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Resumo:

A cercosporiose do cafeeiro ¢ uma das mais importantes doengas na fase de viveiro. Os objetivos desse trabalho
foram avaliar o efeito da aplicacdo de Si (1g de CaSiO; incorporado em lkg do substrato utilizado para encher os tubetes)
no controle dessa doenca em trés variedades de cafeeiro (Catuai, Mundo Novo e Icatu) e determinar quais os possiveis
fatores de resisténcia associados. As plantas com dois pares de folhas foram inoculadas com suspensdo de 1,4 x 10*
conidios de Cercospora coffeicola por ml. Aos sete meses apos o transplantio, avaliou-se a porcentagem de folhas
lesionadas e o nimero total de lesdes por planta. Apds essa avaliagdo, retiraram-se amostras das folhas para o estudo em
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microanalise de raios X (MAX). As plantas da variedade Catuai tratadas com
silicato tiveram reducdo de 63,2% nas folhas lesionadas (%) e de 43% no total de lesdes por planta, em relacdo a
testemunha. A MAX e o mapeamento para Si indicaram distribui¢do uniforme do elemento em toda a superficie abaxial das
folhas de cafeeiro nas trés variedades tratadas. Nas folhas das plantas ndo tratadas, o Si foi raramente encontrado. Nas
imagens de MEV também foi observada camada de cera bem desenvolvida na superficie inferior das folhas originarias de
todas as plantas tratadas, sendo esta mais espessa em Catuai e rara ou ausente nas ndo tratadas.
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MICROSCOPY OBSERVATIONS EFFECTS OF BROWN EYE SPOT CONTROL IN THREE COFFEE
CULTIVARS.

Abstract:

Brown eye spot of coffee is an important nursery disease. The goal of this work was to evaluate the effect of
silicon (1g of CaSiOj; incorporated in 1kg of substrate used to filling the containers) on the control of this disease in three
coffee cultivars (Catuai, Mundo Novo and Icatu) and determine which resistance factors were stimulated. Young plants
with two pairs of leaves were inoculated with a suspension containing 1.4 x 10* Cercospora coffeicola conidia.ml™. Seven
months after inoculation the plants were evaluated to determine the percent of leaves with disease (%) and the total number
of lesions per plant. Before the evaluation, leaf samples were studied using a scanning electron microscope and X-ray
microanalysis. In the plants of the Catuai cultivar treated with silicon, there were observed reduction of 63,2% on the leaves
with lesions (%) and of 43% on the total lesions per plant, in relationship the not treated plants. X-ray microanalysis and
mapping of Si showed uniform distribution of element in the all abaxial surface of leaves of all cultivars treated. On the
leaves of not treated plants, the Si was rare or absent. Scanning electron microscopy also showed a very well developed
wax layer on the lower leaf surfaces of all cultivars, but this layer was thicker in the Catuai cultivar and thin or absent in
control plants.
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Introducao

A cercosporiose ou mancha-de-olho-pardo (Cercospora coffeicola Berk. & Cooke) ¢ uma das principais doengas
da cultura do café no viveiro. As plantas doentes apresentam desfolha, redugdo no desenvolvimento e raquitismo, tornando-
se improprias ao plantio (Fernandez-Borrero et al., 1966). O principal método de controle da cercosporiose ¢ o quimico. No
entanto, uma pratica alternativa ¢ manejar a nutricdo mineral para aumentar a resisténcia a doenga (Marschner, 1995).

Dentre os nutrientes minerais utilizados no manejo de doengas o Si destaca-se por reduzir a severidade de
importantes doengas em varias culturas (Epstein, 1999). O Si pode atuar na constitui¢do de barreira fisica de maneira a
impedir a penetragdo de fungos e afetar os sinais entre o hospedeiro e o patdogeno, resultando na ativagdo mais rapida e
extensiva dos mecanismos de defesa pré e pos-formados da planta (Chérif et al., 1992; Chérif et al., 1994; Epstein, 1999).
Como fungdo estrutural, proporciona mudangas anatomicas nos tecidos, como células epidérmicas com a parede celular
mais espessa devido a deposicdo de silica nas mesmas (Blaich & Grundhéfer, 1998), favorecendo a melhor arquitetura das
plantas, além de aumentar a capacidade fotossintética e resisténcia as doencas (Bélanger & Menzies., 2003).

A microanalise de raios X (MAX) ¢ uma técnica utilizada para avaliar e explicar o efeito do Si na resisténcia das
plantas (Lux et al., 2002). Associada a esta, a microscopia eletronica de varredura (MEV) também pode trazer importantes
informagdes sobre a formagdo de barreiras fisicas a penetragdo e colonizacdo dos patdogenos.



Tendo em vista esses fatores, os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficiéncia do silicato de calcio no controle
da cercosporiose em mudas de trés variedades de cafeeiro e estudar, por meio da MEV e MAX, os mecanismos de
resisténcia envolvidos.

Material e Métodos

O experimento foi implantado no viveiro de café da Fazenda Experimental da EPAMIG, Centro Tecnolégico do
Sul de Minas, Lavras, MG. Foram avaliadas trés variedades de café, Catuai Vermelho - IAC 99, Mundo Novo - IAC
379/19 e Icatu - IAC 2942. Os tratamentos foram: 1g silicato de célcio (CaSiOs)/dm’ de substrato e a testemunha, sem
silicato. A fonte de Si utilizada foi silicato de calcio puro para analise (p.a com 64% de SiO). O substrato foi constituido
por 80% de esterco bovino curtido e 20% de terra de subsolo. As plantulas foram obtidas em germinador de areia lavada e
transplantadas para os tubetes no estadio de "palito de foésforo".

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial de trés
variedades combinadas com duas adubagdes (com e sem Si) e quatro repeticdes. As parcelas foram constituidas por 16
tubetes de 120 cm’, considerando-se como parcela 1til os seis centrais. Apds o transplantio foi realizada adubagio com
0,75g de fertilizante de liberagao lenta (formulagdo 15-10-10 de NPK + micronutrientes) por tubete.

Ao atingirem dois pares de folhas definitivas, as mudas de cafeeiro foram inoculadas com a suspensdo de 1,4 x 10*
conidios/ml, segundo metodologia utilizada por Pozza et al. (2001). O nimero de folhas doentes (%) e o total de lesdes de
C. coffeicola foram avaliados antes da coleta de amostras para observagdo em MEV, quando as mudas encontravam-se com
sete meses de idade.

A preparacdo e a observagdo em MEV (DSM940 - Zeiss, acoplado ao sistema de microanalise de raios-X: EDS -
OXFORD INSTRUMENT Link ISIS) foram realizadas no NAP/MEPA da ESALQ/USP. Para tanto, foram retiradas folhas
do terceiro par do ramo ortotropico, contadas partindo do apice para a base, de cinco mudas de cafeeiro, dos tratamentos
com as doses zero ¢ 1,0 g de CaSiO,/dm’® de substrato, para cada variedade. De cada folha amostrada, foram retirados dois
fragmentos do limbo foliar (3 x 3mm cada), os quais foram preparados para observagdo em MEV. Os dez espécimes
obtidos para cada tratamento foram montados em suportes de aluminio “stubs”, com o auxilio de fita adesiva de carbono
dupla face, sendo cinco com a face inferior do limbo voltada para cima e cinco para baixo. Em seguida foram cobertos com
ouro e observados em MEV. Todos os espécimes montados foram observados e quatro imagens da superficie de cada
amostra foram geradas e registradas digitalmente, ao acaso, nas condi¢des de 20 kv e distancia de trabalho de 9mm. Destas
imagens, foram selecionadas duas de cada variedade, as quais foram preparadas no Software Photopaint® do pacote Corel
Draw 9®.

Dez fragmentos, também de 9mm’, do limbo foliar, das mesmas folhas utilizadas para a observagio em MEV,
foram preparados para a microanalise de raios X (MAX). Cortaram-se os dez fragmentos, tendo metade deles sido
montados em suportes de aluminio com a face superior voltada para cima e, a outra metade com a face inferior voltada para
cima. Estes espécimes foram levados para dessecador contendo silica gel, onde permaneceram por 24 horas. Em seguida,
foram levados ao aparelho “sputtering” (MED 010, Balzer) e cobertos com uma fina camada de carbono para serem
observados em MEV com distancia de trabalho 25mm e 20kv. Apds andlise dos elementos presentes nas amostras
procedeu-se o mapeamento para Si na area analisada, utilizando o Software ISIS®. Estas metodologias utilizadas para
observacdo em MAX e em MEV foram desenvolvidas pelo Prof. Eduardo Alves, no Laboratério de Microscopia eletronica
do CENA/ESALQ-USP.

Resultados e Discussio

Foram observadas interagdes significativas entre as variedades e a presenca de Si em relagdo a intensidade da
doenca. As plantas da variedade Catuai com Si incorporado ao substrato apresentaram 63,2% menos folhas lesionadas e
43% menos lesdes, quando comparadas a testemunha. Também houve diferenca significativa entre as variedades; a Catuai
e a Mundo Novo apresentaram maior nimero médio de folhas doentes e lesdes por planta do que Icatu (Tabela 1). Segundo
Matiello & Almeida (1997), a variedade Icatu apresenta maior resisténcia a cercosporiose. Conforme Marschner (1995),
plantas moderadamente resistentes ou suscetiveis a doenga respondem melhor a nutricdo e conseqiientemente a aplicagdo
de Si. Dessa forma, as respostas da variedade Icatu e da Mundo Novo, em termos de redugéo de folhas lesionadas e do total
de lesdes por plantas, foram menores do que a resposta proporcionada pelo Si na variedade Catuai (Tabela 1). Rodrigues et
al. (2001) também encontraram menores respostas a aplicacdo de CaSiO; nas variedades resistentes, para o controle da
rizoctoniose de arroz (Rhizoctonia solani Khun.).

Tabela 1 - Porcentagem de folhas lesionadas e numero total de lesdes (C. coffeicola) por planta de cafeeiro das variedades
Catuai, Mundo Novo e Icatu produzidas em tubetes, com e sem incorporagdo do silicato de calcio ao substrato

de plantio.
Variedade Folhas lesionadas por planta (%) Total de lesdes por planta
Comisilic. Sem silic. Meédia Comisilic. Sem silic. Meédia
Catuai 16,0 a 253 b 20,6B 18,8a 433D 31,1B
M. Novo 22,9™ 23,3™ 23,1B 242" 30,5™ 27,4B
Icatu 14,5™ 16,0 ™ 15,3A 13,3™ 21,8"™ 9,1A

™ nao significativo. Letras iguais minusculas nas linhas e maitisculas na coluna ndo diferem entre si (Tukey, 5%).



O efeito do Si no controle de doengas em vérias culturas foi relatado tanto em mono quanto em dicotiledoneas.
Para o cafeeiro, esse efeito ainda ndo foi bem elucidado. Os mecanismos pelos quais o Si pode conferir resisténcia a
determinada doenga podem ser por acumulo do elemento na parede das células da epiderme e cuticula, acimulo no local de
penetragdo do patdgeno (barreiras estruturais) ou ativagdo das barreiras quimicas e bioquimicas da planta (Epstein, 1999).
Por meio de MEV, observou-se a presenga de uma cuticula mais espessa na superficie inferior da folha das plantas tratadas
com Si, principalmente devido & camada de cera epicuticular mais desenvolvida. Essa camada de cera epicuticular em
algumas amostras, principalmente de Catuai, cobriu parcialmente os estomatos (Figuras 1B, 1D e 1F), enquanto que, nas
testemunhas, os estdmatos puderam ser observados com clareza (Figuras 1A, 1C e 1E). Embora néo tenha sido mensurado
nesse experimento, devido ao fato dos estOmatos estarem pouco visiveis, ou parcialmente tampados pela camada
epicuticular, nas plantas em que o silicato foi incorporado ao substrato, concluiu-se que houve maior espessamento dessa
camada, pois os estomatos encontravam-se bem mais visiveis nas plantas ndo tratadas (Figura 1A, 1C, e 1F). Portanto,
dentre as variedades, a Catuai apresentou camada de cera epicuticular mais espessa (Figura 1B). Essa camada pode ter
tornado a superficie hidrofobica (apolar), impedindo a formagao de um filme de agua, o que € importante para os processos
vitais da patogénese como a germinagdo e a penetragdo, além de permitir o acimulo de substincias antifingicas na
cuticula. Pascholati & Leite (1995) citaram varios exemplos de patossistemas nos quais a espessura da cuticula teve efeito
sobre a penetracdo de fungos. Portanto, a cuticula mais espessa com a camada de cera epicuticular mais desenvolvida
observada neste estudo pode explicar em grande parte a redugdo no niimero de lesdes de C. coffeicola nas variedades
Mundo Novo e Catuai, fato ainda nao verificado em outros experimentos com aplicagdo de Si.

Figura 1 - Superficie inferior de folhas de plantas das variedades Catuai (A-B), Mundo Novo (C-D) e Icatu (E-F) de
cafeeiro, tratadas com CaSiOj; (B, D e F) e ndo tratadas (A, C, e E). Foto: Eduardo Alves, 2003.

Pela microanalise de raios X, na face inferior das folhas verificou-se maior quantidade de Si nas folhas de plantas
tratadas do que nas ndo tratadas, estando o Si ausente nestas ultimas. Quando se procedeu ao mapeamento para Si,
verificou-se distribui¢do uniforme do Si na superficie da area analisada das folhas tratadas. Na testemunha, o Si foi
encontrado de forma localizada, possivelmente por contaminagao do material (Figura 2).

A polimerizagdo de Si na superficie inferior da folha, processo denominado silicificagdo, € comum em gramineas
(Lux et al., 2002) e pode ocorrer em dicotiledoneas (Epstein, 1999), porém, até entdo, ndo havia sido verificado em
cafeeiro. Foi observado, por meio da MAX, que o Si encontrava-se posicionado principalmente na epiderme, pois, quando
as areas com pouca cera epicuticular foram analisadas, o teor do elemento foi detectado em menor quantidade. Em corte
transversal da folha, a quantidade de Si detectada foi minima e praticamente igual a da testemunha. Em areas da superficie
inferior da folha de onde a cuticula foi retirada, ainda verificou-se a presenga de Si quando se procedeu ao mapeamento
(dados ndo apresentados). A presenca deste elemento na camada externa da epiderme foi observada por Carver et al.
(1987). Uma caracteristica propria do Si(OH), é a facilidade que parte do Si™ tem de sair do estado de coordenagio quatro
(tetraédrica) e assumir uma coordenag@o seis (octaédrica). O composto hexacoordenado [(H,O)Si(OH)s]” € o ponto de
partida para a polimerizagdo. A polimerizagdo, que precede a precipitagdo, ¢ causada pela combinagdo de unidades de
[(H,O)Si(OH)s]". Havera precipitagdo quando polimeros de [(H,O)Si(OH)s]" combinarem-se com mondmeros (soluveis) de
Si(OH)4 (McKeague & Cline, 1963 a e b; Iler, 1979). Esses autores também observaram que a complexagao do silicio com



compostos fendlicos na parede das células da epiderme pode reduzir e dificultar a expansdo das lesdes, bem como a
intensidade de doenca, por tornar as células mais rigidas, fato verificado mais recentemente por Rodrigues et al. (2001).

Figura 2 - Mapeamento para Si da area do limbo foliar de folhas de mudas de cafeeiro, variedade Catuai, mostrando uma
menor presenca e distribuicdo mais concentrada do elemento em folha de planta ndo tratada (A) e maior
presenca e distribuicdo mais uniforme em folha de planta tratada com CaSiO; (B). Foto: Eduardo Alves, 2003.

Considerando a facilidade de formagdo do complexo octaédrico [(H,O)Si(OH)s] parece razoavel admitir a substitui¢ao de
parte dos grupamento (OH)™ por fenois nas moléculas do complexo ou a propria combinagdo intermolecular da espécie
[(H,O)Si(OH)s] com os compostos fenodlicos (Prof. Ruy Carvalho DQI/UFLA — comunicagdo pessoal). Essas constatagdes
podem afetar a epidemiologia da doenca, tanto por reduzir a penetragdo quanto por contribuir para menor esporulagdo do
fungo.

Além do Si, as amostras tratadas apresentaram maior quantidade de Fe e a presenca de Zn e Cu, a qual nao foi
verificada nas testemunhas (Figuras 3A-4F). Além da agdo antifingica (Marschner, 1995), esses micronutrientes podem
atuar como co-fatores na sintese de enzimas, inclusive naquelas ligadas a patogénese, tornando-se mais uma evidéncia da
atuagdo destas substancias no processo de defesa da planta. O maior acimulo desses micronutrientes, nas folhas pode estar
associado com a indugdo da resisténcia sistémica (Bélanger & Menzies, 2003) e contribuir para a melhor nutri¢do das
mudas. Essa resisténcia foi observada em arroz e em pepino devido a producdo de fitoalexinas e compostos fendlicos em
plantas tratadas com Si (Fawe et al., 1998; Seebold et al., 2000). Outro efeito do Si é o da ativagdo das defesas quimicas e
bioquimicas da planta, aumentando o conteido de fendis e a atividade das enzimas quinase, peroxidase, glicosidase,
fenilamonialiase e polifenoloxidase (Fawe et al., 1998; Rodrigues et al., 2001; Bélanger & Menzies, 2003), as quais nao
foram analisadas neste estudo. Essas analises, em trabalhos futuros, poderiam contribuir para explicar a redu¢do do niimero
de lesdes ocorrida nas variedades Catuai e Mundo Novo.




Figura 3 - Microanalise de raios X da superficie inferior de folhas das variedades de cafeeiro (A-F) Catuai (A-B), Mundo
Novo (C-D) e Icatu (E-F). Microanalise de folhas de planta ndo tratadas (A, C e E) e de folhas de plantas
tratadas (B. D e F) com CaSiO;, Foto: Eduardo Alves, 2003.

Conclusdes

O Si promoveu a formagao de barreira fisica e quimica em mudas de cafeeiro, principalmente na variedade Catuai.
A barreira fisica foi formada pela camada de cera inibindo fisicamente a penetragdo da C. coffeicola e a quimica foi dada
pelo maior acimulo de micronutrientes na parte aérea, aumentando a defesa imunoldgica das mudas.
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