ndo foi estudado o efeito da interacdo entre
temperatura e intensidade luminosa na esporulagdo e¢ na germinagdo de C.
coffeicola. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito dessa interagdo em tais

variaveis para C. coffeicola.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos descritos abaixo foram conduzidos duas vezes.
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Obtencao de isolados

A partir de folhas de cafeeiros coletadas no municipio de Lavras — MG,
infectadas com o patogeno e apresentando diferentes niveis de severidade da
doenca, foram obtidos dez isolados de C. coffeicola, os quais foram incubados a
25°C e fotoperiodo de 12 horas, em meio malte (20 g de extrato de malte, 20 g
de Agar e 1000 mL de agua destilada). Posteriormente, procedeu-se a obtengéo

de culturas puras.

Esporulacio do patégeno e teste de patogenicidade

Para obter conidios de C. coffeicola, 12 discos de meio contendo
micélio, com 0,5 cm de diametro, foram retirados das bordas das coldnias em
placas de Petri e transferidos para 30 mL de meio de suco de tomate temperado
liquido (STT) em Erlenmeyer de 125 mL. O STT foi composto por 200 mL de
suco de tomate ‘Super Bom"™”, 3,2 g de CaCO; e 800 mL de agua destilada. Os
Erlnemeyers com o STT e o fungo permaneceram sob agitacdo continua a 120
rpm, a 25°C aproximadamente. Apds quatro dias, verteu-se o conteudo de cada
Erlenmeyer em STT sélido, meio anterior acrescido de 16 g de agar por litro de
meio, em duas placas de Petri, as quais permaneceram abertas em camara de
crescimento tipo BOD a 25°C sob luz continua. Quando o meio desidratou, dois
dias apos, adicionou-se 5 mL de agua destilada em cada placa e em seguida estas
foram raspada superficialmente com um bastao de vidro e a suspensdo filtrada
em uma camada de gaze esterilizada. Em microscopio 6ptico, com auxilio de
hemacitdmetro, estimou-se a concentragdo de conidios de cada isolado no
filtrado, pela média das leituras nos dois campos de contagem da ldmina. Esse
procedimento foi realizado por duas vezes, totalizando quatro leituras. A partir
destas, com a dilui¢io em 4gua, calibrou-se suspensdo de inoculo para 2 x 10

71 -1
conidios. mL".
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Com a suspensdo anterior, realizou-se o teste de patogenicidade dos dez
isolados obtidos, por pulverizagdo em ambas as faces das folhas até o ponto de
escorrimento, em mudas da cultivar Catuai Vermelho IAC 144 com quatro a
cinco pares de folhas verdadeiras, cultivadas em substrato padrdo (700 litros de
solo e 300 litros de esterco de curral por metro cubico de mistura), sendo
adicionados 1,0 kg de P,Os (5 kg de superfosfato simples) ¢ 0,3 kg de K,O (0,5
kg de cloreto de potassio), as quais foram mantidas em umidade relativa do ar
superior a 90%, por 72 horas em camara de crescimento a 21°C. O delineamento
experimental foi o em blocos casualizados, com trés repeti¢des, cada uma com
duas plantas. Para escolher o isolado, aos 30 dias apds a inoculagdo, avaliou-se a
incidéncia e a severidade da doenga em todas as folhas. A incidéncia foi
determinada contando-se o numero de folhas doentes em relagdo ao total de
folhas da planta. A severidade (porcentagem da area foliar lesionada) foi
avaliada, em todas as folhas com incidéncia, de acordo com a escala de Custodio

etal., (2011). Com os dados, procedeu-se a analise de variancia.

Producio de cercosporina in vitro

Para avaliar a producéo de cercosporina de cada isolado, provenientes de
colonias crescidas por 14 dias em meio malte (fotoperiodo de 12 horas/25°C),
retirou-se da borda das placas trés discos de meio (0,5 cm de didmetro) com
crescimento micelial, os quais foram imersos em 8 mL de KOH 5N por quatro
horas a 25°C, no escuro, para extragdo da cercosporina (JENNS et al., 1989).
Decorridas as quatro horas, procedeu-se a leitura da absorbancia a Ay nm em
espectrofotdmetro. Para cada isolado utilizou-se quatro repeti¢des, sendo cada
uma composta por uma placa de Petri. A concentrag@o da toxina no extrato foi
estimada pelo uso do coeficiente de extingdo molar de 23300 para as leituras
realizadas (JENNS et al., 1989). Com os dados obtidos, procedeu-se a analise de

variancia.
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Delineamento experimental dos ensaios de esporulaciio e germinacio

Ambos os experimentos, de esporulacio e de germinagdo foram
implantados em delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢des, sendo cada repeticdo composta por uma placa de Petri.

Para a esporulacdo foi avaliada a interacdo de cinco intensidades
luminosas, 0, 80, 160, 240 e 320 umol.m‘z.s'l e de quatro temperaturas, 17, 22,
27 e 32°C, em esquema de analise de varidncia fatorial 5x4, totalizando 20
tratamentos.

Para a germinacgdo de conidios, também avaliou-se a mesma interagao,
com quatro intensidades luminosas, 80, 160, 240 e 320 umol.m’z.s'1 € quatro
temperaturas, 17, 22, 27 e 32°C, em esquema de analise de variancia fatorial
4x4, totalizando 16 tratamentos.

Para obter as intensidades Iluminosas testadas, em ambos os
experimentos, utilizou-se estrutura em degraus, com duas lampadas metalicas de
400 Watts, localizadas a 100, 80, 60 ¢ 40 cm das placas, para obter as
intensidades luminosas de 80, 160, 240 e 320 umol.m™.s', respectivamente, em

camaras de crescimento com fotoperiodo de 12 horas.

Esporulacio do patégeno

A partir de coldnias do isolado selecionado de C. coffeicola, cultivadas
em meio malte por 14 dias, retiraram-se da borda de cada coldnia, 12 discos de
micélio com 0,5 cm de didmetro, os quais foram transferidos para 30 mL de
meio de suco de tomate temperado liquido (STT) em Erlenmeyer de 125 mL. O
STT foi composto por 200 mL de suco de tomate ‘Super Bom"”, 3,2 g de CaCO;
e 800 mL de agua destilada. Os Erlnemeyers com o STT e o fungo
permaneceram sob agitacdo continua a 120 rpm, a 25°C aproximadamente. Apos
quatro dias, verteu-se o conteido de cada Erlenmeyer em STT sélido, meio

anterior acrescido de 16 g de agar por litro de meio, em duas placas de Petri, as
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quais permaneceram abertas nos respectivos tratamentos em camaras de
crescimento. Quando o meio desidratou, dois dias apds, adicionou-se 5 mL de
adgua destilada em cada placa, as quais em seguida foram raspadas
superficialmente com um bastdo de vidro e a suspensdo filtrada em uma camada
de gaze esterilizada. Os conidios foram contados em microscépio Optico, com
auxilio de hemacitometro ¢ a concentragdo por mL, foi estimada em cada

tratamento pela média das leituras nos dois campos de contagem da lamina.

Germinacio de conidios

Conidios produzidos in vitro, como descrito anteriormente, foram
obtidos e a suspensio calibrada para 1x10* conidios.mL™. Placas de 60x15mm
contendo 10 mL de Agar-dgua foram preparadas e 100 uL da suspensdo foram
depositadas e espalhadas com al¢a de Drigalski e em seguida colocadas nos
devidos tratamentos em camara de crescimento para germinar. Decorridas 11
horas, paralisou-se a germinagdo com lactoglicerol + azul de tripan para
posterior contagem dos conidios. O conidio foi considerado germinado quando o
tubo germinativo foi igual ou maior a metade do comprimento do conidio
(BECKMAN & PAYNE, 1983). A taxa de germinagdo foi obtida por meio de

duas contagens da germina¢ao de 100 conidios por placa, de forma aleatdria.

Analise estatistica dos experimentos

Foi realizada analise conjunta dos dois experimentos ¢ suas respectivas
repetigdes ao longo do tempo, tanto para a esporulagdo quanto para a
germinacdo do patdgeno. Os dados foram submetidos ao teste de Levene para
analisar a homogeneidade e a varidncia dos residuos. Como os dados seguiram
as pressuposicdes da analise de varidncia (ANAVA), foi feito o teste F para as
variaveis analisadas, sem a necessidade de transformar os dados, no programa

SAS. Com as variaveis significativas no teste F, procedeu-se ao ajuste de
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modelos lineares e ndo lineares de regressdo. Os modelos ajustados foram
obtidos no programa R. Os cortes das superficies de resposta e os graficos dos

dados observados foram plotados no programa Sigma Plot.

3 RESULTADOS
A andlise conjunta dos experimentos ndo foi significativa (P>0.05),
portanto tanto os resultados da esporulagdo quanto da germinacgdo referem-se as

suas respectivas médias.

Teste de patogenidade e escolha do isolado

Escolheu-se o isolado capaz de causar a maior intensidade da doenga e
com maior capacidade de produzir a toxina cercosporina em meio de cultura. De
acordo com o resultado do teste de Tukey, o isolado 8 apresentou as maiores
incidéncia e severidade da doenga ¢ também a maior producdo de cercosporina

in vitro, justificando a escolha deste para realizar os experimentos (Figura 1).
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Figura 1. Incidéncia e severidade da doenga (A) e produgdo de cercosporina in vitro (B)
dos isolados obtidos.
Esporulacio in vitro de conidios de C. coffeicola
Observou-se interacdo significativa entre intensidade luminosa e
temperatura para o isolado avaliado. De acordo com os valores observados, a
maior esporulagdo foi obtida na temperatura de 22°C e na intensidade luminosa

de 240 umol.m™s™, atingindo 5,9 x 10° conidios.mL™". Ja os menores valores de
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esporulagdo foram obtidos para as extremidades das intensidades luminosas, 0 e
320 umol.m™s™, em todas as temperaturas avaliadas. A partir desses valores
extremos, minimo ¢ maximo, de luminosidade houve aumento da esporulagio
até a luminosidade citada. Na temperatura de 32°C foi onde observou-se a
menor esporulagdo (Figura 2). De acordo com os ajustes realizados (Tabela 1),
observou-se com base nos dois avaliadores de qualidade, a superficie de resposta

gerada pelo modelo Polinomial forneceu o melhor ajuste (Tabela 2).
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Figura 2: Esporulagdo de C. coffeicola, em fun¢do da temperatura (A), da intensidade
luminosa (B) e da intera¢do entre temperatura e intensidade luminosa (C).
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Tabela 1: Estimativas para os pardmetros do modelo de regressdo linear quadratico
y =a*Lum + b *Lum? ajustado aos dados em fungdo da luminosidade ¢ y = a *
Temp + b * Temp? ajustado aos dados em fungiio da temperatura. Estimativas para os
parametros do modelo polinomial Y = a * Temp + b * Lum + ¢ * Temp? + d * Lum?)
ajustado aos dados de esporulagdo em fungdo da luminosidade e da temperatura.

Modelos Parametros Estimativas Erro-padrio
Quadratico a 30565,4 4487,43
Lum b -85,84 16,33
Quadratico a 230753 55859
Tem b -6303 2038
a 120487,68 35497,02
Polinomial b 26588,45 4190,45
c -4091,20 1126,18
d -76,74 12,57

Tabela 2: Qualidade de ajuste da superficie de resposta gerada pela combinagdo dos
modelos marginais lineares quadraticos e do modelo polinomial (linear multiplo):

Avaliadores R? AIC*
Quadratico*Quadratico 0,5361 2480,79
Polinomial 0,7865 1839,16

*Akaike’s Information Criterion

Germinacio de conidios de C. coffeicola

Observou-se interagdo significativa entre intensidade luminosa e
temperatura para o isolado avaliado. A maior porcentagem de germinagdo foi
observada na temperatura de 17,0°C e na intensidade luminosa de 320 pmol.m’
*s", atingindo 52%. Independente da intensidade luminosa, a germinagio
reduziu com o aumento da temperatura e a 32°C obteve-se a menor germinago
(Figura 3). De acordo com os ajustes realizados (Tabela 3), observou-se com

base nos dois avaliadores de qualidade, a combinagdo dos modelos Gompertz e

Linear forneceu o melhor ajuste (Tabela 4).
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Tabela 3: Estimativas para os pardmetros do modelo de regressdo ndo linear de
Gompertz y = qe(-e 7m0 ajustado aos dados em fun¢do da luminosidade e
modelo de regressdo linear simples y =a+ b *Temp ajustado em fungdo da
temperatura. Estimativas para os pardmetros do modelo polinomial Y = a * Temp + b *
Lum + ¢ x (Temp * Lum) ajustado aos dados de germinagdo em fungdo da
luminosidade e temperatura.

Modelos Parimetros Estimativas Erro-padrio

a 34,67515 0,60178

Gompertz k 0,03946 0,02559
b 52,83025 17,1685

Linear a 68,7200 2,6853
b -1,4975 0,1069

. . a 0,899941 0,159742
Polinomial b 0,300212 0,033626
c -0,010304 0,001494

Tabela 4: Qualidade de ajuste da superficie de resposta gerada pela combinagdo dos
modelos de Gompertz e linear simples e do modelo polinomial (linear multiplo):

Avaliadores R? AIC*
Gompertz*Linear 0,9585 194,29
Polinomial 0,9261 238,18

*Akaike’s Information Criterion

4 DISCUSSAO

Até onde se sabe, este foi o primeiro estudo relatando a interagdo entre
temperatura e intensidade luminosa, seguidos por ajuste de modelos, para as
variaveis esporulacdo e germinacdo de conidios de C. coffeicola. Na
metodologia utilizada por Souza (2011) para obter conidios de C. coffeicola, foi
utilizada a intensidade luminosa de 165 pmol.m™s”, intensidade luminosa
abaixo da qual observou-se a maior produg¢do de conidios neste trabalho.
Echandi (1959) observou maior esporulagdo de C. coffeicola em folhas de
cafeeiro na temperatura de 24°C, mas o autor ndo estudou a interagdo com a

intensidade luminosa.



51

Em trabalhos realizados com C. arachidicola, obteve-se maior
esporulagdo em meio de extrato de folhas de amendoim-aveia-agar a 28°C, sob
regime de luz continua (SMITH, 1971; MORAES & SALGADO, 1978). Moraes
& Salgado (1978), concluiram ser a luz fator essencial na esporulagdo de C.
arachidicola, pois na auséncia de luz a produ¢do de conidios foi praticamente
nula, concordando com os resultados obtidos para esporulagdo de C. coffeicola
neste trabalho, onde observou-se esporulagio praticamente nula em condigdes de
auséncia de luz. O efeito da luminosidade foi também demonstrado para C.
beticola, onde observou-se aumento da esporulagdo quando as coldnias foram
expostas a luz, por periodo de 72 horas e mantidas a 15°C em meio de extrato de
folhas de beterraba-dgar (CALPOUZOS & STALLKNECHT, 1967).
Anteriormente, estes autores (CALPOUZOS & STALLKNECHT, 1965) ja
haviam verificado interacdo significativa entre temperatura e luz, e, sob luz
continua, a 15 e 30°C, a esporulacdo do fungo foi estimulada e inibida,
respectivamente. Em estudos envolvendo espécies de Cercospora, temperaturas
entre 25 e 27°C foram as ideais para a produ¢do de conidios (BRUNELLI et al.,
2006), porém, estes autores ndo estudaram a interacdo com a varidvel
luminosidade.

A luminosidade pode exercer efeito indutor ou inibidor sobre a formagao
de estruturas reprodutivas. Trione & Leach (1969) relataram para fungos cuja
esporulacdo ¢ induzida por luz, ocorre a agdo direta desta na ativagdo de
enzimas-chave envolvidas na esporogénese. Os mesmos autores afirmam que a
quantidade e a qualidade da luz necessaria para induzir a formagao de estruturas
reprodutivas variam de acordo com a espécie fingica. Beckman & Paine (1983)
ja& haviam relatado a maior produgdo de conidios quando submeteram um
isolado de C. zeae-maydis a fotoperiodo de 12 horas, utilizando lampadas
brancas fluorescentes. Estes verificaram apds dez dias de claro continuo seguido

de trés dias de escuro, indugdo da esporulagdo, embora em quantidade inferior



52

aquela obtida por fotoperiodo. Ja foi relatada em fungos fitopatogénicos como
Alternaria brassicae (ROTEM et al., 1989), Alternaria solani (LUKENS, 1963)
e Mycosphaerella fijensis (HANADA et al., 2002) o uso da auséncia de luz para
induzir a esporulacdo. Nestes casos, a luz age como fotoinibidor da esporulagio,
com isso o fornecimento de luz seguido por um periodo de escuro € necessario
para a completa reprodugdo destes patogenos.

Dados quantitativos de esporulagdo do patdogeno sdo necessarios para
padronizar o inéculo, importante em trabalhos de avaliacdo da resisténcia e no
estudo da variabilidade do patdgeno, por exemplo. Em programas de controle
bioldgico de insetos-pragas, doengas e plantas daninhas, onde ha a necessidade
de elevadas concentracdes do agente antagonista, pode-se utilizar do
comprimento de onda para obter maior esporulacdo do agente de biocontrole. J&
para o desenvolvimento do ciclo bioldgico dos fungos entomopatogénicos, a
temperatura ¢ um dos fatores abidticos mais importantes (IGNOFFO et al.,
1976; SOSA GOMEZ, 1990).

Com relagdo a porcentagem de germinagdo, este resultado diferiu do
obtido por Echandi (1959), o qual observou maior germinacdo de C. coffeicola
na temperatura de 30°C, seguida por 24°C, porém o autor ndo estudou a
interacdo com a intensidade luminosa. Para outras espécies de Cercospora
também foi observada essa variagdo na temperatura ideal para as diferentes fases
do ciclo do patdégeno. Para C. arachidicola, Gobina & Melouk (1981) ndo
observaram diferenca significativa na germinagdo de conidios depois de 48
horas em suspenso aquosa nas temperaturas entre 15 a 35°C. Em contrapartida,
Jenkins (1938), observou germinacgdo de conidios em um filme de dgua, mas nio
quando imerso em agua. Alderman & Beute (1986) observaram condi¢des
otimas de germinacdo de conidios e elongacdo do tubo germinativo em
temperaturas mais baixas (19 a 25°C) e entre 28 ¢ 32°C a germinacao foi baixa.

Para C. zeae-maydis, o uso de luz constante inibiu a germinagdo de esporos,
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elongacdo do tubo germinativo e esporulagio (BECKMAN & PAYNE, 1983).
Essa variagdo no comportamento em diferentes temperaturas observado para
espécies de Cercospora e até mesmo entre os isolados pode ser devido a

ocorréncia de variabilidade genética (SOUZA et al., 2012).

5 CONCLUSAO

Como em outros patossistemas, neste trabalho foi observado a influéncia
da interagdo das variaveis temperatura e intensidade luminosa na esporulagdo e
na germinagdo de C. coffeicola. Nas condigdes estudadas, a maior esporulagao
de C. coffeicola foi obtida na temperatura de 22°C e na intensidade luminosa de
240 pmol.m™s”, atingindo 5,9x10° con.mL’ e a maior porcentagem de
germinacdo de conidios foi obtida a 17°C e na intensidade luminosa de 320
umol.m™s™, atingindo 52%. Portanto, as condi¢des Otimas de temperatura e
luminosidade variam entre as espécies flingicas e também entre isolados de uma
mesma espécie, sendo preciso conhecer as condigdes 6timas para o isolado de

estudo.
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Abstract

The mycelial growth rate (MGR), in vitro production of cercosporin, and
intensity (incidence and severity) of Cercospora leaf spot on coffee seedlings
Catuai Vermelho IAC 144 were evaluated under different light intensities (80,
160, 240, and 320 pmol.m™.s™) and temperatures (17, 21, 25, and 29°C). Dark
condition (0 pmol.m™.s™") was also included in in vitro experiments. Rates of
chlorophyll a, b, and total in both healthy and sick tissues, and the
photosynthetic rate and variables affecting it were also evaluated. All the
experiments were done at least two times. In in vifro experiments, the highest
mycelial growth rate (MGR) was observed at 24.1°C in the dark condition (0
pumol. m™.s™), while the highest amount of toxin occurred at 24.9°C and light
intensity 320 pmol. m™.s”. When dishes were incubated in the dark, the lowest
levels of cercosporin were produced by the pathogen, regardless of temperature,
thus confirming the importance of light in the activation of toxin production. In
in vivo experiments, the highest incidence and severity of disease were observed
at 21°C. With respect to the amounts of chlorophyll a, b, and total, regardless of
treatment, the lowest levels were found in the sick part of the leaf compared to
the healthy area. Photosynthesis correlated positively with temperature and
negatively with internal carbon. According this study, light and temperature
showed be essential for Cercospora leaf spot on coffee seedlings, mycelium
growth and cercosporin production for Cercospora coffeicola.

Keywords Epidemiology, cercosporin, physiologic parameters
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Introduction

Cercospora leaf spot caused by the fungus Cercospora coffeicola Berk.
& Cooke is one of the oldest known and most important coffee diseases. The
pathogen infects seedlings from nursery to trees in field production. In the
nursery, the disease causes severe defoliation thus reducing growth of seedlings,
which become inappropriate for planting and marketing (Pozza et al. 2010). In
mature fields, in addition to leaf drop the disease causes premature fall, breaking
during pith processing of grains, which reduces production and can also reduce
quality of beverage, thus causing depreciation (Lima et al. 2012).

Intensity of symptoms, pathogen infection ability, and plant
physiological responses to penetration and colonization are mainly influenced by
environmental variables such as temperature, leaf wetness, light, water
availability, and soil fertility (Colhoun 1973). Light and temperature are
important for affecting chlorophyll thus directly influencing photosynthesis. To
the host, light is essential for the first step, a process of producing the
biochemical energy required for growth and production of plant species (Taiz
and Zieger 2013). However, high light intensities saturate the photosynthetic
apparatus causing severe photo inhibition (Nunes et al. 1993) which can be
further aggravated by water deficit and temperature extremes (Rena et al. 1994).
In turn, temperature has an important role in controlling the speed of chemical
reactions which drive plant growth and development (Lehninger et al. 2011).

Light and temperature are capable of inducing or inhibiting vegetative
growth and reproductive process of most fungi. In plant pathogens, temperature
modulates the production of proteins and enzymes responsible for maintaining
fungal cells, and can influence colony growth, sporulation and germination of
conidia, as well as the incubation period and progress of disease (Schumann and
D 'arcy 2012). In studies of Cercospora species, temperatures 25 to 27°C were

suitable for production of conidia (Brunelli et al. 2006). Light exerts a direct
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effect, inducing or inhibiting the formation of reproductive structures, although
some species are indifferent to quantity or quality of light (Hawker 1957).
Echandi (1959) reported the relationship between C. coffeicola and light
intensity, as the genus Cercospora produce cercosporin toxin which is activated
in the presence of light (Daub et al. 2005), resulting in necrosis of plant cells
(Daub and Ehrenshaft 2000); however, the effect was not quantified. According
to Echandi (1959), light was important in the occurrence and progression of
disease in coffee plants, even before the toxin was discovered (Guzman et al.
2002), but few quantitative studies have been conducted to date. Like C. beticola
in sugar beets and C. coffeicola in coffee, the toxin does not affect penetration
and infection, but influences pathogen colonization after infection (Daub and
Chung 2007). This fact justifies more severe cercospora infections in full-sun
plantations when compared to shaded plantations.

Besides affecting disease and photosynthesis, light can directly affect
cultural characteristics of C. coffeicola, since colony color in culture varies
depending on lighting conditions. In the dark, colonies vary from greenish-black
during early growth and milky-white to brown at the end (Martins et al. 2008).
In the presence of light toxin production may occur as a red pigment, and hence
mycelium color ranges from light to intense red, depending on the ability of the
isolate to produce pigment. Even brief exposure to light can stimulate pigment
production (Daub et al. 2005).

Knowledge of environmental conditions needed for mycelium growth
and for disease progress is a key step to understanding the epidemiology and
control of plant diseases. Thus, the influence of different light intensities and
temperatures on mycelium growth, in vitro production of cercosporin, incidence
and severity of disease, disease progress, chlorophyll content, and physiological

variables were evaluated in coffee seedlings.
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Material and Methods

Coffee leaves infected with the pathogen, collected in Lavras, state of
Minas Gerais, were previously tested for pathogenicity. The most virulent isolate
was choosen for these experiments. Each experiment that is described below was

performed twice (two trials).

Effects of light intensity and temperature on mycelium growth of C.
coffeicola

The mycelium growth of the isolate chosen was evaluated in different
conditions of light and temperature. Plugs with malt medium and mycelium 0.5
cm diameter were removed from the edge of colonies. Then one plug was placed
at the center of Petri dishes (9 cm) with malt, which were incubated in their
respective treatments. Factor 1 was light intensities 0, 80, 160, 240, and 320
pmol.m’Z.s'l, and factor 2 the temperatures 17, 21, 25, and 29°C, totaling 20
treatments. A randomized block design was used with six replicates, each
consisting of a Petri dish. A stepped structure with 400 Watts metal lamps was
used for light intensity, which varied with distance of seedlings from lamps.
Evaluation was made at two-day intervals by measuring colony diameter in both
orthogonal growth directions, then the average was calculated, totaling seven
evaluations. Then, the mycelial growth rate (MGR) was calculated according to

Maguire (1962).

In vitro production of cercosporin

After assessing mycelial growth, toxin cercosporin was extracted from
each experiment in each treatment. After 14 days of incubation, three plugs 0.5
cm diameter with mycelium growth were removed from the edge of dishes,
which were immersed in 8 ml KOH 5N for four hours at 25°C in the dark for

extracting cercosporin (Jenns et al. 1989). Then, absorbance was measured using
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a spectrophotometer. Toxin concentration in the extract was estimated by using
the molar extinction coefficient of 23 300 to A4g nm readings (Jenns et al. 1989)

in each treatment.

Seedling inoculation and assessment of intensity disease

For obtaining conidia of C. coffeicola, 12 plugs of mycelium 0.5 cm
diameter were removed from the edges of colonies in Petri dishes and
transferred to 30 ml tomato juice medium (STT) in 125 ml Erlenmeyer flasks.
Medium was composed of 200 ml Super Bom” tomato juice, 3.2 g CaCOs and
800 ml distilled water. The flasks with medium and fungus were kept under
continuous stirring at 120 rpm at 25°C approximately. After four days, the
content of each flask was poured in solid tomato juice, in the previous medium
(STT) plus 16 g agar per liter of medium, in two Petri dishes, which were kept
open in BOD chamber at 25°C under continuous light. When the medium
dehydrated after two days, 5 ml distilled water was added to each plate, which
was then lightly scraped with a glass rod. Next, the suspension was filtered
through a layer of sterile gauze. The concentration of conidia was estimated
using a hemacytometer, based on the average of readings in both slide fields.
This procedure was repeated two times, totaling four readings. Based on these
readings, the inoculum suspension was calibrated to 2x10* conidia.mL ' after
dilution in water.

Using this suspension, the experiments were performed by spraying to
run off on all leaves in seedlings of Catuai Vermelho IAC 144 with four to five
pairs of leaves, grown in standard substrate (700 liters of soil and 300 liters of
manure per cubic meter of mixture) plus 1kg P,Os (5 kg superphosphate) and 0.3
kg K,0O (0.5 kg potassium chloride). Then, all leaves were inoculated with the
suspension in randomized block design with three replicates, each consisting of

two plants, in factorial analysis of variance (4x4). Factor 1 was light intensities
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80, 160, 240, and 320 umol.m’z.s'l, and factor 2 the temperatures 17, 21, 25, and
29°C, totaling 16 treatments. After inoculation, seedlings were subjected to the
conditions mentioned and incubated in humid chamber above 90% relative
humidity for 72 hours in a controlled environment. After incubation period, the
incidence and severity of disease were assessed at five-day intervals, totaling
five evaluations in each trial.

Incidence was determined by counting number of sick leaves in relation
to total inoculated leaves. Severity (percentage of sick leaf area) was measured
in all leaves with incidence, according to the scale by Custdédio et al. (2011),
with the intervals of 0.1-3.0; 3.1-6.0; 6.1-12.0; 12.1-18.0; 18.1- 30.0; 30.1-
49.0% of diseased leaf area. A graph for disease progress over time was plotted
for both incidence and severity. To compare the treatments, the area under the
disease progress curve for incidence (AUDPCI) and severity (AUDPCS) was
calculated according to Shanner and Finey (1977). Analysis of variance was
performed on the results.

n-1
AUDPC = Y (yi+yi=1/2) (tis) - t;)
1=1
Wherein:

lli"

y: intensity of disease in the "i"-th observation;

"ill

t: time in days on the "i"-th observation;

n: number of evaluations over time.

Evaluation of chlorophyll

Fresh leaf tissue of coffee seedlings in different shades of green
chlorophyll, were measured for chlorophyll content for calibration purposes by a
portable SPAD-502®. After reading, 0.2 g of plant tissue was weighed,
macerated in liquid nitrogen, and transferred to tubes containing 10 ml 80%

acetone (v/v), remaining for 24 hours in a cold room, protected from light. After
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24 hours, the extracts were filtered and read in spectrophotometer at
wavelengths 663 and 645 nm for chlorophyll a and b, respectively.
Measurements of chlorophyll (mg.gMF™") were made according to Whithan et al.
(1971).

After the calibration curve was made, symptomatic leaves were marked
in all treatments to monitor chlorophyll readings with the progress of disease. A
factorial analysis of variance (4x4x2) was used, where factor 1 was light
intensities, factor 2 was temperatures and factor 3 was leaf section
(healthy/sick), totaling 32 treatments. Readings were made with portable SPAD-
502" to evaluate the incidence and severity of disease. Ten readings were
performed per leaf, five in healthy areas (no symptoms) and five in sick areas
(with symptoms). Based on the results, the levels of chlorophyll a, b, and total

were determined in each experiment and each treatment over time.

Gas exchange

At the end of the experiment, net photosynthetic rate (A), intercellular
CO, concentration (Ci), stomatal conductance (Cond), transpiration (Tr), and
leaf temperature (Tleaf) were evaluated in sick and healthy leaves, using a
portable infrared gas analyzer (IRGA-ADC-LCA4®). Carboxylation efficiency
was obtained by A/Ci relationship. These variables were measured in the two

trials. Then these data were correlated with temperature and light.

Statistical analysis of the experiments

Data were subjected to Levene's test to assess homogeneity and variance
of residuals. As data met the assumptions of analysis of variance, F test was
performed for variables at 5% probability in SAS™ software. In the case of
significant variables, linear regression models were fit to the quantitative

variables. For estimating chlorophyll in healthy and sick leaves, the F test of
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analysis of variance was used to discriminate treatments. The gas exchange data
were correlated with temperature, light, and incidence of disease. Adjusted

models were plotted in Sigma Plot”, and response surface graphs in R.

Results
The combined analysis of both trials in both experiments (in vitro and in

vivo) were not significant, so far as the results refer to their respective averages

Myecelial growth and cercosporin production

A significant interaction was found between light intensity and
temperature for mycelial growth rate (MGR) and cercosporin production. At the
lowest temperature, 17°C, MGR ranged from 1.19 to 1.54, reducing from dark to
the highest light intensity. This pattern in relation to light kept the same at all
temperatures, and MGR kept reducing up to 21°C. From this temperature, MGR
increased up to 24.1°C at all light intensities and then kept drastically reducing
up to 29°C, where the lowest MGR values were found (Fig. 1). The highest
MGR, 1.67 (r = 0.88), occurred at 24.1°C and in the dark (0 pmol.m>.s™).
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Fig. 1 Mycelial growth rate (MGR) versus temperature (T) and light intensity (IL)

The highest cercosporin production, 1.43 umol.L™" was found at 24.9°C
(r = 0.83) and 320 pmol.m™s”. At temperatures below and above this value
cercosporin production decreased at all light intensities with a slight increase at
17°C, but always below 24.9°C (Fig. 2). At all temperatures toxin production
increased with the highest light intensity while the lowest was found in the dark

(0 umol.m™.s™), contrary to MGR behavior.
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Fig. 2 Cercosporin (umol.L™) versus temperature (T) and light intensity (IL)

Progress curves of Cercospora leaf spot in coffee seedlings

The first symptoms of disease appeared 22 days after inoculation, and
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from this date the rate of progress leading to the exponential phase of disease

occurred. The progress curve of incidence varied according to light intensity

versus temperature. The highest progress of disease was found at 21°C, reaching
31.2% incidence at light intensity 80 pmol.m™.s™ and 12.7% incidence at light
intensity 320 pmol.m™.s™. At temperatures 17, 25, and 29°C the highest

progress occurred at intensity 320 pmol.m™.s™ followed by 80 pmol.m™.s™ (Fig.

3).
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With respect to the disease severity, the behavior was similar to that of
incidence. The highest progress rates occurred at 21°C, at intensity 80 pmol.m’
5" (9.9%) followed by 320 pmol.m™.s™ (9.7%). At temperatures 17, 25, and
29°C the highest rate occurred at intensity 320 umol.m™.s" followed by 80
umol.m™.s™ (Fig. 4).
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Fig. 4 Progress curves of severity of disease at different temperatures
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Area under the disease progress curve (AUDPC)
Results of area under the disease progress curve for incidence

(AUDPCI) and severity (AUDPCS) were not significant according to F test.

Analysis of chlorophyll a, b, and total

According to F test, the variables of light, temperature and leaf section
(sick/healthy) were individually significant for chlorophyll a, b, and total, but
there was no interaction between them. The amount of chlorophyll in sick
tissues was always lower in the healthy side. Regarding temperature, the smaller
quantities of chlorophyll a, b, and total were found at 24, 22.6, and 20.3°C,
respectively, with the highest production always occurring at 17°C (Fig. 5).
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Fig. 5 Behavior of chlorophyll a, b, and total according to temperature
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With respect to light intensity, the highest amounts of chlorophyll a, b,

and total were found at 217, 133, and 290 umol.m'z's'l, respectively, while the

lowest occurred at 320 pmol.m™.s" (Fig. 6).
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Fig. 6 Behavior of chlorophyll a, b and total according to light intensity
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Correlation between physiological variables and temperature and light

intensity

Significant negative correlations were found between temperature (°C)

and internal carbon (Ci), and positive relationship between temperature and leaf

temperature (Tleaf). Photosynthesis was negatively correlated with Ci and

positively with Tleaf. There was positive correlation between stomatal

conductance (Cond) and transpiration (Tr). These results were found in both sick

and healthy leaves (Table 1).
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Table 1 Correlation between physiological variables and temperature and light intensity

for healthy and sick leaves

Variables - Healthy Leaves

'Ci Tr Tleaf
Temp (°C) -0.63* 0.27 ns 0.90%*
Light intensity -0.16 ns -0.39 ns -0.14 ns
Photosynthesis -0.87* 0.35 ns 0.77*
Cond 0.03 ns 0.95% -0.06 ns
Variables - Sick Leaves

Ci Tr Tleaf
Temp (°C) -0.66* 0.27 ns 0.56*
Light intensity -0.11ns -0.37 ns -0.35ns
Photosynthesis -0.76* 0.21 ns 0.52*
Cond 0.10 ns 0.87* -0.31 ns

Ns=not significant * significant 0.05

** significant 0.01%

'Ci= internal carbon. Tr= transpiration. Tleaf= leaf temperature. Cond=stomatal

conductance.

Discussion

In this study the highest mycelial growth rate (MGR) and highest

cercosporin production were found at close temperatures, 24.1°C in the dark and

24.9°C at the highest light intensity, respectively. Although fungi had grown in

the dark, there was low cercosporin production under these conditions probably

because the fungal genes responsible for toxin production were not activated in

the dark. Thus, as fungi used no energy for toxin production, this energy may

have been used in their own growth. Echandi (1959) also found increased
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mycelial growth of three isolates of C. coffeicola at 24°C and a reduced fungal
growth at 30°C, results close to those reported in the present study, however, the
author did not evaluate the relationship between temperature and light intensity.
Souza (2007) studied different isolates of C. coffeicola and found higher growth
at 26°C than at 18 or 22°C, but the study neither evaluated temperature 24°C nor
adjusted regression equations. Other species of Cercospora had the following
optimum growth temperatures: 27°C for C. beticola and C. apii (Groenewald et
al. 2005); 20 to 25°C for C. carotae (Carisse et al. 1993); and 25 to 28°C for C.
piaropi (Avila and Pitelli 2004). Thus, the optimal temperature for mycelial
growth differs between species.

The highest amount of cercosporin was found at 24.9°C and light
intensity 320 umol.m’z.s'l, followed by 240, 160, 80, and 0 umol.m’z.s’l,
contrary to the results for mycelial growth rate (MGR). This confirms the crucial
role of both light and interaction between temperature and light in toxin
production and activity (Jenns et al. 1989), which increase pathogen
aggressiveness (Steinkamp et al. 1981). In C. asparagine, C. beticola and C.
kikuchii the highest toxin production occurred at 20 to 30°C (Jenns et al. 1989).
In vitro production of cercosporin varies among species and isolates (Jenns et al.
1989). In the presence of light, cercosporin is toxic to organisms such as plants,
bacteria, fungi, and rats (Fajola 1978). Only species of Cercospora and other
fungi producing toxin with activity similar to cercosporin resist to its oxidizing
action (Daub and Chung 2007). Few known exceptions, such as Xanthomonas
campestris pv. Zinnia can detoxify cercosporin (Taylor et al. 2006).

The incidence and severity of the disease in in vivo experiments were
higher at 21°C at the extremes of light intensity, 80 and 320 pmol.m™;s”. In a
study to assess the effect of different temperatures on the severity of disease in
coffee seedlings, Souza (2007) found that severity was higher at 22°C, close to

the temperature reported herein; however, the study did not describe temperature
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interaction with light. The light extreme 320 umol.m™.s" was optimal for in vitro
production of cercosporin, thus it could be related to pathogen aggressiveness at
22°C. This light intensity fits the range required for proper growth and
development of coffee plant C3 in shaded area. This plant is morphologically
and physiologically adapted to this environment, with low saturation irradiance
ranging 300-600 pmol.m™.s™ (Kumar and Tieszen 1980).

Cercospora leaf spot causes physiological disorder in plants, such as leaf
yellowing, reduction in photosynthetic area, and leaf drop. One cause of leaf
yellowing is the reduction in leaf chlorophyll content. According to the results, it
was found that regardless of temperature and light intensity the levels of
chlorophylls a, b, and total were consistently lower in the area infected than in
the healthy leaf side. This was due to destruction of chlorophyll or chloroplasts
in the yellowish halo in gray leaf spot lesions (Rezende et al. 2011). It was also
found that, regardless of temperature, from the intensity 160 pmol.m™.s" the
decrease in amounts of chlorophyll was accentuated. This was probably because
from that light intensity the infectious process is favored, which affect
chlorophyll content and consequently the photosynthetic area. Studies conducted
by Benedict (1971) reported improved penetration of Seproria tritici in wheat
leaves at light intensity 150 pmol.m™.s™, 23°C, approximately 50% of the
intensity responsible for the increased intensity (severity) of cercospora leaf spot
found in the present study.

According to the results, positive correlation between temperature and
photosynthesis and negative correlation between internal carbon and
photosynthesis imply that Rubisco was probably functional, as internal carbon
was being consumed to perform photosynthesis which had been facilitated by
increased temperature. Positive correlation between stomatal conductance and

transpiration is justified, as transpiration also occurs through open stomata.
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In this study, both light intensity and temperature influenced plant
physiology, directly affecting photosynthesis (Taiz and Zeiger 2013). Light
intensity and temperature levels, as well as water and nutrients are important
factors in photosynthetic activity in coffee plants. Furthermore, quality and
intensity of light can affect physiological responses of pathogens, such as
conidia production, pigmentation, sexual development (Purschwitz et al. 2006),
germination, formation of resistance structures, and size and shape of conidia
(Minussi et al. 1977). Temperature influences the occurrence and progress of
diseases (Agrios 2005) and also affects pathogen sporulation, lesion expansion,
incidence and severity of fungal diseases (Carisse et al. 1993; Paul and
Munkvold 2005).

Certainly more studies of abiotic factors and their interference in plant
physiology should be performed with the pathossystem C. coffeicola versus
coffee plant due to the importance of coffee culture and the potential ability of
the pathogen to cause epidemics in cultivated fields, leading to production

losses.
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ARTIGO 3  Interacdo da temperatura com o periodo de molhamento

foliar na cercosporiose do cafeeiro

Redigido conforme as normas para submissdo na revista Coffee Science.

RESUMO: Varidveis ambientais como temperatura e molhamento foliar podem
interferir diretamente em patégenos e em hospedeiros. Objetivou-se com este
estudo avaliar a intensidade da cercosporiose do cafeeiro em mudas da cultivar
Catuai Vermelho IAC 144 submetidas a diferentes horas de molhamento foliar
(0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas) e temperaturas (17, 21, 25 e 29°C), bem como o
efeito do patdgeno nos tecidos vegetais. Avaliou-se a incidéncia e a severidade
da doenga, as taxas das clorofilas a, b ¢ total, em tecidos doentes ¢ sadios, a taxa
fotossintética e variaveis relacionadas. O maior progresso da doenca tanto para
incidéncia quanto para severidade, foi observado na temperatura de 25°C, a 72
horas de molhamento foliar. Observou-se interacdo significativa entre
temperatura e horas de molhamento foliar para incidéncia e para a severidade da
doenca, sendo a maior incidéncia e severidade observadas na temperatura de
25°C e 48 horas de molhamento foliar. Tanto a AACPDI quanto a AACPDS
foram significativas apenas para a variavel horas de molhamento foliar. Com
relacdo as taxas de clorofilas a, b e total, independente do tratamento, as
menores taxas foram observadas na area doente das folhas em relac¢do a sadia. A
fotossintese correlacionou-se negativamente com o carbono interno.

Termos para indexacio: Cercospora coffeicola, epidemiologia, variaveis
ambientais.
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INTERACTION BETWEEN TEMPERATURE AND LEAF WETNESS
PERIOD IN CERCOSPORA LEAF SPOT IN COFFEE PLANTS

ABSTRACT: Environmental variables such as temperature and leaf wetness
can directly interfere in pathogens and hosts. The aim of this study was to
evaluate the intensity of Cercospora leaf spot of coffee seedlings of the cultivar
1AC 144 Catuai under different hours of leaf wetness (0, 6, 12, 24, 48 and 72
hours) and temperatures (17, 21, 25 and 29°C), as well as the effect of the
pathogen on the plant tissues. Was evaluated the incidence and the severity of
the disease, the rates of chlovophyll a, b and total in healthy and diseased
tissues, photosynthetic rate and related variables. The greatest progress of both
the disease incidence and severity in was observed at 25°C and 72 hours
wetness. A significant interaction between temperature and hours of leaf wetness
for the incidence and severity of the disease, with an increased incidence and
severity observed at 25°C and 48 hours of leaf wetness. Both area under the
disease progress curve of incidence (AUDPCI) as area under the disease
progress curve of severity (AUDPCS) were significant only for the variable
hours of leaf wetness. Regarding the rates of chlorophyll a, b and total,
regardless of the treatment, the lowest rates were observed in the diseased area
of leaves in relation to sound. Photosynthesis was negatively correlated with the
internal carbon.

Index terms: Cercospora coffeicola, epidemiology, environmental variables.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de doengas ¢ um grave problema nas lavouras cafeeiras,
pois estas ocorrerem desde a fase de viveiro até a produg@o final, devido mais de
90% da érea plantada no Brasil ser de cultivares suscetiveis as principais
doencas da cultura (POZZA et al., 2010). Entre as doengas presentes na
cafeicultura estd a cercosporiose, cujo agente etiolégico é o fungo
hemibiotréfico Cercospora coffeicola Berk. & Cooke. A doenga ¢ favorecida
por varidveis ambientais como temperatura, molhamento foliar, intensidade
luminosa e desequilibrios nutricionais (GARCIA JUNIOR et al., 2003),
principalmente em solos ou regides onde o clima ¢ desfavoravel para o cultivo
da cultura e também por busca de maior produtividade sem o emprego de
tecnologias apropriadas, gerando significativas perdas.

A cercosporiose pode infectar tanto folhas quanto frutos, levando a
perdas de producdo. No viveiro, a doenga causa intensa desfolha, reduzindo o
crescimento das mudas, tornando-as impréprias a comercializa¢do ¢ ao plantio
(POZZA et al., 2010). Em lavouras adultas, além da queda de folhas, a
cercosporiose provoca queda prematura, quebra e chochamento dos gréos,
reduzindo a produtividade. Além disso, afeta também a qualidade da bebida,
depreciando-a, devido a queda na quantidade de agucares totais, pH e aumento
na lixiviagdo de K, devido ao rompimento de membranas (LIMA et al., 2012).

A intensidade dos sintomas da doenca, a capacidade de infeccdo do
patdégeno ¢ as respostas fisiologicas da planta a penetra¢do e colonizagio, sdo
influenciadas principalmente por varidveis ambientais como molhamento foliar,
temperatura, luminosidade, disponibilidade de agua e fertilidade do solo. O
periodo de molhamento foliar ¢ um fator do ambiente considerado indispensavel
para a germina¢do da maioria dos fungos, além de influenciar a penetragdo do
tubo germinativo, pode também aumentar a suscetibilidade a certos patdgenos,

afetando a incidéncia e a severidade da doenga (WAGGONER, 1960). A
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quantidade e a duracdo do periodo de molhamento foliar, é essencial no
surgimento e também no progresso dos sintomas de doencas causadas pela
maioria dos fitopatogenos (SILVA et al., 2001).

Por outro lado, a temperatura ¢ fator primordial a ocorréncia e progresso
de doencas (WAGGONER, 1960) e para as de etiologia fungica, afeta a
esporulagdo do patdgeno, bem como a expansdo da lesdo, a incidéncia e a
severidade da doenga (CARISSE et al., 1993; PAUL & MUNKVOLD, 2005).
Canova (1959) estudando C. beticola e o efeito da temperatura no periodo de
incubagdo, observou relagdo entre tais variaveis, sendo de 19 a 21 dias a 15°C,
de 9 a 10 dias a 25°C, de 7 a 8 dias o periodo de incubacdo a 30°C e a 35°C ndo
ocorreu infec¢do do patdogeno. Também para C. beticola, houve relagdo proxima
entre a temperatura ideal para a infec¢do (25°C), o crescimento micelial, a
esporulacdo e a germinacdo de conidios em meio de cultura (27°C)
(GROENEWALD et al., 2005). Cooperman & Jenkins (1986) observaram
relacdo entre as temperaturas mais favoraveis ao crescimento de C. asparagi, em
aipo, as melhores condigdes para o processo infectivo pelo patdogeno.

Os efeitos da temperatura ¢ do molhamento foliar em processos de
infeccdo de C. arachidicola foram estudados. Oso (1972) e Alderman & Beute
(1986) relataram a necessidade de atmosfera saturada ou préxima a saturada e
temperatura 6tima entre 16 a 25°C para a germinagdo dos conidios. A elongagio
dos tubos germinativos quando em umidade de 94,5%, foram capazes de resistir
a intermitentes periodos de seca e retomar a elongagdo quando a umidade
tornou-se disponivel novamente (ALDERMAN & BEUTE, 1986). Este
resultado concorda com a hipdtese da infeccdo ocorrer apds a acumulacio de
interruptos periodos de molhamento ao longo do tempo. Com relagdo a
incidéncia da doenca, esta foi maior na temperatura de 22,8°C para trés

cultivares de amendoim testado, porém, menos horas de molhamento foram



83

necessarios para atingir especifica intensidade da doenga quando a temperatura
aproximou-se da ideal (LIJUN et al., 1999).

Anco et al. (2013), estudando o efeito da temperatura ¢ do molhamento
foliar na taxa de esporulacdo de Phomopsis viticola, observou esporulacdo dtima
em temperaturas proximas a 21°C e quando a dura¢do do molhamento foliar foi
superior a 11 horas, observou-se claramente aumento da esporulagdo com o
aumento da duragcdo do molhamento foliar, sendo o maximo observado a 71
horas de molhamento, maior duragdo testada.

As variaveis temperatura ¢ molhamento foliar além de afetar a
intensidade da doenga, podem também afetar as varidveis fisioldgicas das
plantas. A temperatura desempenha importante fung¢do no controle da velocidade
das reacdes quimicas celulares, as quais direcionam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas (LEHNINGER et al., 2011). J& a deficiéncia de
agua, seja por molhamento foliar, orvalho ou agua livre, limita a fotossintese por
restringir a difusdo de CO, do ambiente externo para o sitio de carboxilagdo nos
cloroplastos (LAWLOR & CORNIC, 2002; CHAVES et al., 2003). Na maioria
dos casos, os estomatos fecham-se em resposta a auséncia de dgua antes de
qualquer mudanga no potencial hidrico ou no conteudo de dgua da folha ocorrer
(SOCIAS et al., 1997).

Para o melhor entendimento da epidemiologia da cercosporiose do
cafeeiro, o estudo da interacdo entre as variaveis temperatura ¢ molhamento
foliar foi realizado, visando esclarecer seu efeito na intensidade da doenga ¢ em

variaveis fisiologicas do cafeeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

Inoculacdo das mudas

Isolados de C. coffeicola foram previamente testados quanto a
patogenicidade e destes, escolheu-se o isolado de trabalho, o qual foi inoculado
em placas de Petri com meio malte por 14 dias. Retirou-se 12 discos de micélio
com 0,5 cm de didmetro da extremidade da colonia, os quais foram transferidos
para 30 mL de meio de suco de tomate temperado liquido (STT) em Erlenmeyer
de 125 mL. O STT foi composto por 200 mL de suco de tomate ‘Super Bom"”,
3,2 g de CaCO; e 800 mL de agua destilada. Os Erlnemeyers com o STT e o
fungo permaneceram sob agitagdo continua a 120 rpm, a 25°C
aproximadamente. Apds quatro dias, verteu-se o conteudo de cada Erlenmeyer
em STT solido, meio anterior acrescido de 16 g de agar por litro de meio, em
duas placas de Petri, as quais permaneceram abertas em cdmara de crescimento
do tipo BOD a 25°C sob luz continua. Quando o meio desidratou, dois dias apods,
adicionou-se 5 mL de 4gua destilada em cada placa, as quais foram raspadas
superficialmente com um bastdo de vidro e a suspensdo foi filtrada em uma
camada de gaze esterilizada.

Em microscopio dptico, com auxilio de hemacitometro, estimou-se a
concentra¢do de conidios no filtrado, pela média das leituras nos dois campos de
contagem da lamina. Esse procedimento foi realizado duas vezes, totalizando
quatro leituras. A partir dessas leituras, com a diluicdo em agua, calibrou-se
suspensio de indculo para 3,75 x 10* conidios. mL™". Mudas com quatro a cinco
pares de folhas verdadeiras da cultivar suscetivel, Catuai Vermelho IAC 144,
cultivadas em substrato padrdo (700 litros de solo e 300 litros de esterco de
curral por metro ctbico de mistura, sendo adicionados 1,0 kg de P,Os (5 kg de
superfosfato simples) ¢ 0,3 kg de K,O (0,5 kg de cloreto de potassio), foram
inoculadas nas duas faces da folha com a suspensdo. Apds a pulverizagdo da

suspensdo de conidios, as mudas foram submetidas imediatamente aos
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respectivos tratamentos em cdmaras de crescimento. Os experimentos foram

realizados duas vezes.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o em blocos casualizados,
com trés repeticdes, cada uma com duas plantas, no esquema de analise de
variancia fatorial (4x4), sendo o fator 1, as horas de molhamento 0, 6, 12, 24, 48
e 72 horas ¢ o fator 2 as temperaturas de 17, 21, 25 e 29°C, totalizando 24
tratamentos. Os experimentos foram conduzidos em cadmaras de crescimento

com fotoperiodo de 12 horas.

Avaliacio do progresso e da intensidade da doenca

Quando os primeiros sintomas foram observados, iniciou-se a avaliagdo
da doenga, sendo realizada em intervalo de cinco dias. A incidéncia da doenca
foi determinada contando-se o nimero de folhas doentes em rela¢do ao total de
folhas da planta. A severidade ou a porcentagem da area foliar lesionada foi
avaliada, em todas as folhas com incidéncia, de acordo com a escala de Custodio
et al., (2011), com os intervalos de 0.1-3.0; 3.1-6.0; 6.1-12.0; 12.1-18.0; 18.1-
30.0; 30.1-49.0% de area foliar doente.

As curvas de progresso da doenga ao longo do tempo tanto para
incidéncia quanto para a severidade da doenga foram plotados no programa
Sigma Plot” com os dados observados. Para comparar os tratamentos calculou-se
a area abaixo da curva de progresso da doenga para a incidéncia (AACPI) e para
a severidade (AACPS), segundo Shanner & Finey (1977) e, em seguida, com os

resultados, procedeu-se a analise de varidncia.
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Avaliacio das clorofilas

Para determinar o contetido de clorofila, amostras de tecido foliar fresco
de mudas de café em diferentes tonalidades de verde tiveram as leituras de
clorofila mensuradas por aparelho portatil SPAD-502" com o objetivo inicial de
calibra-lo. Apéds a leitura, 0,2 g de tecido vegetal foram pesados, macerados em
nitrogénio liquido e transferidos para tubos contendo 10 mL de acetona 80%
(v/v), onde permaneceram por 24 horas em cdmara fria, protegidas da luz.
Decorridas 24 horas, os extratos foram filtrados e a leitura efetuada em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 663 e 645nm para clorofilas a e
b, respectivamente. As determinagdes das clorofilas (mg.gMF™), foram feitas de
acordo com Whithan et al. (1971).

Feita a curva de calibracdo, folhas sintomaticas de todos os tratamentos
do experimento foram marcadas para acompanhar as leituras de clorofila com o
progresso da doenga. Utilizou-se o esquema de analise de variancia fatorial
(6x4x2), sendo o fator 1, as horas de molhamento de 0, 6, 12, 24, 48 ¢ 72 horas,
o fator 2 as temperaturas de 17, 21, 25 ¢ 29°C e o fator 3, a se¢do da folha
(sadia/doente), totalizando 48 tratamentos. As leituras foram feitas com o
aparelho portatil SPAD-502" no dia das avaliagdes da incidéncia e da severidade
da doenga. Foram feitas dez leituras por folha, sendo cinco nas areas sadias
(auséncia de sintomas) e cinco nas areas doentes das folhas (presenca de
sintomas). Com os dados obtidos, determinaram-se os niveis de clorofila a, b e

total em cada tratamento ao longo do tempo.

Trocas gasosas

Ao final do experimento, com um analisador portatil de gas por
infravermelho (IRGA—ADC-LCA4"™), avaliou-se a taxa fotossintética liquida
(A), concentragdo intercelular de CO, (Ci), condutancia estomatica (Cond),

transpira¢do (Tr) e temperatura foliar (Tleaf) de folhas sadias e doentes. Em
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seguida, esses dados foram correlacionados com a temperatura, horas de

molhamento e incidéncia da doenga.

Analise estatistica dos dados dos experimentos

Foi realizada analise conjunta dos dois experimentos, repetidos ao longo
do tempo. Os dados foram submetidos ao teste de Levene para analisar a
homogeneidade e a varidncia dos residuos. Como os dados seguiram as
pressuposi¢des da analise de variancia (ANAVA), foi feito o teste F para as
variaveis analisadas, sem a necessidade de transformar os dados, no programa
SAS. No caso das variaveis significativas, procedeu-se ao ajuste de modelos
lineares e ndo lineares de regressdo no programa R. Os cortes das superficies de
resposta e o grafico dos dados observados foram plotados no programa Sigma

Plot.

3 RESULTADOS
A andlise conjunta dos experimentos ndo foi significativa (P>0.05),

portanto os resultados referem-se as suas respectivas médias.

Curvas de progresso da doenca

Os primeiros sintomas da doenga foram observados aos 22 dias apds a
inoculagdo. A partir desta data foi observada taxa de progresso que levou a fase
exponencial da epidemia. A curva de progresso da incidéncia variou em fungéo
do binémio horas de molhamento x temperatura. O maior progresso da doenga
foi observado na temperatura de 25°C, atingindo 44,0% de incidéncia no
tratamento de 72 horas de molhamento foliar e 35,7% a 48 horas de
molhamento. Nas temperaturas de 17, 21, e 29° C, o maior progresso foi
observado nas horas de molhamento de 72, 72 e 48 horas, respectivamente

(Figura 1).
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Figura 1: Curvas de progresso da incidéncia da cercosporiose do cafeeiro.

Com relag@o a severidade da doenga, o comportamento foi semelhante
ao da incidéncia, sendo os maiores progressos observados na temperatura de
25°C a 72 horas de molhamento foliar (5,25%), seguido por 48 horas (4,83%).
Para as temperaturas de 17, 21 e 29°C, o maior progresso foi observado a 48

horas de molhamento foliar (Figura 2).
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Figura 2: Curva de progresso da severidade da cercosporiose.

Incidéncia e severidade da doenca

Foi observada interagdo significativa (P<0.05) entre temperatura e horas
de molhamento foliar para as variaveis incidéncia e severidade da cercosporiose.
A méxima incidéncia observada foi a 25°C e 48 horas de molhamento foliar
(Figura 3). De acordo com a dispersdo dos dados, ajustou-se o modelo ndo linear
de Gompertz aos dados de incidéncia em func¢do das horas de molhamento foliar

e 0 modelo linear quadratico aos dados de incidéncia em fun¢@o da temperatura
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(Tabela 1). Com base nos avaliadores de qualidade utilizados, a superficie de
resposta obtida pela combinag¢@o marginal dos modelos Gompertz e Quadratico,

foi melhor em relacdo ao modelo Polinomial (Tabela 2).
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Figura 3: Incidéncia observada da cercosporiose, em fun¢do A, horas de molhamento

foliar e B, temperatura. C, Efeito da temperatura e horas de molhamento foliar na
incidéncia da cercosporiose do cafeeiro.
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Tabela 1: Estimativas para os pardmetros do modelo de regressdo ndo linear de

Gompertz y = qe (e Ty ajustado aos dados de incidéncia em fungdo das horas
de molhamento foliar (HMol) e para os paradmetros do modelo de regressdo linear
quadratico y = a*Temp + b * Temp? aos dados em fungio da temperatura.
Estimativas para os pardmetros do modelo de regressdo linear polinomial ¥V = a *
Temp + b * HMol + ¢ * Temp? + d * HMol?) ajustado aos dados de incidéncia em
funcdo do molhamento e temperatura.

Modelos Parametros Estimativas Erro-padrio

a 18,7930 0,7614
Gompertz HMol b -2,1298 1,6542
k 0,1264 0,0366
Quadratico a 1,2749 0,1205
Temp b -0,0251 0,0048

a 0,832667 0,168116

Polinomial b 0,331688 0,089299

c -0,015543 0,006133

d 0,002905 0,001207

Tabela 2: Qualidade de ajuste da superficie de resposta gerada pela combina¢do dos
modelos marginais lineares quadraticos ¢ do modelo polinomial (linear multiplo):

Avaliadores RZ AIC
Gompertz*Quadratico 0,9002 318,66
Polinomial 0,8401 472,30

*Akaike’s Information Criterion

A maxima severidade observada também foi a 25°C ¢ 48 horas de
molhamento foliar (Figura 4), porém, ndo foi possivel ajustar um modelo nao
linear, pois o padrdo do comportamento dos dados sugere um crescimento
quadratico. Dessa forma ajustaram-se modelos marginais quadraticos para as
variaveis horas de molhamento foliar e temperatura (Tabela 3). Com base nos
avaliadores de qualidade utilizados, a superficie de resposta obtida pela
combina¢do marginal dos modelos Quadraticos foi melhor em relacdo ao

modelo Polinomial (Tabela 4).
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Figura 4: Severidade observada da cercosporiose em fun¢do A, horas de molhamento

foliar e B, temperatura. C, Efeito da temperatura e horas de molhamento foliar na
severidade da cercosporiose do cafeeiro.
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Tabela 3: Estimativas para os parametros do modelo de regressdo linear quadratico
y=a+b*HMol + c*HMol? ajustado aos dados de severidade em fungio das horas
de molhamento foliar ¢ y = a + b * Temp + c * Temp? em fungdo da temperatura.
Estimativas para os pardmetros do modelo linear polinomial Y = a + b * Temp + ¢ *
HMol + d * Temp? + e * HMol?) ajustado aos dados em fungdo das horas de
molhamento e temperatura.

Modelos Parimetros Estimativas Erro-padrio
a 0,997379 0,165068
Quadratico b 0,065864 0,013646
HMol
c -0,000695 0,000184
a -9,217556 1,833078
Quadratico b 1,036817 0,163953
Temp
c -0,023331 0,003553
a -10,042 2,25103
b 1,0371 0,20113
Polinomial c 0,0658 0,01077
d -0,0233 0,00435
e 0,00069 0,00045

Tabela 4: Qualidade de ajuste da superficie de resposta gerada pela combina¢do dos
modelos marginais lineares quadraticos ¢ do modelo polinomial (linear multiplo):

Avaliadores R? AIC*
Quadratico*Quadratico 0,9166 192,44
Polinomial 0,8865 364,22

*Akaike’s Information Criterion

AACPD

Os resultados para area abaixo da curva de progresso da doenca para
incidéncia (AACPDI) e para severidade (AACPDS), de acordo com o teste F,
foram significativos apenas para a variavel horas de molhamento foliar
(P<0.05). O valor de AACPDI maximo foi observado a 77,92 horas de
molhamento foliar (Figura 5A) e a AACPDS maxima foi observada a 66,93

horas de molhamento foliar (Figura 5B).
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Figura 5: Comportamento da AACPDI (A) e AACPDS (B) em relagdo as horas de

molhamento foliar.

Analise das clorofilas a, b e total

Os resultados para as clorofilas a, b e total, de acordo com o teste F, ndo

foram significativos (P>0.05).
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Correlacdo entre as variaveis fisiologicas, temperatura, horas de
molhamento e incidéncia da doenca

Observou-se correlagdes significativas negativas entre temperatura (°C)
e carbono interno (Ci), transpiracdo (Tr) e temperatura da folha (Tleaf). A
fotossintese correlacionou-se negativamente com o Ci. Houve correlagdo
positiva entre condutincia estomatica (Cond) e Ci e entre Cond e Tr. Esses
resultados foram observados nas folhas doentes (Tabela 5). Nas folhas sadias,
observou-se apenas correlacdo negativa entre fotossintese e Ci e positiva entre
Cond ¢ Tr. Em todas as temperaturas testadas, a fotossintese foi menor nas

folhas doentes em relagdo as sadias (Gréfico 6).

Tabela 5: Correlag@o entre varidveis fisiologicas e temperatura, horas de molhamento
foliar e incidéncia da cercosporiose em folhas doentes.

'Ci Tr Tleaf
Temp(°C) -0.67** -0.44%* 0.57**
H molhamento -0.18 ns -0.28ns 0.02 ns
Fotossintese -0.30%* 0.021ns 0.001ns
Cond 0.61%* 0.98%** -0.36ns
Incidéncia (%) -0.13ns -0.39ns 0.32ns

Ns=ndo significativo * significativo a 0,05% ** significativo a 0,01%
'Ci= Carbono interno. Tr= Transpiragio.Tleaf= Temperatura da folha. Cond=
Condutancia estomatica
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Grafico 6: Taxa fotossintética de folhas doentes e sadias.

4 DISCUSSAO

Nas condig¢des estudadas, o maior progresso da incidéncia da doenga foi
observado na temperatura de 25°C atingindo 44,0% a 72 horas de molhamento
foliar ¢ 35,7% a 48 horas de molhamento foliar. Para a severidade, o maior
progresso da doenca foi observado em condigdes semelhantes, atingindo 5,25%
de éarea lesionada, também a 25°C e 72 horas de molhamento foliar, seguido por
48 horas de molhamento (4,83%). Fernandes et al. (1991) observaram resultados
diferentes no estudo de C. coffeicola e horas de molhamento foliar (0, 6, 12, 24,
48 e 72 horas), sendo a incidéncia maxima obtida a 6, 12, 24 e 48 horas de
molhamento foliar, enquanto a severidade atingiu os maiores valores a 6 ¢ 12
horas de molhamento foliar, porém, este autor ndo estudou a interagdo com a
variavel temperatura, sendo usado a temperatura fixa de 25°C. Ja Souza (2007)
estudando diferentes temperaturas na severidade da doenca em mudas de
cafeeiro observou a maior severidade da doenca na temperatura de 22°C. Ambos
os autores estudaram tais variaveis apenas isoladamente ¢ ndo procederam ao

ajuste de modelos.
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O molhamento foliar foi importante também em outros patossistemas.
Wallin & Loonan (1971) observaram a capacidade de C. beticola infectar o
hospedeiro na presenca de 48 ou 72 horas de molhamento foliar cerca de 30 ou
80 vezes mais, respectivamente, em relacdo ao tratamento de 24 horas de
molhamento foliar. Berger & Hanson (1963) estudaram o efeito do periodo de
molhamento foliar em Trifolium pratense sobre a intensidade da cercosporiose,
causada por C. zebrina, a 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 120 ¢ 144 horas de
molhamento foliar a 24°C. Apéds 14 dias, a severidade da doenga foi nula com 0
e 12 horas e maxima com 144 horas. Para o patossistema Cercospora
heliotropii-bocconii e Heliotropium europaeum tanto a incidéncia quanto a
severidade da doenga aumentaram com o aumento do periodo de molhamento
foliar de 8 para 72 horas (HASAN et al., 1995), porém nao foi estudada a
interacdo com a temperatura.

Para o processo de infec¢do de C. carotae, a temperatura ¢ a duragéo do
periodo de molhamento foliar mostraram-se essenciais para a ocorréncia da
doenga em camaras de crescimento. Carisse & Kushalappa (1990) observaram
ser 24 horas de molhamento foliar o tempo minimo necessario para a doenga
ocorrer, associado a faixa de temperatura entre 20 a 28°C. De 12 para 24 horas,
o numero de lesdes aumentou devagar, porém, quando o periodo de molhamento
foliar foi de 48 e 72 horas, o progresso foi rapido. O maximo de lesdes foi
observado no tratamento de 96 horas de molhamento foliar a 16, 20, 24 ¢ 28°C.

Em C. asparagi foi observado relagdo direta entre horas de molhamento
foliar ¢ intensidade da doenga (COOPERMAN & JENKINS, 1986). Berger &
Hanson (1963) observaram aumento da severidade da doenga quando ocorria
exposicdo a alta umidade apds a inoculagdo e durante o periodo de infecgdo, e
segundo os autores, isso ocorreu provavelmente devido ao aumento do contetuido
de agua nos tecidos vegetais ou a presenca de alta umidade relativa em torno dos

tecidos, favorecendo a dispersdo do patogeno no hospedeiro. Para a infeccdo de
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C. asparagi ocorrer foi necessario a presenca de dgua livre e temperatura 6tima,
a 35°C a doenca ndo ocorreu.

O periodo de molhamento foliar ¢ um dado importante, o qual foi usado
em muitos sistemas de previsdo de doenga, isso porque o risco de epidemias de
varias doengas foliares ocorrer, esta diretamente relacionada com a durag¢do dos
periodos de agua livre presente na superficie das plantas cultivadas (HUBER &
GILLESPIE, 1992; MARCUZZO et al., 2009). O molhamento foliar tem sido
também usado em estudos de trocas gasosas da fotossintese e da transpiragdo
(ISHIBASHI & TERASHIMA, 1995; HANBA et al., 2004; LETTS &
MULLIGAN, 2005).

A cercosporiose por ser uma doenca foliar, causa distirbios fisioldgicos
na planta, como por exemplo, o amarelecimento das folhas, a reducdo da area
fotossintética e a queda de folhas. O amarelecimento das folhas deve-se a
reducdo dos teores de clorofila, presentes nos tecidos, causados pelo patdgeno ¢
de acordo com os resultados obtidos, observou-se, independente dos
tratamentos, na area infectada com o patdégeno, os teores das clorofilas a, b ¢
total foram sempre inferiores as folhas sadias. Isso deve-se provavelmente, ao
fato da destrui¢@o da clorofila ou dos cloroplastos na regido do halo amarelado
presente nas lesdes de cercosporiose (REZENDE et al., 2011).

Com relagdo a correlagdo negativa entre fotossintese e Ci e entre
temperatura e Ci, implica que provavelmente a rubisco estava funcional, pois o
carbono interno estava sendo consumido para a realizagio da fotossintese, sendo
favorecida pelo aumento da temperatura. A correlagdo positiva entre
condutancia estomatica e transpiragdo, ¢ justificada, pois, com os estdmatos
abertos a transpira¢@o ocorre também por esta via.

O CO, e o vapor de 4gua sdo trocados através do mesmo poro
estomatico, com 1isso, o conhecimento sobre a relacdo entre fotossintese,

crescimento vegetal e produtividade sdo necessarios, a fim de definir melhor as
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estratégias para a adog@o de procedimentos de producdo sustentdvel. Os danos
causados pela deficiéncia hidrica na atividade fotossintética das plantas
culminam com o fechamento dos estdmatos, acarretando em alteragdes no
metabolismo fotossintético (OREN et al., 1999). Quando a deficiéncia hidrica
ocorre durante a fase de reproducdo, os efeitos sdo ainda mais desastrosos para a
planta, causando ndo apenas o abortamento dos frutos, mas também a perda das

folhas e a consequente queda drastica de produgao (ENDRES et al., 2010).

5 CONCLUSAO

Como demonstrado neste trabalho, a interacdo da temperatura com o
molhamento foliar, interferem no progresso da doenca, na incidéncia e na
severidade da doenca e também em variaveis fisiologicas do cafeeiro, podendo
acarretar em perdas de produ¢@o e comprometimento da lavoura. Nas condi¢des
estudadas, o progresso tanto da incidéncia quanto da severidade da doenga foram
maiores na temperatura de 25°C e 72 horas de molhamento foliar, enquanto a
incidéncia e a severidade foram maiores nas condi¢des de 25°C ¢ 48 horas de
molhamento foliar e a fotossintese foi sempre menor nas folhas sintomaticas.
Estudos como este, sdo importantes em programas de alerta fitossanitario e

também sdo essenciais para o conhecimento da epidemiologia da doenga.
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CONSIDERACOES GERAIS

A presenca de doengas na cafeicultura acarreta em queda de producio e
consequente prejuizos ao produtor. A importincia da cercosporiose tem
aumentado nos ultimos anos, principalmente devido a migra¢ao territorial que a
cultura vem sofrendo no Brasil, sendo plantada em regides antes consideradas
impréprias ao cultivo de culturas perenes, em latossolos, com alto nivel de
insolagdo e déficit hidrico para o cafeeiro, além da busca por maior
produtividade, mas com o uso de cultivares suscetiveis e desenvolvidas ha
décadas.

Este trabalho contribuiu para esclarecer o efeito das varidveis
ambientais, temperatura, intensidade luminosa ¢ molhamento foliar, e suas
interagdes em Cercospora coffeicola e na cercosporiose do cafeeiro. Como
demonstrado, tais varidveis interferem na ocorréncia e no progresso da doenca,
além de afetar as variaveis fisiologicas do cafeeiro (Coffea arabica), acarretando
diretamente em perdas de producdo e comprometimento da lavoura. Para
desenvolver eficientes taticas de manejo, tais variaveis e seus efeitos, devem ser
considerados.

Mais estudos com este patossistema precisam ser realizados e a busca
por cultivares resistentes desenvolvidas, mas enquanto isso, para o manejo da
doenga, pode-se manusear medidas simples como a nutrigdo mineral, realizar
plantios consorciados com arvores ou outras culturas, alterar o espacamento nas
linhas e entre linhas de plantio, objetivando promover sombreamento na lavoura.
Pode-se também trabalhar a parte da irrigacdo, evitando-se a deficiéncia hidrica.
Medidas como estas, podem auxiliar no manejo da cercosporiose, otimizando o
emprego de defensivos, reduzindo o impacto ambiental, gerando
responsabilidade social de forma a aumentar a produtividade ¢ a qualidade da

bebida, contribuindo para a comunidade, a qual beneficia-se da cultura.



