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RESUMO

A crescente demanda por alimentos produzidos de forma mais sustentavel impulsiona a busca
por medidas alternativas de manejo de doencas em cultivos agricolas, como na cultura do
cafeeiro (Coffea arabica). No entanto, sua produgdo pode ser afetada pela ocorréncia da
cercosporiose, doenca causada pelo fungo Cercospora coffeicola. Uma medida promissora € a
ativacdo de mecanismos de defesa da planta por meio da aplicagdo de micro e
macronutrientes. Este estudo objetivou avaliar o efeito de aplicacdo de nutrientes contendo
diferentes doses de cobre, conjuntamente com calcio, magnésio e suas combinagdes, no
manejo da cercosporiose em plantas de cafeeiro. Foram realizados experimentos em
condi¢gdes de casa de vegetagdao com o cultivar Catuai Vermelho IAC 144. Os tratamentos
aplicados foram constituidos por um controle negativo (sem aplicagdo de nutrientes), um
controle positivo (fungicida: piraclostrobina e fluxapiroxade) e seis combinagdes de sulfato de
cobre pentahidratado (Cu) associados ao 6xido de magnésio (Mg), 6xido de célcio (Ca), e
oxido de calcio e oxido de magnésio (CaMg) nas proporgdes de 4:1 e 2:1 (4Cu:1Ca;
4Cul:Mg; 4Cu:1CaMg; 2Cu:1Ca; 2Cu:1Mg; 2Cu:1CaMg). As plantas foram inoculadas com
C. coffeicola sete dias apds a aplicacdo dos tratamentos. Posteriormente avaliou-se o
progresso da doenca e a atividade de enzimas de defesa fenilalanina amoénia-liase (PAL),
peroxidase (POX) e superoxido dismutase (SOD) nos periodos de 6, 24, 48 ¢ 72 horas apoOs
inoculacdo (hai). Adicionalmente, foram analisados os teores de lignina solivel, compostos
fenodlicos totais, clorofila a e b, ap6s 15 dias da aplicagdo. Os resultados indicaram que a
aplica¢do dos nutrientes resultou na redu¢do do progresso da doenga, ressaltando o tratamento
4Cu:1Ca. Além disso, houve aumento na atividade da enzima POX nos tempos avaliados e da
enzima PAL apenas 6 hai. A atividade da enzima SOD foi significativamente semelhante nos
tratamentos. Observou-se diferenga entre a intera¢do de calcio e magnésio ao avaliar os teores
de lignina, entretanto esta diferenca ndo foi constatada nos teores de compostos fenolicos
totais nem nos teores das clorofilas. Esses resultados sugerem que a aplicagdo de nutrientes
pode desencadear respostas de defesa nas plantas, incluindo o acumulo de lignina, que
fortalece as paredes celulares e auxilia na resisténcia de plantas a patdogenos.

Palavras-chave: Café. Fitossanidade. Mecanismos de defesa. Enzimas antioxidantes. Micro e
macro nutrientes. Lignifica¢do.



ABSTRACT

The growing demand for sustainably produced food is driving the search for alternative
measures for managing diseases in agricultural crops, such as in coffee cultivation (Coffea
arabica). However, its production can be affected by the occurrence of cercosporiosis, a
disease caused by the fungus Cercospora coffeicola. A promising measure is the activation of
plant defense mechanisms through the application of micro and macronutrients. This study
aimed to evaluate the effect of applying nutrients containing different doses of copper,
together with calcium, magnesium, and their combinations, in the management of
cercosporiosis in coffee plants. Experiments were conducted under greenhouse conditions
using the Catuai Vermelho IAC 144 cultivar. The applied treatments consisted of a negative
control (without nutrient application), a positive control (fungicide: pyraclostrobin and
fluxapyroxad), and six combinations of pentahydrated copper sulfate (Cu) associated with
magnesium oxide (Mg), calcium oxide (Ca), and calcium oxide and magnesium oxide
(CaMg) in the proportions of 4:1 and 2:1 (4CulCa; 4CulMg; 4CulCaMg; 2CulCa; 2CulMg;
2CulCaMg). The plants were inoculated with C. coffeicola seven days after the application of
treatments. Subsequently, the disease progress and the activity of defense enzymes
phenylalanine ammonia-lyase (PAL), peroxidase (POX), and superoxide dismutase (SOD)
were evaluated at 6, 24, 48, and 72 hours after inoculation (hai). Additionally, the levels of
soluble lignin, total phenolic compounds, chlorophyll a and b were analyzed at 15 days after
application. The results indicated that the application of nutrients resulted in a reduction in the
disease progress, with the treatment 4CulCa standing out. Additionally, there was an increase
in the activity of the POX enzyme at the evaluated time points, and an increase in PAL
enzyme activity only at 6 hai. The SOD enzyme activity was significantly similar across
treatments. Differences were observed in the interaction of calcium and magnesium when
evaluating lignin levels, although this difference was not observed in total phenolic compound
levels nor in the levels of chlorophyll. These results suggest that the application of nutrients
can trigger defense responses in plants, including the accumulation of lignin, which
strengthens cell walls and assists in plant resistance to pathogens.

Keywords: Coffee. Plant health. Defense mechanisms. Antioxidant enzymes. Micro and
macro nutrients. Lignification.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ uma das commodities mais importantes do mundo devido aos seus beneficios
econdmicos, sociais € ambientais. Cerca de 70% do café consumido globalmente pertence a
espécie Coffea arabica, cultivada nas Américas e em algumas regides altas da Africa e Asia
(OIC, 2023). Os outros 30% do consumo sdo da espécie C. canephora. No Brasil, a area
cultivada com café ardbica ¢ estimada em 1.809,98 mil hectares, o que corresponde a quase
80% da area total destinada a produgdo de café. O estado de Minas Gerais possui a maior area

plantada, com 1.316,59 mil hectares (CONAB, 2023; OIC, 2023).

A doenca cercosporiose causada pelo fungo Cercospora coffeicola (BERK; COOKE,
1881) ¢ um dos principais fatores limitantes da produtividade na cafeicultura mundial
(POZZA, 2021). Esta doenca estd presente em todas as areas de producdo e causa perdas
significativas, variando entre 20 a 30% da producdo total. Além disso, o controle
convencional desta doenga gera até 20% de custos adicionais para os produtores (PEREIRA et
al., 2008). Por isso, ¢ importante desenvolver medidas preventivas com o objetivo de reduzir
os danos causados pela cercosporiose (ALZATE, 2015; RAMOS et al., 2022; ZAMBOLIM,
2016).

Promover a inducdo da resisténcia das plantas ¢ uma estratégia eficaz para manter
baixa incidéncia de doencas na cafeicultura, especialmente na agricultura organica. Essa
técnica visa estimular as defesas das plantas, alterando sua composi¢ao quimica, mudando sua
anatomia e morfologia dos tecidos (POZZA; POZZA, 2012). Um exemplo é o espessamento
das paredes celulares por acimulo de lignina, suberina calosa e glicoproteinas ricas em

hidroxiprolina (GRPH) (SATUA; CARMONA, 2021) que reduz a infecgdo por patdogenos.

A disponibilidade de nutrientes, especialmente micronutrientes, desempenha um papel
crucial na protecdo das plantas contra patogenos, sendo necessdrios para o bom
funcionamento do sistema de defesa vegetal, participando da sintese de enzimas e proteinas
que fortalecem o sistema de defesa vegetal, como as enzimas antioxidantes que combatem o
estresse oxidativo causado por patdgenos (BEDIN, 2018; PES; ARENHARDT, 2015).
Também atuam na bioquimica e na fisiologia das plantas, estimulando a producao de
compostos organicos, como os fendis, além da lignina que fortalecem as paredes celulares,
dificultando a infeccdo de patdgenos, reduzindo sua capacidade de colonizar a planta

(DEMIRBAS, 2004; L1U; LUO; ZHENG, 2018; ZAMBOLIM; VENTURA, 1993).
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Virios estudos tém abordado a eficacia de nutrientes, como célcio, magnésio e cobre,
no manejo de doencas em plantas. O cobre desempenha papel fundamental nas células
vegetais, participando de reagdes de oxido reducdo como a fungdo dos citocromos na
fotossintese e exercendo fungdes essenciais no metabolismo, protecdo contra o estresse
oxidativo e catalisando reacdes enzimaticas. A maior parte do cobre nas plantas estd ligada a
proteinas, como a enzima CuZn superoxido dismutase (CuZnSOD), e outras moléculas
complexas, desempenhando um papel importante na estabilidade e atividade (BROADLEY et
al., 2012). O calcio (Ca) possui importante papel na estabilidade da parede celular e atua
como mensageiro secundario na transmissao de sinais bidticos e abidticos (STEINHORST;
KUDLA, 2014). O magnésio, por sua vez, ¢ um nutriente essencial, presente na lamela média
e componente chave da molécula de clorofila. Além de seu papel estrutural, o magnésio
também esta envolvido em diversas reagdes, como a fotossintese, respiragao celular, a sintese
de DNA ¢ RNA, e atua como um cofator de muitas enzimas (MARSCHNER, 2012). Todos
esses processos estdo relacionados a ocorréncia de doengas e também influenciam as
respostas de defesa da planta contra os patdégenos (FUIIKAWA ef al., 2021; IMADA et al.,
2016; TANG; LUAN, 2017).

O objetivo desse estudo ¢ verificar se a aplicagdo de nutrientes apresenta potencial de
diminuir a cercosporiose em mudas de cafeeiro. Além disso, analisar como esses tratamentos
podem ativar as respostas de defesa da planta, por meio da quantificagdo de enzimas
envolvidas na ativagdo de antioxidantes e de rotas metabdlicas como a lignificacdo e

compostos fenolicos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do café

O café pertence a familia botanica Rubiaceae (GBIF, 2021; KRISHNAN et al., 2015),
e do género Coffea que engloba mais de cem espécies, sendo Coffea arabica e C. canephora
as espécies com maior importancia economica., (FERREIRA et al., 2019). C. arabica ¢ uma
espécie tetraploide (2n = 4x = 44) resultante da hibrida¢ao natural entre C. canephora e C.
eugenioides, ambas especies diploides (2n = 2x = 22) (CHARRIER; BERTHAUD, 1985;
LINO et al., 2021).
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Atualmente, a cultura do café estd presente em uma faixa geografica localizada entre
os dois tropicos, abrangendo regides tropicais da América do Sul (Brasil e Colombia), Asia,
Oceania, Africa, América Central e México (FERREIRA et al., 2019; ICO, 2016). O café
representa um produto agricola que se destaca no comércio e economia internacional e
nacional. (LINO et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2013). No mundo aproximadamente 170
paises sdo produtores de café, e na atualidade, principalmente o 70% do café consumido
mundialmente ¢ proveniente de paises como Brasil, Vietna, Colombia e Indonésia. Por sua
vez, os principais paises consumidores incluem Estados Unidos, Unido Europeia, Brasil e
Japdo, que juntos respondem por dois tercos da demanda global por café (ALMEIDA;
SPERS, 2020; LINO et al., 2021; SILVA et al., 2018).

No Brasil, estima-se cerca de 1.481 mil ha de café no pais, distribuidas por 1.950
municipios (CONAB, 2023; OIC, 2023). Minas Gerais ¢ o estado responsavel por
aproximadamente metade da producdo de café no pais, sendo a espécie mais relevante
economicamente C. arabica. Algumas das cultivares de C. arabica tradicionalmente
plantadas no pais incluem Bourbon, Catuai, Catucai e Mundo Novo (CONAB, 2023; LINO et
al., 2021; MONTEIRO; FARAH, 2012).

A produgdo de café segue um ciclo bienal, no qual as plantas apresentam uma safra
mais abundante em um ano e uma safra reduzida no ano seguinte, devido ao alto consumo de
nutrientes durante a producdo dos frutos. Esse desequilibrio nutricional durante os anos de

alta producao pode tornar as plantas mais suscetiveis a doengcas (MESQUITA et al., 2016).

A susceptibilidade na espécie C. arabica a doencas ¢ devido a sua base genética
estreita, que estd associada a autogamia resultando em uma menor variabilidade genética
dentro da espécie (CAIXETA; PESTANA; PESTANA, 2015). Esse fato pode dificultar o

melhoramento das plantas e os genes de resisténcia a doencas (DE MELO et al., 2021).

2.2 Cercospora coffeicola

O fungo Cercospora coffeicola ¢ o agente etioldogico da cercosporiose na cultura do
café (BERK; COOKE, 1881). Pertencente a familia Mycosphaerellaceae, ordem Ascomycota
(Index fungorum, 2020), este fungo pode se disseminar por meio de fatores biodticos e
abidticos (CONAB, 2023; OIC, 2023). A infec¢do ocorre quando as condi¢des necessarias
sao favoraveis, como umidade adequada e temperatura ideal de 24°C (COELHO et al., 2011;
CUSTODIO et al., 2011; SOUZA et al., 2019). Os esporos do patéogeno emitem o tubo

germinativo que penetram as folhas através dos estdmatos (COELHO et al., 2011;
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ECHANDI; AGRICULTURA) ou diretamente nas folhas (CASTANO, 1956; COELHO et al.,
2011; PAULA et al., 2015; SOUZA et al., 2011). Uma vez dentro da planta, C. coffeicola
coloniza as camaras subestomaticas ou ferimentos e invade os tecidos adjacentes, onde o
fungo produz os conidios, iniciando assim o ciclo da doenga CASTANO, 1956; COELHO et
al., 2011).

Os sintomas da doenca nas folhas do cafeeiro sdo caracterizados por pequenas
manchas necrdticas, constituidas por um centro de cor clara circundado por um anel marrom e
bordas amarelas. No entanto, existem casos atipicos em que as lesdes sdo escuras sem
apresentar o halo amarelado (LAGE DE et al., 2016). A medida que as manchas aumentam de
tamanho elas se tornam necroticas. Além das folhas, o fungo pode infectar os frutos,
resultando em aceleracdo do amadurecimento, queda prematura dos frutos e reducdo da sua

qualidade em termos fisicos como organoléticos da bebida (PAULA et al., 2015).

Durante o processo da doenca, Cercospora produz uma fitotoxina chamada
cercosporina, que apresenta ativacdo fotoquimica. Exposta a luz, essa molécula absorve a
energia ¢ ¢ convertida em um estado ativado energeticamente, em seguida reage com o
oxigénio, resultando na geragdo de espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio molecular
('O,) e superoxido (O,”) (DAUB; EHRENSHAFT, 2003; LAGE DE et al., 2016). Essas
espécies reativas de oxigénio desempenham um papel importante na colonizagdo e

desenvolvimento do fungo nas folhas.

Em sentido oposto, a planta hospedeira também desempenha um papel na regulacao do
desenvolvimento e crescimento do fungo através por produzir sinais quimicos, como
acucares, compostos fenolicos e metabolitos volateis, bem como sinais fisicos. Esses sinais

podem afetar o crescimento do fungo nas superficies das folhas (DEAN, 1997).

2.3 Controle das doencas do cafeeiro

No controle das doengas no cultivo do café, varias estratégias sdo adotadas, incluindo
o uso de cultivares resistentes, o controle fisico, controle cultural, e controle quimico. No
entanto, na produgdo de café organico, o uso de produtos orginicos no Brasil estd sujeito a
leis e regulamentos, de acordo com a Lei n°. 10.831, de 23 de dezembro de 2003, no art. 1° o
sistema organico de producdo proibe o uso de substincias sintéticas em qualquer fase do
processo produtivo, processamento, armazenamento, distribuigdo e comercializagdo

(BRASIL, 2021, 2003).
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Essas regulamentagdes visam assegurar que o caf¢ organico seja produzido de acordo
com praticas sustentaveis e que atendam aos requisitos de certificagdo organica. Portanto, os
produtores de café organico devem seguir métodos de controle de doengas que estejam de
acordo com tais regulamentacdes, procurando utilizar alternativas naturais e sustentaveis.

Nesse contexto, uma das opg¢des viaveis € a aplicacdo de insumos minerais (NCAT, 2019).

Os micronutrientes apesar de serem usados em menor quantidade que os
macronutrientes, desempenham um papel fundamental na indugdo de resisténcia, sendo
responsaveis pela ativagdo enzimatica (MARTIN; MARSCHNER, 1988; HUGER, et al.,
2012). Um dos nutrientes minerais amplamente utilizados no manejo de plantagdes
suscetiveis a doengas ¢ o cobre. O cobre atua em rotas metabolicas para a produgdo de
compostos de resisténcia a penetragdo do patdégeno (GUO et al., 2010), e diretamente como
fungicida e bactericida dependendo de doses e fontes utilizadas (CARVALHO; CUNHA;
SILVA, 2011).

O cobre € absorvido pela planta na forma de cation Cu**, desempenha uma fungo na
ativacao de enzimas em diversos processos fisioldgicos. Por exemplo, o cobre presente nas
isoenzimas como a superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), desempenham um papel
importante como sistemas de varredura para neutralizar os radicais de oxigénio toxicos,
protegendo assim as membranas. Além disso, estd envolvido na formacdo da parede celular,
sintese de DNA e RNA e metabolismo de proteinas (KIRKBY; ROMHELD, 2007). Também
atua na resisténcia das plantas as doencas (POZZA; POZZA, 2012; POZZA; POZZA, 2023).

Nos produtos a base de sulfato de cobre, sdo adicionados 6xidos basicos, como o
oxido de calcio (CaO) e o 6xido de magnésio (MgO). Esses produtos sdo escolhidos por sua
capacidade de tolerar metais pesados e neutralizar a acidez do meio (CESARINO et al.,
2012). O calcio (Ca), ¢ um elemento que desempenha um papel estrutural na planta, sendo
componente da parede celular, membrana celular, participa na divisdo celular e alongamento,
além de servir como mensageiro secundario em respostas de defesa, participa no balango
cation-anion e em processos de secrecio (HAWKESFORD et al., 2012). Por outro lado, o
magnésio (Mg) ¢ um elemento nutricional fundamental da molécula de clorofila, ¢ também
essencial para o funcionamento das células nas plantas pois ativa a maioria das enzimas
vegetais necessarias para o crescimento, a0 mesmo tempo que contribui para a sintese de

proteinas, fosforilagio e fotossinteses (ALVARO, 2020; HAWKESFORD et al., 2012).
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2.4 Mecanismos de defesa das plantas

As plantas desenvolveram uma série de estratégias de defesa para proteger-se contra
patogenos, estes mecanismos incluem barreiras estruturais, € a produgdo de compostos de
defesa pré-formados. Esses mecanismos de defesa incluem receptores que reconhecem as
classes de patdogenos por meio de elicitores patogénicos ou sinais de estresse, os quais
posteriormente geram respostas de defesa induzidas e nas respostas de sinalizacdo de defesa,

culminando na resisténcia do hospedeiro (ZHANG et al., 2020).

A resisténcia no hospedeiro, refere-se a capacidade das plantas em resistir ou limitar o
crescimento e disseminac¢do de patdgenos. Essa resisténcia ocorre de diversas maneiras, como
a ativacdo de mecanismos de defesa, a indu¢ao de respostas de sinalizagdo, reducdo de

compostos antimicrobianos e a modifica¢do da estrutura celular (JONES; DANGL, 2006).

As barreiras de defesa das plantas apresentam trés linhas: na primeira linha, as plantas
utilizam barreiras fisicas, que incluem a cuticula das folhas, compostas por cutina e ceras, € a
parede celular, composta por celulose, hemicelulose, pectina e proteinas (SOMERVILLE et
al., 2004; TABASSUM; BLILOU, 2022). Esses compostos atuam como barreiras

extracelulares, impedindo a penetracao e colonizacao de patdégenos (MIEDES et al., 2014).

Na segunda linha de defesa, ¢ composta por metabdlitos secundarios, como proteinas
antimicrobianas e substancias quimicas, como fitoanticipinas. Essa resposta ¢ ativada quando
um organismo invade o apoplasto e libera enzimas que degradam a parede celular
(OSBOURN, 1996; TABASSUM; BLILOU, 2022; TIERENS et al., 2001). O acimulo de
acido salicilico (SA) nesse espago resulta em mudangas no pH, criando um gradiente que
desencadeia a ativagdo de sinais de oxigénio reativo (EROs) e componentes moleculares
associados a danos (DAMP) (LIM et al., 2020). Esses sinais podem ser detectados por células
vizinhas, estimulando a sintese de fitoalexinas, que tém a funcao de inibir o metabolismo do

patégeno (RANATHUNGE; STEUDLE; LAFITTE, 2005).

A terceira linha de defesa ¢ ativada quando os fitopatdgenos quebram as barreiras
estruturais e atingem os apoplastos. Neste tipo de interacdo planta-patégeno, a defesa segue
um modelo de trés etapas conhecido como modelo zig-zag. Essas etapas incluem a imunidade
desencadeada pelo padrio molecular associado ao patogeno (PAMP) (PAMP-triggered
immunity, PTI), a suscetibilidade desencadeada por efetores (effector-triggered susceptibility,
ETS) e imunidade desencadeada por efetores (effector-triggered immunity, ETI), sendo este

modelo proposto por Jones e Dangl (2006).
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Na defesa das plantas, no PTI ¢ detectada a presenca de patogenos e
consequentemente, a sobreposicao na sinalizagdo imunoldgica ¢ mediada por receptores
imunologicos intracelulares (PRR), localizados na superficie da célula vegetal (NGOU et al.,
2021; YUAN et al., 2021), que quando sdo detectados por receptores, geram varias alteragdes
moleculares e fisiologicas (GAO et al., 2021; JONES; DANGL, 2006). Esses receptores
envolvem processos como o acumulo de Ca?', ativagdo proteino-quinases ativadas por
mitogenos (MAPK), producao de EROs, regulacdo transcricional e deposicdo de barreiras

fisicas para fortalecimento celular (GAO et al., 2021; KLYMIUK et al., 2021).

Ao ocorrer uma infeccdo fingica em uma planta, varias proteinas relacionadas a
patogénese (PRPs) sdo acionadas, as quais sdao pegas fundamentais no sistema de defesa das
plantas contra patdgenos. Essas proteinas tém fung¢des essenciais na resposta imunologica das
plantas e na ativacdo de mecanismos de defesa. Dentre essas enzimas, se encontram as
peroxidases, enzimas envolvidas na produ¢do de espécies reativas de oxigénio (EROs), como
o perdxido de hidrogénio (H202), que podem ter efeitos toxicos sobre os fungos. No entanto,
para manter as EROs em niveis compativeis com o hospedeiro, ocorre a produ¢do de enzimas
relacionadas a detoxificagdo de compostos toxicos gerados durante a interagdo planta-fungo.
Entre as enzimas antioxidantes incluem-se a superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1),
peroxidase (POX, EC 1.11.1.X), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) (AGRIOS, 2005; CARVAJAL,
2019).

Além disso, o reconhecimento de moléculas por meio dos receptores de
reconhecimento padrdo provoca a ativacdo de varios metabolitos secundarios. Foram
estabelecidos diversos critérios para classificar os compostos secundarios, devido a sua
complexidade na area de imunidade das plantas, incluindo aspectos relacionados a sua sintese,
fitoquimicos envolvida na defesa, producdo de fitoalexinas, fitoanticipinas, sintetizacao de
precursores comuns para a sinalizagdo celular, e formagdo de estruturas de defesa e

mecanismos de acdo (ANJALI et al., 2023).

2.5 Ativacao de inducio de resisténcia por nutrientes

Nutrigdo mineral balanceada possui papel crucial no metabolismo, crescimento e
desenvolvimento das plantas, além de influenciar a resisténcia a doengas em diferentes niveis
(LAGE DE et al., 2016; POZZA; POZZA, 2012; TIERENS et al., 2001). Alguns nutrientes
como o cobre, cdlcio e magnésio, possuem fung¢do no sistema de defesa nas plantas,

promovendo a lignificagdo, fortalecimento da parede celular formagao de papilas, estimulo a
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explosdo oxidativa, acimulo de fitoalexinas e a ativagdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRP), como quitinases, 3-1,3-glucanase e peroxidases (LIANG; ZHANG, 2018;
POZZA; POZZA, 2012; ZAMBOLIM; VENTURA, 1993).

Os nutrientes aplicados de maneira foliar entram em contato com o polimero de
lignina presente nas paredes das cé€lulas vegetais. Esse polimero possui grupos funcionais,
como hidroxila, carboxila, que tem como funcdo a prote¢do e sele¢do de substancias (LIU;
LUO; ZHENG, 2018). A presenca de estes grupos permite interacdes fisicas e quimicas com
outras moléculas, uma fun¢do ao se ligar a varios ions e formar liga¢des cruzadas com outros
compostos, fortalecendo a estrutura da parede celular e tornando-a menos permedvel a agentes
externos. Assim ao interagir a lignina da parede celular com o Cu * (BHUIYAN et al., 2007,
DEMIRBAS, 2004), reduz a concentragdo da molécula no citoplasma e liga a molécula na

parede celular para estimular o acimulo de lignina (LIU; LUO; ZHENG, 2018).

O cobre, como micronutriente ¢ sendo um metal pesado, ao entrar em contato com a
parede celular, estimula a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como os
radicais de superoxido (O, ), peréxido de hidrogeno (H,0,) e radicais hidroxilo (OH™)
(FOYER et al., 1997; HENRY; YADETA; COAKER, 2013; IMADA et al., 2016; LEUNG et
al., 2014). Desta forma, as EROs podem servir como sinalizagdo para a sintese de compostos
fenolicos. Por outro lado, os compostos fendlicos participam da elimina¢do da EROs, doando
elétrons ou hidrogénios para neutralizar as EROs, e assim evitar danos estruturais devido a
superproducao de EROs, os fendis também podem atuar como agentes captadores de radicais
livres (BABU et al., 2003; CHEYNIER et al., 2013; KOVACIK; BACKOR, 2007). As EROs
desempenham um papel na ativacdo de respostas sistémicas e locais de defesa, como a
inducdo de genes proteicos relacionados a patogénese (PR) (HENRY; YADETA; COAKER,
2013; IMADA et al., 2016).

O célcio desempenha um papel crucial no fortalecimento da resisténcia vegetal (GUO
et al., 2010), permitindo a seletividade e integridade das membranas como um cation
divalente (Ca'™) (JONES; LUNT, 1967; TYAGI et al., 2022). Igualmente, o calcio esta
relacionado no aumento das atividades de enzimas antioxidantes, que desempenham um papel
na estabilizagdo do acumulo excessivo de EROs (CARAFOLI; CROMPTON, 1978; LIANG;
WANG, 2013; LIANG; ZHANG, 2018). O célcio também atua como mensageiro no citosol,

desempenhando um papel importante na transducao de sinais no metabolismo fisiologico e
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bioquimico vegetal (BUSH, 1995; DOLATABADIAN et al., 2013; HEPLER, 2005; LIANG;
ZHANG, 2018).

No que diz respeito ao magnésio nas células, ele ¢ reconhecido como um nutriente
essencial, sendo um componente da lamela média e constituinte da molécula de clorofila.
Além disso 0 magnésio atua como cofator de uma ampla gama de enzimas (TANG; LUAN,
2017), e se relaciona na reagdo de transferéncia de energia, respiracao, € na formagao DNA e

de RNA (GAO et al., 2021).

No ingresso dos nutrientes ao citoplasma celular, se tem identificadas varias familias
de proteinas nomeadas como canais de ions e outros transportadores que contribuem para o
transporte de Ca>" e Mg*" através de membranas plasmaticas e membranas intracelulares. A
coordenacdo desses sistemas de transporte, tanto em nivel celular e vegetal, regula a nutricao
de Ca* e Mg e assegura o controle adequado do Ca?* como segundo mensageiro em
resposta a diversos sinais ambientais e de desenvolvimento (TANG; LUAN, 2017). Estes
macronutrientes também foram classificados como elicitores que estimulam o refor¢o de
defesa por meio das respostas de defesa de plantas (DEWEN et al., 2017; FUIIKAWA et al.,
2021), pode se mencionar a aplicagdo foliar de 6xido de metal como MgO ou CaO, os quais

induziram respostas de defesa (IMADA et al., 2016).

2.6 Biossintese da lignina

Sob estresse em plantas, ocorre um aciimulo significativo de lignina na parede celular,
com um acumulo de ions de hidrogénio (H") (FERRAZ; PAULO, 2019). A biossintese ¢ a
acumulacdo de lignina, forma uma barreira protetora basica contra a disseminacdo de
patogenos, reduzindo a agdo de enzimas e toxinas fungicas (LIU; LUO; ZHENG, 2018;
MIEDES et al., 2014; SANTIAGO; BARROS-RIOS; MALVAR, 2013; YU et al., 2021).

A sintese da lignina ocorre através da via dos fenilpropanoides, que compreende trés
processos principais: (i) biossintese de monomeros da lignina, (ii) transporte (iii) e
polimerizacdo. A fenilalanina ¢ a molécula que promove a biossintese de lignina, essa
molécula ¢ desanimada pela enzima fenilalanina amoni-liase (PAL, EC 4.3.1.24), gerando
acido cinamico. Apds ocorrem uma série de etapas, incluindo hidroxilacdo, metilagdo e
reducdo, que resultam na formacdo dos monomeros de lignina (4lcool sinalico unidade S;
alcool coniferyil unidade G y p-dlcool coumarina unidade H) no citoplasma. Esses

monomeros sdo transportados para o apoplasto por meio das enzimas peroxidase (POX, EC
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1.11.1.X) e lacase (LAC, EC 1.10.3.2). E finalmente, a lignina ¢ polimerizada na parede
celular secundaria (FERRAZ; PAULO, 2019; LIU; LUO; ZHENG, 2018).

A fenilalanina amonia-liase (PAL), presente no primeiro passo da biossintese dos
fenilpropanoides, catalisa a desaminagdo da fenilalanina em &cido cinamico, e juntamente
com C4H (Cinamato-4-hidroxilase) e adcido 4-cumadrico: CoA ligase (4CL), € essencial para a

sintese de todos os fenilpropanoides (BHUIYAN et al., 2007).

A enzima cinamil alcool desidrogenase (CAD, EC 1.1.1.195) catalisa o ultimo estagio
da sintese da lignina, converte os aldeidos em monolignéis (cumarilico, coniferilico e
sinapilico) (CHABANNES et al, 2001). A formag¢ao do alcool p-cumarilico (lignina H)
requer a atividade das enzimas PAL, C4H, 4CL, CCR e CAD. Ja a sintese do alcool
coniferilico (lignina G) requer essas cinco enzimas, além de HCT, C3H e CCoAOMT. E para
sintese do alcool sinapilico (lignina S) requer as dez enzimas mencionadas, mais F5H e

catecol O-metiltransferase (FERRAZ; PAULO, 2019).

A oxidagdo dos monolignois ¢ mediada pela enzima peroxidase (POX, EC 1.11.1.7),
que utiliza o perdxido de hidrogénio como substrato (MIEDES et al., 2014). Apos a oxidagao
dos monoligndis ocorre a polimerizacdo, etapa final da biossintese da lignina, depositada nas
paredes celulares vegetais (GUO et al, 2010). Embora ascorbato, glutationa, tocoferol e
carotenoides possam eliminar as EROs de forma ndo enzimadtica, enzimas como superoxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.X), ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT) sdao mais
eficientes neste processo (YOLCU et al., 2016). O equilibrio entre as atividades de SOD,
APX e CAT nas células ¢ crucial na regulagdo do nivel de radicais superdxido e peroxido de

hidrogénio em estado estacionario (MITTLER, 2002).

Estudos anteriores revelaram que os tratamentos com cobre afetam simultaneamente o
metabolismo da lignina e as atividades das peroxidases (POXs). Em rabanetes, por exemplo, o
tratamento com cobre inibiu o alongamento radicular, mas aumentou as atividades das POXs
cationicas e anionicas. Da mesma forma, em plantas de feijdo e arroz, o tratamento com cobre

resultou em maior producao de lignina (EI KHAING et al., 2014; LIN; CHEN; LIU, 2005).

Portanto, concordando com as afirma¢des de (MARSCHNER, 1986), a parede celular
desempenha um papel importante na resposta aos metais pesados, atuando como sequestrador
de ions. No entanto, a sintese de lignina pode ser afetada. Além disso, o calcio e 0 magnésio
também desempenham papéis significativos na acumula¢do de lignina. O cdlcio estd

associado a estabilidade da parede celular e a sintese de lignina, enquanto o magnésio ¢
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essencial para a atividade de varias enzimas envolvidas na biossintese da lignina (ALVARO,

2020; HAWKESFORD et al., 2012; JONES; LUNT, 1967; TANG; LUAN, 2017).
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Abstract

A aplicagdo de nutrientes na agricultura tem um impacto significativo na ativa¢do de mecanismos de defesa das
plantas. No cafeeiro, a cercosporiose representa um importante desafio resultando em perdas na produgédo. Desta
forma, o presente estudo, visou analisar os efeitos da aplicagdo de cobre, calcio e magnésio no manejo da
cercosporiose e nas respostas de defesa do cafeeiro. Para isso, mudas da cultivar Catuai Vermelho IAC 144
foram pulverizadas com seis combinagdes de sulfato de cobre pentahidratado (Cu) associados a oxido de
magnésio (MgO), oxido de célcio (CaO), e 6xido de calcio e 6xido de magnésio (CaMg) nas proporgdes de 4:1 e
2:1 (4CuS0O,:1Ca0; 4CuS0,:1MgO; 4CuS0,:1Ca0+MgO; 2CuS0,:1Ca0; 2CuS0,:1MgO;
2CuS0,4:1Ca0+MgO) além do controle positivo (fungicida: piraclostrobina e fluxapiroxade) e controle negativo
(plantas sem aplicacdo de produtos), totalizando oito tratamentos. Sete dias apos a aplicacdo dos tratamentos, as
plantas foram inoculadas com conidios de Cercospora coffeicola. Posteriormente foi avaliada a severidade da
cercosporiose, ¢ a atividade de enzimas de defesa fenilalanina amoénia-liase (PAL), peroxidase (POX), e
superoxido dismutase (SOD) as 6, 24, 48 e 72 horas ap6s inoculagdo (hai). Adicionalmente, foram analisados os
teores de lignina soluvel, compostos fendlicos soltiveis totais, clorofila a e b aos 15 dias apds a aplicagdo. Plantas
pulverizadas com o tratamento 4CuSQO,:1CaO apresentaram menor desenvolvimento da doenga em comparagéo
com os demais tratamentos. Além disso, esse tratamento apresentou maior atividade antioxidante apds a
inoculagdo do patogeno. Os resultados do presente estudo ressaltam a importancia de considerar a interagao entre
nutrientes no cultivo do cafeeiro para o manejo da cercosporiose, além de fornecer a resposta de defesa na planta.

Keywords Coffea arabica, Cercospora coffeicola, defesa vegetal, micronutrientes e macronutrientes.
Introducio

Uma das medidas de controle de doengas é a aplicagdo de nutrientes, que dentre as diversas formas de atuacdo,
podem ativar mecanismos de defesa da planta, o que é de grande relevancia na agricultura, especialmente na
agricultura organica. A nutri¢do equilibrada de plantas fortalece seu sistema de defesa natural, tornando-as mais
resistentes a patogenos e reduzindo a incidéncia de doengas (POZZA; POZZA, 2023). Esta estratégia pode ser
adotada no cafeeiro visando enfoque no manejo de doencas, principalmente na cafeicultura organica (GBIF,
2021). O café ¢ considerado como uma das commodities mais importantes, com produ¢do de aproximadamente
168,5 milhdes de sacas (CONAB, 2023; OIC, 2023). No entanto, a produgdo cafeeira mundial pode ser limitada
pela ocorréncia de doencas como a cercosporiose, causada por Cercospora coffeicola Berk & Cooke (DE

RESENDE et al., 2021; SOUZA et al., 2019).

C. coffeicola ¢ um fungo necrotrofico que se dispersa principalmente através de esporos e infecta diferentes
partes da planta, como folhas, e frutos (BOTELHO et al., 2019; BOTELHO SANTOS et al., 2009). A
cercosporiose causa manchas foliares caracterizadas por lesdes circulares de cor marrom, o que pode resultar em
desfolhacdo prematura, com isso causa perdas significativas na producdo, qualidade dos grios e da bebida

(BOTELHO et al., 2019; LIMA et al., 2012). O controle de C. coffeicola ¢ um desafio na produg¢ao de café, pois
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pode desenvolver resisténcia a fungicidas além de sobreviver nos restos da cultura do cafeeiro como nas folhas e
a desfolha, caule e graos (COELHO et al., 2011; LAGE DE et al., 2016; SOUZA et al., 2019; DOS SANTOS et
al., 2022).

A produgdo e qualidade do café sdo influenciadas por fatores genéticos, fisiologicos, edafoclimaticos e
nutricionais (ALVES; GUIMARAES, 2010). As situacdes de estresse, € em conjunto a nutri¢io sio fatores que
alteram a fisiologia da planta e com isso a capacidade fotossintética. A presenc¢a de clorofilas nas folhas ¢ um
dos principais fatores que determinam a eficiéncia fotossintética das plantas, estes pigmentos, sdo os
encarregados da conversdo da radiagdo luminosa em energia, na forma de ATP e NADPH (STREIT et al., 2005;
NOGUEIRA et al., 2013). Além disso, se conhece a participagdo dos nutrientes como cobre e magnésio no papel

da fotossintese (ALVARO, 2020; FERRAZ; PAULO, 2019.

O equilibrio adequado dos nutrientes minerais desempenha papel fundamental nos processos de metabolismo,
crescimento, desenvolvimento e resisténcia das plantas a doencas (BROADLEY et al., 2012; LAGE DE et al.,
2016; POZZA; POZZA, 2012). A presenca de nutrientes como o cobre, calcio e magnésio, estdo envolvidos no
fortalecimento dos mecanismos de defesa vegetal, podendo atuar nos processos de lignificagdo, explosdo
oxidativa, acumulo de fitoalexinas e ativagdo de proteinas relacionadas a detoxificagdo, como as peroxidases
(POX, EC 1.11.1.7) (ALVARO, 2020; GAO et al., 2021; GUO et al., 2010; LIANG; ZHANG, 2018). Essa
ativacdo dos mecanismos de defesa da planta, visa limitar o crescimento ou a disseminagdo do patogeno

(JONES; DANGL, 2006; TABASSUM; BLILOU, 2022; ZHANG et al., 2020).

Na ativagdo da resisténcia nas plantas, ¢ crucial compreender que a parede celular desempenha uma fungéo
primordial nesse processo, pois € nela que os nutrientes entram em contato com a planta (ANJALI et al., 2023;
FERRAZ; PAULO, 2019; LIU; LUO; ZHENG, 2018; MARSCHNER, 2012; STEINHORST; KUDLA, 2014).
Especificamente, a lignina é a molécula que pode ligar-se a ions de metais pesados, como o Cu®* ou 6xidos
metalicos, estimulando a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), por meio das peroxidases, que
atuam como sinalizadores na rota dos fenilpropandides (BHUIYAN et al., 2007; FERRAZ; PAULO, 2019;
FOYER et al., 1997; IMADA et al., 2016; LEUNG et al., 2014; LIU; LUO; ZHENG, 2018).

Na rota dos fenilpropandides, a fenilalanina ¢ a molécula precursora e a enzima fenilalanina amonia-liase (PAL,
EC 4.3.1.24), atua como catalisadora inicial ¢ responsavel da formag@o de trans-cinamato, que ¢ um composto
precursor importante na sintese de lignina, flavonoides e outros metabdlitos secundarios (AGRIOS, 2005;
BHUIYAN et al., 2007; CARVAJAL, 2019; LIU; LUO; ZHENG, 2018). Ao ocorrer uma infec¢do fingica na
planta, a rota dos fenilpropanodides é ativada juntamente com as proteinas relacionadas a patogénese (PRPs),
como sistema de defesa das plantas contra patogenos (ANJALI et al., 2023; CARVAJAL, 2019), desenvolvendo
producdo de EROs que apresentam efeitos toxicos para os fungos (TYAGI et al., 2022). No entanto, para evitar
que o nivel de EROs atinja niveis prejudiciais para o hospedeiro, ocorre a producdo de enzimas relacionadas a
destoxificacdo de compostos gerados durante a interagdo planta-fungo. Entre as enzimas antioxidantes, estdo a
superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), peroxidases, entre outras, responsaveis por manter o equilibrio redox
e proteger os tecidos vegetais contra os danos oxidativos (AGRIOS, 2005; ANJALI et al., 2023; CARVAJAL,
2019; MIEDES et al., 2014; YOLCU et al., 2016). Compreender os mecanismos subjacentes a essa forma de

resisténcia € crucial para o desenvolvimento de estratégias de manejo de doengas mais sustentaveis e eficazes,
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visando proteger as plantas contra uma ampla gama de patdgenos, especificamente aqueles que limitam a
producdo desde a diminui¢do da capacidade fotossintética do cafeeiro como a cercosporiose do cafeeiro. Neste
estudo, o objetivo ¢ analisar o uso dos nutrientes cobre, calcio e magnésio na ativagdo de respostas de defesa no

cafeeiro contra a cercosporiose.

Material e métodos

Material vegetal

O experimento foi conduzido na casa de vegetagdo do Departamento de Fitopatologia (DFP) na Universidade
Federal de Lavras (UFLA), utilizando-se mudas de cafeeiro da cultivar Catuai Vermelho IAC 144 com trés pares
de folhas totalmente expandidas. Foram realizados dois experimentos em delineamento experimental de blocos
casualizados, foram aplicados oito tratamentos e trés repeticdes, sendo cada parcela experimental constituida por
duas plantulas. A incidéncia e severidade da doenca foram avaliadas nos dois experimentos ¢ para as analises

bioquimicas foram utilizadas as amostras do ultimo experimento.

Tratamentos

Os tratamentos foram constituidos por um controle negativo (sem aplica¢do de nutrientes), um controle positivo
(fungicida piraclostrobina e fluxapiroxade) e seis associagdes de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO, - 5H,O
-Cu) com ¢xido de magnésio (MgO), 6xido de calcio (CaO), 6xido de calcio e 6xido de magnésio (Geox®™
CaMg), nas proporcdes de 4:1 e 2:1, conforme detalhado na Tabela 1. Foi realizada uma tnica aplicacdo dos

tratamentos nas plantulas de cafeeiro.

Tabela 1 — Tratamentos aplicados em mudas de Catuai Vermelho IAC 144 conduzidas em casa de

vegetacao
TRATAMENTOS QUANTIDADE DOSE PROPORCAO
1- Controle negativo - — —
2-Controle positivo 1L.ha"!
(Piraclostrobina; Fluxapiroxade)
3-Sulfato de cobre (Cu) + 6xido 3,2Kg.ha'+ 0,8Kg.ha’!
. 8gL'+2gL’! 4 CuSO4: 1Ca0
de célcio (CaO)
4-Sulfato de cobre (Cu) + oxido 3,2Kg.ha'+ 0,8Kg.ha’!
. 8gL'+2glL’! 4 CuSO4: 1 MgO
de magnésio (MgO)
5-Sulfato de cobre (Cu) + Geox 3,2Kg.ha’'+ 0,8Kg.ha’* 4CuS04:
8gL'+2gL!
(32% Ca + 14% Mg) 1Ca0+MgO
6-Sulfato de cobre (Cu) + 6xido 1,6Kg.ha"'+ 0,8Kg.ha’!
4gL'+2gL"! 2CuS04: 1Ca0
de célcio (CaO)
7-Sulfato de cobre (Cu) + 6xido 1,6Kg.ha''+ 0,8Kg.ha’!
4gl'+2gL" 2CuS04: 1MgO
de magnésio (MgO)
8-Sulfato de cobre (Cu) + Geox 1,6Kg.ha'+ 0,8Kg.ha"! 2CuS0O4:
4gL+2gL"!

(32% Ca + 14% Mg) 1CaO+MgO
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Inoculagdo de C. coffeicola.

Para a inoculagdo de C. coffeicola utilizou-se o isolado CML 2984 proveniente do municipio de Bonfinopolis de
Minas (MG), que esta depositado na Colegdo Micologica de Lavras (CML). As colonias do fungo foram
replicadas em placas de Petri contendo meio batata dextrose agar (BDA) ¢ incubadas em uma camara
Bio-Oxygen Demand (BOD) a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas durante 7 dias. A obtengdo de esporos dos
isolados selecionados seguiu a metodologia adaptada de Souza et al. (2019). Discos de micélio foram macerados
em 400 pL de agua destilada e transferidos em Erlenmeyer contendo 20 mL de meio de cultura V8 liquido (100
mL de V8 em 900 mL de agua destilada), sendo agitados a 100 rpm durante 10 dias. Em seguida, o liquido
contendo o micélio foi vertido em placas contendo meio agar-agua e mantido em uma incubadora BOD, com
fotoperiodo de 12 h a 25°C. Apds aproximadamente 5 dias de incubagdo foram adicionados 10 mL de agua
destilada para realizar a raspagem dos conidios. A suspensdo obtida foi filtrada, visualizada em cémara de
Neubauer e calibrada a uma concentragio de 5,1x10*conidios por mL. Posteriormente, o indculo foi pulverizado

nas folhas.

Severidade da cercosporiose

A avaliagdo da severidade da cercosporiose foi realizada de acordo com a escala diagramatica descrita por
(CUSTODIO et al., 2011). As avaliagdes foram realizadas a cada 8 dias a partir do surgimento dos primeiros
sinais da doenga, totalizando seis avaliagdes. A avaliacdo foi realizada em um par de folhas, correspondentes ao
terceiro par de folhas totalmente expandidas, localizadas no ter¢o médio de duas plantas por cada parcela. As

amostragens foram ndo destrutivas, preservando a integridade das plantas durante o processo de avaliagdo.
Taxa de progresso da cercosporiose (r)

A taxa de progresso da doenga foi calculada utilizando-se a equagdo proposta por (CAMPBELL; MADDEN,
1990) adaptada para cada tratamento. Os célculos foram realizados com base nos dados obtidos a partir da média

da severidade da doenga dos dois experimentos realizados.

Em que: r: Taxa de desenvolvimento. Tf: Tempo final. Ti: Tempo inicial. Yf: Porcentagem da doenca no tempo

final. Yi: Porcentagem da doenca no tempo inicial.

Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS)

A partir das médias de severidade da cercosporiose foi calculada a AACPS conforme a equagdo proposta por
(SHANER; FINNEY, 1977). Posteriormente, com a finalidade de obter resultados mais consistentes e

representativos, calculou-se a média dos resultados obtidos nos dois experimentos conduzidos.

ey iy
AACPS = ¥ ( = )(ti+1 B ti)
i=1
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Em que: AACPD = area abaixo da curva de progresso da doencga; n: nimero total de avaliagdes; yi: proporgdo da

doenga na i-ésima observagao ¢ ti = tempo em dias na i-ésima observagao.

Coleta e preparo das amostras

Foram feitas parcelas adicionais compostas por seis plantas para cada tratamento, a fim de realizar a analise
bioquimica correspondente. Para a analise da atividade enzimatica, foram coletadas amostras as 6, 24, 48 ¢ 72
horas apés a inoculagdo. Para a analise de compostos fendlicos, lignina e clorofila, foram coletadas amostras aos
15 dias apds a aplicagdo dos tratamentos. Em cada experimento de analise bioquimico foram coletados o
primeiro par de folhas totalmente expandidas de cada planta da parcela experimental e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido. Apds a coleta, as amostras foram armazenadas em um freezer a -80°C para posteriores

analises bioquimicas.
Analises de atividade enzimatica

Para preparar os extratos enzimaticos foram utilizados 200 mg de tecido foliar macerados e homogeneizados
com polivinilpirrolidona (PVP) 1% e 1 mL do tampao de extragdo (fosfato de potassio 100 mM; pH 7,0). Apos a
centrifugagdo das amostras (14000 rpm a 4°C), coletou-se o sobrenadante para determinar a atividade das
enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL), superdxido dismutase (SOD) e peroxidase (POX), seguindo o
protocolo descrito de (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998). A concentragdo de proteina total foi
quantificada utilizando-se o método de (BRADFORD, 1976).

A determinagdo da atividade da enzima PAL foi realizada seguindo a metodologia descrita por (ZUCKER, 1965)
. Em uma solucdo de 200 pL foram adicionados 5 pL do extrato enzimatico, 145 pL Tris-HCI 50 mM (pH 8§,8) e
L-fenilalanina 50 mM. A solucdo foi incubada a 37°C por 20 minutos e as leituras de absorbancia foram

realizadas a 280 nm. Para calcular a atividade, foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM'cm™.

A atividade da POX foi determinada seguindo a metodologia de (URBANEK et al., 1991), que utiliza a oxidagdo
do guaiacol como substrato. Para isso, foram adicionados 40 uL. do extrato enzimatico a uma solugdo de 160 pL
contendo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), guaiacol 30 mM e peroxido de hidrogénio 11,46 mM. A solugéo
foi incubada a 30° C por 2 minutos e posteriormente quantificadas a 480 nm. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM-1.cm-1 de acordo com (CHANCE; MAEHLY,
1955).

A atividade da enzima SOD foi avaliada de acordo com o método modificado de (GIANNOPOLITIS; RIES,
1977). Para a reacdo, diluiu-se o extrato enzimatico com o tampdo de extragdo em uma propor¢do 1:25. Em
seguida, foram adicionados 30 pL da amostra a 153 mL da solug@o contendo fosfato de potassio 100 mM (pH
7,0), metionina 70 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 1 mM e riboflavina 2 uM. As amostras foram expostas a luz branca
por 15 minutos e as leituras da reacdo foram realizadas a 560 nm. A atividade da SOD foi quantificada com base

na inibi¢do de 50% da reducdo do NBT e expressa como uma unidade de atividade enzimatica SOD.

Compostos fendlicos soltuveis totais e lignina soltivel

A quantificacdo de compostos fenolicos soluveis totais e da lignina soltivel foi realizada de acordo com a

metodologia descrita por (SPANOS; WROLSTAD, 1990) , com modifica¢des conforme (REICHEL et al., 2021).
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O tecido foliar foi macerado e liofilizado, sendo utilizados 30 mg de amostra homogeneizados com 1,2 mL de
metanol a 80%. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para a
quantificagdo dos teores de compostos fendlicos soluveis totais, enquanto o residuo foi usado para a

quantificag@o da lignina soltvel.

Para a quantificagcdo de compostos fenodlicos, adicionou-se o reagente Folin-Ciocalteau (0,25M, Na2CO3 (1 M) e
agua destilada. O volume total da reacdo foi de 200 pL. A solucdo foi medida na absorbancia de 725 nm no

espectrofotometro (BioTek® PowerWave XS).

Para a quantificacdo de lignina foi utilizado o protocolo modificado de (MONTIES, 1994; HARBORNE, 1989).
O residuo das amostras foi mantido a 45°C em estufa overnight. Posteriormente adicionou-se 1,5 ml da solucdo
de acido tioglicdlico e HCI (2M) (proporgdo 1:10), as amostras permaneceram em banho-maria por 4 horas. As
amostras foram centrifugadas e no sobrenadante adicionou-se NaOH (0,5 M). As amostras permaneceram em
um agitador orbital shaker a 100 rpm overnight. Apdés uma nova centrifugacdo, o sobrenadante foi
homogeneizado com HCI, e armazenado a 4° C por 4 horas. Apos outra centrifugagdo, o precipitado foi
homogeneizado com NaOH (0,5 M) e utilizou-se 200 pl por amostra. A absorbancia foi medida a 280 nm. Os
valores foram calculados com base na curva padrdo de lignina ¢ expressos em pg de lignina por miligrama de

massa seca (DOSTER, 1988).

Determinagdo de clorofila A ¢ B por HPLC-UV

As analises foram realizadas no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia do café (INCT-Café) e da
Universidade Federal de Lavras — UFLA. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e uma aliquota de
0,1g foi utilizada para extragdo em 10 mL de metanol grau analitico para HPLC (Merck®). As amostras foram
agitadas manualmente utilizando gral com pistilo por 60 segundos. Posteriormente, o material foi filtrado em
membranas de 0,45 pm (Milipore®) e injetadas diretamente no sistema cromatografico (LICHTENTHALER E
BUSCHMANN, 2001).

As analises foram realizadas em um HPLC (Shimadzu®), equipado com bomba quaternaria de alta pressdo
modelo LC-20AT, degaseificador modelo DGU-20AS5, interface modelo CBM-20A, injetor automatico modelo
SIL-20A-HT e detector UV-Vis (SPD-20A). A coluna empregada foi a Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm,
5 pum) conectada a uma pré-coluna XDB-C18 (4,6 x 12,5 mm, 5 um). As analises cromatograficas foram
realizadas  conforme  protocolos adaptados de (LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001;
LOURENCO-LOPES et al., 2022; MENDES; CARTAXANA; BROTAS, 2007; NAKAMURA; WATANABE,
1998). Os padrdes de Clorofila A e B foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Merck®).

Para a construgdo das curvas analiticas foi realizada a dilui¢do de uma solugdo-estoque, contendo os padrdes
(160 pg.mL"' de Clorofila A ¢ 200 ng.mL"' de clorofila B). Todas as solugdes foram preparadas em metanol e
foram sonificadas em ultrassom. A partir dessa solucdo-estoque, a faixa de construgdo das curvas analiticas foi

preparada variando a concentragio de 0,25 a 50 pg.mL"".

As amostras e os padrdes foram eluidos em modo isocratico (100% metanol) a 40°C. O comprimento de onda

utilizado foi de 665 nm para clorofila A e 652 nm para clorofila B, fluxo de 1,0 mL.min™ e volume de injegdo de
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20 pL. As inje¢des dos padrdes e das amostras foram realizadas em triplicata, sendo a identidade do analito

confirmada pelo tempo de retengdo e o perfil do pico da amostra, comparado ao do padrio.

Foram realizados procedimentos para padronizagdo/validagdo do método utilizado, sendo avaliados os seguintes
parametros: linearidade, limite de detec¢do (LD), limite de quantificagdo (LQ), precisdo e exatiddo (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2011). A linearidade foi expressa por meio da equagdo da reta e o respectivo coeficiente
de determinacgdo (R2). Para LD e LQ, foram considerados os parametros relativos a curva analitica construida.
Para a determinag@o dos limites, foram utilizadas as seguintes relagdes: LD =3 x (s/S) e LQ = 10 x (s/S), em que
s ¢ a estimativa do desvio-padrdo da equagdo da linha de regressdo e S ¢ o coeficiente angular da curva analitica.
A precisdo foi realizada pela precis@o intermediaria. Para isso, foi realizada a analise, em 5 dias diferentes, de
solugdes-padrio referentes a trés niveis de concentragio (0,5; 10; 50 pg.mL™), sendo estimado o CV ao final das
sucessivas repeticoes (CV (%) = (s/CMD) x 100, em que, s = estimativa do desvio-padrdo; CMD = concentragio
média determinada). A exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de recuperacdo utilizando 3 amostras,
escolhidas aleatoriamente, sendo essas fortificadas com padrdoes dos analitos em 3 niveis de concentragdes

diferentes (0,5; 10; 50 ng.mL™"). A recuperagdo foi determinada considerando a seguinte equagio:

% recuperacdo = [(concentracdo medida) / (concentracio esperada)] x 100

Clorofila total = Clorofilaa + Clorofilab

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e para a avaliacdo da doenca foi realizado o teste
Tukey a 5% de significancia. Os dados bioquimicos foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de significancia.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SAS versdo 9.0 (Institute Inc., Cary, NC, USA)

e os graficos foram obtidos no software SigmaPlot versdo 12.0.

Resultados

Taxa do progresso da cercosporiose ()

A severidade da doenca difere entre os tratamentos avaliados ao longo do periodo de avaliagdo tanto do
experimento 1 quanto do experimento 2 (Fig. 1A e 1B), indicando progresso da doenga ao longo do tempo. No
entanto, ao calcular a taxa de progresso da doencga (r) ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
tratamentos (Fig. 2A), indicando taxa de progresso da cercosporiose semelhante nos tratamentos aplicados. Os

resultados indicam uma variacao entre 0,06 e 0,1 unidades de crescimento da doenga.
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Figura 0—I1Progresso de severidade da cercosporiose do cafeeiro em dias apos a inoculagdo (DAI). A). Primeiro
experimento B). Segundo experimento.

Figura 0—2 Taxa de progresso (r) da doenga nos tratamentos aplicados no cafeeiro, onde r é a taxa que determina o
crescimento da curva. B). Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) para os diferentes tratamentos. Letras
minusculas diferentes nas bar indicam diferencas significativas (teste de Tukey; p <0,05) entre os tratamentos aplicados.

Area abaixo da curva de progresso da severidade da cercosporiose

Na avaliacdo da area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS), foram observadas diferengas
significativas. O controle negativo (testemunha) apresentou o maior valor na AACPS (572,05), enquanto plantas
pulverizadas com cobre, calcio e magnésio nas propor¢des de 4:1 (4CuSO4:1Ca0O; 4CuSO4:1MgO;
4CuS04:1Ca0+Mg0); 2:1 (2CuS04:1Ca0; 2CuS0O4:1MgO) e o controle positivo (Fungicida) apresentaram
menor AACPD da cercosporiose (AACPS 199,36 a 348,6), representando controle de aproximadamente 39 -
65% quando comparado ao controle negativo (Fig. 2B). O aumento significativo da AACPS no controle negativo

¢ devido a suscetibilidade das plantas de cafeeiro a cercosporiose.

Analises de atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi avaliada em diferentes tempos apds a inocula¢do de C. coffeicola para todos os

tratamentos, exceto no tratamento controle positivo (fungicida) uma vez que o modo de atuagdo e diretamente
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sobre o patdgeno, interferindo nos processos metabdlicos do fungo, ndo possuindo a capacidade de induzir

resisténcia e fortalecimento nas plantas.

Foram observadas diferencas significativas na atividade da enzima PAL nos tratamentos as 6 hai (Fig. 3A). Os
tratamentos 2CuS0O,:1Ca0 e 2CuSO,:1CuO+MgO apresentaram menor atividade da PAL, enquanto o tratamento
2CuS0O,4:1MgO apresentou a maior atividade as 6 hai. No entanto, nos demais tempos avaliados (24 h, 48 h e 72

h), ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (Fig. 3B, C e D).

Figura 0—3 Atividade da enzima PAL, envolvida na rota dos fenilpropandides, em folhas de C. arabica apos a aplicagdo dos
tratamentos a base cobre, cdlcio e magnésio, avaliados as 6h (A), 24h (B), 48h (C) e 72h (D) apds a inoculagdo do fungo C.
coffeicola. Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferengas significativas (teste de Tukey, p <0,05) entre os
tratamentos aplicados.

Foram observadas diferencas significativas na atividade da enzima POX ao longo dos tempos avaliados. As 6
hai, plantas pulverizadas com o tratamento 4CuSO,:1CaO apresentaram a maior atividade enzimatica em
comparagdo com as dos demais tratamentos. Por outro lado, destaca-se a baixa atividade enzimatica nos

tratamentos 2CuSO,:1Ca0 e 2CuSO,:1MgO (Fig. 4A).
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Foi observada reducdo na atividade da POX na maioria dos tratamentos as 24 hai, com exce¢do do controle
negativo, que apresentou a maior atividade da POX, Plantas pulverizadas com os tratamentos 4CuSO,:1MgO e

2CuS0,:1Ca0 apresentaram baixa atividade enzimatica (Fig. 4B).

Comparando a atividade da enzima ao longo do tempo de coleta, constatou-se queda acentuada de atividade as
48 hai em todos os tratamentos avaliados. Nesse tempo, o tratamento 4CuSO,:1Ca0O e 4CuSO,:1Cao+MgO
foram os de maior atividade enzimatica, enquanto o tratamento 2CuSQO,:1CaO foi o de menor atividade (Fig.
40).

No ualtimo tempo de quantificacdo da POX, as 72 hai, o tratamento com maior atividade foi 4CulCaMg seguido
por o controle negativo, com atividade semelhante nos dois Ultimos tempos avaliados. Por outro lado, os
tratamentos 4CuSO,:1Ca0, 4CuSO,4:1MgO e 2CuS0O,:1MgO apresentaram menor atividade as 72 hai (Fig. 4D).
Esses resultados indicam que a atividade da POX em plantas de cafeeiro ¢ influenciada pelo tempo apos a

inoculagao do patdgeno e pelos tratamentos aplicados.

Figura 0—4 Atividade da enzima POX, envolvida na defesa antioxidante, em folhas de C. arabica apos a aplica¢do dos
tratamentos a base de cobre, calcio e magnésio, avaliados as 6h (A), 24h (B), 48h (C) e 72h (D) apos a inoculagdo do
patogeno C. coffeicola. Letras minuisculas diferentes nas barras indicam diferencas significativas (teste de Tukey,; p <0,05)
entre os tratamentos aplicados.
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Nao houve um efeito significativo em plantas pulverizadas com os diferentes tratamentos na atividade da enzima

SOD quantificadas em tempos distintos ap6s a inoculacdo (Fig. 5).

Figura 0—35 Atividade da enzima SOD, envolvida na limpeza de espécies reativas de oxigénio, em folhas de C. arabica apos
a aplicagdo dos tratamentos a base de cobre, cdlcio e magnésio, avaliados as 6h (4), 24h (B), 48h (C) e 72h (D) apés a
inoculagdo do patogeno C. coffeicola. Letras minusculas iguais nas barras indicam que ndo sdo significativamente diferentes
(teste de Tukey; p <0,05) entre os tratamentos aplicados.

Em relacdo aos teores de compostos fendlicos soluveis totais (Fig. 6A), os tratamentos avaliados foram
estatisticamente semelhantes entre si, com valores variando entre 6,24 ¢ 7,05 ug.mg"' de matéria seca. Esses
resultados indicam que os diferentes tratamentos compostos por combinagdo de nutrientes ndo modificaram

significativamente os niveis de compostos fenolicos em mudas de cafeeiro durante o tempo avaliado.
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Figura 0—6 Quantificagdo de lignina total soliivel e compostos fendlicos soliveis totais em folhas de C. arabica, aos 15 dias
apos a aplicagdo dos tratamentos a base de cobre, calcio e magnésio. A) Quantifica¢do dos compostos fendlicos totais
expressa em ug de compostos fendlicos totais por mg de matéria seca. B) Quantificagdo da lignina total soluvel expressa em
ug de lignina por miligrama de massa seca. Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferencas significativas (teste
de Tukey; p <0,05) entre os tratamentos aplicados
Para os teores de lignina soluvel foram observadas diferencas significativas (Fig. 6B). O tratamento
4CuS0O,:1MgO apresentou o maior conteudo de lignina (8,87 pg.mg"' de matéria seca), apresentando uma
diferenca de 36,77% em relagdo do tratamento 4CuS0O,:1CaO (5,6 pg.mg™') o qual apresentou o menor teor de
lignina soluvel dentre os tratamentos testados. Além disso, o tratamento 4CuSO,:1MgO, em relagdo ao controle

negativo apresentou um incremento de 29,34%. Enquanto os demais tratamentos apresentaram teores

semelhantes (entre 6,1 € 7,39 pg.mg™' de matéria seca).
Clorofila A, B e total

Os teores de clorofila A e clorofila B foram quantificados utilizando HPLC-UYV, onde foram obtidos os tempos
médios de retencdo dos padroes de clorofila A e B. O tempo médio de retengdo para a clorofila A foi de 11,13 +

0,61 minutos, enquanto para a clorofila B foi de 21,87 + 0,75 minutos (Fig. 7).
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Figura 0—7 Cromatograma da solugdo-padrdo dos compostos clorofila A e B na concentragdo de 10 ug.mL.
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Os coeficientes de correlagdo, LD, LQ, coeficiente de variancia (CV) e exatiddo (recuperagdo) obtidos para o

método analitico empregado estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 0—1Coeficientes de correlagdo, limite de deteccdo, quantificagdo, precisdo e exatidao dos

padrdes Clorofila A e B.
Parametros Clorofila A Clorofila B
P2 0,99999 0,99998
LD (mg.g") 0,049 0,022
LQ (mg.g?) 0,165 0,072
Recuperagdo (%) 80 a 105 85a 108
CV (%) 1142213 0,97 a 3,46

Nao foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos aplicados em relagdo a concentragdo de
clorofila A e clorofila B, indicando que possivelmente os tratamentos pulverizados em mudas de cafeeiro nédo
influenciaram significativamente na composi¢do desses pigmentos nas folhas do cafeeiro (Fig. 8). A
concentragdo média de clorofila A variou de 5,66 € 6,8 mg.g”', enquanto a concentragdo média de clorofila B

apresentou valores entre 2,7 e 3,3 mg.g"' massa fresca.

Figura 0—38 Quantificagdo de clorofila A, B e clorofila total em folhas de C. arabica, aos 15 dias apos a aplicagdo dos
tratamentos a base de cobre, cdlcio e magnésio. Letras minusculas iguais nas barras indicam que ndo sdo significativamente
diferentes (teste de Tukey, p <0,05) entre os tratamentos aplicados para cada tipo de clorofila. Letras minusculas iguais nas

barras indicam que ndo sdo significativamente diferentes na soma da clorofila total (teste de Tukey; p <0,05).

Discussao

Efeito dos nutrientes no manejo da cercosporiose
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Foi observada uma diferenca na taxa de desenvolvimento do patdgeno em relagdo a area abaixo da curva, onde a
taxa de desenvolvimento se refere a velocidade ou ritmo de crescimento do patéogeno em folhas de cafeeiro
pulverizadas com diferentes tratamentos aplicados. O patdgeno se desenvolveu em um patossistema favoravel
para causar a doenga, com taxas de crescimento semelhantes. No entanto, por outro lado, foi observada uma
diferenca no acimulo da doenga ao longo do tempo, que ¢é representada pela AACPS, onde as associacdes de
cobre, célcio e magnésio resultou em redugdo do progresso da severidade da cercosporiose, com destaque para o
tratamento cobre e calcio na propor¢do de 4:1 (4CuSO4:1Ca0). Esses resultados indicam que a influéncia da
aplicagdo destes nutrientes na capacidade das plantas de enfrentar doengas patogénicas ¢ fortalecida quando ha
uma propor¢do adequada de micro e macronutrientes nas células das plantas (MARSCHNER, 2012). A presenca
de cations Ca*" no tecido foliar, respeitando a quantidade ideal de potassio (K) no contetudo celular, inibe
drasticamente a a¢do de enzimas pectoliticas produzidas por fungos fitopatogénicos, cuja fungdo ¢ dissolver a
lamela média da parede celular. Além disso, na lamela media, reticulo endoplasmatico e nos vacuolos sdo
encontradas altas concentracdes de Ca, comprovando a sua importancia para a integridade dos tecidos vegetais
(MARSCHNER, 1995). Ja o cobre desempenha papel essencial na protecao das plantas contra oomicetos, fungos
e bactérias (GRAHAM; DEWDNEY; YONCE, 2011). De acordo com Shabbir e colaboradores, (2020), a
aplicagdo foliar de nutrientes, como o cobre, tem a capacidade de ser retido na parede celular e proporcionar
respostas diante de situagdes de estresse abiotico. A planta utiliza a capacidade de reter ions de cobre, como
também do calcio e magnésio na parede celular para desencadear respostas oxidativas por meio das EROs como
resposta ao estresse (BROADLEY et al., 2012). Vale ressaltar que as altas concentragdes dessas EROs podem
resultar em danos as membranas da planta (AMEH; SAYES, 2019; SHABBIR et al., 2020), mas essa produgéo
de EROs nas células das plantas pode modificar o ambiente do patégeno, e as plantas apresentam adaptacdes
para tolerar a toxicidade dessas EROs. Essas respostas culminam na ativagao de rotas metabodlicas secundarias e

na lignificagdo, que auxiliam na defesa contra os patogenos (BROADLEY et al., 2012).

Aplicagdo de cobre em plantas de arroz, reduz a severidade da queima-da-bainha causada por Rhizoctonia solani
em arroz (EI KHAING et al., 2014) ¢ o cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) em
plantas de tomate (BASTAS, 2014). Na cultura do cafeeiro (CUNHA; MENDES; CHALFOUN, 2004),
constataram a eficacia de diferentes fontes de cobre como oxicloreto de cobre, sulfato de cobre e calda Vicosa no
controle da ferrugem (Hemileia vastatrix). Existem estudos que comprovam a existéncia de plantas que
acumulam metais pesados na parede celular como estratégia de criar toxicidade, estas sdo chamadas como
hiperacumuladoras de metais pesados, que utilizam elementos como o cobre seletivamente. Essas plantas tém a
capacidade de inibir relagdes parasitarias ao acumular os metais pesados gerando zonas toxicas para patdogenos
(GONZALEZ-MENDOZA; ZAPATA-PEREZ, 2008). Além disso, é importante destacar a necessidade de
futuras pesquisas sobre espécies hiperacumuladoras e se o cafeeiro apresenta esta caracteristica, pois auxiliardo a

aprofundar a compreensao sobre o papel do cobre como agente direto na agdo contra patégenos.
Efeito dos tratamentos na atividade enzimatica

A atividade das enzimas relacionadas a respostas de defesa da planta foi influenciada pelos tratamentos
aplicados. As diferentes propor¢des de cobre, calcio e magnésio possivelmente desencadeiam a atividade das

enzimas, com enfoque especial para nutriente cobre que ¢ um elemento de transi¢do redox ativo com fungdes na
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fotossintese, respiragdo ¢ atua também na protecdo contra estresse oxidativo (BROADLEY et al., 2012,
THAKUR; SOHAL, 2013, SHABBIR et al., 2020). O excesso de espécies reativas de oxigénio ¢ regulado por
um sistema de desintoxicagdo celular, composto por mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
(DAS; ROYCHOUDHURY, 2014; HUANG et al, 2019). Entre os antioxidantes enzimaticos incluem
principalmente superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa
peroxidase (GPX) (HUANG et al., 2019). Além dos antioxidantes enzimaticos, ¢ importante ressaltar a presenca
de antioxidantes ndo enzimaticos, como compostos fendlicos e certos minerais, com destaque do cobre, zinco,
selénio e magnésio. Ja os minerais, como cobre, zinco, selénio e magnésio, desempenham fungdes importantes
na atividade antioxidante da planta, auxiliando na neutralizagdo de radicais livres e na manutengdo do equilibrio
celular (BARBOSA et al., 2010). Sendo assim, a presenga de micronutrientes como Cu neste experimento,
influenciou no desenvolvimento e reducdo da doenga, e também na ativagdo da atividade enzimatica da planta.
No entanto, os tratamentos nao diferiram significativamente na atividade antioxidante enzimatica da SOD apo6s a

inoculacio do patdgeno.

A quantificacdo da atividade de enzimas também possui importancia na avaliacdo de doengas, pois relacionando
analises bioquimicas e a observacdo de sintomas, ¢ possivel determinar ndo apenas a presenga e severidade da
doenga, mas também analisa mudangas fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem na planta em resposta a infegéo
(CARVAJAL, 2019; JONES; DANGL, 2006; TABASSUM; BLILOU, 2022).0s resultados indicam variagdo na
atividade das enzimas de acordo com as diferentes propor¢des dos nutrientes que foram aplicados, e que esta
atividade pode estar relacionada aos processos de infeccdo apos inoculagdo do patégeno. Ao avaliar os
tratamentos, observou-se principalmente aumento na atividade da enzima POX. Para a enzima PAL, plantas de
cafeeiro pulverizadas com nutrientes apresentaram variacdo na atividade somente o tempo inicial de coleta (6
hai) e a atividade da enzima SOD foi semelhante tanto entre os tratamentos quanto nos tempos de coleta. A PAL
¢ precursora da rota dos fenilpropandides, ¢ a SOD ¢ uma enzima antioxidante, ambas sdo cruciais na protegao

das células frente fatores de estresse bidticos e abidticos (FRANCO et al., 2022; REICHEL et al., 2021).

De acordo com (HUANG et al., 2019), as EROs desempenham papel importante na produgdo de compostos
estruturais relacionados a defesa, ativados quando as plantas respondem ao ataque de patogenos, tanto local
quanto sistemicamente. Além disso, essas moléculas também estdo envolvidas na formagdo da lignina, servindo

como substrato para peroxidases e na via dos fenilpropandides (FERRAZ; PAULO, 2019; MIEDES et al., 2014).

Efeitos dos tratamentos nos compostos fenolicos soluveis totais

Neste experimento, ndo foram observadas diferengas na produgdo de compostos fendlicos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos de nutrientes. Esses compostos sdo geralmente produzidos em resposta a
estimulos de estresse bidtico e abidtico. Na presenca de patdogenos ou ambientes adversos, o acimulo de esses
compostos pode ser transitoria, ou acumulativa durante um periodo de tempo em resposta a um estimulo
especifico. Geralmente, numa planta infectada por um patégeno pode aumentar temporariamente a producéo de
compostos fenodlicos para combater a infecgdo (SHALABY; HORWITZ, 2015). Uma das possiveis indicagdes
deste trabalho ¢ comparar a diferenca dessa producdo incluindo um tratamento sem inoculagdo, essencial para

diferenciar os valores de quantificacdo dos compostos fendlicos apds inoculagao.
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Quando as plantas sdo expostas a altos niveis de cobre, como também a compostos que contém cal (Oxido de
calcio), podem aumentar a produgdo de compostos fenodlicos como parte de sua resposta de tolerancia. Os
compostos fendlicos atuam como antioxidantes, ajudando a neutralizar os radicais livres e protegendo as células

(ABEGAZ; KINFE, 2019; ROBSON; HARTLEY:; JARVIS, 1981).

A quantificacdo dos compostos fendlicos obtida, pode estar relaciona com a baixa atividade enzima PAL, que
desempenha papel fundamental na rota dos fenilpropandides e esta envolvida na produgdo de compostos
secundarios relacionados a defesa das plantas (Thangaveluet al., 2003). Sob condi¢des de estresse, os
metabolitos secundarios das plantas aumentam e atuam como moléculas sinalizadoras para aumentar a expressdo

de genes relacionados a defesa (ABEGAZ; KINFE, 2019; ANJALI et al., 2023).

Além disso, Uhse; Djamei, (2018) e Osbourn (1996), mencionam que em alguns fungos fitopatogénicos,
evoluiram enzimas detoxificantes que podem interferir na atividade dos mecanismos das defesas constitutivas ou
induzidas da planta contra o ataque fungico. Especialmente em fungos necrotroficos, como ¢ o caso de C.
coffeicola, que sdo conhecidos por secretar enzimas que podem suprimir a resposta antioxidante das plantas
hospedeiras. Essas enzimas secretadas pelos fungos podem inibir ou diminuir a atividade das enzimas
antioxidantes, como SOD e POX, o a enzimas de resposta de defesa como a PAL que desempenha um papel
fundamental na formagdo de compostos fendlicos e outros compostos de defesa nas plantas (UHSE; DJAMEI,

2018).
Efeitos na lignina

A variago na lignificagdo entre o tratamento com cobre ¢ magnésio e o tratamento com cobre e calcio pode ser
atribuida ao comportamento distinto do magnésio e do calcio em relagdo ao cobre. Essa diferenca pode resultar
em uma maior lignificacdo devido ao estresse causado pelo cobre. Possivelmente o célcio e o0 magnésio podem
ter capacidades distintas quando se trata de capturar &tomos de cobre nas particulas dos produtos. tal suposi¢ao
se baseia em pesquisas anteriores em que o calcio € o magnésio foram utilizados como agentes de desintoxicacdo
de metais (cobre, zinco, aluminio e sddio) (KINRAIDE; PEDLER; PARKER, 2004). Foi observado que o calcio
atua como um fator que pode diminuir a toxicidade do cobre nas células vegetais ao formar complexos com ele
(BARCOS ARIAS, 2015). Além disso, o calcio desempenha um papel importante na regulagdo da absorcao e
transporte de cobre nas raizes das plantas, afetando sua distribuigdo nos tecidos vegetais (MENGEL et al., 2001).
Outros ions, como magnésio, sodio e potassio, podem competir com o cobre pelos sitios de ligagdo na interface
organismo-agua, o que também pode reduzir a atividade do cobre livre (LOCK et al., 2007). De acordo com
Lock et al., (2007), estudos tem demonstrado que o magnésio pode reduzir a toxicidade do cobre em diferentes
culturas como cevada, feijdo-caupi, trigo e videira, evidenciando o comportamento diferencial dessas plantas em

relagdo ao magnésio.

O cobre ¢ considerado um indicador adequado do estado nutricional das plantas, pois até mesmo uma deficiéncia
leve desse micronutriente pode resultar em uma diminui¢do na lignificagdo (ROBSON; HARTLEY; JARVIS,
1981). Adicionalmente, o calcio e o magnésio, desempenham um papel importante na manutencdo da
estabilidade da membrana e integridade dos tecidos vegetais, atuando como barreiras fisicas contra patégenos

invasores (LONGCHAMP; ANGELI; CASTREC-ROUELLE, 2016).
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Efeito na clorofila

O cobre ¢ um elemento de transi¢do redox-ativa que tem func¢do primordial nas fotossinteses, respiragdo ¢ na
protegdo antagonista do estresse (BROADLEY et al., 2012). Cerca de cem proteinas contém cobre como
micronutriente e aproximadamente metade delas estdo localizadas no cloroplasto, onde se unem para formar a
plastocianina e participam das reacdes fotossintéticas. No presente estudo ndo foram observadas mudancas
significativas no conteudo de clorofila. Droppa; Norman e Horvath (1984), nos seus estudos avaliaram a
concentragdo de clorofilas e a atividade fotossintética, eles encontraram uma forte relacdo entre a concentracio
de cobre nas folhas e a atividade do fotossistema I, ¢ nos seus resultados indicaram que a atividade do
fotossistema I, geralmente ¢ menor ao se encontrar uma deficiéncia de Cu. Concluindo que a concentragdo de
clorofila, é apenas ligeiramente afetada pela concentragdo de cobre nas folhas (BROADLEY et al., 2012b;
DROPPA; NORMAN; HORVATH, 1984). Devido a essa relagdo, os tratamentos aplicados na pesquisa ndo

resultaram em diferencas significativas na concentragao de clorofilas, conforme observado.

E importante considerar, conforme observado por Franco e seu equipe (2022), que as duas formas redox do
cobre, Cu" e Cu®, sdo capazes de afetar o fluxo de elétrons na cadeia de transporte fotossintético
(THOUNAOIJAM et al., 2012). Além disso, a presenca de cobre em excesso pode resultar em toxicidade para os
pigmentos ¢ o processo de fotossintese das plantas, aumentando a geragdo de espécies reativas de oxigénio,

conforme observado em pesquisas como as de Cook et al. (1998) e Carvalho et al. (2022).

Conclusoes

A aplicacdo dos tratamentos a base de cobre, calcio e magnésio teve um impacto no manejo da cercosporiose do
cafeeiro. Destaca-se o tratamento composto por cobre e célcio na proporgado 4:1 (4CuSO,:1Ca0), que apresentou
menor progresso da doengca em comparacdo com os outros tratamentos. Além disso, estimulou aumento na
atividade da enzima POX apods a inoculagdo do patdgeno C. coffeicola, sugerindo maior capacidade de

estabilizar a planta sob estresse oxidativo.

Em resumo, os resultados concluem que os produtos a base de nutrientes podem ter efeitos significativos na
atividade enzimatica e nos teores de lignina solivel nas folhas de C. arabica. Essas descobertas destacam a
importancia de considerar os nutrientes e sua interagdo no cultivo do cafeeiro para melhorar a resposta de defesa
da planta contra a cercosporiose. No entanto, sdo necessarias pesquisas mais aprofundadas para compreender a
ativagdo da defesa da planta quando exposta a nutrientes, abordando aspectos moleculares, bioquimicos e
fisiologicos. Além disso, ¢ importante entender os mecanismos subjacentes a aplicagdo desses tratamentos e

avaliar seus efeitos a longo prazo em relacdo as doengas.
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