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RESUMO

A Mancha aureolada do cafeeiro causada por Pseudomonas syringae pv. garcae
apresenta grande potencial destrutivo. Nutrientes como o Calcio (Ca) e o
Potassio (K) sdo frequentemente estudados em diversos patossistemas, por
estarem relacionados as barreiras de defesa das plantas. Desse modo, neste
estudo, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes doses de Ca e de K na
incidéncia e na severidade da mancha aureolada em mudas de cafeeiro
cultivadas em solugédo nutritiva. Os tratamentos consistiram de 5 doses de Ca
(0,5; 3; 6; 9 e 12 mmol.L™) combinadas com 5 doses de K (0,5; 3; 7; 12 e 15
mmol.L™) em esquema fatorial. Plantas da cultivar Catuai Vermelho 1AC 99
foram cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland, alterando somente as
dosagens de Ca e K de acordo com o tratamento. A bactéria foi inoculada por
pulverizacdo e ao aparecer os primeiros sintomas, foi avaliada a severidade da
doenca com auxilio de escala diagramatica e posteriormente calculada a area
abaixo da curva de progresso da severidade de todas as combinacGes de Ca e K.
Doses de Ca inferior a 3 mmol.L™ independente das doses de K e a combinacéo
de doses de Ca e K ambos acima de 8 mmol.L™ proporcionaram maior
severidade da mancha aureolada. Enquanto as doses de Ca entre 6 e 10 mmol.L™
combinadas com doses de K entre 4 e 8 mmol.L™ proporcionarem baixa
severidade da doenga, maior acimulo de matéria seca e menores teores de
Nitrogénio no tecido foliar.

Palavras-chave: Calcio. Potassio. Pseudomonas syringae pv. garcae. Coffea
arabica.



ABSTRACT

The target spot of coffee plants, caused by Pseudomonas syringae pv. garcea,
had great destructive potential. Nutrients such as calcium (Ca) and Potassium
(K) are frequently studied in many pathosystems, for being related to the defense
barriers of the plant. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect
of different doses of Ca and K over the incidence and severity of the target spot
in coffee seedlings cultivated in nutritive solution. The treatments consisted of
five doses of Ca (0.5, 3, 6, 9 and 12 mmon.L™) combined with five doses of K
(0.5, 3, 7, 12 and 15 mmol.L™") in a factorial scheme. Plants of the Catuai
Vermelho IAC 99 cultivar were cultivated in Hoagland nutritive solution,
altering only the doses of Ca and K, according to the treatment. The bacteria was
inoculated by pulverization and, when the first symptoms emerged, we evaluated
the severity of the disease with the aid of diagram scale, Posteriorly calculating
the area beneath the progression curve of the severity of all combinations of Ca
and K. Calcium doses inferior to 3 mmol.L™, regardless of the doses of K and
the combinations of the doses of Ca and K, both above 8 mmol.L™?, provided
greater severity of the target spot. While the doses of Ca between 6 and 10
mmol.L™, combined with doses of K between 4 and 8 mmol.L™, provided low
disease severity, higher accumulation of dry matter and lower contents of
Nitrogen in the foliar tissue.

Keywords: Calcium. Potassium. Pseudomonas syringae pv. garcae. Coffea
arabica.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

O cultivo do café no Brasil € um grande gerador de emprego e renda
para o pais, empregando cerca de oito milhdes de pessoas de forma direta e
indireta (BRASIL, 2016). Além disso, o Brasil € o maior produtor e exportador
mundial de café arabica Coffea arabica L. do mundo com uma producao de 43,9
milhGes de sacas de 60 Kg (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE - USDA, 2016). No entanto, a qualidade e a quantidade do
café produzido e consequentemente as divisas geradas para 0 pais podem ser
afetadas por fatores abidticos como o clima e por fatores biéticos como as
pragas e doengas.

Os fatores abidticos como o clima sdo dificeis de serem controlados,
pois a cafeicultura é uma atividade realizada em céu aberto. Além disso, grande
parte das lavouras de café estdo situadas em regides mais elevadas e expostas a
ventos e temperaturas baixas e sdo acometidas periodicamente por ventos fortes
e chuva de granizo (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011), restando ao
cafeicultor somente a opcdo de realizar um bom trato cultural para as lavouras se
recuperarem dos danos. Porém, dentre os fatores que causam reducdo da
producéo de café, fatores bidticos como os insetos praga e as doengas podem ser
controlados e as perdas causadas por estes minimizadas.

Nessas mesmas regibes de altitude e temperatura baixa, as lavouras sdo
intensamente atacadas pela bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae
(AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956). Essa doenga afeta as plantas, desde
a fase de mudas em viveiros até cafeeiros em producdo, incidindo sobre as
folhas, reduzindo a fotossintese, causando desfolha e diminuindo a produgéo
(POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010). Os sintomas da doenca sdo

manchas de coloracdo pardo- escura de formato irregular rodeadas por um halo



amarelado nas folhas de café (ITO et al, 2008; ZOCCOLI; TAKATSU;
UESUGI, 2011).

Em decorréncia de o fato do parque cafeeiro ser composto por cultivares
suscetiveis (ITO et al., 2008) a principal medida de manejo é a pulverizacdes
com fungicidas clpricos e bactericidas os quais, muitas vezes, ndo asseguram
controle eficaz (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011). Dentre as medidas de
manejo das doencas, a nutricdo mineral também €é uma importante estratégia
para manutencdo das condicdes fitossanitarias das plantas (TAIZ; ZIGER,
2013). No processo de penetracdo e colonizacdo, a bactéria necessita vencer as
barreiras naturais da planta. A eficacia dessas barreiras estd ligada ao estado
nutricional da planta, dessa forma, a nutricdo contribui na determinacdo de
resisténcia ou suscetibilidade aos patégenos (HUBER; GRAHAM, 1999).

A alteracdo da quantidade de um nutriente fornecido para uma planta
tende a alterar a quantidade do mesmo em seu interior (MARSCHNER, 2012).
Dessa forma, pode se adotar como manejo a dosagem de um nutriente para
planta visando ao favorecimento da planta em relagdo ao patdgeno. Estudos em
outros patossistemas do cafeeiro como phoma Phoma tarda do cafeeiro
relacionado com Nitrogénio (N) e Potéassio (K) (LIMA et al, 2010) e
cercosporiose Cercospora coffeicola relacionado com K e célcio (Ca) (GARCIA
JUNIOR et al., 2003) revelaram interacdes significativas com a doenca.

Nutrientes como o Ca e 0 K sdo frequentemente estudados em diversos
patossitemas por estarem relacionados as barreiras defesa de planta. O Ca
desempenha papel fundamental de mensageiro secundario e no reconhecimento
de patodgenos, na composi¢do da membrana plasmatica celular e na composicao
da lamela média da parede celular (MARSCHNER, 2012). J4 o K atua nas
células guardas do estémato regulando a abertura e o fechamento estomatal e a
deficiéncia causa atraso na cicatrizagdo de ferimentos em plantas deficientes

favorecendo a penetracdo dos patdgenos (MARSCHNER, 2012).



Embora conhecida a relacdo desses dois nutrientes com as doengas de
plantas, estudos prévios da interacdo com bacteriose sdo escassos. Desse modo,
conduziu-se este estudo, com o objetivo de avaliar a interacdo de diferentes
doses de Ca e K proporcionadora da menor severidade da mancha aureolada em
mudas de cafeeiro cultivadas em solugdo nutritiva Pseudomonas siryngae pv.

garcae.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A mancha aureolada do cafeeiro

A mancha aureolada do cafeeiro causada por Pseudomonas syringae pv.
garcae (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956), foi detectada, pela primeira
vez, em 1955, em cafezal localizado no municipio de Garc¢a, Estado de Séo
Paulo, incidindo em folhas, ramos e frutos. Ap6s sua constatacdo, a doenca foi
considerada de menor importancia econémica (COSTA; SILVA, 1960) e, por
aproximadamente 17 anos apds seu aparecimento, apenas casos isolados da
moléstia foram identificados (MOHAN; PAVAN, 1978). Nos ultimos anos, a
mancha aureolada tornou-se fator limitante para o cultivo do café em regiGes
mais frias e expostas ao vento, em lavouras em formacdo ou recém-podadas e
em viveiros, principalmente nas regifes produtoras dos Estados do Parana, Séo
Paulo e em Minas Gerais, especialmente no Sul de Minas, Triangulo Mineiro,
Alto do Parnaiba e Cerrado (MOHAN; PAVAN, 1978; PATRICIO et al., 2010;
ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).

Com relacdo as doencas bacterianas na cultura do café, quatro espécies
estdo descritas na cultura: Xylella fastidiosa, causadora da atrofia dos ramos do
café, Burkholderia andropogonis, agente etiolégico da mancha escura bacteriana
e duas espécies de Pseudomonas, que causam sintomas de manchas foliares: P.
syringae patovares garcae e tabaci e P. cichorii, sendo P. syringae pv. garcae o
agente etioldgico da mancha aureolada, uma das principais doencas do cafeeiro
(POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010).

A bactéria P. syringae pv. garcae é Gram negativa, com células em
forma de bastonetes retos ou levemente curvados, com medidas que variam de
0,5-1,0 x 1,5-4,0 pm, moveis, por meio de um a sete flagelos polares. E
pertencente ao filo Proteobacteria, classe Gamma Proteobacteria, ordem

Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae, género Pseudomonas, espécie P.
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syringae, patovar garcae. Os isolados produzem pouca gquantidade de pigmento
fluorescente em meio de cultura King B (KB) (KING; WARD; RANEY, 1954)
e, em meios de cultura, como Batata Dextrose Agar (BDA) e Nutriente Agar
(NA), produzem pigmento marrom, denominado melanina, como citado por
Barta e Willis (2005). A bactéria enquadra-se no grupo | das bactérias
fluorescentes [LOPAT + - - - + (L= producdo de Levan, O= atividade de
oxidase, P= proctopectinase em discos de batata, A= utilizagdo de arginina di-
hidrolase, T= hipersensibilidade em folhas de fumo)] (LELLIOTT; BILLING;
HAYWAR, 1966). De acordo com Bradbury (1986), as hospedeiras naturais sdo
plantas de diversas espécies do género Coffea. Sdo hospedeiras por inoculacdo
artificial: Citrus sp., Ligustrum lucidum, Solanum lycopersicum, Olea europea,
Phaseulus vulgaris, Solanum paniculatum var. acutilobum, Solanum tuberosum
(BRADBURY, 1986) e Avena sativa (BARTA; WILLIS, 2005).

A bactéria inicia o processo infeccioso ao alcancar os 6rgdos vegetais
das plantas de café, principalmente as folhas, ao serem carregadas por gotas de
respingos de chuva (aerossois), chuva de granizo ou &gua de irrigagdo. Em
contato com a planta e juntamente com a presenca de agua livre, as células
bacterianas penetram nas folhas por aberturas naturais e/ou por ferimentos
(KIMATI et al., 2005) causados por ocasido dos tratos culturais, pela friccdo
entre folhas, ou ainda pela propria acao do vento, provocando microfissuras.

No interior do tecido vegetal, da-se inicio a colonizacdo dos espagos
intra e intercelulares, pois 0s exsudatos celulares sdo utilizados como substrato
pela bactéria. Nesse processo de infeccdo da bactéria na planta, ocorre a
liberagcdo de toxinas pela bactéria, deixando o tecido afetado com halo amarelo
ao redor da lesdo. As células bacterianas presentes nas lesbes sdo disseminadas
de folha para folha ou para plantas vizinhas, por meio da agua, e/ou carregadas
pelo vento. Em periodos de menor ocorréncia de chuvas, acontece diminuigdo da

incidéncia da bactéria, pela auséncia da agua para sua disseminagao.
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O patogeno sobrevive principalmente na face abaxial das folhas do
cafeeiro, como epifita, ou seja, na superficie das folhas sem causar doenca, bem
como, em restos de cultura presentes no solo, até que o préximo periodo
chuvoso proporcione condicdes ideais para que as células bacterianas
sobreviventes se constituam no inéculo primario para novas infec¢cdes (ROBBS
1977; ZOCOLLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).

O manejo da mancha aureolada baseia-se em medidas preventivas, as
quais visam a combater a entrada da doenca nas lavouras e/ou dificultar o
avango da bactéria nas &reas nas quais foi detectada. Porém, os cafeicultores
utilizam pulverizagbes em excesso com bactericidas e produtos cupricos.
Experimentos conduzidos por Guerreiro Filho (2008), com mudas de cafeeiro,
em casa de vegetacdo resultaram na reducdo da severidade da doenga com o uso
de cloridrato de casugamicina ou oxicloreto de cobre. Patricio et al. (2010)
também avaliaram o efeito de tratamentos quimicos para o controle da mancha
aureolada em regido montanhosa, no municipio de Caconde, SP. Os autores
relataram reducdo da incidéncia da doenca nas parcelas pulverizadas com
casugamicina, entretanto nas parcelas expostas ao vento, a incidéncia da doenca
foi maior, independentemente dos produtos utilizados, demonstrando a
importancia da utilizacdo de medidas de controle cultural, principalmente de
quebra-ventos. A utilizacdo de produtos fitossanitarios em excesso pode
selecionar bactérias resistentes e diminuir a eficiéncia desse método no controle
da bactéria, como demonstrado por Mohan e Pavan (1978).

O controle de doengas bacterianas com a utilizacdo de cultivares
resistentes € a medida com melhor custo/beneficio ao produtor. Plantas
resistentes apresentam menores niveis de infecgdo, proporcionando diminuicéo
do uso de produtos fitossanitarios, reduzindo os custos de producdo. Estudos
realizados por Ito et al. (2008) em cafeeiros no Estado do Parand, avaliando a

infec¢do natural de P. syringae pv. garcae em campo, encontraram resisténcia
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completa ao patégeno na cultivar IPR 102, enquanto as cultivares IPR 103, IPR
104, IPR 108 e IPR 59, tém resisténcia parcial a doenca. Porém essas cultivares
sdo pouco utilizadas nas principais regifes produtoras, sendo as cultivares
Mundo Novo e Catuai as mais utilizadas e consideradas suscetiveis.

O estado nutricional da planta contribui para determinar resisténcia ou
suscetibilidade aos patégenos (HUBER; GRAHAM, 1999). Estudos em outros
patossistemas do cafeeiro como phoma Phoma tarda do cafeeiro relacionado
com Nitrogénio (N) e Potassio (K) (LIMA et al.,, 2010) e cercosporiose
Cercospora coffeicola relacionado com K e célcio (Ca) (GARCIA JUNIOR et
al., 2003) revelaram interacGes significativas da nutricdo com a doenga. Dessa
forma, os nutrientes podem ser utilizados em quantidades que favorecam a

planta e desfavorecam o patégeno.
2.2 Nutricdo mineral de plantas

A nutricdo mineral das plantas € importante por manter a produtividade,
para tanto, é necessario aplicar anualmente fertilizantes, a fim de repor os
nutrientes lixiviados, além dos extraidos na colheita (MARSCHNER, 2012). No
entanto, a nutricdo mineral também é importante para manutencgdo das condicdes
fitossanitarias das plantas e no manejo das doencas (TAIZ; ZIGER, 2013). O
estado nutricional da planta contribuird para determinar a resisténcia ou
suscetibilidade aos patogenos, assim como sua viruléncia (HUBER; GRAHAM,
1999).

Fertilizantes minerais sdo aplicados para manter a planta nutrida,
garantir o vigor vegetativo e a producéo e auxiliar na defesa da planta contra as
doengas (HUBER, 1978). Embora a resisténcia da planta & doenga seja
controlada por fatores genéticos, os processos fisioldgicos e bioguimicos 0s

quais garantem a expressdo da defesa sdo dependentes do estado nutricional da
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planta (HUBER; ARNY, 1985). Dessa forma, o estado de desnutricdo ou
desequilibrio nutricional pode agravar ainda mais a severidade da doenca.

Nutrientes minerais, em muitas situacGes, sdo a primeira e mais
importante linha de defesa contra doencas das plantas e influencia em todas as
partes da "piramide" doenga. A compreensdo das interacdes de determinada
doenga com cada nutriente especifico, os efeitos sobre a planta, patégeno e
ambiente pode ser efetivamente utilizado para melhorar o controle da doenga,
aumentar a eficiéncia da producdo e aumentar a qualidade da cultura (HUBER,;
HANEKLAUS, 2007).

Os nutrientes conferem diversos niveis de resisténcia as plantas
(HUBER; GRAHAM, 1999). Em condic¢des de nutricdo equilibrada, as plantas
produzem substancias fendlicas e flavonoides com propriedades antifingicas nas
células epidérmicas, aumentam a taxa de difusdo e alteram a composicao dos
exsudatos citoplasmaticos para o exterior, aléem de formar barreiras fisicas para
impedir a penetracdo dos patégenos (MARSCHNER, 2012). Em condi¢Ges de
desequilibrio nutricional, ha formacéo de células epidérmicas e cuticulas mais
finas, parede celular com menor espessura, suberizacdo e lignificacdo, acumulo
de compostos organicos de baixo peso molecular (glicose, sacarose e
aminoacidos) resultado da maior atividade de enzimas decompositoras como
amilase, celulase, protease e sacarose, comum na deficiéncia, por exemplo, do
nutriente potassio (PERRENOUD, 1977; MARSCHNER, 2012). Assim, a
caréncia dos nutrientes necessarios para sintetizar compostos quimicos e
barreiras fisicas ao redor do ponto de infec¢do pode resultar em suscetibilidade
do hospedeiro aos patégenos (MARSCHNER, 2012).

As relacBes entre a nutricdo da planta e as doengas foram estudadas em
diferentes culturas, sendo encontrados efeitos do nitrogénio, fosforo, potéssio e
de alguns micronutrientes (HUBER; GRAHAM, 1999). Essas relagdes foram

observadas tanto em doengas causadas por organismos do solo quanto em
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doengas da parte aérea, demostrando-se o efeito dos nutrientes nas funcdes
metabdlicas das plantas, estando envolvidos em quase todos os mecanismos de
defesa. Eles causam alteracBes nas propriedades fisiolégicas e bioquimicas,
resultando na produgdo de substdncias repelentes ou inibidoras como as
fitoalexinas, que também conferem resisténcias as plantas (MARSCHNER,
2012).

Dessa forma, a nutricdo mineral é um fator ambiental que pode ser
manipulado com certa facilidade para o controle das doengas, entretanto, torna-
se necessario o conhecimento do efeito destes na sua intensidade, em razdo das
alteracdes nas propriedades histoldgicas e citoldgicas na planta e
consequentemente ao processo de patogénese (MARSCHNER, 2012; POZZA,;
POZZA, 2012).

O efeito do estado nutricional da planta hospedeira na disseminacdo e
multiplicacdo dos patdgenos, é similar ao de fungos parasitas facultativos; por
exemplo, a multiplicacdo e a severidade da doenca sdo reforcados quando o
contetdo de Ca e K estdo deficientes (KIRALY; WHEBY, 1976).

2.3 Calcio

O Ca € o segundo nutriente mineral mais exigido pelas plantas
(MARSCHNER, 2012). A concentracdo de Ca nos tecidos de plantas afeta a
incidéncia de doencas por trés mecanismos. Em primeiro lugar, o Ca
desempenha papel fundamental no reconhecimento de invasores patogénicos na
membrana plasmética. Poucos segundos apés a infecgdo pelo patégeno, ha
mudanga no potencial da membrana e ocorre aumento na concentragdo de Ca no
citoplasma, atuando dessa forma, como mensageiro secundario.

Em segundo lugar, o Ca é essencial para a estabilidade das
biomembranas; sendo assim, a deficiéncia de Ca aumenta o efluxo de compostos

de baixo peso molecular (ex., agucares) a partir do citoplasma para o apoplasto.
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Em terceiro lugar, — poligalacturonases de Ca sdo necessarias na lamela
média para a estabilidade da parede celular. Muitos fungos e bactérias
fitopatogénicos invadem o tecido da planta pela producdo de enzimas
pectinoliticas, como as poligalacturonases, as quais dissolvem a lamela média da
parede celular das plantas. A atividade dessa enzima é drasticamente reduzida
pela presenca de Ca (BATEMAN; LUMSDEN, 1965). Portanto, a
susceptibilidade das plantas as infeccdes por patdgenos dependentes dessas
enzimas, durante o processo de infeccdo, decresce com o0 aumento da
concentracao de Ca nos tecidos.

Altas concentracfes de Ca nos tecidos sdo correlacionadas com a
resisténcia das plantas a doencas causadas por podriddo mole bacteriana
(Erwinia), Sclerotium rolfsii, Pythium myriotylum, Rhizoctonia solani,
Cylindrocladium crotalariae, Sclerotinia minor, e Fusarium solani. Isso ocorre,
em razdo do aumento da integridade estrutural e resisténcia da lamela média,
componentes da parede celular e das membranas celulares para as enzimas
extracelulares produzidas para infeccdo desses patogenos (KELMAN;
MOCGUIRE; TZEMG, 1989).

O calcio pode afetar a resisténcia das plantas a doencas bacterianas
estabilizando a lamela média, aléem do seu envolvimento nas respostas de
hipersensibilidade a infeccBes bacterianas. Em tabaco, as reacbes de
hipersensibilidade induzida por Pseudomonas syringae requerem forte influxo
de Ca do apoplasto para o citoplasma, por meio de canais de Ca na membrana
plasmatica. Isso leva ao aumento da relacdo de troca entre K+ e H+, e ocorre a
acidificagdo do citoplasma e consequentemente a morte das células hospedeiras
no local da infeccdo (ATKINSON et al., 1990). As plantas de tomate com o
maior nivel de infecgdo por Fusarium oxysporum, foram as com concentracdo de
Ca na seiva do xilema abaixo de 25 mmol L™ (CORDEN; CAMBERS, 1965).

Do mesmo modo, esta e outras doengas causadas pela murcha de Fusarium
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podem ser efetivamente controladas por aplicacdo de Ca como cal ou carbonato
de Ca (DATNOFF; ELMER; HUBER, 2007).

2.4 Potéssio

O Potassio (K) é o segundo nutriente mineral mais exigido pelas plantas
(MARSCHNER, 2012). Dentre os macronutrientes citados na literatura
cientifica, o potéssio é considerado um dos nutrientes de maior efeito benéfico
para a sanidade da maioria das espécies vegetais (PERRENOUD, 1977,
PINHEIRO et al., 2011). O nutriente apresenta consistentes resultados positivos
na reducdo da incidéncia de pragas e doencas em muitas espécies de plantas. Em
quantidades equilibradas aumenta a espessura da parede celular em células da
epiderme, promove rigidez da estrutura dos tecidos e regula o funcionamento
dos estdbmatos, além de contribuir para a recuperacdo de tecidos que sofreram
injurias (HUBER; ARNY, 1985; MARSCHNER, 2012). No caso dos patdégenos
biotroficos como as ferrugens, pode ajudar a recuperar os tecidos colonizados,
apos o término da infeccdo, por aplica¢fes de fungicidas curativos ou por acdo
de fatores ambientais desfavoraveis ao patégeno (PINHEIRO et al., 2011).

A deficiéncia de potéassio promove o acimulo de aminoacidos soluveis,
nutrientes de patdgenos. O teor de glutamina, por exemplo, é alto nas plantas
deficientes em potassio e favorecem a germinacdo de alguns esporos como foi
observado para brusone do arroz (GRAHAM, 1983). Além disso, em plantas
deficientes ha retardo de cicatrizagdes de ferimentos e acumulo de agucares
solaveis, facilitando a penetracdo e colonizagdo dos patégenos (YAMADA,
1995).

A deficiéncia de potassio aumenta a susceptibilidade das plantas
hospedeiras tanto a parasitas facultativos quanto obrigatérios. Aumentando-se a
oferta de K houve reducdo na incidéncia de podriddo do caule em arroz e

também maior crescimento da parte aérea, indicando que o alto suprimento com
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K aumenta a resisténcia ou tolerancia das plantas a essa doenca. (HUBER;
ARNY, 1985).
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RESUMO

A mancha aureolada do cafeeiro causada por Pseudomonas syringae pv.
garcae apresenta grande potencial destrutivo. Nutrientes como o Calcio
(Ca) e o Potassio (K) sdo frequentemente estudados em diversos
patossistemas por estarem relacionados as barreiras defesa de planta.
Desse modo o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de diferentes
doses de Ca e de K na incidéncia e na severidade da mancha aureolada
em mudas de cafeeiro cultivadas em solucdo nutritiva. Os tratamentos
consistiram de 5 doses de Ca (0,5; 3; 6; 9 e 12 mmol.L™) combinadas
com 5 doses de K (0,5; 3; 7; 12 e 15 mmol.L™) em esquema fatorial.
Plantas da cultivar Catuai Vermelho IAC 99 foram cultivadas em solugéo
nutritiva de Hoagland alterando somente as dosagens de Ca e K de acordo
com o tratamento. A bactéria foi inoculada por pulverizacdo e ao aparecer
os primeiros sintomas foi avaliado a severidade da doenga com auxilio de
escala diagramatica e posteriormente calculado a area abaixo da curva de
progresso da severidade de todas combinacGes de Ca e K. Doses de Ca
inferior a 3 mmol.L™ independente das doses de K e a combinagéo de
doses de Ca e K ambos acima de 8 mmol.L™ proporcionaram maior
severidade da mancha aureolada. Enquanto as doses de Ca entre 6 e 10
mmol.L? combinadas com doses de K entre 4 e 8 mmol.L*
proporcionarem baixa severidade da doenca, maior acumulo de matéria

seca e menores teores de Nitrogénio no tecido foliar.

Palavras-chaves: calcio, potassio, Pseudomonas syringae pv. garcae,

Coffea arabica.
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INTRODUCAO

O cultivo do café no Brasil é um grande gerador de emprego e
renda para o pais (MAPA, 2016). Atualmente o Brasil € 0 maior produtor
e exportador mundial de café Coffea arabica L. do mundo (USDA, 2016).
No entanto, a qualidade e a quantidade do café produzido é afetado por
fatores abi6ticos como o clima e por fatores bidticos como as pragas e
doengas.

Dentre as doencas a bacteriose mancha aureolada do cafeeiro
causada por Pseudomonas syringae pv. garcae (AMARAL et al., 1956) ¢é
uma das principais doencas do cafeeiro, afetando as plantas desde a fase
de mudas em viveiros até cafeeiros em producéo incidindo sobre as folhas
reduzindo a fotossintese, causando desfolha e diminuindo a producéo
(POZZA et al., 2010). A identificacdo da doencga € realizada observando a
presenca de manchas de coloracdo pardo escura de formato irregular
rodeada por um halo amarelado nas folhas de café (ITO et al., 2008;
ZOCCOLI et al., 2011). As lavouras situadas em regides mais elevadas,
expostas a ventos e a temperaturas mais baixas sao severamente afetadas
pela bacteriose. Como medida principal de manejo é utilizada
pulverizacdes com fungicidas cupricos e bactericidas 0s quais nao
asseguram controle eficaz (ZOCCOLI et al., 2011).

Dentre as medidas de manejo das doencas a nutricdo mineral
também é uma importante estratégia para manutencdo das condicGes
fitossanitarias das plantas (TAIZ e ZIGER, 2013). No processo de
penetracdo e colonizacdo a bactéria necessita vencer as barreiras naturais

da planta. A eficacia dessas barreiras esta ligada ao estado nutricional da
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planta, dessa forma a nutricdo contribui na determinagéo de resisténcia ou
suscetibilidade aos patdgenos (HUBER & GRAHAM, 1999).

A alteragdo da quantidade de um nutriente fornecido para uma
planta tende a alterar a quantidade do mesmo em seu interior
(MARSCHNER, 2012). Dessa forma pode se adotar como manejo a
dosagem de um nutriente para planta visando o favorecimento da planta
em relacdo ao patdégeno. Estudos em outros patossistemas do cafeeiro
como phoma Phoma tarda do cafeeiro relacionado com Nitrogénio (N) e
Potassio (K) (LIMA et al., 2010) e cercosporiose Cercospora coffeicola
relacionado com K e célcio (Ca) (JUNIOR et al., 2003) revelaram
interacOes significativas com a doenga.

Nutrientes como o0 Ca e 0 K sdo frequentemente estudados em
diversos patossitemas por estarem relacionados as barreiras defesa de
planta. O Ca desempenha papel fundamental de mensageiro secundario e
no reconhecimento de patdgenos, na composicdo da membrana
plasmatica celular e na composicdo da lamela média da parede celular
(MARSCHNER, 2012). J4 o K atua nas células guardas do estdmato
regulando a abertura e o fechamento estomatal e a deficiéncia causa
atraso na cicatrizacdo de ferimentos em plantas deficientes favorecendo a
penetracdo dos patdgenos (MARSCHNER, 2012).

Embora conhecida a relacdo desses dois nutrientes com as doencas
de plantas estudos prévios da interacdo com bacteriose S0 escassos.
Desse modo o objetivo desse estudo foi avaliar a interacdo de diferentes
doses de Ca e K proporcionadora da menor severidade da mancha
aureolada em mudas de cafeeiro cultivadas em solu¢do nutritiva

Pseudomonas siryngae pv. garcae.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi repetido por duas vezes para validar os
resultados. O delineamento experimental, de cada experimento, foi em
blocos casualizados, com 25 tratamentos e 3 repeticdes, com 3 plantas por
unidade experimental cultivadas em solugdo nutritiva. Os tratamentos
consistiram de 5 doses de Ca (0,5; 3; 6; 9 e 12 mmol.L™) combinadas
com 5 doses de K (0,5; 3; 7; 12 e 15 mmol.L™) em esquema fatorial. Os
experimentos foram conduzidos em camara de crescimento a 23°C e
fotoperiodo de 12 horas mantidos com lampadas fluorescentes de 2000
Watts.

Sementes da cultivar Catuai Vermelho IAC 99 foram lavadas,
desinfestadas com alcool 50% por 50 segundos e em hipoclorito de sddio
1% por 1 minuto e enxaguadas em agua destilada esterilizada. Apds esses
procedimentos, as sementes foram semeadas em bandejas de plastico,
contendo areia lavada e esterilizada para germinarem permanecendo
nesse local até a emissdo da folha cotiledonar.

A solucdo referéncia utilizada para preparar a solugdo nutritiva de
cada tratamento foi baseada na solucdo de Hoagland (HOAGLAND &
ARNON, 1950) alterando somente as dosagens de Ca e K de acordo com
o0 tratamento. Foram utilizadas como fontes de macronutrientes NH4NOs3;
Ca(NO3)2.4H,0; KNO3; KCI; NH4H2PO4; MgS0,.7H,0 e CaCl,.6H,0.
A fonte de micronutriente utilizada foi 1ml.L™ da solucdo estoque
composta por: HsBO; (2,8 mg.L™); ZnSO,7H,0 (0,22 mg/ L™);
MnS0O,.4H,0 (3 mg/ L™); CuS04.5H,0 (0,08 mg/ L™); H,M00O,.H,0
(0,02 mg/ L™) e 1 mmol.L™ de Solucdo Fe-EDTA. O pH da solucéo foi
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monitorado semanalmente, mantido entre 5,0 e 5,5, com a adi¢do de HCI
0,1 mmol.L™ ou NaOH 0,1 mmol.L™. Quando necessério, o volume dos
vasos foi completado com agua destilada.

Apds emissdo da folha cotiledonar e com os primérdios do
primeiro par de folha verdadeiro, as mudas foram transferidas para vasos
de 4 litros contendo a solucéo de cada tratamento, a 50% da forca ibnica,
sob aeracdo continua, realizada por um conjunto compressor, kitasato e
mangueiras. Apos quinze dias as mudas permaneceram foram transferidas
para as devidas unidades experimentais com solucdo a 100%,
permanecendo por mais quinze dias.

O inoculo foi obtido por meio do semeio do isolado P. syringae
pv. garcae souche patothype (CFPB1634) (PSG) em meio 523 de Kado &
Heskett (1970) a 28°C. Ap0s 48 horas, foi preparada suspensdo das
células bacterianas utilizando-se solucdo salina (NaCl a 0,85%) estéril,
com concentragdo de 1,1x10° UFC.mL' determinada em
espectrofotobmetro a 600 nm (OD600, absorbancia 0,2). Todas as folhas
das mudas foram inoculadas por meio da aspersdo da suspensao
bacteriana com pulverizador manual Strong® com bico cénico vazio até o
ponto de escorrimento.

Apo0s aparecimento dos primeiros sintomas foram realizadas sete
avaliacGes da severidade da doenca, com intervalos de dois em dois dias
entre avaliacbes. Foram avaliadas os dois primeiros pares de folhas das
mudas atribuindo-se notas de severidade com auxilio da escala
diagramatica proposta por Belan et al. (2014). Os indices médios da
severidade observados foram utilizados para calcular a area abaixo da

curva de progresso da severidade (AACPS) da doenca conforme
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metodologia proposta por Shaner and Finney (1977) para cada
combinagéo de dose de Ca e K.

Apo6s o término das avaliagdes as plantas foram lavadas em agua
destilada, acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa, a 60°C,
até atingirem peso constante. Foram pesadas parte aérea e encaminhadas
ao Laboratorio de andlises do Departamento de Quimica da UFLA, para
determinar os teores de macro e micronutrientes seguindo metodologia
descrita por Malavolta et al. (1997).

As trocas gasosas foram avaliadas ao 16 dia da instalacdo do
experimento. Nesta ocasido foram determinadas a fotossintese medido
com analisador de gas no infravermelho (IRGA) LCpro + (Analytical
Development, Kings Lynn, UK) com fonte de luz constante de 1.200
emol de fétons m?.s™.

Os dados de AACPS, matéria seca foliar e teor de macro e
micronutrientes foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro
Wilk), homosedasticidade (Bartlett) e independéncia dos residuos (Durbin
Watson) para verificar se atendiam o0s pressupostos da analise de
variancia. Quando ndo atendidos os pressupostos os dados foram
transformados por In(x). A analise de variancia foi realizada em esquema
fatorial com auxilio o software "R" (versdo 3.1.3) verificando a
significancia das interacdes no teste F (p<0,05). Quando a interacdo entre
os fatores foi significativa no teste F, foram plotadas superficies de

resposta utilizando-se o software Sigma plot (versdao 12.0).
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RESULTADOS

Houve interacdo significativa entre as concentracdes de Ca e as
concentragdes de K para os dados de AACPS (P<0,05). Concentragdes de
Ca inferior a 3 mmol.L™ independentes das doses de K e a combinacio de
doses de Ca e K ambas acima de 8 mmol.L™ proporcionaram maiores
AACPS's. A maior média de AACPS, em torno de 20, foi observada para
a menor concentracdo de Ca combinada com a menor concentragdo de K
avaliada (FIGURA 1a e FIGURA 1b).
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Figura 1 - A) Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da
Mancha aureolada em mudas de cafeeiro em funcdo das
concentracdes de célcio (Ca) (0,5, 3, 6, 9 e 12 mmol.L™) e potéssio
(K) (0,5, 3, 7, 12 e 15 mmol.L") em solugdo nutritiva. B) Gréfico de
contornos.
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Houve interacdo significativa entre as concentracdes de Ca e as
concentragbes de K para a massa seca da parte aérea (P<0,05). Os
maiores valores de massa seca da parte aérea, em torno de 0,9 g.parcela™,
foram observados para as concentragbes de Ca entre 8 e 12 mmol.L™
combinadas com as concentragdes de K entre 8 e 12 mmol.L™ em solugéo
nutritiva (FIGURA 2a e FIGURA 2b).
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Figura 2 - A) Massa seca da parte aérea (g.parcela™) de mudas de cafeeiro em
funcio das concentracdes de calcio (Ca) (0,5, 3, 6, 9 e 12 mmol.L™)

e potassio (K) (0,5, 3, 7, 12 e 15 mmol.L™) em solugo nutritiva. B)
Graéfico de contornos.
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Houve interacdo significativa entre as concentracdes de Ca e as
concentracfes de K nos teores de N na parte aérea das mudas (P<0,05).
Os maiores teores de N na parte aérea foram observados para as
concentracbes de Ca entre 0,5 e 40 mmolL™ e de K entre 2 e
12 mmol.L™. Em contrapartida, com o aumento das concentracdes de Ca
e K em solugéo nutritiva, houve reducéo nos teores de N (FIGURA 3a. e
FIGURA 3b.).
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Figura 3 - A) Teores de nitrogénio (N) na parte aérea de mudas de cafeeiro em
funcéo das concentracGes de calcio (Ca) (0,5, 3, 6,9 e 12 mmol.L™?) e
potassio (K) (0,5, 3, 7, 12 e 15 mmol.L™) em solugdo nutritiva. B)
Gréfico de contornos.
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De modo geral a combinacdo das doses de Ca e K ambas entre 8 e
12 mmol.L™ proporcionaram a maior severidade da doenca, o maior
acumulo de matéria seca e os menores niveis de N. Enquanto doses de Ca
entre 6 e 10 mmol.L™ combinadas com doses de K entre 4 e 8 mmol.L™
proporcionaram a menor severidade da doenga, o maior acumulo de
matéria seca e niveis de N considerados adequados.

N&o houve interacdo significativa entre as concentracfes de Ca e
as concentracbes de K nos teores de K na parte aérea das mudas.
Entretanto, as concentragdes de Ca, bem como as concentracdes de K,
influenciaram, independentemente, os teores de K na parte aérea das
mudas (P<0,05). Houve aumento linear nos teores de K na parte aérea
com o aumento das concentracBes de Ca em solugdo nutritiva, sendo a
maior média igual a 2,43 dag.Kg™ de K para a concentracdo de 12
mmol.L™ de Ca (FIGURA 4a).
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Figura 4 - A) Teores de potassio (K) na parte aérea de mudas de cafeeiro em
funcdo das concentracGes de célcio (Ca) (0,5, 3, 6, 9 e 12 mmol.L™)
em solucdo nutritiva. B) Teores de K na parte aérea de mudas de
cafeeiro em fungdo das concentracbes de K (0,5, 3, 7, 12 e 15
mmol.L™") em solucdo nutritiva. C) Teores de Ca na parte aérea de
mudas de cafeeiro em fungdo das concentracfes de Ca (0,5, 3, 6,9 ¢
12 mmol.L™") em solugéo nutritiva.
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Como esperado, houve aumento, de forma linear, nos teores de K
na parte aérea com o aumento das concentragdes desse nutriente em
solugdo nutritiva. Cada mmol de K por litro de solucdo nutritiva
proporcionou aumento de 0,091 dag.Kg™ de K na parte aérea das mudas,
com o maior teor, 2,97 dag.Kg™, observado para a concentracdo de K de
15 mmol.L™" (FIGURA 4b).

N&o houve interacdo significativa entre as concentracoes de Ca e
as concentracOes de K para os teores de Ca na parte aérea. Entretanto,
houve efeito isolado das concentragdes de Ca em solucdo nutritiva sobre
os teores de Ca na parte aérea das mudas (P<0,01). Ajustou-se 0 modelo
de regressdo linear simples, com aumento de 0,082 dag.Kg™ de Ca na
parte aérea das mudas a cada mmol de Ca por litro de solucdo nutritiva
(FIGURA 4c). A maior média de Ca na parte aérea, 1,52 dag.Kg™, foi
observada para a concentragdo de 12 mmol.L™ de Ca.

N&o houve efeito das concentracbes de Ca e K em solucdo
nutritiva sobre a taxa fotossintética, sendo a média geral para essa

variavel igual a 2,75 umol.m?.s™.

DISCUSSAO

Concentracdes de Ca abaixo de 3 mmol.L™" independente das
doses de K proporcionaram maior severidade da mancha aureolada sendo
o Ca constituinte de estruturas ou reaces quimicas atribuidas a defesa da
planta. A rigidez da parede celular vegetal depende dos pectatos de Ca 0s
quais necessitam de Ca para serem formados (CAFFALL & MOHNEN,

2009). Desse modo a baixa disponibilidade de Ca resulta em menor
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rigidez da parede celular e menor resisténcia a colonizagdo. Outra funcéo
do Ca é conferir estabilidade na membrana plasmatica celular
(CLAPHAM, 2007) e atuar como mensageiro secundario importante na
transducdo de sinais para resposta de defesa das plantas contra patdgenos
(LECOURIEUX et al., 2006).

Doses de K superior a 9 mmol.L™ combinadas com dose de Ca
superior a 8 mmol.L™ proporcionaram os maiores niveis de AACPS.
Essas quantias estdo acima do nivel para cultivo do cafeeiro em solugéo
nutritiva (HOAGLAND & ARNON, 1950). Essas quantias em excesso
podem ter inibido a absor¢do de outros cations provocando o
desequilibrio nutricional (MARSCHNER, 2012). Em estudos com outros
patossistemas do cafeeiro foi observado o desequilibrio nutricional
propiciando maior severidade das doencas (JUNIOR et al, 2003, POZZA
et al., 2001, LIMA et al., 2010).

A interacdo de Ca e K ambos nas doses entre 8 a 12 mmol.L™
proporcionaram maior acumulo da matéria seca. Possivelmente essas
quantidades aceleraram o metabolismo e acumulo de matéria seca devido
o Ca ser componente de parede celular e o K ser ativador enzimatico
(MARSCHNER, 2012).

Com o0 aumento da matéria seca a quantidade de N decresceu no
tecido foliar. Esse fato pode ser devido ao aumento de Ca e K na matéria
seca diminuindo em propor¢do a quantia de N na folha. O nivel de N
foliar normal para café é de 2,5 a 3,5 dag.Kg™ (GUIMARAES et al.,
1999). As doses de K inferior a 3 mmol.L™ proporcionaram niveis de N

acima de 4 dag.Kg™ consideradas em excesso. Essas doses extremas
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podem ser devido a falta de Ca estruturando a membrana plasmatica e
seletividade da membrana (CLAPHAM, 2007).

Por estarem dentro da faixa de atendimento das exigéncia da
cultura as doses de Ca entre 6 e 10 mmol.L™ combinadas com doses de K
entre 4 e 8 mmol.L™ proporcionaram a menor severidade da doenca, 0
maior acumulo de matéria seca e niveis de N considerados adequados. Os
menores niveis de doenca também foram observados por outros autores
em patossistemas do cafeeiro quando utilizadas doses de nutriente
adequada e equilibrada (JUNIOR et al, 2003, POZZA et al., 2001, LIMA
et al., 2010).

O aumento do Ca em solugdo proporcionou aumento de Ca e K
em folhas e 0 aumento do K em solugédo proporcionou aumento de K na
folna. O aumento de um nutriente em solucdo tende a aumentar a
quantidade deste mesmo nutriente no tecido foliar (LIMA et al., 2010). O
aumento do Ca no tecido foliar possibilita o crescimento pois para a
elongacao e formacdo da parede celular é necessario a presenca do Ca
(CLAPHAM, 2007; CAFFALL & MOHNEN, 2009) e por conseguinte
com o crescimento, a planta absorve mais K para atuar como ativador
enzimatico nas novas células (MARSCHNER, 2012).

CONCLUSAO

Doses de Ca entre 6 e 10 mmol.L™ combinadas com doses de K
entre 4 e 8 mmol.L™ proporcionaram a menor severidade da doenca, o

maior acumulo de matéria seca e niveis de N considerados adequados.
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