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RESUMO

TANNURI, Luciano Abi Rached, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa — Campus de Rio
Paranaiba, novembro de 2018. Uso do acido salicilico no manejo de doencas foliares e da
meloidoginose do cafeeiro. Orientador: Everaldo Antonio Lopes. Coorientador: Willian
Rodrigues Macedo.

A aplicacdo de écido salicilico em plantas pode induzir resisténcia a muitos estresses abidticos e
bioticos. Entretanto, pouco se sabe sobre o potencial desse biorregulador no controle de patdgenos
do cafeeiro. Assim, conduzimos experimentos para avaliar o efeito da aplicagao de acido salicilico
(AS) no controle de doencas foliares e Meloidogyne exigua em plantas de café. O primeiro
experimento foi conduzido em uma plantagcdo de café de sete anos de idade para avaliar o efeito
da aplicacdo foliar de AS (150 mg.L!) sobre doencas foliares de ocorréncia natural, em
comparagdo com hidroxido de cobre (2 kg.ha'), uma combinacio de fungicidas protetores e
sistémicos (tratamento quimico padrdo) e o controle ndo-tratado. Cinco aplicagdes mensais foram
realizadas entre Novembro de 2016 a Marg¢o de 2017. Avaliagdes de incidéncia e severidade de
ferrugem (Hemileia vastatrix) e mancha de Ascochyta (Ascochyta coffeae) foram feitas
mensalmente. A atividade da catalase, ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e proteinas
totais foi avaliado trés vezes durante o experimento. A aplicagdo de AS reduziu ferrugem e mancha
de Ascochyta em 40 e 37%, respectivamente, com taxas de redu¢do de doenga similares aquelas
obtidas com o fungicida protetor hidroxido de cobre. As maiores redugdes dessas doengas foram
alcangadas com a mistura de fungicidas, enquanto que as maiores incidéncias e severidades das
doengas foram observadas em plantas nado-tratadas. O AS influenciou positivamente as
concentragdes de enzimas antioxidantes em relacdo aos outros tratamentos. O segundo
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com o objetivo de estudar o efeito do AS sobre
M. exigua. Os seguintes tratamentos foram usados: acido salicilico (150 mg.L ™), 4cido salicilico
(150 mg.L") + fluensulfona (0.192 g.planta™), fluensulfona (0.192 g.planta™), controle ndo-tratado
e inoculado com nematoide e controle ndo-tratado sem nematoide. Plantas de café¢ foram
inoculadas com 5000 ovos de M. exigua e foram cultivadas por 95 dias em vasos plasticos de 2 L
de capacidade. Trés aplicagdes de AS foram feitas aos 5, 20 e 45 dias apds o transplante das
plantulas. Aos 46 dias, as enzimas catalase, ascorbato peroxidase e superoxido dismutase foram
avaliadas. O 4cido salicilico reduziu o nimero de ovos do nematoides em comparacdo com a
testemunha inoculada. Plantas tratadas com fluensulfona apresentaram sintomas de fitotoxicidade,
o que refletiu na concentracao das enzimas antioxidantes. Nenhuma diferenca foi observada nos
niveis das enzimas em plantas tratadas com AS e os controles, provavelmente devido a um estresse

hidrico ocorrido durante o experimento.



ABSTRACT

TANNURI, Luciano Abi Rached, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa — Campus de Rio
Paranaiba, November, 2018. Use of salicylic acid on the management of coffee leaf diseases
and Meloidogyne exigua. Adviser: Everaldo Antonio Lopes. Co-Adviser: Willian Rodrigues
Macedo.

The application of salicylic acid on plants may induce resistance to many abiotic and biotic
stresses. However, little is known about the potential of this bioregulator on controlling
pathogens in coffee plants. Thus, we carried out experiments to assess the effect of the
application of salicylic acid (SA) on the control of foliar diseases and Meloidogyne exigua in

coffee plants. The first experiment was carried out in a seven-year-old coffee plantation to
evaluate the effect of foliar application of SA (150 mg.L™) on naturally occurring foliar diseases,

in comparison to copper hydroxide (2 kg.hal), a combination of systemic and protectant
fungicides (standard chemical treatment) and a non-treated control. Five monthly applications
were performed from November 2016 to March 2017. Evaluations of incidence and severity of
rust (Hemileia vastatrix) and Ascochyta leaf spot (Ascochyta coffeae) were done at monthly
basis. The content of catalase, ascorbate peroxidase, superoxide dismutase and total proteins
were assessed three times during the experiment. The application of SA reduced rust and
Ascochyta leaf spot by 40% and 37%, respectively, with rates of disease reduction similar to
those obtained with the protectant fungicide copper hydroxide. Higher reduction of these
diseases was achieved the fungicide mixture, whereas higher incidence and severity was
observed in the non-treated plants. The salicylic acid positively influenced the antioxidant
enzyme concentrations in relation to the other treatments. The second experiment was carried out

in greenhouse with the objective of studying the effect of SA on M. exigua. The following
treatments were used: salicylic acid (150 mg.L™), salicylic acid (150 mg.L™") + fluensulfone

(0.192 g.plant™), fluensulfone (0.192 g.plant™), non-treated control inoculated with nematode
and non-treated control without nematode. Coffee plants were inoculated with 5,000 M. exigua
eggs and grown for 95 days in 2-L plastic pots. Three applications of SA were made at 5, 20 and
45 days after transplanting the seedlings. At 46 days, the enzymes catalase, ascorbate peroxidase
and superoxide dismutase were evaluated. Salicylic acid reduced the number of eggs compared
to the inoculated control. Plants treated with fluensulfone showed phytotoxicity symptoms,
which reflected the concentrations of antioxidant enzymes. No difference was observed in the
enzyme levels in plants treated with AS and the controls, probably due to a water stress during

the experiment.
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INTRODUCAO GERAL

Desde o dia em que o pastor de ovelhas observou seus animais comendo curiosos
frutinhos vermelhos nos campos da Etiopia, muita coisa mudou na histéria do que viria a ser uma
das bebidas mais apreciadas no mundo moderno. Em meados do século XV, os arabes difundiram
e levaram o café para os paises da Europa, e, com as grandes navegacdes, o grao rapidamente se
espalhou para o restante do mundo. Era uma bebida de custo elevado e que somente os nobres
tinham acesso. Mas com a chegada do café¢ no Brasil, a producdo comegou a ganhar forga
rapidamente e impulsionou a popularizacao da bebida (Shie, 2018).

Trazido da Guiana Francesa para Belém, o café passou em seguida a ser cultivado em
regides de altitude do Rio de Janeiro e, posteriormente, nos estados de Sao Paulo, Parana e Minas
Gerais (Verardi, 2017). Atualmente, o Brasil ¢ o maior produtor mundial do grao, com produgao
estimada em cerca de 3,3 milhdes de toneladas para 2018 (CONAB 2018), em uma area colhida
de quase dois milhdes de hectares. O estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor, com cerca de um
milhdo e meio de toneladas produzidas em 2016 (IBGE, 2017).

O cafeeiro pode estar sujeito a danos de origem biotica e abidtica, causando estresse as
plantas e desencadeando alteracdes em véarios processos fisioldgicos, como controle de abertura e
fechamento dos estomatos, fotossintese e respiragdo. Essas alteragdes levam ao actimulo de
espécies reativas de oxigénio, que causam peroxidacao lipidica da membrana celular e limitam o
desenvolvimento vegetal (Faghani et al., 2015).

Para evitar tais danos, as plantas desenvolveram eficiente sistema composto por
mecanismos enzimaticos € nao enzimaticos que neutralizam e reduzem os efeitos nocivos causados
pelas espécies reativas de oxigénio (Bilgin, 2010; Afify et al., 2014). As enzimas antioxidantes
convertem os radicais superoxido (O2") e perdxido de hidrogénio (H202) em dgua e oxigénio. Para
controle destes radicais livres as plantas se utilizam de mecanismos enzimaticos, incluindo:
Superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD) (Radwan et al., 2010; Taiz &
Zeiger, 2013).

A ativagdo de mecanismos endogenos de defesa de plantas pode ocorrer devido a estimulos
bidticos (patdgenos ou microrganismos benéficos) e abidticos (Li et al., 2012). O acido salicilico
(AS) € um hormoénio vegetal com fungao primordial de sinaliza¢do quimica que atua em reacoes
de hipersensibilidade em plantas e ativa a indugao de resisténcia sistémica adquirida (Resende et
al., 2003; Li et al., 2012; Taiz & Zeiger, 2013). Devido a isso, a aplicacdo de AS em plantas pode
contribuir para o controle de doengas da parte aérea e do sistema radicular em vdrias culturas,

como, por exemplo, cerejeira (Xu et al., 2008), feijoeiro (Xue et al., 2014), tomateiro (Nikoo et



al., 2014), macieira (Zhang et al., 2016) e maracujazeiro (Silva et al., 2016). No entanto, pouco se
sabe sobre o efeito da aplicagdo de AS no controle de doencgas do cafeeiro.

Na cafeicultura, milhares de litros de agrotoxicos sdo aplicados anualmente, causando
elevacao dos custos de produgdo, impactos ambientais e com eficiéncia de controle nem sempre
satisfatoria. Diversas opgdes ao uso dos agroquimicos ja foram investigadas pelos cientistas,
incluindo os indutores de resisténcia em plantas. A aplica¢dao de silicio e de 6leo de citronela
aumentam a resisténcia de plantas de café ao nematoide Meloidogyne exigua (Silva, 2009), e aos
fungos Hemileia vastatrix e Cercospora coffeicola, respectivamente (Pereira, 2012). A
concentragdo de enzimas antioxidantes aumenta apos a aplicagao de silicio e de 6leo de citronela,
a exemplo da peroxidase, indicando possivel acdo como indutores de resisténcia em plantas (Silva,
2009; Pereira, 2012).

Em razdo do potencial de uso do 4cido salicilico na agricultura como agente de indugdo
de resisténcia, € possivel que ocorra redugdo na intensidade de doengas de cafeeiros tratados com
essa substancia. Para estudar essa hipotese, avaliamos o efeito da aplicacdo de acido salicilico

sobre doengas foliares e a meloidoginose do cafeeiro.
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A aplicacao de acido salicilico controla a ferrugem e a mancha de Ascochyta em cafeeiro

Autores: TANNURI, L.A.R.; LOPES, E.A.; MACEDO, W.R.

RESUMO

Um experimento foi conduzido em duplicate em uma plantacdo de café de sete anos de
idade em Rio Paranaiba-MG com o objetivo de avaliar o efeito da aplicagdo de &cido salicilico
(AS, 150 mg.') em doencas foliares de ocorréncia natural, em comparacdo com hidréxido de
cobre (2 kg.hd), uma combinacdo de fungicidas sistémicos e protetores (tratamento quimico
padrédo) e um controle nao tratado. Cinco aplicagcdes mensais foram realizadas entre N@/embro d
2016 e Marco de 2017. Incidéncia e severidade de ferrugemléa vastatrix) e mancha de
Ascochyta (Ascochyta coffeae), desfolha e crescimento de ramos plagiotropicos foram avaliados
mensalmente. A atividade da catalase, ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e proteinas
totais foi avaliada trés vezes durante o experimento. A aplicacdo de AS reduziu femugecha
de Ascochyta em 40 e 37%, respectivamente, com taxas de reducdo de doenca similares aquelas
obtidas com o fungicida protetor hidréxido de cobre. As maiores reducdes dessas doencas foram
alcancadas com a mistura de fungicidas, enquanto que aesiadiiéncias e severidades das
doencas foram observadas em plantas ndo-tratadas. O efeito do AS sobre desfolha e crescimentc
de ramos foi similar ao de plantas tratadas com hidroxido de cobre. No inicio do experimento, AS
influenciou o aumento da concentragdo de enzimas antioxidantes. Entretanto, com o aumento da
intensidade das doencas no campo, essa diferenca nao foi observada no final do exp@rimento.

AS reduz a intensidade de ferrugem e manch@scachyta.

Palavras-chaves: Biorregulador, Hemileia vastatrix, Ascochyta coffeae, enzimas antioxidantes,

agricultura, resisténcia de plantas, Coffea arabica.



The application of salicylic acid controls coffee rust and Ascochyta leaf spot

Autores: TANNURI, L.A.R.; LOPES, E.A.; MACEDO, W.R.

ABSTRACT

An experiment was carried out in duplicataiseven-year-old coffee plantation field in
Rio Paranaib®G aiming to assess the effect of foliar application of salicylic acid (SA, 150 mg.L
1 on naturally occurring foliar diseases, in comparison to copper hydroxide (2kgeaha
combination of systemic and protectant fungicides (standard chemical treatment) and a non-treated
control. Five monthly applications were performed from November 2016 to March 2017. Rust
(Hemileia vastatrix) and Ascochyta leaf spot Ascochyta coffeae) incidence and severity,
defoliation and growth of plagiotropic branches were evaluated monthly. The activity of catalase,
ascorbate peroxidase, superoxide dismutase and total proteins were assessed three times during
the experiment. The application of SA reduced rustAstdchyta leaf spot by 40% and 37%,
respectively, with rates of disease reduction similar to those obtained with the protectant fungicide
copper hydroxide. Higher reduction of these diseases was achieved the fungicide mixture, whereas
higher incidence and severity was observed in the non-treated plants. The effect of SA on
defoliation and branch growth was similar to those observed in plants treated with copper
hydroxide. At the beginning of the experiment, SA influenced the increase of the concentration of
antioxidant enzymes. However, with the increase of diseases intensity in the field, this difference
was not observed at the end of the experiment. Salicylic acid reduces the intensity of rust and

Ascochyta leaf spot.

Keywords: Bioregulator, Hemileia vastatrix, Ascochyta coffeae, antioxidant enzymes, agriculture,

plant resistance, SAR, ROS, Coffea arabica.



INTRODUCAO

Viarias doengas acometem o cafeeiro, causando enormes prejuizos a cultura (Matiello et
al., 2015; Mesquita et al., 2016). A ferrugem, causada por Hemileia vastatrix, € a cercosporiose,
induzida por Cercospora coffeicola, sao enfermidades que ocorrem em todas as areas de cultivo
do cafeeiro no Brasil (Rena et al., 1986; Zambolim et al., 2005). Em regides de altitude, o
complexo de mancha de Ascochyta e Phoma (Ascochyta coffeae e Phoma spp.) e a mancha
aureolada, causada por Pseudomonas syringae pv. garcae, também sao doengas responsaveis por
prejuizos aos cafeicultores (Salgado & Pfenning, 2000; Matiello et al., 2012).

Inimeros esforgos sdo feitos todos os anos na tentativa de mitigar os danos causados por
esses patdgenos. Apesar de sua importancia no manejo integrado de doencas do cafeeiro, a
aplicagdo de agrotoxicos aumenta em mais de 10% os custos de producao (CONAB, 2017) e
representa riscos ao meio ambiente e a saude humana. Por isso, diversos produtos alternativos t€ém
sido estudados em substituicdo aos defensivos agricola (Carvalho et al., 2012), como, por exemplo,
os indutores de resisténcia em plantas (Bonaldo et al., 2005; Barros et al., 2010).

O 4cido salicilico ¢ um hormdnio vegetal fendlico que atua como sinalizador que ativa
defesas da planta contra agentes bioticos (Resende et al., 2003; Sanches et al., 2010; Taiz et al.,
2017). As aplicagdes desse biorregulador aumentam a acdo da ascorbato peroxidase em
Arabidopsis (Csiszar et al., 2018), da catalase em morangueiro (Asghari & Hasanlooe, 2015) e da
peroxidase em feijoeiro (Campos et al., 2004). Essas enzimas estdo envolvidas no combate as
espécies reativas de oxigénio, resultantes de estresse causado por agentes bidticos ou abiodticos
(Jiang & Zhang, 2002; Gill & Tuteja, 2010).

A aplicacao de acido salicilico induz a resisténcia de plantas a varias doencas, como, por
exemplo, a antracnose do feijoeiro (Campos et al., 2004), o tombamento de plantulas de pepino
causada por Pythium sp. (Bertoncelli et al., 2015), o mosaico do pepino (Luo et al., 2011), o virus
do endurecimento dos frutos no maracujazeiro (Silva et al., 2016), a hérnia das cruciferas em
brécolis (Lovelock et al., 2012). Oleo de citronela, acibenzolar-S-metil e proteina harpina sio
exemplos de produtos capazes de induzir resisténcia de cafeeiros a fitopatdégenos (Costa et al.,
2007; Galdeano et al., 2010; Pereira et al., 2012). No entanto, pouco se sabe sobre o potencial da
aplicagdo exdgena do acido salicilico como indutor de resisténcia a doengas do cafeeiro. Assim,
estudamos neste trabalho o efeito do acido salicilico no manejo de doengas foliares do cafeeiro em

condi¢des de campo.



MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em duplicata em lavoura de café (Coffea arabica) cv. Topazio
entre 23 de novembro de 2016 e 25 de margo de 2017, na Estagao Experimental da COOPADAP
em Rio Paranaiba, MG, Brasil (19°11°29.0” S ¢ 46°09°41.1” W) a 1.050m de altitude. As plantas
tinham sete anos de idade, 2 m de altura e o espagamento da cultura era de 3,8 x 0,7 m. A lavoura
no era irrigada e apresentava carga pendente baixa, com producio de 651,6 kg ha'! em 2017. Os
tratamentos foram dispostos em blocos casualizados com cinco repetigdes. As parcelas
experimentais foram caracterizadas por uma fileira de café de 30 m, com aproximadamente 42
plantas. As avaliagdes foram feitas em ramos marcados de quatro plantas centrais em cada parcela,
sendo quatro ramos no lado do sol poente e quatro ramos do lado do sol nascente. Dados
pluviométricos e de temperatura foram coletados em estacdo meteorologica em area proxima ao
experimento, onde a temperatura média registrada durante o experimento foi de 21,36 °C e a
precipitagdo média mensal foi de 204,4mm (Figura 1).

Os cafeeiros foram tratados com acido salicilico, hidréxido de cobre (fungicida protetor
usado para controle de doengas flngicas e bacterianas do cafeeiro), além de aplicagdes de
fungicidas usados como padrao dos produtores do Cerrado mineiro (Tabela 1). Parcelas ndo
tratadas foram mantidas como controle negativo. Cinco aplicagdes foram realizadas durante o
periodo chuvoso, iniciando-se em novembro de 2016 com término em margo de 2017 (Tabela 1).
Os tratos culturais foram realizados em todas as parcelas quando necessario, exceto pela aplicacdao
de fungicidas.

As aplicacdes foram feitas por turbo atomizador tratorizado (Jacto, modelo Arbus 2.000),
equipado com pontas tipo cone e volume de calda usado foi de 400 L ha™!. Tomou-se o devido
cuidado para evitar as contaminacdes das parcelas e a sequéncia utilizada em cada aplicagdo foi:
acido salicilico - hidroxido de cobre — fungicidas.

As doengas foliares que ocorreram naturalmente durante o experimento foram avaliadas
mensalmente, por cinco vezes, 30 dias apos as aplicagdes dos produtos. Apenas ferrugem (Hemilea
vastatrix) e a mancha de Ascochyta (Phoma tarda, = Ascochyta coffeae) foram observadas durante
o experimento. A intensidade dessas doencas foi quantificada com base nas escalas de severidade
de ferrugem (Capucho et al., 2011) e de mancha de Phoma/Ascochyta (Salgado et al., 2009). A
incidéncia foi determinada pelo numero de folhas atacadas pela doenca em relagao ao numero de
folhas sadias em cada ramo. Nos ramos marcados, cada folha foi analisada e comparada com as
escalas individualmente e, posteriormente, fez-se a média de cada parcela com todas as folhas

analisadas. Os dados de severidade e incidéncia nas faces poente e nascente foram analisados de
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forma separada. O percentual de desfolha foi avaliado nas parcelas, contando-se o niumero de
folhas caidas em relacdo ao ntimero total de folhas que o ramo deveria ter, com base no numero

de entrenos. Além disso, o numero de entrendés também foi avaliado como indicador de

crescimento das plantas.
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Figura 1 - Temperatura média mensal (°C - A) e precipitacdo (mm — B) na Estacdo Experimental
da COOPADAP em Rio Paranaiba, Brasil, nos anos de 2016 ¢ 2017 ¢ média mensal de 1981 a
2017.



Tabela 1 — Relagdo de tratamentos usado no manejo de doengas foliares do cafeeiro.

Tratamento Epoca de aplicagio
24/11/2016 19/12/2016 24/01/2017 22/02/2017 21/03/2017
Testemunha N3o tratada Na3o tratada Na3o tratada Na3o tratada Nao tratada

Hidroxido de

2 kg ha' 2 kg ha! 2 kgha' 2 kgha' 2 kg ha'!
Cobre (HC) s s s s s
Acido
150 mg L*! 150 mg L*! 150 mg L*! 150 mg L*! 150 mg L™
Salicilico
1 Lha'!de
1 Lha'de 1 Lha'de . .
150 gha'' de _ . _ _ piraclostrobina
. piraclostrobina  piraclostrobina 150 gha'! de
o boscalida* — _ ‘ _ ‘ _ +
Fungicidas + epoxiconazol®  + epoxiconazol®  boscalida* — 2 ]
2 kgha' de epoxiconazol®
—2kghalde —2kgha'de  kgha'deHC
HC —2kgha'de
HC HC
HC

*Cantus®; YOpera®.

Analises metabolicas

Trés analises foram realizadas durante o periodo experimental. Folhas foram coletadas de
ramos distintos aos marcados para avaliagdes de doencas e de desfolha. A primeira coleta ocorreu
um dia apds a primeira aplicagdao dos produtos no cafeeiro, com o objetivo de avaliar a atividade
enzimatica inicial das plantas. A segunda foi realizada um dia apds a terceira aplicacao,
objetivando avaliar o comportamento enzimatico no meio do tratamento e a terceira coleta se deu
no dia seguinte a ultima aplicagdo dos produtos, para se conhecer a atividade enziméatica no final
de todo os tratamentos. Duas folhas completamente expandidas e sem sintomas de doengas ou
injurias foram retiradas no segundo par de ramos localizados no ter¢o médio das plantas.

As folhas foram acondicionadas em tubos Falcon de 50 mL, mantidos no interior de caixas
de isopor contendo gelo e, posteriormente, levadas até o laboratorio para processamento. No
mesmo dia da coleta, foram quantificadas as proteinas totais soliveis e a atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Para a extracao das
proteinas soluveis, aproximadamente 100 mg de tecido vegetal foram macerados em nitrogénio
liquido e, em seguida, em 1,5 mL de tampao Tris-HCI. O material macerado foi centrifugado
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durante 10 min a 6000 g. Em uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foram acrescentados 3 mL
do reativo de Bradford (LGC Biotecnologia), deixando em repouso por 5 min a temperatura
ambiente. A leitura colorimétrica da reacdo foi realizada em espectrofotometro a 595 nm. A
concentracdo de proteina soluvel foi calculada a partir da curva padrdo construida com albumina
soro bovina (BSA) (Bradford, 1976).

Para a determinacdo da atividade das enzimas, extrato enzimatico bruto foi preparado a
partir de 200 mg de material vegetal fresco. As folhas foram maceradas em nitrogénio liquido,
seguido da adi¢ao de 1500 uLL do meio de extracao (750 puL de tampao fosfato de potassio 200 mM
e pH 7,8, ainda 15 pL de acido etilenodiamino (EDTA) 10 mM, acrescido de 150 puL de acido
ascorbico 200 mM e 585 pL de dgua Milli-Q). A amostra foi vertida em eppendorf de 2 mL e
centrifugada a 12 000 rpm por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em gelo
até o momento das leituras (Sperotto et al., 2014).

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o procedimento descrito por
Beauchamp & Fridovich (1971) e Gianngiopolitis & Reis (1977), e os resultados representam a
quantidade de enzima capaz de inibir 50% da fotoinibicdo nitroblue tetrazolium, em
espectrofotometro no comprimento de onda de 560 nm, expressos em U min™ mg™ de proteina.

Para determinagdo da CAT, utilizou-se uma aliquota de 12,5 puL do extrato enzimatico e
seguiu-se os procedimentos descritos por Havir & McHale (1987) e Anderson et al. (1995). A
atividade da enzima foi determinada pela mensuragdo da redugdo na absorbancia das amostras a
240 nm, em decorréncia do consumo do H>O> com leituras com duragao total de 60s com intervalos
de 10 em 10s, sendo observado o decréscimo na absorbancia. Para os calculos considerou-se o
resultado da diferenca entre a ultima leitura da primeira. As leituras foram feitas com rapidez, pois
o H>0O; desencadeia o processo de redugdo pela enzima ao entrar em contato com a amostra. Os
resultados foram expressos em pmol.min"!.mg proteina!

A atividade da APX foi avaliada a partir de aliquota de 12,5 uL do extrato enzimatico, de
acordo com método descrito por Nakano e Asada (1981), e a atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingio molar de 2,8 mM™ cm-'. Os resultados foram expressos em
pumol.min"'.mg proteina™! .Para todas as enzimas e proteinas totais solveis, as leituras foram

realizadas em espectrofotometro UV-Vis Evolution 300 — Thermo Scientific.

Analises estatisticas

Os dados de severidade das doengas foram convertidos para area abaixo da curva de

progresso da doenga (AACPD) (Campbell & Madden, 1990). Devido a homogeneidade de
10



variancia entre as replicatas, os dados foram analisados conjuntamente em esquema fatorial 4x2,
sendo os fatores: Produtos (Testemunha, Acido Salicilico, Cobre e Fungicidas) x Experimento
(Replicata 1 e Replicata 2). As médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA, p <0,05)
e, posteriormente, submetidas ao teste de Tukey (p < 0,05). Os efeitos dos tratamentos sobre a
atividade enzimatica foram submetidos 8 ANOVA e as médias foram comparadas entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05). Os dados de severidade da mancha de 4Ascochyta — face poente foram
transformados para \x, enquanto que os de desfolha — face poente e concentragio de catalase foram
transformados por Box-Cox, com lambda de 0,4 e 0,7, respectivamente. As analises estatisticas

foram realizadas com auxilio do pacote estatistico Speed Stat (Carvalho & Mendes, 2017).
RESULTADOS

De maneira geral, o acido salicilico reduziu as doengas em todas as avaliagdes quando
comparadas a testemunha nao tratada. A reducdo da severidade e incidéncia de ferrugem foi de
aproximadamente 40 e 45%, respectivamente (Figuras 2 e 3), em comparagdo com a testemunha
ndo tratada e foi similar a aplicagdo de cobre. O tratamento quimico padrdo com fungicidas
sistémicos e protetores reduziu em 85% a severidade e em 83% a incidéncia da doenca (Figuras 2
e 3).

O pico maximo de severidade e incidéncia da ferrugem foi de 1,23% e 34%, em média,
considerando ambas as faces das plantas e ocorreu entre os 95 e 126 dias apos o inicio das
aplicagdes, ocorrendo reducdo da intensidade da doenga apos esse periodo (Figuras 4 e 5). Aos
161 dias da aplicacao, na tltima avaliagdo, o tratamento com fungicidas apresentou o menor indice
de ferrugem, cerca de 50 vezes menor que a testemunha, enquanto que o acido salicilico ficou em
niveis préximos ao tratamento de hidroxido de cobre, reduzindo em 50% e 40% respectivamente,
quando comparados a testemunha. (Figura 6).

O 4acido salicilico reduziu a desfolha entre 44 e 49% quando comparado a testemunha nao
tratada, que teve o maior indice de desfolha dos experimentos, chegando a mais de 45% aos 161
dias da aplicagdo. O tratamento com menor indice de desfolha foi o com fungicidas, com niveis
menores que 5%. O hidréxido de cobre foi semelhante ao 4cido salicilico, entretanto ambos

ficaram bem abaixo do tratamento com fungicidas (Figura 7).
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Figura 2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca para severidade (AACPDS) de ferrugem

do cafeeiro, causada por Hemileia vastatrix, em folhas das faces poente (A) e nascente (B) e
tratadas com cinco aplicagdes de 4cido salicilico (150 mg L), hidroxido de cobre (2 kg ha') e
fungicidas quimicos incluindo boscalida, hidroxido de cobre e a mistura piraclostrobina +
epoxiconazol. Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,001, para A e B). Letras maitsculas comparam entre si as replicatas 1 e 2 pelo teste F
(A=0,42; B=3,44).
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Figura 3 - Area abaixo da curva de progresso da doenca para incidéncia (AACPDI) de ferrugem
do cafeeiro, causada por Hemileia vastatrix, em folhas das faces poente (A) e nascente (B) e
tratadas com cinco aplicagdes de 4cido salicilico (150 mg L), hidréxido de cobre (2 kg ha') e
fungicidas quimicos incluindo boscalida, hidroxido de cobre e a mistura piraclostrobina +
epoxiconazol. Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,001, para A e B). Letras maitsculas comparam entre si as replicatas 1 e 2 pelo teste F

(A=0,18; B=0,38).
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Figura 4 — Evolugdo da severidade de Hemilea vastatrix nos lados poente (A) e nascente (B) dos
tratamentos: 4cido salicilico (150 mg.L!), hidréxido de cobre (2 Kg.ha') e fungicidas quimicos

incluindo boscalida, hidroxido de cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol.
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tratamentos: 4cido salicilico (150 mg.L!), hidréxido de cobre (2 Kg.ha') e fungicidas quimicos

incluindo boscalida, hidroxido de cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol.
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Figura 6 — Médias marginais das replicatas 1 e 2 da Severidade (A) e Incidéncia (B) de Hemileia
vastatrix nos cafeeiros aos 161 dias da primeira aplicacdo de acido salicilico (150 mg.L),
hidréxido de cobre (2 Kg.ha!) e fungicidas quimicos incluindo boscalida, hidréxido de cobre e a
mistura piraclostrobina + epoxiconazol. Médias seguidas de mesma letra mintiscula comparam o
lado nascente e médias seguidas de mesma letra maitscula comparam o lado poente ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,001). Dados de incidéncia- lado nascente e incidéncia lado poente
foram transformados por BoxCox, com lambdas de -0,1 e 0,4 respectivamente, severidade-lado

nascente, transformados por raiz(x). No grafico os dados estdo sem transformagao.
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Figura 7 — Médias marginais das replicatas 1 e 2 do percentual de desfolha dos cafeeiros aos 161
dias da primeira aplicagdo de 4cido salicilico (150 mg.L!), hidréxido de cobre (2 Kg.ha'!) e
fungicidas quimicos incluindo boscalida, hidroxido de cobre e a mistura piraclostrobina +
epoxiconazol. Médias seguidas de mesma letra mintscula comparam o lado poente e ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (pvalor experimento = 0,471; pvalor tratamento <0,001; pvalor
interacdo = 0,912). Médias seguidas de mesma letra maitiscula comparam o lado nascente € nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (pvalor experimento = 0,062; pvalor tratamento <0,001; pvalor
interacd0=0,442). Dados do lado poente foram transformados por Box Cox, com lambda de 0,4,

no grafico, os dados sdo originais.

Para mancha de Ascochyta, o 4cido salicilico reduziu a severidade e incidéncia do patogeno
em aproximadamente 37% e 36%, respectivamente (Figuras 8 e 9), em comparagdo com a
testemunha ndo tratada e foi similar a aplicagdo do hidroxido de cobre. O tratamento quimico
padrao com fungicidas sistémicos e protetores reduziu em 59% a severidade e em 61% a incidéncia
da doenga (Figuras 8 ¢ 9).

O pico maximo de severidade e incidéncia da mancha de Ascochyta foi de 0,4% e 10,36%
considerando ambas as faces das plantas e ocorreu aos 126 dias apds o inicio das aplicagdes,
ocorrendo reducdo da intensidade da doenca apds esse periodo; entretanto, houve diferenca entre

as faces avaliadas (Figuras 10 e 11).
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Aos 161 dias da aplicacdo, na ultima avaliacdo, o tratamento com fungicidas apresentou a
menor incidéncia do patégeno, cerca de 12 vezes menor que a testemunha, enquanto que o acido
salicilico ficou em niveis proximos ao tratamento de hidréxido de cobre, reduzindo em cinco vezes

a severidade e trés vezes a incidéncia, respectivamente, quando comparados a testemunha (Figura
12).
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Figura 8- Area abaixo da curva de progresso da doenca para severidade (AACPDS) da mancha de
Ascochyta, causada por Ascochyta coffeae, em folhas das faces poente (A) e nascente (B) e tratadas
com cinco aplica¢des de acido salicilico (150 mg L), hidréxido de cobre (2 kg ha™!) e fungicidas
quimicos incluindo boscalida, hidréxido de cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol.
M¢édias seguidas de mesma letra mintiscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,001, para
A e B). Letras maitisculas comparam entre si as replicatas 1 e 2 pelo teste F (A=0,27; B=5,78).
Severidade-Lado Poente (A), transformados por raiz(x). Médias originais sdo apresentadas no

grafico.
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Figura 9 - Area abaixo da curva de progresso da doenca para incidéncia (AACPDI) da mancha de
Ascochyta, causada por Ascochyta coffeae, em folhas das faces poente (A) e nascente (B) e tratadas
com cinco aplicagdes de 4cido salicilico (150 mg L), hidréxido de cobre (2 kg ha!) e fungicidas
quimicos incluindo boscalida, hidréxido de cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol.
Meédias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,001, para

A e B). Letras maitisculas comparam entre si as replicatas 1 e 2 pelo teste F (A=1,01; B=1,76).
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Figura 10 — Evolucao da severidade da mancha de Ascochyta nos lados poente (A) e nascente (B)
dos tratamentos: 4cido salicilico (150 mg.L"), hidroxido de cobre (2 Kgha') e fungicidas

quimicos incluindo boscalida, hidroxido de cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol.
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Figura 11 — Evolucao da incidéncia da mancha de Ascochyta nos lados poente (A) e nascente (B)
dos tratamentos: 4cido salicilico (150 mg.L"), hidroxido de cobre (2 Kgha') e fungicidas

quimicos incluindo boscalida, hidréxido de cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol.
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Figura 12 — Médias marginais das replicatas 1 e 2 da Severidade (A) e Incidéncia (B) da mancha
de Ascochyta nos cafeeiros aos 161 dias da primeira aplicagdo de 4cido salicilico (150 mg.L™"),
hidréxido de cobre (2 Kg.ha!) e fungicidas quimicos incluindo boscalida, hidréxido de cobre e a
mistura piraclostrobina + epoxiconazol. Médias seguidas de mesma letra mintiscula comparam o
lado nascente e médias seguidas de mesma letra maitscula comparam o lado poente ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,001). Dados de incidéncia e severidade - lado poente foram

transformados por transformados por raiz(x). Médias originais sdo apresentadas no grafico.
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A aplicacao de acido salicilico alterou a concentragao de proteinas totais soluveis e enzimas
em cafeeiros. Ap6s a primeira aplicagdo, plantas tratadas com &cido salicilico tinham niveis
inferiores de proteinas totais soluveis, chegando a metade dos niveis observados em plantas
tratadas com os demais tratamentos (Figura 13). Em contrapartida, os niveis de ascorbato
peroxidase, catalase e superoxido dismutase em plantas tratadas com acido salicilico foram mais
que o dobro dos demais tratamentos (Figura 14). Esta diferenca diminuiu na segunda avaliacao,
mas manteve a tendéncia de comportamento em relagcdo a avaliagdo anterior. Na ultima avaliagdo,
ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos (Figura 15). Os demais tratamentos se
comportaram de forma inversa ao acido salicilico, com niveis de proteinas totais soliveis altas no
inicio das avaliagdes e baixos niveis de superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e catalase,
sem diferencas estatisticas entre eles. Ao longo das demais avaliagdes os niveis das enzimas e

proteinas totais soluveis foram se equiparando entre todos os tratamentos, chegando na ultima

avaliagdo sem diferencgas estatisticas entre eles.
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Figura 13 — Concentragio de proteinas totais soluveis (A, em mg proteina.g de matéria fresca™),
superoxido dismutase (B, em U min-' mg-' de proteina), ascorbato peroxidase (C, em pmol.min
. mg proteina™!) e catalase (D, em umol.min'.mg proteina™) em cafeeiros tratados com 4cido
salicilico (150 mg.L™), hidréxido de cobre (2 Kg.ha'), e fungicidas quimicos incluindo boscalida,
hidréxido de cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol. Avaliagdo realizada em 25/11/2016,
um dia ap6s a aplicacdo dos produtos. Médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (A, p<0,001 e F=10,52; B, p<0,001 ¢ F=150,64, C, p<0,001 e
F=116,96, D, p=0,04 ¢ F=3,81). Dados de catalase transformados por BoxCox com lambda de 0,7,

médias originais sdo apresentadas.
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Figura 14 — Concentragio de proteinas totais (A, em mg proteina.g de matéria fresca™), superdxido
dismutase (B, em U min-' mg-' de proteina), ascorbato peroxidase (C, em umol.min™'.mg proteina”
1) e catalase (D, em pmol.min"!.mg proteina™!) em cafeeiros tratados com 4cido salicilico (150
mg.L "), hidréxido de cobre (2 Kg.ha!), e fungicidas quimicos incluindo boscalida, hidréxido de

cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol. Avaliagdo realizada em 25/01/2017, um dia apds
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a aplicacao dos produtos. Médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (A, p=0,035 e F=3,98; B, p<0,008 ¢ F=6,37, C, p<0,013 e F=5,71, D, p=0,930 ¢
F=0,15).
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Figura 15 — Concentra¢io de proteinas totais soltveis (A, em mg proteina.g de matéria fresca™),
superoxido dismutase (B, em U min-' mg-! de proteina), ascorbato peroxidase (C, em pmol.min
. mg proteina™) e catalase (D, em pmol.min'.mg proteina™) em cafeeiros tratados com acido
salicilico (150 mg.L™), hidréxido de cobre (2 Kg.ha!), e fungicidas quimicos incluindo boscalida,
hidréxido de cobre e a mistura piraclostrobina + epoxiconazol. Avaliacdo realizada em 22/03/2017
um dia ap6s a aplicacdo dos produtos. Médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (A, p=0,614 e F=0,62; B, p=0,906 e F=0,18, C, p=0,467 ¢ F=0,91, D,
p=0,752 e F=0,41).

O crescimento do cafeeiro foi maior no tratamento com a combinacdo de fungicida
sist€émicos e quimicos, adotada como padrao dos cafeicultores da regido do Alto Paranaiba - MG,
seguido da aplicacdo de hidroxido de cobre e acido salicilico, enquanto que na testemunha foi

observada o menor nimero de entren6s por ramo (Figura 16).
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Figura 16 — Médias marginais das replicatas 1 e 2 do niimero de entrends por ramo plagiotropico
dos cafeeiros aos 161 dias da primeira aplicacdo de 4cido salicilico (150 mg.L™!), hidroxido de
cobre (2 Kgha') e fungicidas quimicos incluindo boscalida, hidroxido de cobre e a mistura
piraclostrobina + epoxiconazol. Médias seguidas de mesma letra mintiscula comparam o lado
poente e ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (pvalor experimento = 0,789; pvalor tratamento
=0,003; pvalor interacdo = 0,962). Médias seguidas de mesma letra maituscula comparam o lado
nascente ¢ nao diferem entre si pelo teste de Tukey (pvalor experimento =0,499; pvalor tratamento

<0,001; pvalor interacao=0,706).

DISCUSSAO

O 4cido salicilico reduz a intensidade da ferrugem e da mancha de Ascochyta do cafeeiro
em niveis similares aqueles observados no uso do hidroxido de cobre, fungicida protetor
comumente utilizado em lavouras no Brasil. Os cupricos sdo fungicidas de contato, inibem a
germinagdo dos esporos e a penetragdo do fungo, portanto devem ser aplicados anteriormente ao
aparecimento de sintomas de doencas na planta (Zambolim et al., 1995; Osorio et al., 2011). Com
relacdo ao 4cido salicilico, dados deste trabalho sugerem que sua aplicagdo também seja de forma
preventiva, pois deve sinalizar a planta a produzir defesas e compostos bioquimicos para que estes
estejam em concentragdes adequadas nos tecidos sadios, proporcionando condi¢gdes de impedir ou

limitar o ataque de agentes externos (Schwan-Estrada et al., 2011). Possivelmente, plantas tratadas
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com acido salicilico tiveram seus mecanismos de defesa ativados, reduzindo o estabelecimento
dos fungos nos tecidos do hospedeiro (Delaney et al., 1994; Vlot et al., 2009, De S4, 2010; Kumar,
2014). E evidente que este biorregulador néo ¢ o inico responsavel pelas respostas de sinalizagio
para a resisténcia sistémica adquirida, mas ele € parte intrinseca de uma rede que envolvem outros
hormonios neste processo (Klessig et al., 2018). Apds a primeira aplicagcdo do acido salicilico, o
consumo de proteinas foi maior, proporcionando o aumento na produgdo das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase, peroxidase e catalase, corroborando com os resultados
encontrados por Hasmussen et al. (1991). Com isso, o cafeeiro passou a combater as espécies
reativas de oxigénio e ativar mecanismos de resisténcia contra os fitopatégenos (Herrera-Vasquez
etal., 2015).

A incidéncia de ferrugem e mancha de Ascochyta em plantas tratadas com acido salicilico
foi similar aquelas tratadas com hidroxido de cobre e a combinagdo de fungicidas sistémicos e
protetores usada como tratamento quimico padrdo. Assim, ¢ possivel inferir que a sinalizagao
induzida pelo 4cido salicilico foi eficiente em limitar a formacao de lesdes em folhas naturalmente
inoculadas. Por sua vez, a reducdo da severidade da ferrugem e da mancha de 4Ascochyta causada
pela aplicagdo da combinacdo de fungicidas deve-se ao fato de que a boscalida e a mistura
piraclostrobina + epoxiconazol agem de forma sistémica, reduzindo o tamanho das lesdes ja
formadas (Bartlett et al., 2002; Honorato Junior et al., 2015). O acido salicilico e o hidroxido de
cobre atuaram, portanto, limitando o numero de lesdes iniciais. No entanto, uma vez formadas,
esses produtos ndo possuem capacidade de reduzir a severidade da ferrugem e da mancha de
Ascochyta.

Com o aumento da intensidade da ferrugem e da mancha de Ascochyta ao longo do
experimento, o processo de sinalizagdo induzido pelo acido salicilico foi menos evidente.
Possivelmente, isso ocorreu devido ao aumento das doengas foliares que promoveram espécies
reativas de oxigénio, e, consequentemente, também sinalizaram para a planta estimular seus
mecanismos de defesa. (De Wit, 2007; Deuner et al., 2008). Plantas sob ataque de patogenos
podem hidrolizar glucosideos inativos de acido salicilico em &cido salicilico livre, desencadeando
o processo de sinalizagdo para defesa sistémica adquirida (Fu & Dong, 2013).

A intensidade de doengas atingiu o pico maximo entre 90 e 126 dias da primeira aplicagdo
com nuimeros muito proéximos aos citados por outros autores em anos de baixa carga (Meira et al.,
2008; Zambolim, 2016). Apesar das chuvas neste periodo estarem abaixo da média, a umidade
presente na area foi suficiente para o desenvolvimento das doengas analisadas, pois havia orvalho
nas folhas pelas manhas, associado ao fato das temperaturas estarem ligeiramente acima da média

histérica, em condigdes de desenvolvimento para H. vastatrix (Nutman & Roberts, 1963; Vale et
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al., 2000; Fernandes, 2007) e A. coffeae (Chalfoun et al., 2000). A partir deste periodo, houve
reducdo da intensidade de doengas, principalmente como consequéncia do aumento da desfolha,
pois, cafeeiros com altos indices de ferrugem induzem a abscisao foliar (CUNHA et al, 2004).

A auséncia de outras doengas € a menor intensidade de ferrugem e mancha de Ascochyta
na area experimental podem ser explicadas pelo menor volume de chuvas nos meses anteriores a
instalacdo do experimento, diminuindo-se assim a fonte de indculo associado a baixa carga
pendente das plantas. O volume de chuvas entre os meses de novembro a margo foi, em média,
16,4% menor do que a precipitacdo média durante o mesmo periodo considerando a série historica
de 1981 a 2017, que totaliza 1.222 milimetros para o periodo. A ocorréncia de chuvas favorece a
germinagdo de H. vastatrix e A. coffeae (Godoy et al., 1997). Além disso, a intensidade de doencas
foliares em cafeeiros ¢ maior em plantas com carga alta (Costa et al., 2006), principalmente a
ferrugem, devido a menor concentragdo de potassio nas folhas (Carvalho et al., 1996).

A aplicacao de acido salicilico nao altera o crescimento do cafeeiro, medido pelo nimero
de entrenos dos ramos plagiotropicos, em comparagdo com plantas nao tratadas e com hidréxido
de cobre. O maior crescimento foi observado na combinacdo de fungicidas, pois proporcionaram
um Otimo controle da ferrugem, além do epoxiconazole juntamente com a piraclostrobina
incrementar a fotossintese e otimizar o sistema antioxidante do cafeeiro. (Honorato Junior et al.,
2015) associados aos efeitos fisiologicos benéficos das estrobirulinas, como agao direta na nitrato
redutase, regulacdo dos estomatos e atividade fotossintética (Bartlett et al., 2002. Em razio da
ativacdo de mecanismos de resisténcia das plantas pela aplicagdo do biorregulador, era possivel
que a planta tivesse menor quantidade de energia disponivel para crescimento e, com isso, tivesse
crescimento reduzido, uma vez que os efeitos do 4acido salicilico variam positivamente ou
negativamente em cada espécie (Rivas-San Vicente & Plasencia, 2011). Em experimentos futuros,
dados de producdo podem indicar se a sinaliza¢do induzida pela aplicagdo de 4cido salicilico ndo

interfere na producao de graos.

CONCLUSOES

O 4cido salicilico diminui em 40% e 37%, respectivamente, a intensidade da ferrugem e da
mancha de Ascochyta em cafeeiro em condi¢des de campo em cafeeiros com baixa carga pendente.
A atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase, superdxido dismutase e

catalase ¢ alterada pela aplicacdo de acido salicilico.
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Acido salicilico reduz a reproduciio de Meloidogyne exigua em cafeeiro.

TANNURI, L.A.R., LOPES, E.A., MACEDO, W.R., DIAS, WM.L.

RESUMO

Meloidogyne exigua € a principal espécie de nematoide encontrada nos cafeeiros
brasileiros. Varios esfor¢cos séo necessarios para minimizar os danos causados por esse nematoide
incluindo a adocdo de medidas ambientalmente sustentaveis, como a aplicacdo de mdutores
resisténcia. O acido salicilico (AS) € um horménio vegetal que induz resisténcia sistémica
adquirida em plantas e seus beneficios j& foram relatados em varias culturas. Entretanto, o
conhecimento sobre o potencial de uso deste biorregulador no contileexigua em café é
escasso. Assim, conduzimos um experimento em condi¢cdes de casa de vegetacao para avaliar ¢
efeito da aplicacao foliar de AS no controleMieexigua em café Coffea arabica cv. Catuai IAC
144). As plantas foram cultivadas em vasos de 2-L pots e submetidas aos seguintes tratamentos:
AS (150 mg.LY), fluensulfona(0,192 mg.plantd) fluensulfona(0,192 mg.plantd) + AS (150
mg.L?), controle n&o tratado inoculado cd exigua e controle néo tratado sem inoculag@o.
acido salicilico foi pulverizado nas folhas aos 5, 20 e 45 dias ap6s o transplante (DAT) das
plantulas. Um dia ap6s o transplante, as plantas foram inoculadas com 5000 ovos do nematoide
As proteinas totais solUveis, catalase, ascorbato peroxelasgperdxido dismutase foram
avaliadas aos 45 DAT. A altura das plantas, massa das raizes e nimero dd/begigdaforam
avaliados aos 95 DAT. AS ndao teve efeito na altura de plantas e massa das raizes, mas reduziu c
namero de ovos dd. exigua em comparag¢do com o controle. Fluensufona causou fitotoxicidade
em plantas de café, o que resultou em menor massa de raizes e altura de plantas. AS proteina:
totais solluveis e as enzimas antioxidantes foram influenciatieysmsulfona, enquanto que os
tratamentos com AS néao diferiram dos controles, provavelmente devido a um estresse hidrico
ocorrido durante o experimento (aos 20 DAT). O acido salicilico reduz a reprodudaexitgua
em café Catuai IAC 144.

Palavras-chaves: Coffea arabica, enzimas antioxidantes, hormodnios vegetais, indutor de

resisténcia, nematoide de galhas.
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Salicylic acid reduces the reproduction of Meloidogyne exigua in coffee plants

TANNURI, L.A.R., LOPES, E.A., MACEDO, W.R., DIAS, WM.L.

ABSTRACT

Meloidogyne exigua is the main plant-parasitic species found in Brazilian coffee
plantations. Several efforts are needed to minimize the damages caused by this nematode,
including the adoption of eco-friendly approaches such as the application of resistance inducers.
Salicylic acid (SA) is a plant hormone that induces the systemic resistance acquired in plants and
its benefits have already been related in several crops. However, the knowledge about the potential
of the use of this bioregulator on the controMbfexigua in coffee is scarce. Thus, we carried out
an experiment under glasshouse conditions to assess the effect of foliar spraying of SA on the
control ofM. exigua in coffee Coffea arabica cv. Catuai IAC 144). Plants were grown i pots
and submitted to the following treatments: SA (150 my.lfluensulfone (0.192 mg.plakt
fluensulfone (0.192 mg.plakt+ SA (150 mg.LY), non-treated control inoculated with exigua
and non-treated control without inoculation. SA was sprayed on the leaves at 5, 20 and 45 days
after transplanting (DAT) the seedlings. At 1 DAT, plants were inoculated with 5,000 eggs of the
nematode. Total soluble proteins, catalase, ascorbate peroxidase and superoxide dismutase were
evaluated at 4BDAT. Plant height, fresh root mass and numbevl oéxigua eggs were evaluated
at 95DAT. SA had no effect on plant height and fresh root mass but reduced the number of eggs
of M. exigua in comparison to the control. Fluensufone caused phytotoxicity in coffee plants,
which resulted in lower root mass and plant height. Total soluble proteins and antioxidant enzymes
were influenced by fluensulfone, whereas treatments with salicylic acid did not differ from
controls, probably due to a water stress during the experiment (at 20 DAT). Salicylic acid reduces

the reproduction ofl. exigua in coffee Catuai IAC 144.

Keywords: Coffea arabica, antioxidant enzymes, plant hormones, resistance inducer, root-knot

nematode.
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INTRODUCAO

Fitonematoides do género Meloidogyne causam danos em varias culturas agricolas em todo
o mundo (Ferraz & Brown, 2016) e dezessete espécies desse género podem parasitar o cafeeiro
(Carneiro & Cofcewicz, 2008). No Brasil, Meloidogyne exigua é a espécie com maior dispersao
(Salgado et al., 2011), sendo relatada em todos os estados produtores de café arabica. A produgao
de plantas parasitadas por M. exigua pode ser reduzida em 45% (Barbosa et al., 2004) e o manejo
deste nematoide envolve a integracao de varias medidas de controle (Huang, et al., 1983; Marcuzzo
et al., 2000; Campos & Silva, 2008). Com a crescente demanda na redu¢do da dependéncia de
nematicidas quimicos, muitos métodos naturais tém sido pesquisados incluindo o uso de indutores
de resisténcia (Amaral et al., 2002; Salgado & Campos, 2003).

A aplicacdo de indutores de resisténcia de plantas pode reduzir a populagdo de
fitonematoides em varias culturas, a exemplo da cana de agucar (Assungao et al., 2010), tomate
(Silva et al. 2004), soja (Rocha et al., 2000, Lee et al., 2017), café (Salgado et al., 2007) dentre
outras. Varios indutores quimicos ou bioldgicos podem incitar resisténcia de plantas, incluindo o
acido salicilico. Este fitormonio tem papel fundamental na sinalizagdo das plantas contra agentes
bidticos e abidticos, induzindo a resisténcia sistémica adquirida, regulando proteinas de resisténcia
e promovendo a expressdo génica de defesa (Durrant & Dong, 2004; Vlot et al., 2010).

O ataque de fitopatdogenos ou a presenca de outros agentes estressores podem fazer com
que as plantas produzam espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo: peroxido de hidrogénio
(H2 O2), superédxido (O2") e o radical hidroxila (OH") (Cros & Jones, 1991). As ROS, quando em
excesso, podem reagir com moléculas biologicas podendo causar danos irreversiveis que podem
levar a morte celular (Barbosa et al., 2014).

Complexos mecanismos para diminuir os danos causados pelas ROS sdo utilizados pelas
plantas através de varias enzimas, dentre elas a catalase, a peroxidase e superoxido dismutase. As
concentragdes dessas enzimas podem ser influenciadas pela presenca de nematoides, variando em
func¢do da espécie, sua populacao inicial e planta hospedeira (Afify et al., 2014).

Muitos estudos ja evidenciaram o potencial de aplicagdes exdgenas de acido salicilico em
outras culturas, influenciando nas enzimas antioxidantes e reduzindo significativamente os niveis
de varios patdgenos. Entretanto, este conhecimento ainda ¢ incipiente na cultura do cafeeiro,
necessitando-se assim indispensavel a investigagdao dos efeitos deste fitormonio em cafeeiros

inoculados com M. exigua, bem como sua influéncia nas enzimas antioxidantes.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em duplicata, em casa de vegetagdo. Cafeeiros cultivar Catuai
Vermelho IAC 144 foram inoculados com Meloidogyne exigua e tratados com acido salicilico (150
mg L), 4cido salicilico (150 mg L' + fluensulfona 0,192 ml planta!), fluensulfona (0,192 ml por
planta), plantas ndo tratadas e inoculadas com M. exigua e plantas ndo tratadas e ndo inoculadas
foram mantidas como testemunha.

Vasos plasticos de 2 L de capacidade foram preenchidos com substrato composto pela
mistura solo e areia (1:1, v:v), previamente autoclavada a 120 °C por 1 h. O solo de cada vaso foi
corrigido com 0,723 grama de fosfato monoamonico (MAP). Em seguida, plantulas de cafeeiro
cv. IAC Catuai Vermelho 144, suscetivel a nematoides, foram transplantadas com quatro pares de
folhas em cada vaso, no dia 30 de janeiro de 2018. No dia seguinte ao transplante, as plantas foram
inoculadas com 5.000 ovos de M. exigua, extraidos de raizes de cafeeiros infectados pelo método
de Boneti & Ferraz (1981).

O nematicida fluensulfona foi aplicado ao solo logo apds o transplante das plantulas e
antes da inoculagao dos nematoides. Para isso, diluiu-se 100 mL do produto comercial em um litro
de 4gua, e aplicou-se 4 mL dessa dilui¢do por vaso. As plantas foram pulverizadas com acido
salicilico aos cinco dias apos o transplante, repetindo-se a aplicagdo aos 20 e aos 45 dias,
totalizando trés aplicacdes. Estas datas foram escolhidas em fun¢do das fases do ciclo do
nematoide, para que fossem proximas a eclosdo, penetragdo e reprodugdo do patogeno. O acido
salicilico foi aplicado com pulverizador costal equipado com ponta tipo leque modelo Magno Jet
AD 110-02. Em cada aplicagdo do biorregulador, os vasos foram retirados da casa de vegetacao
para evitar a contaminagdo das demais parcelas por deriva.

Amostras de folhas foram coletadas um dia apds a terceira aplicagdo do 4cido salicilico
para determinacao das concentracdes de proteinas totais soluveis (PTS), catalase (CAT), Ascorbato
peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD). As folhas foram acondicionadas em tubos
Falcon, mantidos no interior de caixas de isopor contendo gelo e posteriormente levadas até o
laboratorio para processamento. No mesmo dia da coleta, foram quantificadas as proteinas totais
soluveis e a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX). Para a extragdo das proteinas soluveis, aproximadamente 100 mg de tecido
vegetal foram macerados em nitrogénio liquido e, em seguida, em 1,5 mL de tampao Tris-HCI. O
material macerado foi centrifugado durante 10 min a 6000 g. Em uma aliquota de 100 puL do
sobrenadante foram acrescentados 3 mL do reativo de Bradford (LGC Biotecnologia), deixando

em repouso por 5 min a temperatura ambiente. A leitura colorimétrica da reagdo foi realizada em
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espectrofotometro a 595 nm. A concentracao de proteina soluvel foi calculada a partir da curva
padrdo construida com albumina soro bovina (BSA) (Bradford, 1976).

Para a determinacdo da atividade das enzimas, extrato enzimatico bruto foi preparado a
partir de 200 mg de material vegetal fresco. As folhas foram maceradas em nitrogénio liquido,
seguido da adi¢ao de 1500 uLL do meio de extracao (750 puL de tampao fosfato de potassio 200 mM
e pH 7,8, ainda 15 pL de 4cido etilenodiamino (EDTA) 10 mM, acrescido de 150 pL de 4cido
ascorbico 200 mM e 585 pL de 4gua Milli-Q). A amostra foi vertida em eppendorf de 2 mL e
centrifugada a 12 000 rpm por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em gelo
até o momento das leituras (Sperotto et al., 2014).

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o procedimento descrito por
Beauchamp & Fridovich (1971) e Gianngiopolitis & Reis (1977). Os resultados representam a
quantidade de enzima capaz de inibir 50% da fotoinibicdo nitroblue tetrazolium, em
espectrofotometro no comprimento de onda de 560 nm, expressos em U min™ mg™ de proteina.

Para determinacdo da CAT, utilizou-se uma aliquota de 12,5 uL do extrato enzimatico ¢
seguiu-se os procedimentos descritos por Havir & McHale (1987) e Anderson et al (1995). A
atividade da enzima foi determinada pela mensuragao da reducao na absorbancia das amostras a
240 nm, em decorréncia do consumo do H>O> com leituras com duragao total de 60s com intervalos
de 10 em 10s, sendo observado o decréscimo na absorbancia. Para os calculos considerou-se o
resultado da diferenca entre a tltima leitura da primeira. As leituras foram feitas com rapidez, pois
o H>0O» desencadeia o processo de reducdo pela enzima ao entrar em contato com a amostra. Os
resultados foram expressos em pmol.min"!.mg proteina!

A atividade da APX foi avaliada a partir de aliquota de 12,5 puL do extrato enzimatico, pelo
método descrito por Nakano e Asada (1981) e a atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingio molar de 2,8 mM™ cm-'. Os resultados foram expressos em pmol.min™'.mg
proteina”! Para todas as enzimas e proteinas totais soltveis, as leituras foram realizadas em
espectrofotometro UV-Vis Evolution 300 — Thermo Scientific.

Apods 95 dias de experimento, mediu-se a altura das plantas com auxilio de trena. Neste
mesmo dia, a parte aérea foi separada das raizes e descartada. As raizes foram lavadas para a
retirada de residuos de solo e pesadas. Os ovos foram extraidos das raizes (Boneti & Ferraz, 1981)
e contados em camara de Peters.

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado com nove

repeticdes. A parcela experimental foi representada por um vaso com uma planta.
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Além da irrigagdo, ndo foram feitos tratos culturais durante o periodo de condugdao do
experimento. Aproximadamente aos 20 dias do transplantio das mudas, as plantas sofreram

estresse hidrico de cinco dias; no entanto, a irrigacao foi retomada normalmente logo em seguida.

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05) e, quando significativos, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) com uso do pacote estatistico Speed Stat

(Carvalho & Mendes, 2017)

RESUTADOS

A aplicagao de acido salicilico reduziu em cerca de 10 vezes a quantidade de ovos de M.
exigua por planta, enquanto que a reducdo com fluensulfona foi de aproximadamente trés vezes,
quando comparados com a testemunha inoculada (Figura 1). Nenhuma galha ou ovo foi observado
na testemunha nao inoculada, comprovando que nao houve contaminagao entre as parcelas.

Plantas tratadas com fluensulfona tiveram sintomas de fitotoxicidade. Consequentemente,
a altura e a massa das raizes das plantas foram reduzidas em mais de 15% e 60% respectivamente,
quando comparados com a testemunha ndo inoculada e ndo tratada (Figura 2). A aplicagdo de acido
salicilico ndo reduziu a altura e a massa das raizes, sendo similares a testemunha sem nematoide
(Figura 2).

A aplicagdo de 4cido salicilico e fluensulfona ndo alterou a concentragdo da catalase nas
plantas (Figura 3). Os niveis de proteinas totais soluveis chegaram a cerca de quinze vezes maiores
em plantas tratadas com fluensulfona, quando comparados ao acido salicilico sozinho (Figura 3
A). Em contrapartida, os niveis de superoxido dismutase foram cerca de dez vezes menores nos
tratamentos que receberam o nematicida quando comparados ao biorregulador. (Figura 3 B). A
concentracao de ascorbato peroxidase em plantas que receberam acido salicilico foi até cinco vezes
maior nos cafeeiros com fluensulfona (Figura 3C). A aplicagdo de acido salicilico apenas ndo
alterou as concentragdes de PTS, SOD, APX e CAT, quando comparado com os tratamentos com

e sem M. exigua. (Figura 3).
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Figura 1: Numero de ovos de Meloidogyne exigua por cafeeiros tratados com: acido salicilico (150
mg.L"), acido salicilico (150 mg.L")+fluensulfona (0,192 mL.planta™), fluensulfona (0,192
mL.planta™) e testemunha inoculada. Médias seguidas de mesma letra maitiscula na replicata 1 e
de mesma letra mintscula na replicata 2 nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p1<0,001 e

p2<0,001).
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Figura 2: Altura (A) e massa de raizes frescas (B) de cafeeiros tratados com: : acido salicilico (150
mg.L), acido salicilico (150 mg.L')+fluensulfona (0,192 mL.planta!), fluensulfona (0,192
mL.planta™), testemunha inoculada e testemunha sem inoculagio, aos 90 dias apds a inoculagio
com Meloidogyne exigua. Médias seguidas de mesma letra maitscula, na replicata 1, e médias
seguidas de mesma letra mintscula, na replicata 2, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p1<0,001; p2<0,001).
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Figura 3: Concentragdo de proteinas totais soliiveis (A, em mg proteina.g de matéria fresca™),
superoxido dismutase (B, em U min-! mg-! de proteina™'), ascorbato peroxidase (C, em pmol.min"
!.mg proteina™) e catalase (D, em pmol.min"!.mg proteina™'), para os tratamentos: : 4cido salicilico
(150 mg.L™), 4cido salicilico (150 mg.L")+fluensulfona (0,192 mL.planta™!), fluensulfona (0,192
mL.planta), testemunha inoculada e testemunha sem inoculagdo, no dia seguinte a Ultima
aplicagdo dos produtos (46 dias ap6s a inoculagdo). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (pPTS<0,001, pSOD<0,001, pAPX=0,006, pCAT=0,062)
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DISCUSSAO

O 4cido salicilico reduz a reproducao de M. exigua em cafeeiro. O contato direto
desta substancia inibe a eclosdo e mata juvenis de segundo estadio do nematoide (Salgado et al.,
2007). No entanto, como nao houve aplicagao do produto diretamente sobre os nematoides, ¢ mais
provavel que a inibi¢do na reproducao pode ter sido efeito de indugdo de resisténcia. A aplicacao
de 4cido salicilico na parte aérea aumenta a concentragdo de proteinas do grupo PR relacionadas
com a patogénese (Ryals et al., 1994), induzindo varios mecanismos de defesa (Klessing &
Malamy, 1994), tal como observado na redugdo de M. incognita em quiabeiros (Nandi et al., 2003)
e reducgdo de M. javanica em tomateiros, tanto por aplicacdo via encharcamento de solo (Molinari
et al., 2014), quanto pulverizado na parte aérea (Naserinasab et al., 2011).

Plantas sob estresses bidticos ou abidticos acumulam espécies reativas de oxigénio (Baxter
et al., 2013) e um complexo de enzimas antioxidantes auxilia na degrada¢dao das ROS, como por
exemplo, a catalase, a ascorbato peroxidase e a superoxido dismutase (Caversan et al., 2012; Taiz
et al., 2017). De forma geral, os niveis das enzimas estudadas foram similares em plantas tratadas
com 4cido salicilico e as testemunhas inoculadas e nao inoculadas. Esperava-se encontrar niveis
maiores de enzimas antioxidantes nas plantas com acido salicilico e na testemunha inoculada em
relacdo as plantas sem inoculagdo, conforme resultados obtidos por Silva et al. (2010), que
encontraram niveis de peroxidase 39,9% maiores em cafeeiros Catuai 144 e 31,3% maiores em
IAPAR 59, inoculados com M. exigua. Oliveira et al. (2012) também relataram o aumento de
superoxido dismutase e peroxidase em caupi inoculado com M. incognita. Provavelmente, estes
resultados ndo foram encontrados neste trabalho devido ao estresse hidrico sofrido incialmente,
influenciando diretamente as concentragdes de enzimas antioxidantes no café (Fortunato et al.,
2011).

A fitotoxicidade causada por fluensulfona pode ser explicada pelas condi¢des especificas
que o experimento foi montado, com solo muito arenoso e auséncia de matéria organica. A lenta
biodegradacdo do nematicida e as condi¢des de baixa persisténcia no solo (pouca argila) fizeram
com que o produto se acumulasse em condigdes toxicas a planta (Cabrera-Hidalgo et al., 2015).
Os altos niveis de proteinas totais soliveis, associados as baixas concentracdes encontradas de
SOD e APX, demonstram elevado grau de estresse que a planta estava submetida (Bowler et al.,
1992). O controle pelo nematicida ficou abaixo do esperado, podendo ser pela baixa eficiéncia do
produto sobre M. exigua, ou, mais provavel, devido a morte de muitas raizes em funcdo da

fitotoxicidade e, com isso, a planta absorveu menores quantidades do produto.
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CONCLUSAO

A aplicagdo foliar de acido salicilico aos 5, 20 e 45 dias apos o transplante de cafeeiro
cultivar Catuai Vermelho IAC 144 reduz a reproducdo de M. exigua e nao limita o crescimento da

planta.
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