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RESUMO

Nos ultimos anos a mancha aureolada Pseudomonas syringae pv. garcae (Psg) tem causado
danos as lavouras de café situadas em vérias regifes. Desde a sua epidemiologia até seu
controle, ainda séo necessarios estudos. Com isso 0s objetivos foram avaliar a eficiéncia de
diferentes moléculas do grupo quimico dos cupricos no manejo da mancha aureolada e seu
potencial fitotoxico em mudas de cafeeiro; avaliar a multiplicacdo in vitro da bactéria em
diferentes temperaturas e a interacdo da temperatura com a duragdo do molhamento foliar na
severidade da mancha aureolada em mudas de cafeeiro inoculadas com e sem ferimento e
estudar a distribuicdo espaco temporal da mancha aureolada do cafeeiro, dos atributos e
fertilidade do solo, da altitude, da producdo, do enfolhamento e da nutricdo do cafeeiro
utilizando a geoestatistica, além de analisar correlagdo da doenca com as variaveis climaticas.
De acordo com os resultados, as moléculas de 6xido cuproso e sulfato de cobre (calda
bordalesa) a 2500 mg.kg™ foram as mais eficientes no controle da mancha aureolada do
cafeeiro, causando menor toxidez e proporcionando maior cobertura do tecido foliar das
mudas de cafeeiro. No ensaio in vitro 0 maior crescimento populacional de Psg ocorreu no
intervalo entre 23 e 31°C, com pico em 28,1°C. No ensaio in vivo a inoculacdo por ferimento
proporcionou maior AACPS da mancha aureolada em relacdo a inoculacdo sem ferimento.
Nas plantas inoculadas por ferimento a variagdo da duragdo do molhamento foliar influenciou
pouco na AACPS. Sendo a maxima AACPS propiciada nas temperaturas de 20,9 e 19,3°C e
nas duracbes de molhamento foliar de 48 e 35,5 horas quando inoculadas com e sem
ferimento respectivamente. A mancha aureolada apresentou distribuicdo espacial e apareceu
em um unico grande foco na area localizado na face sul do terreno nos dois anos reduzindo a
producdo das plantas afetadas. Os maiores niveis da doenca foram nos locais com maiores
teores de fosforo no tecido foliar do café e maior altitude, sendo nas maiores altitudes, a maior
velocidade do vento, e a menor temperatura média do ar. Enquanto 0s menores niveis da
doenca nos locais com os maiores de Cu presente na folha.

Palavras-chave: Pseudomonas syringae pv. garcae. Cobre. Geoestatistica. Variaveis
ambientais. Correlacéo.



ABSTRACT

In recent years, the Pseudomonas syringae pv. Garcae (Psg) has caused damage to the coffee
plantations located in several regions. From its epidemiology to its control, studies are still
needed. The objectives were to evaluate the efficiency of different molecules of the cupric
chemical group in the management of the bacterial blight of coffee and its phytotoxic
potential in coffee tree seedlings; To evaluate the in vitro multiplication of the bacterium at
different temperatures and the interaction of the temperature with the duration of leaf wetness
on the severity of the bacterial blight of coffee seedlings inoculated with and without injury
and to study the temporal distribution of bacterial blight of coffee, attribuites and soil fertility,
altitude, coffee production, enfollowing, and nutrition of coffee using geostatistics, as well as
to analyze the correlation of the disease with climatic variables. According to the results,
cuprous oxide and copper sulphate (Bordeaux mixture) at 2500 mg.kg™ were the most
efficient in the control of bacterial blight of coffee, causing less toxicity and providing greater
leaf tissue coverage of seedlings of coffee. In vitro assay the highest population growth of Psg
occurred in the interval between 23 and 31 ° C, with a peak at 28.1 ° C. In the in vivo assay
the wound inoculation provided higher AACPS of the bacterial blight of coffee in relation to
the inoculation without injury. In the plants inoculated by injury, the variation of leaf wetness
duration had little influence on AACPS. The maximum AACPS was achieved at temperatures
of 20.9 and 19.3 ° C and leaf wetness durations of 48 and 35.5 hours when inoculated with
and without injury, respectively. The bacterial blight of coffee showed spatial distribution and
appeared in a single large focus on the area located on the south face of the land in the two
years reducing the production of the affected plants. The highest levels of the disease were in
the places with the highest levels of phosphorus in the foliar tissue of the coffee and higher
altitude, being in the highest altitudes, the highest wind speed, and the lowest average air
temperature. While the lowest levels of the disease in the sites with the highest Cu present in
the leaf.

Keywords: Pseudomonas syringae pv. garcae. Copper. Geostatistic. Environmental
variables. Correlation.



2.1
2.2
2.3
24

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ..ottt ettt et e aa e e e e e aaeaeaaaaaeaeeeeeneees 9
INTRODUGAOQO GERAL ..ottt 9
REFERENCIAL TEORICO ...ttt 12
A mancha aureolada do CAfERITO ..........coiiiiiiiiiiee e 12
O Cobre na agricultura e no controle da mancha aureolada..............ccccccoevviveinnnnnn 13
Influéncia da temperatura e molhamento foliar em Psg e na mancha aureolada .... 16
A geoestatistica aplicada ao manejo de doencas de plantas............cccccccceevcieevinnnne. 18
REFERENCIAS ..ottt 22
SEGUNDA PARTE ... .ottt e e e e e e e e s st a e e e e e e e s ennnnees 30
ARTIGO 1 - COPPER FORMULATIONS IN BACTERIAL BLIGHT

CONTROL AND TOXIC EFFECTS ON COFFEE SEEDLINGS...........ccccovivieenn. 30
ARTIGO 2 - TEMPERATURE AND LEAF WETNESS DURATION ON

INFECTION OF COFFEE LEAVES BY Pseudomonas syringae pv. garcae........... 47

ARTIGO 3 - DISTRIBUICAO ESPACO TEMPORAL DA MANCHA
AUREOLADA DO CAFEEIRO E SUA CORRELACAO COM VARIAVEIS
AMBIENTAILS et 67



PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO GERAL

O café Coffea arabica L. é cultivado em vérios paises, entre eles destacam-se o0 Brasil,
a Colémbia e o Vietnd. No entanto, os maiores consumidores e importadores de café sdo os
paises da Unido Europeia e os Estados Unidos, os quais ndo o produzem. O Brasil € o maior
fornecedor de café para 0 mundo com aproximadamente 29% da producéo mundial (UNITED
STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2017). No entanto, essa producdo
pode ser reduzida, em decorréncia das adversidades climaticas, doencas e pragas, entre outros
fatores.

Dentre as doencas, a mancha aureolada, causada por Pseudomonas syringae pv.
garcae (Psg) (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956), tem sido uma das doengas mais
preocupantes nas lavouras em fase de implantacéo, situadas em regides de altitude superior a
1000 metros e expostas a ventos (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014; ZOCCOLI; TAKATSU;
UESUGI, 2011). Os sintomas sdo manchas necroticas nas folhas contendo ou ndo halo
amarelo ao redor, morte de ramos ortotropicos e plagiotropicos e podriddo das gemas florais
com a consequente reducdo da producdo da planta e produtividade da lavoura (POZZA;
CARVALHO; CHALFOUN, 2010; RODRIGUES et al., 2017; ZOCCOLI; TAKATSU,;
UESUGI, 2011).

Devido ao fato de as lavouras implantadas, em sua maioria, serem de cultivares
suscetiveis a mancha aureolada (CARVALHO et al., 2011; SERA, 2001), a principal medida
de manejo é a pulverizacdo com antibidticos (Kasugamicina) e bacteriostaticos (fungicidas
capricos) (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014). Dentre esses, os fungicidas cupricos sdo 0s
mais utilizados no campo e estdo na forma de hidroxido, sulfato, oxicloreto e 6xido cuproso
(FUNGICIDE RESISTANCE ACTION COMMITTEE - FRAC, 2015). Uma de suas
principais caracteristicas € a de ser protetor, de contato, pouco absorvido pela cuticula e ndo
sistémico. Por atuarem como protetores, os fungicidas cupricos devem ser aplicados antes do
estabelecimento da doenca na planta (ITHIRU et al., 2013) ou seja antes mesmo da planta
manifestar os sintomas. Atua principalmente na desestruturacdo da membrana plasmatica
(RUPARELIA et al., 2008) paralisando a multiplicacdo celular e atuando como
bacteriostatico (ORDAX et al., 2006). Por ndo ser sistémico necessita estar bem distribuido
tanto na superficie adaxial quanto abaxial, para ter contato com o patégeno (GISIAND;
SIEROTZKI, 2008). Sendo assim, é importante o produtor escolher qual a molécula do grupo

quimico e também a formulacéo, a dose e a tecnologia de aplicacdo a ser empregada.
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Em areas com histérico de ocorréncia da doenca, na qual a bactéria esta presente e o
hospedeiro é suscetivel, os fatores determinantes para o inicio de um novo ciclo da doenga e o
inicio das pulverizagbes com produtos cupricos, serdo as condicdes ambientais favoraveis a
doenca (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014). Dentre as variaveis ambientais a temperatura € a
duracdo do molhamento foliar destacam-se tanto em fases do ciclo das relagbes patdgeno
hospedeiro quanto no processo doenca (ALVES et al., 2007; ANCO; MADDEN; ELLIS,
2013; CAMPBELL; MADDEN, 1990; MARCUZZO; FERNANDES; BECKER, 2009)..
Entretanto, existem outros fatores ambientais como a altitude (MORRIS; MONTEIL;
BERGE, 2013), a velocidade do vento (PAN et al., 2006), a precipitacio (MONTEIL,;
BARDIN; MORRIS, 2014) e o relevo (GLINUSHKIN et al., 2016), os quais ocorrem no
campo em variados niveis, exercendo influéncias na doenca e ndo sendo possiveis de serem
reproduzidos nos ensaios em ambiente controlado. Além dos fatores ambientais relacionados
ao clima e ao relevo, o teor de nutrientes em diferentes 6rgdos também influencia na
resisténcia de plantas a doencas (GARCIA et al., 2003; PEREZ, 2015; POZZA et al., 2001).
Desse modo, é importante conhecer ndo so o efeito de cada molécula de cobre (Cu), mas
também dos fatores ambientais responsaveis por favorecer a infeccao, para assim escolher a
melhor época de pulverizacao, eliminar as desnecessarias e as pouco eficientes.

Nas lavouras de café onde a mancha aureolada esta presente podem ser mensuradas
inimeras covariaveis ambientais, podendo estas influenciar ou ndo a doenca. Para
diagnosticar possiveis influéncias das variaveis ambientais com a doenga no campo, pode-se
utilizar a geoestatistica, uma técnica associada aos sistemas de informacdo geografica, ao
sensoriamento remoto e a estatistica (ALVES et al., 2011). Ao utilizar a geoestatistica €
possivel analisar e mapear a distribuicdo espacial das variaveis e da doenca e relaciona-los
entre si, obtendo a dependéncia espacial ao longo do espaco, possibilitando construir mapas
para visualizar o comportamento de cada varidvel Com isso, aproveitam-se todas as
informacBes das variaveis fornecidas no campo, para observar a possivel relacdo com a
doenca.

Diante do exposto, os objetivos dessa tese foram avaliar a eficiéncia de diferentes
moléculas do grupo quimico dos cupricos no manejo da mancha aureolada e seu potencial
fitotoxico em mudas de cafeeiro, avaliar a multiplicacdo in vitro da bactéria em diferentes
temperaturas, a interacdo da temperatura com a duracdo do molhamento foliar na severidade
da mancha aureolada e estudar a distribuicdo espaco-temporal da mancha aureolada

(Pseudomonas syringae pv. garcae) do cafeeiro, dos atributos e da fertilidade do solo,
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altitude, da producdo, do enfolhamento, e da nutricdo do cafeeiro, utilizando a geoestatistica,

além de analisar a correlacdo da doenga com variaveis climaticas.
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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 Garca, estado de Sdo Paulo. Apds seu primeiro relato, a
doenca apareceu em algumas lavouras de forma isolada, causando danos relativamente
baixos, sendo considerada de menor importancia (COSTA,; SILVA, 1960; MOHAN;
PAVAN, 1977). No entanto, a partir de 2010, a mancha aureolada foi relatada, causando
grandes prejuizos nas lavouras das regides produtoras de café dos estados do Parana, S&o
Paulo e em Minas Gerais, especialmente no Sul de Minas, Tridngulo Mineiro, Alto do
Paranaiba e Cerrado (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014). A mesma também ja foi relatada em
outros paises produtores de cafe, como Quénia (KAIRU; NYANGENA; CROSSE, 1985),
Etiopia (KOROBKO; WONDIMAGEGNE, 1997) e Uganda (HAKIZA et al., 2009),
causando serios danos as lavouras em producao.

Seu sintoma tipico € a mancha necrotica de cor escura no centro da lesdo com um halo
amarelado na folha, dai 0 nome da doenca. Pode incidir também nos ramos plagiotrépicos e
ortotropicos, iniciando a colonizacdo no apice, seguindo para a base. Com o progresso da
doenca tanto as folhas com sintomas de manchas quanto as presas nesses ramos murcham e
caem, resultando, assim, na seca de ramos (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014; POZZA,
CARVALHO; CHALFOUN, 2010). A seca dos ramos e a desfolha comprometem a
arquitetura da planta e reduzem a produtividade das safras posteriores (ITO et al., 2008).
Além disso, constituirdo fonte de indculo, com capacidade de ser distribuido na mesma planta
e ao longo do espaco entre outras na lavoura, principalmente durante a operacdo de colheita e
os tratos culturais.

A fase de sobrevivéncia da bactéria ocorre nos periodos de baixa pluviosidade, entre
maio a outubro. Nesse periodo, a bactéria sobrevive na forma epifita na superficie da face
abaxial das folhas do cafeeiro (ROBBS, 1977; ZOCOLLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).
Dentro desse periodo, préximo ao més de junho é realizada a colheita do cafeeiro, muitas das
vezes com colhedoras e derricadoras. Esses equipamentos atuam como disseminadores da
doenca por carregarem em suas hastes a bactéria coletada em plantas doentes e levarem até as
plantas sadias realizando ferimento nessas folhas, simulando uma inoculacdo artificial no
campo (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010). Com o inicio das chuvas, as condi¢bes

voltam a ser adequadas para as células bacterianas infectarem o hospedeiro (ROBBS, 1977).
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Dessa forma, a bactéria sai do periodo de sobrevivéncia e entra na fase de disseminagéo. As
chuvas e ventos formam os aerossois contendo as células bacterianas e carregam para as
plantas vizinhas e outras folhas da mesma planta (RODRIGUES et al., 2012). Ao entrar em
contato com a folha do hospedeiro e havendo um filme de &gua sobre esta, as células
bacterianas procuram ferimentos ou aberturas naturais para assim realizar a penetracdo
(KIMATI et al., 2005). Os ferimentos ocorrem por fatores como: colheita, chuva de granizo e
acdo do vento friccionando as folhas (RODRIGUES et al., 2012; ZOCCOLI; TAKATSU;
UESUGI, 2011) enquanto as aberturas naturais ocorrem naturalmente na folha, sdo elas os
estdmatos (MELOTTO et al.,, 2006), os hidatodios (KOBAE et al., 2006), as lenticelas
(FERRANTE et al., 2012) e os botdes florais (RODRIGUES et al., 2012). Dentro da planta,
as células bacterianas ocupam 0s espacos intra e intercelulares, utilizando dos exsudatos
celulares como fonte de energia para se multiplicarem. Com a multiplicacdo, as bacterias
colonizam as células vizinhas e, posteriormente, as células sdo exsudadas para fora da folha,
iniciando um novo ciclo do patégeno (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014; RODRIGUES et al.,
2012).

Dentre as medidas de manejo da doenca, podem ser utilizados cultivares resistentes
(ITO et al., 2008), plantio de mudas sadias, formacéo de quebra- vento na area, escolha do
local a ser plantado e utilizacdo de antibidticos e produtos cupricos, bacteriostaticos (BELAN;
POZZA; SOUZA, 2014). O controle quimico € o0 método de manejo mais empregado. Porém,
a aplicacdo de antibioticos deve ser criteriosa, para evitar a selecdo de populacdes de bactérias
resistentes (MELLO et al., 2011) e os fungicidas cupricos devem ser aplicados antes da

penetracdo, apresentando baixo resultado quando aplicado apds (ITHIRU et al., 2013).
2.2 O Cobre na agricultura e no controle da mancha aureolada

O cobre (Cu) € um micronutriente essencial para o crescimento e o desenvolvimento
normal da planta. Dentro das células das plantas forma complexos altamente estaveis e
participa em reacdes de transferéncia de elétrons de enzimas, atuando na fotossintese, na
respiracdo, no metabolismo de carbono e nitrogénio e na protecdo contra estresse oxidativo.
(MARSCHNER, 2012). O Cu € um micronutriente requerido em pequenas guantidades nas
plantas (RIBEIRO et al., 1999), portanto sua aplicacdo deve ser criteriosa visando ao
fornecimento adequado. Para o cafeeiro, os niveis normais variam entre 8 e 16 mg.Kg™ de
matéria seca (MS) (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ, 1999). Niveis abaixo de
8 mg.Kg™ de MS causam deficiéncia na planta. Os sintomas de deficiéncia em plantas adultas

séo folhas novas com nervuras salientes e, em mudas, as folhas ficam voltadas para baixo com
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o aparecimento de manchas necréticas (FAQUIN, 2002). Acima de 16 mg.Kg™ de MS, o Cu
ndo necessariamente causa toxidez, pois o cafeeiro apresenta capacidade de suportar niveis
acima do ideal. Carmo et al. (2012) observaram esse fato ao fazer um levantamento do teor de
Cu nos cafeeiros cultivados na regido sul do Estado de Minas Gerais e constatarem niveis
entre 14 e 55 mg.Kg™ de MS, sem causar distirbios fisiolégicos aparentes. Acima de
55 mg.Kg™ de MS o Cu passa a ser toxico para a planta. Ao ultrapassar esse limite, fica livre
no citoplasma, formam complexos com a maioria dos grupos sulfidrila de enzimas, impedindo
a formacdo da sua forma quaterndria e da reacdo chave-fechadura, causando desordem
generalizada no metabolismo celular (CHILLAPPAGARI et al., 2010). Os sintomas visiveis
de toxidez iniciam-se nas folhas novas com manchas aquosas, evoluindo para uma coloragéo
parda e depois negra (FAQUIN, 2002).

Fungicidas cupricos sdo utilizados no manejo de diversas doencas causadas por
fitobactérias (GENT; SCHWARTZ, 2005; GILARDI; GULLINO; GARIBALDI, 2010;
SANTO et al, 2011). As principais moléculas cupricas utilizadas como fungicidas na
agricultura para controlar doencas s&o: o Oxicloreto, o Hidroxido, o Sulfato de Cu e o Oxido
Cuproso (FRAC, 2015). Assim, sdo comercializados diversos fungicidas cupricos, contendo
diferentes moléculas, dosagens, granulometria e solubilidade (BRASIL, 2017). Mesmo com
essa diversidade de formulagdes desse grupo quimico, por fim, eles devem formar uma
pelicula uniforme e duradoura sobre a folha, sem intoxicar a planta, para, assim, atingir seu
objetivo fitossanitario (FRAC, 2015). Nesses casos, 0 Cu atua como agente bacteriostatico, ou
seja, ndo permite a multiplicacdo das células bacterianas (ORDAX et al., 2006). Porém, nédo
atua como bactericida, pois, ao retird-lo do meio, a bactéria retoma seu crescimento. A dose
minima para paralisar a multiplicacdo celular das bactérias varia de acordo com a espécie e
em qual substrato a bactéria se encontra. Em suspensdo aquosa a concentragdo de 20 mg.L™
causa paralisia da multiplicacdo de Pseudomonas syringae (CHA; DONALD, 1993). Porém,
Zocolli, Takatsu e Uesugi (2011) observaram a paralizacdo do crescimento de Psg somente
em concentracdes acima de 200 mg.kg™, em meio de cultura sélido, composto por 3 g de
caseina hidrolisada, 0,6 g de extrato de levedura, 3 ml de glicerina e 18 g de agar
bacteriolégico em 1,5 litro de agua destilada. No entanto, no campo, a recomendacdo da
maioria dos produtos clpricos esté entre as doses de 2000 e 3500 mg.L™ (BRASIL, 2017), ou
seja, aproximadamente 100 e 10 vezes superior a concentracdo dos meios liquidos e sélidos
citados, respectivamente. Essa concentra¢do superior deve-se, provavelmente, a perda por

deriva, por ndo atingir o alvo, por absor¢do da planta e por interagir com outros &nions tanto
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da calda aplicada quanto nas superficies foliares, impedindo obter a dose minima
bacteriostatica.

Os fertilizantes foliares cupricos sdo utilizados para manter e corrigir o teor de cobre
foliar visando ao crescimento normal da planta (FAQUIN, 2002; RIBEIRO; GUIMARAES;
ALVAREZ, 1999). A quantidade de cobre recomendada via fertilizantes foliares para o
cafeeiro varia de 150 a 600 ppm ou mg.L™ (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ, 1999)
sendo de 3,3 a 20 vezes menor em relacdo a menor dose de bula dos produtos clpricos
destinados ao controle de bacterioses. Os fertilizantes foliares de Cu muitas vezes séo
constituidos de anions acompanhantes de alta solubilidade como o nitrato, substancias acidas
ou quelatizantes, por exemplo aminoacidos e EDTA (CESAR; GISELA, 1999). As moléculas
com nitrato sdo altamente dissociaveis em agua (AGHAIE; AGHAIE; EBRAHIMI, 2007),
proporcionando alta absor¢do simultdnea deste na folha com seu ion acompanhante
(PEYVAST et al, 2009). Brunetto, Melo e Kaminski (2008) observaram aumento na
absorcéo de Ca* na folhas de pessegueiro tratadas com nitrato de célcio em relacdo as demais
formulagdes cupricas, confirmando o papel do nitrato na absor¢do do cation acompanhante.
As substancias acidas ao reduzirem o pH da solucéo fertilizante e em contato com a folha
alteram a permeabilidade da membrana plasmatica, aumentando a absorcdo do Cu*
(MARSCHNER, 2012). Enquanto, as substancias quelatizantes complexam com o ion cobre e
reduzem a atividade do metal, proporcionando absorcéo 5 vezes maiores em relacdo a mesma
molécula sem quelatos (SILVA et al., 2014). Sendo assim, a absorcdo de Cu, na folha, é
maior, com o emprego de fertilizantes a base de nitrogénio e quelatos, quando comparado
mesmo a fungicidas em doses maiores.

Alguns cafeicultores utilizam os fertilizantes cupricos, no lugar dos fungicidas, com
0 objetivo de nutrir a planta e protegé-la. Portanto, sua utilizacdo deve ser criteriosa, pois
aléem das dosagens serem menores, a maior parte do cobre tende a ser absorvida na folha
(FAGERIA et al., 2009) e ndo forma a pelicula protetora sobre estas (FRAC, 2016), com isso,
a funcdo do Cu como protetor fica comprometida. Uma vez absorvido na folha, o Cu para ter
acdo bacteriostatica sobre as bactérias no parénquima foliar necessitaria estar em
concentracdes proximas a 200 mg.Kg' de matéria seca (MS) ZOCCOLI; TAKATSU;
UESUGI, 2011), sendo essa concentracdo muito acima do limite tolerado no cafeeiro, de 55
mg.Kg™ de MS.
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2.3 Influéncia da temperatura e molhamento foliar em Psg e na mancha aureolada

Em relacdo a doenca, para o seu estabelecimento, € necessario a interagdo entre um
hospedeiro suscetivel, um patégeno virulento e ambiente favordvel (CAMPBELL,;
MADDEN, 1990). Nas lavouras de cafeeiro, onde ja foi constatada a mancha aureolada,
obrigatoriamente o patdgeno Psg estd presente e, na maioria das vezes, o hospedeiro é
suscetivel (CARVALHO et al., 2011; SERA, 2001), porém mesmo nessas areas a severidade
da doenca ndo aumenta durante o ano todo (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014). Portanto,
nessas lavouras o progresso da doenca fica dependente das condi¢cGes ambientais favoraveis.

As variaveis ambientais temperatura e a duracdo do molhamento foliar tém influéncia
direta em vérias fases do ciclo das relagcdes patégeno hospedeiro de bactérias fitopatogénicas
(MARCUZZO; FERNANDES; BECKER, 2009). A temperatura exerce papel principal na
multiplicacdo e na regulacdo da velocidade de reacfes de diversas enzimas das bactérias da
espécie Pseudomonas syringae (HOCKETT; BURCH; LINDOW, 2013), porém ha variacoes
da atividade de cada gene ou enzima dentro dessa mesma espécie. Para Pseudomonas
syringae os genes e enzimas controladores da motilidade do flagelo e da sintese de fitotoxinas
sdo reprimidos a 30°C, engquanto as enzimas do metabolismo, do transporte de substancias e
da traducdo de proteinas sdo induzidas na mesma temperatura (HOCKETT; BURCH;
LINDOW, 2013). No patovar de P. syringae pv. phaseolicola a producédo de faseolotoxina
acontece a 18 °C, sendo acima desse valor paralisado. Enquanto no intervalo entre 18 e 30°C
acontece a maior traducdo de proteinas e maior crescimento. A multiplicacdo da Psg in vitro
foi realizada a 28°C em diversos trabalhos (ITHIRU et al, 2013; PEREZ, 2015;
RODRIGUES et al., 2017; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011) entretanto, ndo se sabe
ao certo qual temperatura proporciona maior crescimento in vitro e tampouco qual o intervalo
possivel para multiplicar essa bactéria. Em alguns patovares de Pseudomonas syringae foi
observado em 24 horas de incubacédo a 27,9 e a 27°C houve a maior formacdo de UFC de P.
syringae pv. persicae e P. syringae pv. phaseolicola, respectivamente (YOUNG et al., 1977;
NUSKE & FRITSCHE, 1989). Além da temperatura de maximo crescimento existe uma faixa
nas quais a multiplicacdo varia pouco em relacdo a maxima. No caso das bactérias P. syringae
pv. persicae e P. syringae pv. phaseolicola estudadas por Young, Luketina e Marshall (1977)
e Nuske e Fritsche (1989) essa faixa estd entre 23 e 31°C. Dessa forma, a utilizacdo de
qualquer valor situado nesse intervalo pode ser utilizada para multiplicar o inoculo in vitro. A

temperatura capaz de proporcionar a maior atividade de alguma enzima ou maior expressao
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de algum gene ndo coincide necessariamente com a melhor para multiplicagéo celular in vitro
sendo necessario realizar investigacoes a respeito.

O molhamento foliar propicia a formacéo de filme de dgua sobre a folha sendo este
necessario para a locomocdao e multiplicacdo bacteriana (GOTO, 2012; ICHINOSE;
TAGUCHI; MUKAIHARA, 2013). Na auséncia do filme de agua a bactéria pode dessecar e
paralisar as atividades metabdlicas (MARCUZZO; FERNANDES; BECKER, 2009). A &gua
proporciona a motilidade da bactéria sendo essa realizada por 2 a 7 flagelos polares na Psg
(RODRIGUES et al., 2013), os quais além da locomoc¢éo percebem sinais quimicos do meio e
guiam as bactérias por quimiotactismo (MELOTTO et al., 2006). As bactérias, por serem
unicelulares e ndo conseguirem realizar a penetracdo e colonizar de forma isolada, necessitam
se comunicar por “quorum sensing” para coordenar a penetracdo na planta (NG & BASSLER,
2009), essa comunicagdo so e possivel com a presenca de agua livre sobre a folha. Portanto, a
temperatura e o molhamento foliar exercem influéncia direta sobre o patogeno.

Além de atuarem de forma isolada, a interacdo temperatura e duracdo do molhamento
€ um importante fator nas fases de sobrevivéncia, penetracdo e colonizacdo dos patégenos de
etiologia bacteriana. A fase de sobrevivéncia dos patdgenos € a mais influenciada por fatores
ambientais os quais reduzem o indculo inicial. A populacdo da bactéria P. syringae pv.
tomato, sobrevivendo de forma epifitica, € reduzida acima de 32°C mesmo na presenca de
molhamento foliar enquanto abaixo dessa temperatura mesmo sem molhamento foliar esta €
capaz de sobreviver por 14 dias (SCHNEIDER; GROGAN, 1977). Rojas et al. (2012) ao
estudarem a bactéria Erwinia tracheiphila em meldo observou maior sobrevivéncia entre 10 e
15°C com molhamento foliar continuo, reduzindo em 10 vezes o numero de bactérias em
temperaturas superiores a 30°C ou depois de 12 horas sem molhamento. Na penetracdo, o
patdgeno geralmente sofre maior influéncia ambiental em relacdo a fase de colonizacéo.
Schneider e Grogan (1977), ao estudar P. syringae pv. tomato, observaram ser possivel a
penetracdo das bactérias epifiticas sobreviventes, somente apds 24 horas de molhamento
foliar com temperaturas inferiores a 32°C enquanto na fase de colonizacdo apenas a
temperatura influenciou a bactéria, sendo acima de 39°C o maior progresso da doenca.
Latorre, Rioja e Lillo (2002), ao estudarem P. syringae pv. syringae em pera observaram as
temperaturas inferiores a 5°C impedirem a penetracdo e a colonizacdo da bactéria, enquanto a
5°C os eventos ocorreram com duragdo de 5 dias e a 20°C em apenas 2 dias. No estudo dos
patossitemas P. cichorii em Polaris chrysanthemum e Scarlet Pelargonium, Jones, Raju e
Engelhard (1984) relataram penetragdo e coloniza¢do da bactéria somente na presenca de

molhamento foliar constante e temperaturas entre 16 e 28°C. Para a bactéria Xanthomonas
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axonopodis pv. Citri em laranjas, Pria et al. (2006) observaram ser necessarias condi¢des
ambientais de 12 a 40°C e molhamento foliar acima de 4 horas, para haver a penetragéo e
colonizagdo da bactéria, sendo a faixa 6tima entre 30 e 35°C combinada com 24 horas de
molhamento. Marcuzzo, Fernandes e Becker (2009) estudaram Xanthomonas spp. em folhas
de tomateiro e obtiveram maiores severidades da mancha bacteriana a 25°C e molhamento
foliar acima de 20 horas.

Embora alguns trabalhos citassem, de forma isolada, a influéncia de variaveis
climaticas na mancha aureolada do cafeeiro, ndo h& consenso sobre os valores de temperatura
e duracdo do molhamento foliar favoraveis a infec¢do, tampouco da sua interacdo (BOTREL,
2013; ITHIRU et al., 2013; PEREZ, 2015; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011). Em
experimentos de inoculagdo em mudas foram utilizadas diferentes valores. Essas temperaturas
variaram entre 18°C (ITHIRU et al., 2013), 23°C (PEREZ et al., 2017) e 25°C (BOTREL,
2013). Quanto a duracdo do molhamento foliar Botrel (2013) utilizou 24 horas e Pérez et al.
(2017) 48 horas. Portanto, é importante estudar a influéncia da interagdo temperatura e do
molhamento foliar na severidade mancha aureolada, para assim prever em quais situacoes a
doenca pode iniciar o processo infeccioso no campo. Essa informacdo podera contribuir
inclusive para definir datas de pulverizacdo e desenvolver sistemas de apoio a decisdo para
previsdo da doenca.

Para selecionar intervalos de temperatura e duracdo do molhamento foliar a serem
estudados é ideal realizar levantamento prévio nas regides onde o café é cultivado e apresenta
problemas com a enfermidade. Em cidades produtoras de café, como Trés Pontas, Campos
Altos e Capelinha, situadas no Estado de Minas Gerais, apresentam temperaturas de 20,1°C,
17,6°C e 21,3°C, respectivamente e precipitacdes médias de 1500 mm.ano™ (BOTELHO et
al., 2011) concentradas de outubro a marco (AVILA; MELLO; VIOLA, 2009). Esse volume
de precipitacdo concentrado em seis meses possibilita a duracdo do molhamento foliar mais
prolongado no cafeeiro (MEIRA; RODRIGUES; MORAES, 2009). A selecdo das
temperaturas bem como o intervalo de unidade entre elas e a selecdo da duracdo do
molhamento foliar aumentam consideravelmente as chances de delimitar as condi¢cdes mais

favoraveis & mancha aureolada.
2.4 A geoestatistica aplicada ao manejo de doencas de plantas

Para diagnosticar possiveis relagdes de dependéncia espacial de covaridveis
ambientais com a doenga no campo pode-se utilizar a geoestatistica, uma técnica capaz de ser

associada aos sistemas de informagdo geografica, ao sensoriamento remoto e & estatistica



19

(ALVES et al., 2011). Ao utilizar a geoestatistica, é possivel analisar e mapear a distribuicéo
espacial das variaveis e da doenga e relaciona-las entre si com a distribui¢do espacial de cada
variavel a partir dos mapas construidos.

A analise geoestatistica surgiu da necessidade de considerar a dependéncia espacial de
variaveis, as quais apresentavam coeficientes de autocorrelacdo acima de 75% estimados na
analise de regressdo, porém com resultados de interpolagdo ndo satisfatérios (ZAMBOTI,
2001). Nesses casos, a dependéncia espacial das variaveis estaria mascarando o resultado da
interpolagédo. Krige (1951) ao realizar estudo baseado na concentragdo de ouro obtido nas
jazidas observou a necessidade de considerar a distancia entre as unidades amostrais para
assim descrever com precisdo a distribuicdo espacial do fenbmeno. A partir dai Matheron
(1963) desenvolveu a teoria das variaveis regionalizadas, sendo esta uma fun¢do numérica
com continuidade aparente no espago, porém sem possivel representacdo por uma funcao
deterministica (FREITAS, 2013; YAMAMOTO, 2001). Posteriormente, 0s pontos amostrais
passaram a ser georreferenciados com o uso de GPS para obter boa precisdo da localizacao
dos pontos (ALVES et al., 2009).

A geoestatistica fundamenta-se na construcdo de semivariogramas e na posterior
krigagem dos modelos ajustados, obtendo mapas espaciais da variavel em estudo. O
semivariograma descreve a estrutura da variabilidade espacial (ALVES et al.,, 2009;
FREITAS, 2013) e apresenta trés parametros importantes: o efeito pepita (Co), 0 patamar
(Cot+Cy) e 0 alcance (A) (ALVES et al., 2006; SILVA et al., 2003). O (Cy) refere-se ao valor
da semivariancia na distancia zero e significa a variacdo ndo atribuida a dependéncia espacial,
0 (Co+C,) € 0 valor da variancia quando esta passa a ser constante correspondendo ao maximo
da variancia permitindo identificar a distancia entre a dependéncia e a independéncia entre as
amostras e 0 (A) é a distancia da origem até o ponto onde o patamar atinge valores estaveis
sendo considerado o limite da dependéncia espacial da grandeza mensurada (FREITAS,
2013). Apos construir e selecionar semivariogramas, € possivel observar a dependéncia
espacial e quando existente pode-se realizar a interpolacdo. A Krigagem permite interpolar os
valores ndo medidos com variancia minima e sem tendéncia (SILVA et al., 2003), pois estima
valores de variaveis distribuidas no espaco, a partir de valores adjacentes enquanto
considerados como interdependentes no semivariograma (LANDIM, 2006).

A técnica da geostatistica também ja foi empregada na agricultura para estudar a
distribuicdo espacial de bacterioses em plantas como o crestamento bacteriano da aveld e o
mal de Pierce da videira (LAMICHHANE et al., 2013; PARK et al., 2011), de pragas e
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doencas do cafeeiro (ALVES et al., 2009, 2011) e de nutrientes no solo (FERRAZ et al.,
2015).

O crestamento bacteriano da Aveld (Xanthomonas arboricola pv. corylina) apresentou
forte correlacdo positiva com a precipitacdo e nitrogénio no solo e correlagcdo negativa com
Mg e K (LAMICHHANE et al., 2013). Esse estudo foi conduzido durante trés anos em uma
provincia da Italia onde cada ponto amostral representava uma lavoura de uma cidade, com
plantas de 300 avelds amostradas em cada local. A grande distancia existente entre esses
pontos amostrais permite um estudo de distribuicdo espacial, porém sem parametro para
descrever a disseminacdo da bacteriose, pois estas sdo disseminadas no campo a curtas
distancias por chuva e vento (GOTO, 2012). Ja no estudo do mal de Pierce da videira (Xylella
fastidiosa), foi possivel observar uma distribuicdo espacial restrita a focos, pois a avalicdo
utilizou de grids amostrais dentro da area estudada (PARK et al., 2011). Nesses estudos a
variavel incidéncia da doenca foi amostrada uma unica vez no ano, ficando dependente da
escolha do momento adequado de amostragem para ndo perder a distribuicdo maxima da
doenca. O modelo matematico para semivariogramas avaliado nos dois experimentos foi o
esférico, por ser o mais facilmente ajustado a qualquer nuvem de pontos com patamar
(FERRAZ et al., 2015).

Em relacdo as doencas e pragas do cafeeiro as malhas utilizadas foram intercaladas na
mesma area de 25 x 25 e 50 x 50 metros (ALVES et al., 2009; ALVES et al., 2011). A
distancia determinada na construcdo do grid amostral reflete, no parametro, alcance
determinado no semivariograma. Se a distancia entre pontos amostrados for superior a
distancia de influéncia do fendémeno avaliado a construcdo do semivariograma e as
estimativas ficam comprometidas (ALVES et al., 2009, 2011). Porém, se a distancia mostrada
for pequena a avaliacdo fica demorada e se explora uma area menor. Portanto, quando nao se
conhece a distribuicdo da doenca & importante montar uma malha amostral com distancia
entre 0s pontos maiores e outra com distancias menores. No estudo da distribuicdo espacial da
ferrugem (Hemileia vastatrix) e da cercosporiose (Cercospora coffeicola) do cafeeiro, estas
ficaram distribuidas em focos ou reboleiras, apresentando alcance variando de 38 a 78 metros
e de 40 a 74 metros respectivamente (ALVES et al., 2011). No estudo das pragas do cafeeiro,
os insetos Hypothenemus hampei e Leucoptera coffeella estavam distribuidos em focos na
area, sendo o alcance da broca de 35metros e do bicho mineiro de 125 metros (ALVES et al.,
2009). Nesses estudos, foram utilizados os modelos matematico, exponencial e esférico
respectivamente para ajustar o modelo de distribuicdo espacial da variavel em questdo. Além

da analise geoestatistica Alves et al. (2009) utilizaram a correlacdo de quadrado de Pearson
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para verificar a interacdo entre a incidéncia e a severidade da doenca. O estudo de correlacéo
entre duas varaveis é necessario para saber o nivel de interacdo entre elas e se sdo direta ou
inversamente proporcionais (TAYLOR, 1990).

Desse modo, a geoestatistica permite observar a estrutura e a magnitude da variagéo
espacial das covaridveis estudadas e correlaciond-las com a doenca permitindo assim
selecionar e discriminar aquelas passiveis de serem empregadas no controle da doenca,

possibilitando manejo eficiente.
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Abstract

Bacterial blight of coffee (Pseudomonas syringae pv. garcae) can be treated with
antibiotic and copper-based fungicides. Copper compounds raise doubts among coffee
growers regarding control efficiency and toxic potential. This study investigated bacterial
blight management and toxicity in leaf tissues of coffee plants sprayed with different copper
molecules. The experiment was conducted with coffee seedlings under controlled
environmental conditions. Treatments were cuprous oxide, copper oxychloride, copper
hydroxide 1 (Water dispersible granules) and 2 (Concentrated suspension), copper sulfate 1
(Fertilizer) and 2 (Bordeaux mixture), copper nitrate, kasugamycin in maximum
recommended doses, control, and saline solution. All treatments were sprayed and inoculated
with bacterial suspension after 24 hours. Analysis was performed every two days in a 16-day
period for severity and incidence to calculate area under the severity progress curve and the
incidence progress curve. Incidence and severity of phytotoxicity, dry weight, mapping and
quantification of copper on tissue surface with x-ray microanalysis, and total copper content
in leaf tissue were evaluated at the end of the experiment. Data were transformed by V (x +
0.5) and submitted to Scott-Knott test (p > 0.5). Cuprous oxide and copper sulfate 2 at 2500
mg.kg™ proved most efficient to bacterial blight control, causing lower toxicity and more

covering of leaf tissue in coffee seedlings.

Key Words: Pseudomonas syringae pv. garcae, coffee, copper, phytotoxicity

1. Introduction

Coffee (Coffea arabica L.) is consumed in all continents, mainly in temperate
countries in the northern hemisphere (USDA, 2016 b.) which, however, are not coffee
growers. Brazil is the largest producer and exporter, with 33% of world production,
equivalent to 54.3 million 60-kg bags of product benefited in 2015 (USDA, 2016 a.).
Although, this production may be reduced due to factors such a climatic adversities, diseases,
and pests.

Bacterial blight of coffee caused by Pseudomonas syringae pv. garcae (Amaral et al.,
1956) has been an important disease in major coffee growing regions in Brazil and around the
world, for causing significant losses (Pozza et al., 2010). It is the main disease of coffee crops

in cold and windy areas (Sera, 2001). Disease outbreaks have been reported in seedling
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nurseries and plantations in Kenya and Ethiopia (Ithiru et al., 2013). Symptoms are necrotic
spots on leaves with or without a yellow halo, death of orthotropic and plagiotropic branches
and rotten buds, with consequent reduction of crop productivity (Rodrigues et al., 2015;
Zocolli et al., 2011). Predominant growing of cultivars susceptible to bacterial blight (Petek et
al., 2006; Pozza et al., 2010) and absence of efficient measures, even of chemical control, has
potentialized losses.

As coffee growers increase pesticide application in an attempt to contain the disease,
production costs also rise. Farmers use often-inefficient sprays with antibiotics and copper
products, mainly in the form of copper hydroxide, sulfate, oxychloride and nitrate, and
cuprous oxide (FRAC, 2015). Copper compounds can have fungicidal and bacteriostatic
effect. Furthermore, copper is an essential micronutrient for plant cells, acting as a cofactor
responsible for aerobic respiration (Marschner, 2012).

Copper is a non-systemic protective substance, which acts by contact and is little
absorbed by the cuticle. Affects the plasma membrane of pathogens (Ruparelia et al., 2008).
Paralyzing cell multiplication and acting as a bacteriostatic agent (Ordax et al., 2006). Thus, it
must be evenly distributed on leaves to affect the bacteria (Gisi & Sierotzki, 2008), depending
on product choice, application dose, and application technology.

Product concentrations recommended for coffee disease control in Brazil are up to
2500 mg.kg™? (AGROFIT, 2016), with a minimum 200 mg.kg™ to avoid multiplication of
Pseudomonas syringae pv. garcae (Zocolli et al., 2011). However, plant nutrition requires
37.1 mg.kg™ copper content (Reis et al., 2002) with values reaching up to 55 mg.kg™ (Carmo
et al., 2012). Above this concentration, copper starts to affect plant cells and causes
phytotoxicity.

Then this study evaluated the efficiency of different copper molecules in bacterial

blight control and their potential phytotoxic effects on coffee seedlings.
2. Material and Methods
2.1 Plant material and experimental conditions
The experiment was conducted in plant growth chamber under controlled temperature

23 + 2 °C, relative humidity 70 + 3% and 12-hour photoperiod with 2000-Watt fluorescent
bulbs.
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Coffee seedlings from cv. Catuai Vermelho 1AC-99 with six pair of leaves were
cultivated in substrate composed of soil, cattle manure, and sand in proportion 3:1:1
respectively. Irrigation was performed daily with the same amount of water per seedling,
without reaching leaves.

Trials were conducted in randomized block design with 10 treatments and 4 replicates,
with each experimental unit consisting of three coffee seedlings. The experiment was carried
out in two periods to evaluate result repetition. Combined analysis of variance of data was
performed over time.

2.2 Treatments

Commercial products were used as copper sources. Efficiency was evaluated in copper
hydroxide, sulfate, oxychloride and nitrate, and cuprous oxide (Table 1). The trial used the
highest doses of products registered at the Brazilian Ministry of Agriculture (MAPA),
according to laws and guidelines to evaluate efficiency and toxicity to animals and humans
(AGROFIT, 2016). Doses recommended by manufacturers ranged 167,5 to 2500 mg.kg™ of
copper. Antibiotic kasugamycin was used for comparing efficiency of Pseudomonas syringae
pv. garcae control. Treatments with saline solution and control were sprayed with sterilized
distilled water (Table 1).

Table 1. Treatments evaluated for control of bacterial blight of coffee.

Treatments / Commercial Formulation Dose of Quantity of Quantity of Cu®
active ingredient and Name commercial  Cu®*"in the applied
controls product commercial (mg.kg™or
product (%) mg.L)*
Copper oxychloride Recop® Wettable 5g.L" 50 2500
powder
Cuprous oxide Big red® Wettable 5¢.L" 50 2500
powder
Copper hydroxidel Kocide®  Water dispersible  4.72g.L™ 53 2500
granules
Copper nitrate Copper crop®  True solution 1.25 ml.L*? 13.4 167.5
Copper sulfatel Copper True solution 5ml.L* 6 300
glucone®
Copper hydroxide 2 Supera® Concentrated ~ 7.15ml.L™* 35 2500
suspension
Copper sulfate 2 Copper sulfate  Soluble granules 10g.L" 25 2500
Kasugamycin Kasumin® Concentrated 3mlL?
solution

Saline solution
Control

! based on 400 L/ha
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The trial used two copper hydroxide formulations, a concentrated suspension (SC),
and water dispersible granules (WG). Foliar fertilizers had the lowest concentrations of
metallic copper (Cu®"). Differently from fungicides, they presented formulations with other
products. Copper is complexed with nitrate in Copper crop, and Copper glucone contains
gluconic acid and sulfur.

Treatments were sprayed on both sides of all seedling leaves to the point of runoff,
using a Strong® sprayer with cone nozzle filled at average pressure 30 Ibs. After seven days
the plants were inoculated with Pseudomonas syringae pv. garcae.

2.3 Inoculum production and inoculation

Reference isolate P. syringae pv. garcae souche pathotype (CFPB1634) was used for
inoculating seedlings, multiplied in Petri dishes 9 mm with culture medium 523 Kado &
Heskett (1970). Dishes were incubated at 28 + 2°C and 12-hour photoperiod. After 48 hours,
bacterial cells were suspended in sterilized saline solution (NaCl 0.85%). Bacterial
concentration was determined in spectrophotometer at 600 nm (OD600), according to
Oliveira & Romeiro (1990). Bacterial cell suspension was prepared by dilution in sterilized
saline solution at 1.1x10° UFC/mL concentration (absorbance 0.2). Inoculum suspension was
sprayed on both sides to the point of runoff, using the same equipment and conditions
described for spraying. As saline solution was used to calibrate bacterial suspension, which is
composed of sodium chloride, a treatment with this solution without bacteria was used to
differentiate its possible phytotoxic effect from symptoms of disease.

2.4 Evaluation of disease intensity

After first disease symptoms, seven incidence and severity assessment were performed
in the first three pairs of leaves in seedlings, with two-day intervals. Incidence, or percentage
of leaves with symptoms, was estimated from the relation between total injured leaves and
total evaluated samples, and mean incidence per plot was calculated. To evaluate severity the
diagrammatic scale of Belan et al. (2014) was used and calculated each plot mean in relation
to total leaves.

In each experimental unit, incidence and mean severity rates over time were used to
plot disease progress curves and calculate area under incidence progress curve (AUIPC) and
area under severity progress curve (AUSPC), as proposed by Shaner & Finney (1977).

2.5 Weight of dried leaves and analysis of copper content in leaf tissue

After 30 days of application of treatments at the end of dexperiment, leaves were

colected, previously washed in deionized water to remove impurities and spray residues

(Malavolta, 1997), and dried in forced-air circulation oven at 60 °C. Dried leaves were then
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weighted (g) on a precision scale and analyzed for copper contents, according to the method
by Malavolta (1997).
2.6 X-ray microanalysis of copper in outer leaf tissue

Spatial distribution of copper on the abaxial leaf surface was evaluated with X-ray
microanalysis mapping in scanning electron microscopy (SEM). Fragments of leaves 5 cm?
randomly collected from leaf blades were fixed in aluminum stubs with double adhesive
carbon tape, identified and maintained for 24 hours in a desiccator with silica gel to dehydrate
samples. Then, they were placed into sputter (MED 010, Balzer) for carbon coating. Samples
were observed in scanning electron microscopy (Leo Evo 40 XVP) coupled to detection
system MAX: EDS-X Flash Detector 5010 (Bruker) and analyzed with ESPIRIT 1.9 software
(Bruker).

Five observations were made per treatment. A fixed size rectangular area was mapped
for each examination, and the qualitative distribution of copper ions on leaf abaxial surface
was represented in images. These were generated at 20 Kv, distance 8.5 mm, increase + 80
times and Kcps ranging 3 to 4.

Images were processed using Assess® software for percentage of leaf area coated with

copper. Five images were analyzed per treatment, corresponding to replicates.
2.7 Evaluation of phytotoxicity

By 21 days after inoculation, incidence and severity of toxicity symptoms were
assessment in leaves. Incidence was based on the relation between total leaves with symptoms
and total leaves sampled per plant. Severity was analyzed with digitized images of leaves,
processed with Assess® software to quantify percentage of injured leaf area in relation to leaf
total.

2.8 Data analysis

Data of variables AUIPC, AUSPC, incidence and severity of toxicity, dried leaf
weight, copper content in leaf tissue, and percentage of leaf area covered by copper were
submitted to analysis of variance. As data did not meet ANOVA assumptions of normality
(Shapiro Wilk), homogeneity (Bartlett) and independence (Durbin Watson) tests, they were
transformed. Treatments significant by F-test were compared by Scott-Knott grouping test (p

= 0.05). Statistical analyses were performed using R® software.
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3. Results

Combined analysis of data over time showed no significant difference (p <0.05) for
both experiments. Thus, results refer to the mean of experiments.

There was a difference (p < 0.05) between treatments for AUIPC and AUSPC in
bacterial blight control in coffee leaves. All copper molecules and the antibiotic reduced
AUIPC and AUSPC in relation to control (Table 2). However, copper molecules in the form
of cuprous oxide, oxychloride, nitrate, and sulfate were more efficient than copper hydroxide
and antibiotic regarding AUIPC (Table 2). Treatments did not differ for AUSPC (Table 2).

The treatment with saline solution showed no symptoms of disease.

Table 2 Mean values of area under the incidence progress curve (AUIPC) and severity
progress curve (AUSPC) of bacterial blight (Pseudomonas syringae pv. Garcae) in coffee
leaves (Coffea arabica).

Treatments AUIPC AUSPC
Cuprous oxide 52C 0.02B
Copper oxychloride 125C 0.06 B
Copper nitrate 17.7C 0.08 B
Copper sulfate 2 375C 0.17B
Copper sulfatel 375C 0.18 B
Kasugamycin 40.6 B 0.2B
Copper hydroxidel 458B 0.25B
Copper hydroxide2 111.4B 0.62 B
Control 526.0 A 510A
Saline solution 0C 0B

Means followed by the same letter in the column do not differ by Scott-Knott test at 5%
significance. Means transformed by V(x + 0.5).

Treatments showed no significant difference for dry leaf weight (p < 0.05), with mean
1.25g.

There was a difference (p < 0.05) between treatments in relation to copper content in
leaf tissue (Figure 1). The highest copper content occurred in leaves of seedlings sprayed with
copper sulfate 2. This content gradually decreased to minimum values in treatments with

saline solution, kasugamycin and control (Figure 1).
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Figure 1 Mean values of copper contents in mg.kg™ of dry weight of leaves in coffee
seedlings sprayed with different copper formulations. Bars followed by the same letter in the
column do not differ by Scott-Knott test at 5% significance. Means transformed by ' (x +
0.5).

There was a difference between treatments to percentage of foliar area covered with copper.
The lowest percentage of copper on leaves occurred in saline solution, control and kasugamycin and
the highest percentage in cuprous oxide, copper hydroxidel and 2, copper oxychloride, and copper
sulfate2 (Figure 2 and Table 3).
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Figure 2 X-ray microanalysis for mapping copper (white color) on the abaxial surface of coffee leaves
in seedlings sprayed with the following treatments: A. saline solution; B. Control; C. kasugamycin; D.
copper sulfatel; E. copper nitrate; F. copper hydroxidel; G. copper oxychloride; H. copper
hydroxide2; 1. cuprous oxide; and J. copper sulfate2.

Table 3 Percentage of abaxial leaf area of coffee covered with copper, based on Assess® software
processing of images generated by X - ray electron microscopy.

Treatment Percentage of leaf area covered with copper
Saline solution 06C
Control 0.7C
Kasugamycin 09C
Copper nitrate 26.6 B
Copper sulfatel 324B
Copper hydroxidel 94.6 A
Copper hydroxide2 95.9 A
Copper oxychloride 96.8 A
Cuprous oxide 96.8 A
Copper sulfate2 98.3 A

Means followed by the same letter in column do not differ by Scott-Knott test at 5%

significance. Means transformed by v (x + 0.5).
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Symptoms of toxicity in leaves were tanning followed by necrosis of the affected area.
All treatments caused toxicity in leaves of coffee seedlings; however, there were differences
(p < 0.05) in incidence and severity of toxicity. The treatment containing copper nitrate
showed higher incidence and severity of toxicity symptoms in leaves, although at the lowest
dose of Cu (Table 4).

Table 4 Mean values of incidence and severity of toxicity in coffee seedlings sprayed with

different copper formulations.

Treatment Toxicity
Incidence’ Severity’
Kasugamycin 417D 0.03C
Copper sulfate2 9.03C 0.05C
Saline solution 13.2C 0.06 C
Copper hydroxidel 1458 C 0.07C
Control 1459 C 0.07C
Cuprous oxide 15.97C 0.07C
Copper hydroxide2 18.06 C 0.09C
Copper oxychloride 16.67 C 0.09C
Copper sulfatel 39.58 B 0.21B
Copper nitrate 63.20 A 0.35 A

Means followed by the same letter in the column do not differ by Scott-Knott test (p <
0.05). Means transformed by v (x + 0.5). Percentage of injured leaves. 2Percentage of

injured leaf area.

4. Discussion

All cupric products provided a reduction in disease severity greater than 87%, mainly in
concentrations 2500 mg.kg™ Cu®*. Copper products are protective, as they form a barrier or
layer of copper on plant surface (Gisi & Sierotzki, 2008). Thus, copper is absorbed by
bacterial cells during infectious process on leaf surface, then becomes free in the cytoplasm
and catalyzes reactions involving reactive oxygen. This oxygen molecule causes lipid
peroxidation and protein oxidation (Santo et al., 2011) leading to bacteriostatic effect. Copper

also forms complexes with sulfhydryl groups of enzymes (Chillappagari et al., 2010), causing
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generalized metabolic disorder, which can lead to cell rupture and death (Gisi & Sierotzki,

2008). However, bacterial death is not widespread and part of the population still survives on
leaf surface due to bacteriostatic effect. In addition, when copper concentration is not
sufficient to cause death, bacterial cells protected by mucilaginous capsules still maintain their
integrity, thus being able to infect the host (Marcuzzo et al., 2009; Ordax et al., 2006). Patricio
et al. (2012) also found reduced severity of bacterial blight of coffee, however at dose 550
mg.kg™ copper oxychloride and hydroxide. Tomato (Lycopersicum esculentum) in treatments
with 200 to 550 mg kg™ of different copper formulations showed lower intensity of leaf spot
caused by bacteria of the same species (P. syringae pv. syringae) (Gilardi et al. 2010). That is,
copper-based products in different concentrations can reduce severity of bacterial diseases.

Both concentrated suspension and dispersible granules of copper hydroxide were less
efficient in reducing incidence of disease in nursery seedlings. Yamada et al. (2014) found a
lower efficiency of copper hydroxide in relation to cuprous oxide at dose 2500 mg.kg™ in the
same pathosystem. Menkissoglu & Lindow (1991) and Gilardi et al. (2010) also found this
result in other pathovars of species Pseudomonas syringae. Low efficiency of kasugamycin in
relation to other treatments may be due to isolate resistance. Mello et al. (2011) found
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum resistance to kasugamycin in Chinese
cabbage crop.

Different levels of disease and phytotoxicity did not influence weight of dried leaves,
as inoculation and avaliations were performed on fully expanded leaves and no seedling
defoliation occurred during the experimental period.

Nutritional analysis is used for calculating nutrient contents in leaf tissues (Malavolta,
1997). In this study, copper content in leaves sprayed with cupric molecules ranged from 200
to 1000 mg.kg™ (Figure 1), which are far above the tolerable limit for coffee, 13 to 55 mg.kg"
! according to Carmo et al. (2012). Copper sulfate 2 and cuprous oxide presented the highest leaf
contents, however with low phytotoxicity levels (Table 4). This high copper content can be due
to strong copper fixation outside the leaf, with a low amount absorbed and high resistance to
washing, as analysis of leaf content requires previous washing with deionized water to
remove impurities (Malavolta, 1997). Tecchio et al. (2015) also found strong copper fixation on
leaves in lemon seedlings sprayed with copper sulfate and cuprous oxide under sprinkler
irrigation. This greater persistence of product on leaf can increase plant protection period.
Oliveira et al. (2002) found higher control of rust in coffee sprayed with cuprous oxide even

by 60 days after application and under rain simulation.
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Copper covering on the abaxial surface of leaves varied according to presence of
copper in treatment and type of cupric molecule (Figure 2). In samples from treatments with
kasugamycin, control and saline solution, copper was detected on leaf surface by mapping
close to zero (Figure 2 and Table 3), as treatments contained no copper (Table 1). Amount
applied (Table 1) and copper covering in treatments nitrate and copper sulfatel (Figure 2)
were smaller than in other copper treatments; however, copper leaf content found in these
treatments was similar to the other treatments (Figure 1). Thus, copper content detected in
these treatments was mostly absorbed in leaf, as they were foliar fertilizers (Fageria et al.,
2009). In the other treatments leaf surface was evenly covered by copper, as it is desirable for
protecting leaf against bacteria (FRAC, 2015).

Copper is essential for coffee plant nutrition, as it activates enzymes and provides
higher plant growth (Dias et al., 2015). However, copper excess may cause phytotoxicity
since its action sites in plant pathogens are proteins and membranes, which are also present in
plants (Chillappagari et al., 2010; Santo et al., 2011). Copper toxicity symptoms in leaves are
tanning followed by necrosis of the affected area (Paradela et al., 2006).

All copper treatments in this study showed phytotoxicity varying in intensity
according to the molecule. Although most of the products were sprayed at 2500 mg.kg™,
copper nitrate and copper sulfatel were applied at 167.5 and 300 mg.kg™ respectively, and
presented the highest toxicity rates (Table 4). Thus, phytotoxicity is not necessarily linked to
amount of Cu* ? but rather to properties of other product constituents, which influence the
foliar absorption of copper. Nitrate molecules are highly dissociable in water (Aghaie et al.,
2007), providing higher plant uptake of Cu* ? and accompanied ion (Peyvast et al., 2009).
Brunetto et al. (2008) found increased cation Ca*? absorption in peach leaves treated with
calcium nitrate, thus confirming the role of nitrate in absorption of accompanied cation.
Copper sulfatel contains gluconic acid, which decreases pH on leaf surface and changes
cuticular permeability, thus increasing absorption rate of Cu*? ions in solution (Marschner,
2012) and consequently rising toxicity in plants. Acid pH of mixture promotes high
absorption of Cu* 2 in coffee leaf (Dias et al., 2015). Thus, copper absorbed in treatments can
exceed 55 mg.kg™ within tissue, which is the toxicity limit for coffee plant cells (Carmo et al.,
2012).

Saline solution (0.85% NaCl) atomized in seedlings also caused toxicity. Symptoms
were initially gray-brown spots progressing to tissue necrosis mainly in young tender leaves
and leaf margins, where suspension concentrated after atomization. Thus, although saline

solution is necessary to calibrate concentration of bacterial cell suspension (Jiang et al., 2009;
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Lyon et al., 2005), it may cause toxicity symptoms which should be separated from disease
symptoms during evaluation.

All copper molecules were efficient in disease control. Foliar fertilizers copper
sulfatel and copper nitrate provided less tissue covering and more absorption, causing toxicity
when compared with other compounds. Conversely, copper fungicides provided more leaf
tissue covering and remained on the outer side of leaves without causing toxicity. In addition,

copper sulfate2 and cuprous oxide molecules were more resistant to removal by washing.
5. Conclusion

Cuprous oxide and copper sulfate 2 at 2500 mg.kg™ proved most efficient for bacterial
blight control, causing lower toxicity and more covering of leaf tissue in coffee seedlings.
Micronutrients copper nitrate and copper sulfate complexed with gluconic acid should

be used with caution, as they promote plant toxicity even in lower concentrations.
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RESUMO

A Mancha aureolada do cafeeiro causada por Pseudomonas syringae pv. garcae
apresenta grande potencial destrutivo. Porém ndo ha consenso sobre as melhores condicdes de
temperatura para crescimento da bactéria in vitro bem como da temperatura e duracdo do
molhamento foliar propiciadoras da infecgdo. Contudo 0s objetivos desse estudo foram
determinar a temperatura proporcionadora do maior crescimento in vitro e a combinacao da
temperatura e duracdo do molhamento foliar propiciadores da maior severidade da mancha
aureolada em folhas de mudas de cafeeiro inoculadas com e sem ferimento. Os experimentos
foram conduzidos em esquema fatorial 5 x 4 x 2, sendo o fator 1, temperatura, composto por
cinco niveis (15, 19, 23, 27 e 31°C), o fator 2, duracdo de molhamento foliar, por quatro
niveis (0, 12, 24, e 48 horas) e o fator 3, metodologia de inoculagdo, composto por dois
métodos de inoculagdo um com ferimento e outro sem. Foi avaliada a severidade da doenca
de dois em dois dias durante 16 dias utilizando a escala diagramatica e posteriormente
calculado o valor de area abaixo da curva de progresso da severidade de todas combinac6es
de temperatura e duracdo do molhamento. No ensaio in vitro o0 maior crescimento
populacional de Psg ocorreu no intervalo entre 23 e 31°C, com pico em 28,1°C. No ensaio in
Vvivo a inoculacdo por ferimento proporcionou maior AACPS da mancha aureolada em relacéo
a inoculacdo sem ferimento. Nas plantas inoculadas por ferimento a variacdo da duracéo do
molhamento foliar influenciou pouco na AACPS. Sendo a maxima AACPS propiciada nas
temperaturas de 20,9 e 19,3°C e nas duracdes de molhamento foliar de 48 e 35,5 horas

quando inoculadas com e sem ferimento respectivamente.

Palavras chaves: epidemiologia, previsdo de doenca, Pseudomonas syringae pv. garcae,

Coffea arabica.

INTRODUCAO

O café é uma commodity, produzida principalmente por paises tropicais e consumido

principalmente nos paises de clima temperado do hemisfério norte, como os Estados Unidos

da América, o0 maior consumidor (35), € a Unido Europeia (10). O Brasil destaca-se por
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produzir 33% das 164,5 milhGes de sacas de 60 Kg colhidas no mundo, sendo assim o maior
produtor (35). No entanto, varios fatores sdo responsaveis por reduzir essa producdo,
principalmente as doencas de plantas (30).

Dentre as doengas, a mancha aureolada, causada por Pseudomonas syringae pv.
garcae (Psg) (1), tem sido responsavel por perdas significativas em vérias lavouras das
principais regides produtoras do Brasil (5). Apresenta grande potencial destrutivo por ocorrer
em folhas, ramos, flores e frutos novos. Causa desfolha, seca de ramos, tanto plagiotrépicos
quanto ortotropicos e podriddo de rosetas florais, reduzindo a produtividade, comprometendo
a arquitetura da planta e suas safras futuras (30,16).

Devido a falta de cultivares de café resistentes a mancha aureolada, o seu principal
método de controle € a pulverizagdo de antibidticos ou bacteriostaticos (5). O principal grupo
quimico empregado no campo é o dos cupricos, o qual além de ser fungicida tem efeito
bacteriostatico. Ou seja, atua de forma preventiva, impedindo a multiplicacdo celular e assim
0 aumento exponencial da populacdo bacteriana na superficie foliar, limitando a infec¢éo do
patdgeno. Porém, muitas vezes, sdo pulverizados apds o inicio da epidemia, quando ja
ocorreram condigdes ambientais favoraveis para Psg multiplicar e penetrar, e aasim
consequentemente, com reduzida eficiéncia no controle. Desse modo, conhecer os fatores
ambientais responsaveis por favorecer a multiplicacdo na superficie foliar e a infeccdo sé@o
importantes para realizar a tomada de decisdo quanto a necessidade do manejo da doenca (9)
aumentando a sustentabilidade ambiental e financeira.

O aumento da severidade da mancha aureolada no campo € atribuido a pluviosidade
média anual em torno de 1450 mm, ventos fortes e ocorréncia de chuvas de granizo (39), no
entanto ndo ha consenso sobre os valores de temperatura e de duracdo do molhamento foliar
favoraveis a infeccdo (7, 15, 28, 39). Na maioria das vezes sdo descritas apenas caracteristicas

empiricas como temperaturas baixas e regides altas com predominancia de ventos fortes (33).
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Em experimentos de inoculacdo em mudas foram citadas diferentes temperaturas 6timas para
ocorrer 0 processo infeccioso. Essas temperaturas variaram entre 18 (15), 23 (28) e 25°C (7).
Quanto a duracdo do molhamento foliar Botrel (7) cita O horas, ou seja, ndo houve umidade
na superficie foliar e Pérez et al. (28) 24 horas. Além de divergéncias quanto a necessidade de
ferimento (15, 39) ou ndo (28). Ou seja, na literatura ndo ha concenso quanto a temperatura e
duracdo do molhamento foliar ideais para a bactéria penetrar, e também quanto ao efeito da
interacdo dessas duas variaveis na infecgdo de Psg.

Essas condi¢des microclimaticas no momento da inoculagdo podem influenciar o
inicio da epidemia e sua respectiva taxa de progresso da doenca, condi¢cdes importantes para
definir o manejo da doenca no campo. Assim, 0s objetivos desse estudo foram determinar a
temperatura proporcionadora do maior crescimento in vitro e a combinacdo da temperatura e
duracdo do molhamento foliar propiciadores da maior severidade da mancha aureolada em

folhas de mudas de cafeeiro inoculadas com e sem ferimento.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos, sendo um in vitro e o outro in vivo. No ensaio in
vitro avaliou-se a influéncia da temperatura na multiplicacdo de Psg e in vivo a severidade da
doenca em funcdo da interacdo entre a temperatura e duracdo do molhamento foliar na
presenca ou auséncia de ferimentos na folha.

Os experimentos foram repetidos duas vezes ao longo do tempo.

Ensaio in vitro

O indculo de Psg foi multiplicado em meio 523 de Kado e Heskett (18) a 28°C. Apos
24 horas, foi preparada sua suspensdo com solucédo salina (NaCl a 0,85%). Essa suspensdo foi

calibrada em espectrofotdémetro a 600 nm (OD600) para valor de absorbancia igual a 0,2.
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Nessas condigdes, o valor obtido na leitura foi convertido para nimero de unidades
formadoras de coldnia por mL (UFC.mL™), conforme metodologia descrita por Oliveira &
Romeiro (27), obtendo 1,1x10° UFC.mL™. Em seguida, 100pL foram pipetados, depositados e
espalhados, com auxilio da al¢a de Drigalski, em placas de petri de 90 mm de didmetro
contendo 10mL do meio Kado and Heskett (1970). As placas foram incubadas por 24 horas
em BOD nas temperaturas de 15, 19, 23, 27 e 31°C e fotoperiodo de 12 horas na presenca de
luz fluorescente (3707,41° lux). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado,
com cinco repeticées. Sendo cada repeticdo composta por uma placa de Petri. Ao fim das 24
horas de incubacéo, adicionaram-se 10 mL de agua destilada por placa para estimatimar do
nimero de UFC.mL™ em espectofotdmetro, conforme descrito anteriormente.

Ensaio in vivo

Para avaliar a influéncia entre temperatura e duracdo do molhamento foliar na infeccéo
da bactéria em mudas de café com ou sem ferimento foi realizado ensaio em camaras de
ambiente controlado. Foram utilizadas mudas de cafeeiro, cultivar Catuai Vermelho 1AC-99,
suscetivel a doenca, cultivadas em substratos compostos por solo, esterco bovino e areia na
proporcao 3:1:1, respectivamente. O experimento foi realizado em esquema fatorial de analise
de variancia 5 x 4 x 2, com 5 temperaturas (15, 19, 23, 27 e 31 °C), 4 periodos de duracdo de
molhamento foliar (0, 12, 24 e 48 horas) e 2 métodos de inoculacdo (com e sem ferimento),
totalizando 40 tratamentos. Cada tratamento foi composto por cinco repeticBes, sendo cada
unidade experimental constituida por duas mudas de cafeeiro com seis pares de folhas.

A suspenséo de inoculo foi preparada de acordo com a descrigcdo para 0 ensaio in vitro,
com concentragdo ajustada para 1,1x10° UFC.mL™. Na inoculacdo com ferimento os dois
pares de folha novos totalmente expandidos foram feridas com conjunto de multiagulhas

(Figura 1), previamente mergulhado na suspensédo bacteriana.
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Figura 1. Conjunto de multiagulhas utilizado para realizar ferimentos e inocular
Pseudomonas syringae pv. garcae em folhas de mudas de cafeeiro (Coffea
arabica).

Nas parcelas sem ferimento, o inéculo foi distribuido por aspersdo, na superficie
abaxial das folhas conforme metodologia proposta por Rodrigues et al., (2016). A
pulverizacdo da suspensdo bacteriana foi realizada com pulverizador manual acoplado com
bico cdnico vazio, até o ponto de escorrimento. Em ambos os casos, foram inoculados os dois
pares de folhas mais novos.

Apos inocular as plantas, essas foram imediatamente cobertas com sacos plasticos, a
fim de constituir cdmara Umida e manter o molhamento foliar. Decorrido o periodo
equivalente ao respectivo tratamento, os sacos foram retirados. Para os tratamentos de 0 hora
de molhamento foliar ndo foi utilizada cAmara umida. Apos submetidas a respectiva duragédo
de molhamento foliar, todas as camaras de ambiente controlado foram reguladas para
umidade relativa superior a 70%, e fotoperiodo de 12 horas, mantidas com lampadas de metal
de 400 Watt. A temperatura e a umidade relativa das camaras foram monitoradas por
datalloger digital. A irrigacdo foi realizada diariamente, no solo, sem atingir as folhas para
ndo causar molhamento foliar.

Ap0s detectar os primeiros sintomas, foram realizadas sete avaliagdes da severidade da
doenca em todas as quatro folhas empregando a escala diagramética (4), em intervalos de dois

dias. Posteriormente as notas atribuidas foram convertidas para porcentagem de area foliar
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lesionada. Os valores de severidade da doenca ao longo do tempo foram integralizados em

valor de area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) (34).

Analise dos dados

Os dados de ambos os ensaios foram analisados para verificar se atendiam aos
pressupostos da andlise de variancia (anava) observando os testes de normalidade (Shapiro
Wilk) e homocedasticidade (Bartlett). N&o atendidos os pressupostos da anava os dados foram
transformados.

Para validar os resultados foi realizada a analise conjunta dos dados das repeticdes dos
experimentos.

No ensaio in vitro, os dados de UFC.mL™ em funcéo da temperatura foram submetidos
a analise de variancia (p=0,05) utilizando o software "R" (versdo 3.1.3) e quando
significativos, ajustaram-se 0os modelos de regressédo linear simples (1) e quadréatico (2).

(1) UFC =Dg + byt

(2) UFC = by + byt+byt?

Em que, UFC é o nimero de unidades formadora de colbnias, t € temperatura em
graus Celsius, e bg, by e b, sdo os parametros do modelo.

No ensaio in vivo, os dados de AACPS em funcdo dos tratamentos, foram submetidos
a analise de variancia em esquema fatorial utilizando-se o software "R" (versdo 3.1.3),
verificando a significancia das interacfes no teste F (p=0,05). Quando a interacdo entre 0s
fatores temperatura e duracdo do molhamento foi significativa, foram ajustados modelos de
superficies de resposta utilizando-se o software Sigma plot (versdo 12.0). Para o fator
ferimento, os tratamentos foram comparados por meio do préprio teste F (p=0,05). Os
modelos de superficie de resposta ajustados foram o modelo de regressdo linear multiplo

paraboldide (1) e o modelo Gaussiano (2).
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(l) AACPS= bo+b1*t+b2*u+b3*t2+b4*U2

(2) AACPS= by*exp(-0,5*( ((t-to)/b2)? + ((u-Ug)/bs)?))

Em que, AACPS é a area abaixo da curva do progresso da severidade, t é temperatura,
u é duracdo do molhamento foliar e by, by, by, bse by sdo os pardmetros do modelo.

O melhor modelo foi selecionado baseado na significancia do teste t dos parametros
dos modelos de regresséo ajustados (p<0,05), maior R* e menor quadrado médio dos desvios.

Os pontos de maximo das variéaveis UFC.mL™ e AACPS’s foram obtidos igualando-se
a zero os modelos de regressdo ajustados e entdo foi calculada sua derivada de primeira

ordem.

RESULTADOS

N&o houve diferenca significativa entre as repeticdes dos dois experimentos tanto in
vitro quanto in vivo. Sendo assim, os resultados abaixo referem-se a média dos dois

experimentos.

Ensaio in vitro

Houve diferenca significativa (p<0,01) entre as temperaturas para a variavel UFC.mL"
! Foi ajustado 0 modelo de regressdo quadratico e estimou-se 0 maximo crescimento in vitro
(4,2x10" UFC.mL™) na temperatura de 28,1°C. A partir de 28,1°C o aumento da temperatura

até 31°C reduziu em 4,4% a quantidade de UFC.mL™.
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Temperatura (t) °C

Figura 2. Nimero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC.ml™) de Pseudomonas syringae

pv. garcae em funcdo da temperatura.

Ensaio in vivo

Houve interacéo significativa (p<0,05) entre os trés fatores analisados. A metodologia

com ferimento proporcionou valores de AACPS nove vezes maior em relacdo a inoculagéo

sem ferimento nas folhas de mudas de cafeeiro (Figura 3).
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Figura 3. Area abaixo da curva do progresso da severidade (AACPS) da mancha aureolada
(Pseudomonas syringae pv. garcae) em folhas de mudas de cafeeiro (Coffea arabica)
inoculadas sem e com ferimento. Colunas com letras distintas diferem entre si no teste F

(p<0,05).

Nos tratamentos com inoculacdo com ferimento o modelo ajustado foi o linear
multiplo paraboldide. A maxima AACPS foi observada a 20,9°C. A partir desse ponto com o
aumento da temperatura houve reducdo na AACPS da doenca até 0 na temperatura de 31°C
(Figura 4). De 0 a 48 horas de molhamento foliar em todas as temperaturas a variacdo na
intensidade da doenca foi inferior a 0,28 unidades de AACPS. Ou seja, com ferimento houve

baixa influéncia do periodo de molhamento foliar.



AACPS(t,h) =-20,0898 + 2,5828*t + 0,0012* h - 0,0617*t2 +0,0001 *h2

R2=0.03

A

O~NOO O WN-O0

Figura 4. Area abaixo da curva do progresso da severidade (AACPS) da mancha aureolada
em folhas de mudas de cafeeiro (Coffea arabica) inoculadas com (Pseudomonas syringae pv.
garcae) por ferimento, em diferentes temperaturas e nimero de horas de molhamento foliar,

predita por ajuste de modelo paraboloide. A) Curva de superficie de resposta em perfil. B)

Superficie de resposta projetada em duas dimensoes.
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Quando as folhas das mudas foram inoculadas sem ferimento o modelo ajustado foi o
Gaussiano. Nessas condi¢es o ponto de maior AACPS ocorreu na temperatura de 19,3°C e
de 35,5 horas de molhamento foliar. Ao contrério dos tratamentos inoculados com ferimento,
nesse caso 0 molhamento foliar influenciou o aumento da AACPS. Os menores valores de
AACPS foram obtidos nas temperaturas acima de 27°C e nas dura¢6es do molhamento foliar

abaixo de 10 horas (Figura 5).
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Figura 5. Area abaixo da curva do progresso da severidade AACPS da mancha aureolada em
folhas de mudas de cafeeiro (Coffea arabica) inoculadas com (Pseudomonas syringae pv.
garcae), sem ferimento, em diferentes temperaturas e nimeros de horas de molhamento foliar,

predita por ajuste de modelo Gaussiano. A) Curva de superficie de resposta em perfil. B)

Superficie de resposta projetada em duas dimensoes.
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DISCUSSAO

A maior formagdo de colbnias de Psg in vitro ocorreu a 28,1 °C, embora entre 23 e
31°C ocorreu pouca variacdo no nimero de unidades que permaneceu superior a 3,5 x 10
UFC.mlI™* (Figura. 2). Essa quantidade obtida de uma Gnica placa de petri, nesse intervalo de
tempo e temperatura, é suficiente para se obter 318 mL de suspensdo na concentracdo de
1,1x10° UFC.mL™, utilizada em diversos estudos (15, 28, 39) para inoculacio da bactéria.

Nesses estudos, as colnias de Psg foram crescidas in vitro a 28°C com o objetivo de
se obter a suspensdo com 1,1x10° UFC.mL™, porém como néo foi quantificado o niimero de
UFC.mL™ obtido por placa, ndo é possivel a comparagdo com o presente estudo.

Para outros patovares de Pseudomonas syringae também foi observada a influéncia da
temperatura no crescimento in vitro. Para P. syringae pv. persicae e P. syringae pv.
phaseolicola, no mesmo periodo de incubacdo in vitro as temperaturas de 27,9°C e 27°C,
respectivamente, proporcionaram maior nimero de UFC (38, 26). Para essas bacterias
também houve pouca variacdo, no numero de UFC, no intervalo de temperatura entre 23 e
31°C.

A inoculacdo por ferimento causou maior severidade da doenca comparada a
inoculacdo sem ferimento. Essa informacgdo explica o fato das plantas submetidas a poda,
colheita mecancia, chuva de granizo e ventos fortes serem mais suscetiveis a doenca no
campo, pois esses fatores causam ferimentos nas plantas (4, 39, 30). A presenca de ferimento
nos tecidos foliares facilita a penetracdo da bactéria no hospedeiro, fase considerada
fundamental no ciclo do patégeno (23, 29). Para penetrar na planta as bactérias movimentam-
se até os sitios de infeccdo por quimiotactismo e quando atingem determinada populacéo,
detectada por quérum sensing, penetram no hospedeiro (25). Quando realizados ferimentos,

as substancias atuantes no quimiotactismo sdo liberadas, fazendo as bactérias migrarem em
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sua direcdo em menor tempo acelerando a penetracdo (13, 21). Lamas et al. (21) estudaram a
bactéria Dickeya dadantii em chicoria e observaram a liberacdo de acido jasmdnico nos
ferimentos, atraindo 8 vezes mais células bacterianas por minuto em relacdo a area ndo ferida,
promovendo a penetracdo mais rapida no tecido foliar. Essa penetracdo por ferimento por ser
mais rapida resulta em maior severidade da doenca comparada a penetracdo sem ferimento no
mesmo intervalo de tempo. Jesus Junior et al. (17) ao estudar a bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. citri em laranjeiras também observaram a realizacdo de ferimentos
proporcionar maior severidade da doenca.

Ao inocular as mudas de cafeeiro com ferimento, a temperatura exerceu maior
influéncia na AACPS em relagéo a duragdo do molhamento foliar. Entre 16 e 23°C ocorreram
0s maiores valores de AACPS. Mesmo quando ndo ocorreu molhamento ocorreu a doenca
com o minimo de diferenca para os demais valores dessa variavel. Inoculagdes utilizando
ferimento na folha seguido da pulverizacdo da suspensdo, realizadas por Ithiru et al. (15) e
Rodrigues et al. (31) sob temperaturas de 18 e 19°C respectivamente, foram bem sucedidas
devido, provavelmente, a essas temperaturas estarem dentro da amplitude Otima para maior
intensidade da doenca nessas condicGes. Nesses mesmos ensaios, Ithiru et al. (2013) néo
mencionaram a duracdo do molhamento foliar enquanto Rodrigues et al. (31) utilizaram 48
horas, entretanto essa variavel tem pouca influéncia na severidade da doenca quando a
inoculacdo € realizada com ferimento.

A inoculacdo com ferimento faz as células bacterianas serem inseridas no parénquima
foliar pulando a etapa de penetracdo e iniciando a etapa de colonizacdo, sendo esta fase
considerada fundamental no ciclo do patégeno (29) e menos vulnerdvel as variacGes
ambientais em relacdo a penetracdo (13).

As temperaturas entre 16 e 27°C e duracdo do molhamento foliar entre 12 e 48 horas

proporcionaram maiores AACPS da mancha aureolada em mudas de cafeeiro inoculadas sem
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ferimento, sendo a temperatura de 19,3°C e duragdo do molhamento foliar de 35,5 horas o
ponto de maior AACPS. Esse intervalo, abrange as temperaturas de 23 e 25°C utilizadas por
Pérez et al. (28) e Botrel (7) e Yamada (37) respectivamente, explicando a eficiéncia da
inoculacdo obtida por esses autores em seus ensaios. Quanto ao periodo de molhamento foliar
alguns autores inocularam Psg sem ferimento em condicdo de cdmara Umida por 48 horas
(28), 24 horas Botrel (7) e Yamada (37) somente mencionam ter deixado em cdmara Umida
por longo tempo. Contudo a infeccdo da bactéria poderia ser potencializada nesses ensaios
utilizando a temperatura e molhamento foliar préximos a 19°C e 35 horas, respectivamente.
Ao ser pulverizada, a bactéria é colocada em contato com a superficie externa da folha e para
atingirem o parénquima foliar, realizam eventos pré-penetracéo, locomovendo-se até os sitios
de infeccdo. Os sitios onde as fitobactérias infectam ou penetram geralmente sdo aberturas
naturais, estomatos (23), hidatodios (19) e lenticelas (11) e ferimentos (12). Porém, para a
bactéria se locomover até esses sitios, se multiplicarem, se comunicarem por "quorum
sensing” e entdo penetrar no hospedeiro, as bactérias dependem de temperatura e duragdo do
molhamento foliar favoraveis (13, 32), pois a ocorréncia de agua livre na superficie foliar
tende a favorecer a sua infeccdo e posterior colonizacdo (14). Outras bactérias da mesma
espécie (P. syringae pv. tomato) utilizam os estdbmatos de suas plantas hospedeiras como
porta de entrada (20). Contudo a penetracdo por estbmatos € mais lenta em relagdo a por
ferimento.

Os intervalos de temperatura e de molhamento foliar favoraveis a doenca foram mais
amplos quando realizada inoculagdo com ferimento em relacdo a sua auséncia (Figura 4 e 5),
portanto esse pode ser utilizado em condicdes de maiores oscilagcbes térmicas e de
molhamento foliar com maiores possibilidades de sucesso na inoculacdo de Psg.

A temperatura étima para crescimento in vitro foi diferente da ideal para infeccdo em

mudas inoculadas. Isso também ocorre com outras bactérias fitopatogénicas. Dentro da
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espécie P. syringae 0s patovares tomato e tabaci, agentes etiologicos da pinta bacteriana do
tomateiro e do fogo selvagem em feijoeiro, respectivamente, também foi observada essa
diferenca. Essas bactérias multiplicaram melhor in vitro nas temperaturas entre 28 e 30°C,
sendo diferente da temperatura de 25°C, utilizada na inoculagdo (24, 36).

As condi¢fes ambientais encontradas nesse estudo apresentaram relacdo com as
relatadas nas regides produtoras onde a doenca causa danos. Nas cidades de Trés Pontas,
Campos Altos e Capelinha, situadas no Estado de Minas Gerais, no Brasil, as temperaturas
diurnas proximas de 28°C sdo frequentes e a temperatura média anual dessas cidades é de
19,2°C (6). Nesses locais a temperatura proxima de 28°C estaria favorecendo a multiplicacdo
da bacteria nos eventos de pré e pds-penetracao e as temperaturas proximas de 19,2°C estaria
favorecendo a sua penetragcdo e colonizagdo. A precipitacdo média dessas regifes esta em
torno de 1500 mm anual (6) concentradas de outubro a mar¢o (3) proporcionando duragdo do
molhamento foliar mais prolongado no cafeeiro (22).

As condicdes de ferimentos foliares utilizados neste trabalho ocorrem nas plantas em
campo ao serem atacadas por insetos pragas (2), ao serem atingidas por chuvas de granizo
(39) e nas operacdes de colheita e tratos culturais (9). Dessa forma as variaveis estudadas no
presente trabalho podem apresentar relacdo com as descritas para 0 progresso da doenca no

campo.

CONCLUSAO

No ensaio in vitro o maior crescimento populacional de Psg ocorreu no intervalo entre
23 e 31°C, com pico em 28,1°C. No ensaio in vivo a inoculacdo por ferimento proporcionou
maior AACPS da mancha aureolada em relagdo a inoculacdo sem ferimento. Nas plantas
inoculadas por ferimento a variacdo da duracdo do molhamento foliar influenciou pouco na
AACPS. Sendo a maxima AACPS propiciada nas temperaturas de 20,9 e 19,3°C e nas
duracdes de molhamento foliar de 48 e 35,5 horas quando inoculadas com e sem ferimento

respectivamente.
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Abstract Os objetivos desse trabalho foram estudar a distribuigdo espago temporal da
mancha aureolada do cafeeiro e sua relacdo com variaveis do solo e do clima utilizando a
geoestatistica. O experimento foi conduzido no periodo de julho de 2013 a junho de 2015 em
uma area de 7.65 ha, georeferenciada em 85 pontos amostrais com cafeeiro da cultivar Catuai
Amarelo 2SL. A incidéncia e a severidade da mancha aureolada e o enfolhamento das plantas
foram amostrados mensalmente e depois calculadas as areas abaixo da curva para as trés
variaveis (AACPI), (AACPS) e (AACPE) respectivamente. A andlise da fertilidade, textura,
nutricdo da planta, producdo e altitude foram avaliados anualmente. Posteriormente foi
realizada correlacdo entre AACPI e as demais variaveis em cada ano. Quando a correlacdo da
variavel com a AACPI foi superior a 36%, a AACPI foi decomposta em incidéncia mensal e
observados os meses onde a incidéncia foi superior a incidéncia média anual para assim
correlacionar a incidéncia destes meses com as variaveis para entao constatar se a correlagéo €
frequente. A partir da selecdo das variaveis, foram construidos mapas quantitativos e
posteriormente estimado a semivariancia das variaveis utilizando o método de méaxima
verossimilhanca com ajuste da funcdo esférica. Foi ajustada para a altitude e fosforo foliar
2013/14, AACPI 2013/14, AACPI 2014/2015, producdo 2013/14 e cobre foliar 2014/2015. A
mancha aureolada apresentou distribuicdo espacial e apareceu em um unico grande foco na
area localizado na face sul do terreno nos dois anos reduzindo a producdo das plantas
afetadas. Os maiores niveis da doenca foram nos locais com maiores teores de fosforo no
tecido foliar do café e maior altitude, sendo nas maiores altitudes, a maior velocidade do
vento, e a menor temperatura média do ar. Enquanto os menores niveis da doenca nos locais

com os maiores de Cu presente na folha.

Introducéo

A cafeicultura é importante atividade agricola em varios paises da América central, no
Brasil, na Coldmbia e no Vietnd, entre outros ao redor do mundo (USDA, 2017). Esses paises
apresentam em suas areas cultivadas, média pluvial acima de 1200 mm.ano™ e temperaturas
entre 18 e 23°C, consideradas ideais para o cultivo dessa cultura (Camargo, 1977). No entanto
0s maiores consumidores e importadores de café sdo os paises da Unido Europeia e os Estados
Unidos, os quais apresentam condic¢6es climaticas limitantes para a producdo. O Brasil é o

maior fornecedor de café para o mundo, produzindo aproximadamente 29% da demanda
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mundial (USDA, 2017). Porém essa producdo € constantemente ameagada por pragas €
doencas (Pozza et al., 2010).

Nos ultimos anos, a mancha aureolada, causada por Pseudomonas syringae pv. garcae
(Amaral et al., 1956) Young, Dye & Wilkie 1978, tem sido a doencga de maior preocupacao,
entre os produtores, nas lavouras em fase de implantacdo, situadas em regides de altitude
superior a 1000 metros e expostas a ventos fortes (Belan et al., 2014). Essa bactéria é capaz de
infectar mudas em viveiro e plantas adultas no campo, causar desfolha e seca de ramos,
comprometendo a arquitetura da planta e, portanto, a sua produtividade. A principal medida
de manejo da mancha aureolada é a pulverizagcdo com antibioticos e produtos a base de cobre,
pois a maioria das cultivares plantadas sdo suscetiveis a doenca (Carvalho et al., 2011; Pozza
et al., 2010). Porém, os consumidores tém exigido grdos produzidos de forma sustentavel e
com aplicagfes minimas de agroquimicos (Vandermeer et al., 2010). Para atender a esse
principio, pode-se empregar estratégias de manejo cultural e ambiental, ja utilizadas com
sucesso no cafeeiro para o bicho mineiro (Perileucoptera coffeella) (Pereira et al., 2007) e
para a cercosporiose (Cercospora coffeicola) (Santos et al., 2008 B). Sendo, portanto,
necessario conhecer as variaveis ambientais climaticas e do solo capazes de favorecerem a
mancha aureolada, para modifica-las de modo a desfavorecer a doenca.

Dentre as variaveis ambientais, a temperatura e a duracdo do molhamento foliar séo as
de maior correlagdo com doengas de plantas, sendo as mais estudadas (Alves et al., 2007;
Anco et al., 2013; Campbell and Madden, 1990; Marcuzzo et al., 2009). Em relacdo as
condicdes nutricionais, ja foi observada a predisposicdo das plantas a doencas em relagdo ao
desequilibrio de nutrientes presentes em seus tecidos (Garcia et al., 2003; Pozza et al., 2001;
Pérez et al., 2017). Entretanto existem outros fatores ambientais como a altitude (Morris et al.,
2013), a velocidade do vento (Pan et al., 2006), a precipitacdo (Monteil et al., 2014), o relevo
(Glinushkin et al., 2016) e demais caracteristicas do solo, como, classe, textura e estrutura
(Santos et al., 2008 A), capazes de influenciar a suscetibilidade do hospedeiro. Essas
caracteristicas estdo presentes em todas as lavouras no campo, em variados niveis e
intensidades, influenciando tanto o patdgenos quanto o hospedeiro e o processo doenca, sendo
esses fatores dificeis de serem reproduzidos nos ensaios em ambiente controlado. Para
diagnosticar possiveis relacdes das variaveis ambientais com a doenca no campo pode-se
utilizar a geoestatistica, a qual possibilita analisar e mapear a distribuicdo espacial das
varidveis e da doenca e relaciona-los entre si a partir dos mapas construidos. (Alves et al.,
2011).
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Essa ferramenta ja foi empregada para estudar bacterioses em plantas, como o
crestamento bacteriano da avela e o mal de Pierce da videira (Lamichhane et al., 2013; Park et
al., 2011) e também as doencas cercosporiose e ferrugem do cafeeiro (Alves et al., 2009).
Nesses estudos foram verificadas a distribuicdo espacial dessas doencas e a relacdo com
demais varidveis amostradas no campo. O crestamento bacteriano do Aveld (Xanthomonas
arboricola pv. corylina) apresentou forte correlagdo positiva com a precipitacdo e nitrogénio
no solo e correlacdo negativa com Mg e K (Lamichhane et al., 2013). Ja no estudo do mal de
Pierce da videira (Xylella fastidiosa), foi possivel observar distribuicdo espacial restrito a
focos (Park et al., 2011). Enquanto nos estudos da ferrugem (Hemileia vastatrix) e
cercosporiose (Cercospora coffeicola) do cafeeiro Alves et al. (2009) observaram distribuicédo
e dependéncia espacial a partir de focos da doenca, podendo assim ser empregadas estratégias
de controle pontuais no inicio da epidemia ao invés de pulverizacéo area total.

Sendo assim, 0s objetivos desse trabalho foram estudar a distribuicdo espaco temporal
da mancha aureolada do cafeeiro e sua relagdo com varidveis do solo e do clima utilizando a

geoestatistica.

Material e métodos

Condigdes experimentais

O experimento foi conduzido de julho de 2013 a julho de 2015 na fazenda Neumann
Kaffee Gruppe, localizada na latitude 20°53°23,7” Sul, longitude 44°52°56,9” Oeste e altitude
de 1145,9 metros, no municipio de Santo Anténio do Amparo, no Sul de Minas Gerais, Brasil.
A lavoura de café (Coffea arabica L.), onde foi conduzido o experimento, foi da cultivar
Catucai Amarelo 2SL, resistente a ferrugem, porém suscetivel a mancha aureolada, com 4
anos de idade, plantada no espacamento de 3,7 m entre linhas e 0,7 m entre plantas,
totalizando 3.862 plantas.ha™ em area de 7,65 ha com produtividade média de 40 sacas.ha™.
Nessa lavoura havia plantas com sintomas da mancha aureolada (Psg), sendo confirmada sua
presenca em laboratorio.

Para estabelecer a malha amostral, obtendo latitude, longitude e altitude, os pontos
foram georreferenciados com GPS Topcon Hiper Lite L1 L2 RTK com po6s-processador. A
area foi composta de 85 pontos amostrais contendo 5 plantas cada, com distancia de 30 x 30

metros (Figura 1).
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Para mensurar a temperatura média do ar, a velocidade média do vento, a pluviosidade
e 0 periodo de molhamento foliar, foram instaladas duas esta¢cdes climatoldgicas Campbell
Scientific®, uma CR10X e outra CR1000, nas altitudes de 1.131,7 e 1.1454 metros,
respectivamente. Entre as duas estaces foram colocados 2 termo higrometros Dataloggers
Instruterm HT-500® nas altitudes de 1.140,6 e 1.143 metros com o objetivo de medir a

temperatura média.

Fig. 1 Malha amostral georeferenciada utilizada para avaliar a mancha aureolada do cafeeiro,
fertilidade do solo e nutricdo das plantas na fazenda Newmann Kaffee Group no municipio de
Snto Anténio do Amparo MG. Onde cada ponto circular negro representa um ponto amostral
0s quais estdo distanciados de 30 em 30 metros. Os quadrados brancos representam as
estacOes climatologicas Campbell Scientific CR10X (extremo norte) e CR1000 (ao sul). Os
triangulos representam os termo higrometros (Data loggers) e a seta negra indica o ponto de
referéncia na area com (latitude 20°53°23,7” Sul, longitude 44°52°56,9” Oeste e altitude
1145,9 m).
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Os tratos culturais foram uniformes em toda area. A corre¢do quimica do solo foi

realizada de acordo com analise de solo (Tabela 1).

Tabela 1 Corretivos e fertilizantes, quantidades e datas das aplicacdes na area experimental.

Corretivos / Fertilizantes Quantidade aplicada Data
Corretivos
Geox® (CaO e MgO) 600 Kg.ha™ Jul/2013
Calage® 7 L.ha™ Jul/2013
Gesso agricola 1 ton.ha™ Out/2014
Fertilizantes (N-P-K+B)
20-5-20 + 0,2 566 Kg.ha™ Set/2013
16-16-16 + 0,2 700 Kg.ha™ Nov/2013
20-5-20 + 0,2 566 Kg.ha™ Jan/2014
20-5-20 + 0,2 585 Kg.ha™ Nov/2014
20-5-20 + 0,2 470 Kg.ha™ Fev/2015

CaO - oxido de calcio, MgO - 6xido de magnésio, N — nitrogénio, P — fosforo, K — potassio,
B — boro, L — litro, Kg — quilograma, ha — hectare.

As pulverizacbes de nutrientes, inseticidas e fungicidas, para controlar demais
doencas, seguiram as recomendacdes técnicas para o cultivo do cafeeiro e prescritas segundo

equipe técnica da propriedade (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 Datas das pulverizagdes, produtos e quantidades utilizadas para fornecer nutrientes,

controlar pragas e doencas na area experimental.
Ano e més das pulverizagdes

Produto comercial 2013 2014 2015
Set  Nov Dez Fev Set Nov Jan Fev Abr
Quimifol Café® 1,50
Fera Café® 0,06L 0,15L 0,1L 0,1L 0,1L 0,1L 0,1L 0,1L
Quimifol Boro® 0,5L 0,5L 2L 2L
Priori Xtra® 0,5L 0,5L 0,5L
Nimbus® 025L  025L  0.25L
Fulland® 0,8L 1L 1L 1L
Quimifol Café Cerrado® 3L 2L
Stoller Boro® 2L 1L 1L 1L
Dacafé Cerrado® 3L 1L 1L
Dacafé Sul de Minas® 1L 1L
Sphere Max® 04L
Aureo® 05L
Altacor® 0,09Kg
Abacus® 04L
Assist® 05L

L — Litros por hectare, Kg — Quilograma por hectare.
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Tabela 3 Produtos utilizados e seus respectivos principios ativos para controlar doencas do

cafeeiro.

Produto comercial

Principio ativo

Quimifol Café®
Fera Café®
Quimifol Boro®

Priori Xtra®
Nimbus®
Fulland®

Quimifol Café Cerrado®
Stoller Boro®
Dacafé Cerrado®

Dacafé Sul de Minas®

10N-2Mg-1B-6Zn
6N-15P
1B

Azoxistrobina + Ciproconazol
Oleo mineral parafinico
Acido fosforico + Etanolamina + CuSO,
10N-1B-4Mn-0,5Cu-6Zn
10B
10N-0,5B-6Zn-3Fe
N10-0,5B-6Zn-4Mn

Sphere Max® Trifloxistrobina + Ciproconazol
Aureo® Ester metilico de dleo de soja
Altacor® Clorantraniliprole
Abacus® Piraclostrobina + Epoxiconazol
Assist® Oleo mineral

N — nitrogénio, P — fésforo, Mg — magnésio, B — boro, Zn — zinco, Cu — cobre, Mn —
manganés, Fe — ferro.

Amostragens

Os registros das variaveis meteoroldgicas foram amostrados uma vez por hora e
posteriormente foi calculada a média mensal e anual para temperatura média do ar e para a
velocidade média do vento enquanto para a pluviosidade foi calculada a precipitacdo mensal e
para o periodo de molhamento foliar foi contabilizado o nimero de horas com molhamento
foliar no més.

Para avaliar a incidéncia, a severidade e o enfolhamento, as cinco plantas componentes
de cada ponto georeferenciado foram avaliadas mensalmente. A incidéncia foi obtida
contando o nimero de plantas sintomaticas em um total de cinco e calculando a porcentagem
de plantas doentes por ponto. Para obter a severidade, cada uma das cinco plantas foi avaliada
utilizando a escala proposta por Ito et al (2008), modificada, atribuindo-se notas de 1 a 5,
sendo: 1 = auséncia de lesbes; 2 = 1 a 15% de folhas com doenca; 3 = 16 a 30% de folhas com
doenca; 4 = 31 a 45% de folhas com doenca e 5 = mais de 45% de folhas com doenca e morte

de ponteiros e/ou do terco superior da planta. Para estimativa do enfolhamento as avaliacGes
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seguiram a mesma metodologia da severidade, porém utilizando a escala de enfolhamento
proposta por Boldini (2001).

As notas de severidade e do enfolhamento foram convertidas para porcentagem de
area foliar lesionada e de enfolhamento por planta, respectivamente. Posteriormente foi
calculada a média das cinco plantas avaliadas por ponto amostral.

Os dados mensais da incidéncia, da severidade e do enfolhamento foram
integralizados em &rea abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI), da severidade
(AACPS) e do enfolhamento (AACPE), por ano agricola (Shaner and Finney, 1977). Dessa
forma, foram obtidos os valores de AACPI, AACPS e AACPE para 2013/14 e também para
2014/15.

A andlise de fertilidade, textura do solo e do estado nutricional das plantas foi
realizada anualmente em janeiro de 2014 e 2015. A analise de fertilidade e da textura do solo
foi realizada em cada ponto, coletando 5 sub amostras de solo, na projecdo da copa, de cada
planta, na profundidade de 0 a 20 cm. Para analise nutricional, foram coletadas seis folhas em
cada uma das 5 plantas, do terceiro e do quarto pares dos ramos plagiotrépicos, trés por lado,
na entrelinha. Totalizando assim, 30 folhas por ponto amostral georreferenciado. Em seguida,
as amostras de solo foram encaminhadas para Laboratorio de Analise de Solo, para
determinar sua fertilidade e textura, segundo as recomendacdes da Comissédo de Fertilidade do
Solo do Estado de Minas Gerais (Ribeiro et al.,, 1999). As amostras de folhas foram
encaminhadas ao Laboratério de Analise Foliar, para quantificar os teores dos
macronutrientes nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg),
enxofre (S) e dos micronutrientes boro (B), cobre (Cu), manganés (Mn), zinco (Zn), ferro (Fe)
e molibdénio (Mo), conforme metodologia proposta por Malavolta et al., (1997).

As cinco plantas, componentes do ponto, foram colhidas manualmente, no més de
junho dos anos de 2014 e 2015, os frutos in natura foram pesados e foi calculada a média de
producdo das cinco plantas por ponto. Posteriormente, a producdo em peso foi convertida em
sacas.ha™, considerando 0.620 Kg de frutos in natura equivalente a 1 litro e sendo necessario

480 litros para comporem uma saca de 60 Kg de café beneficiado (Andrade et al., 20014).
Andlise descritiva
Para observar 0 comportamento das variaveis meteoroldgicas durante o periodo

experimental, foram plotados graficos com os valores mensais médios obtidos entre as duas

estacoes.
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A curva de progresso da incidéncia e da severidade da mancha aureolada e da
porcentagem de enfolhamento do cafeeiro foi plotada em gréfico, sendo cada més a média
obtida dos 85 pontos avaliados. Para determinar os meses de maior intensidade de doenca foi
plotada a incidéncia média de todo periodo experimental juntamente com a curva de
progresso da incidéncia. Os picos da doenca foram quando a incidéncia no més foi superior a

média anual.
Andlise de correlacdo de Pearson

As variaveis estudadas foram correlacionadas entre si utilizando o teste Casewaise
(p=0,05) do software R®. Primeiramente os dados anuais de AACPS e da AACPI foram
correlacionados entre si e em seguida com a AACPE, altitude, textura do solo e teores de
macro e micronutrientes no solo e na planta. Havendo interacdo dessas variaveis com a forma
integralizada da doenga (AACPI), estas, foram correlacionadas com os meses de incidéncia
acima da media anual e foi verificado se houve correlacdo em mais de 50% dos meses. Nesse

caso, essas variaveis foram selecionadas para a anélise geoestatistica.
Analise geoestatistica

A geoestatistica foi empregada para avaliar as variaveis AACPI, AACPS e as
correlacionadas com a primeira acima de 36%. Também foi utilizada para avaliar as duas
maiores incidéncias em cada ano agricola. Inicialmente foi analisada a presenca da
componente tendéncia e quando presente foi eliminado para ndo ser confundida com a
dependéncia espacial existente entre os pares de ponto da variavel analisada. Posteriormente
foi verificada a presenca de autocorrelacdo, por meio da inspecdo dos semivariogramas
calculados pelo método méxima verossimilhanca. (Equacéo 1).

Quando constatada a presenca de autocorrelacdo, os dados das varidveis foram

modelados por modelo esférico (Olea, 2003) (Equaces 2, 3 e 4).

2
Co+C [1,5 2-05(%) ] O<h<a,
C()+C1 hZa,

Esférico=y(h)= (2)

Em que:
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v (h) é a semivariancia estimada,
Co € o efeito pepita,

C: € a contribuicéo,

h é o alcance e

a é a dependéncia espacial.

A selecdo dos modelos foi realizada com base nos critérios da validacdo cruzada,
sendo escolhido, para cada variavel, o modelo com erro médio mais proximo de 0 (Equacdo
5) e raiz do erro quadratico médio mais proxima de 1(Equacéao 6) (Webster and Oliver, 20074,
b).

Apos ajustar 0s semivariogramas, 0s dados foram interpolados por meio da krigagem
ordinaria, e em seguida, foram gerados os mapas da distribuicdo espacial de cada variavel. As

analises geoestatisticas foram efetuadas no software R.

Resultados

Analise temporal da doenca, do enfolhamento e das variaveis meteorologicas

A mancha aureolada ocorreu durante todo o periodo de avaliacdo apresentando
comportamento semelhante da incidéncia com a severidade. No ano de 2013/14 o progresso
da doenca iniciou em outubro, teve seu pico em dezembro com 70% de plantas doentes, ja no
ano 2014/15 iniciou em dezembro, teve seu pico de marco a maio com 80% de plantas
doentes. O aumento da severidade e da incidéncia da doenca nos dois anos estudados foi
possibilitado com as combinacdes de temperatura entre 20 e 22°C, precipitacdo acima de 125
mm por més e molhmanto foliar acima de 275 horas/més. O enfolhamento permaneceu

praticamente constante durante todo o periodo experimental por volta de 70% (Figura 2).
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Fig. 2 Curva de progresso da mancha aureolada e do enfolhamento do cafeeiro e
comportamento das varidveis meteoroldgicas na fazenda Newmann Kaffee Group no
municipio de Snto Anténio do Amparo MG durante julho de 2013 a julho de 2015. A: Curva
de progresso da incidéncia, da severidade da mancha aureolada e do enfolhamento do
cafeeiro, B: comportamento da temperatura média do ar e velocidade média do vento, C:

Comportamento da precipitacdo e molhamento foliar.

Correlagdes

A correlacdo entre as variaveis AACPI e AACPS dos anos 2013/14 e 1014/15 foi
positiva e acima de 75% (Tabela 4). Sendo assim, a AACPI foi utilizada nas demais analises

de correlacdo.

Tabela 4 Correlagdes significativas da area abaixo da curva do progresso da incidéncia da
mancha aureolada (AACPI) com area abaixo da curva do progresso da severidade da mancha

aureolada (AACPS), altitude e teores de Macro e Micronutrientes no solo e na planta.

Variaveis AACPI 2013/2014 AACPI 2014/2015

AACPS + 76% + 83%
Nitrogénio foliar (dag.Kg™) + 28% ns

Fosforo foliar (dag.Kg™) +47% ns

Potassio foliar (dag.Kg™) + 30% ns

Célcio (dag.dcm*?) ns + 26%
Magnésio (dag.dcm®™) ns +22%
Cobre (dag.decm®?) ns - 41%
Manganés foliar (mg.Kg™) ns - 23%
Cobre foliar (mg.Kg™?) ns - 36%
Producéo (Kg. Planta™) - 57% -22%
Altitude (m) + 81% + 80%

AACPI: area abaixo da curva do progresso da incidéncia, AACPS: area abaixo da curva do
progresso da severidade. Correlacdes expressas em porcentagem sao significativas no teste
Quadrado de Pearson (p=0.05), + correlacdo diretamente proporcional, - correlacdo

inversamente proporcional e ns: correlacdo ndo significativa.
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Houve correlagéo significativa e negativa da AACPI com a produtividade nos dois
anos estudados. Ou seja, quanto maior a AACPI menor a produtividade. Em relacdo a altitude
houve correlagcdo direta com a AACPI nos dois anos acima de 80%. Para o P foliar a
correlacdo com a AACPI foi significativa e positiva no ano 2013/14, enquanto para o Cu foi
negativa no ano de 2014/15.

Essas variaveis foram correlacionadas com a incidéncia dos meses 0s quais
apresentaram incidéncia superior a incidéncia média anual para assim verificara a frequéncia
de correlacdo. As variaveis com correlagbes média e forte em relacdo a AACPI (>36%)
também correlacionaram com mais de 50 % dos meses selecionados, entretanto as variaveis
com correlacdo fraca (<36%) com a AACPI ndo correlacionaram significativamente com

mais de 50% dos meses (Tabela 5).

Tabela 5 Resultado das correlages das variaveis significativas com a incidéncia média dos
meses situados acima da média anual da incidéncia para os anos 2013/14 e 2014/15 expressos

em porcentagem.

Incidéncia Fosforo Producéo Altitude Nitrogénio Potassio
2013/2014 foliar (Kg) (m) foliar foliar
(dag.Kg™) (dag.Kg™) (dag.Kg™)
Dezembro + 34% - 48% +79% ns ns
Janeiro +39% - 46% +81% ns ns
Fevereiro + 38% - 52% +71% + 26% + 33%
Marco + 45% - 42% +75% + 25% + 33%
Abril + 45% -51% + 74% ns + 38%
Maio +44% -51% +69% +29% + 25%
Junho + 39% - 43% + 76% ns ns
Incidéncia Cobre Altitude Producéo Ca Mg Mn Foliar
2014/2015 foliar (m) (Kg) (dag.dem®')  (dag.dem®')  (mg.Kg™?)
(mg.Kg™)
Agosto - 42% + 72% ns ns +27% ns
Marco - 38% + 85% +23% + 25% ns - 26%
Abril - 32% + 80% ns +27% ns -27T%
Maio ns + 63% ns ns ns ns
Junho - 28% + 63% ns + 26% + 24% ns

AACPI: area abaixo da curva do progresso da incidéncia, AACPS: area abaixo da curva do
progresso da severidade. * correlacdo significativa no teste Quadrado de Pearson (p=0.05), +
correlacdo diretamente proporcional, - correlacdo inversamente proporcional e ns: correlacédo

néo significativa.
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Anélise exploratdria dos dados

A partir das andlises anteriores foram selecionadas as variaveis com correlaces
significativas durante os meses de maior incidéncia da doenca e a propria AACPI e foram
avaliados por analise espacial exploratoria e mapas quantitativos (Figura 3). Todas variaveis
estudadas mostraram forte evidéncia de dependéncia espacial sendo possivel observar as

correlacdo diretas e inversas das varidveis ao observar os mapas.
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Fig. 3 Mapa quantitativo da Area abaixo da curva do progresso da incidéncia (AACPI) do ano
2014 e 2015, fésforo foliar 2014, producdo 2014, cobre foliar 2015 e altitude.

Geoestatistica
As mesmas variaveis estudadas na andlise exploratoria foram ajustadas utilizando o

modelo esférico para a representacdo do variograma e constru¢do dos mapas de krigagem
(Tabela 6, Figura 4 e Figura 5).
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Tabela 6 Parametros e coeficientes dos semivariogramas das funcGes esférica estimada por
métodos de maxima verossimilhancga, para &rea abaixo da curva do progresso da incidéncia da

mancha aureolada (AACPI), altitude, producdo, fosforo e cobre foliares.

Variaveis Efeito pepita (Co) Patamar (Co+C;) Alcance (a)
AACPI* 105.953 56.288.392 175,4
P foliar (dag.Kg™)* 0,0001 0,0001 334,4
Producdo’ (Kg)' 0,9541 1,618 319,2
AACP|? 0 24.338.441 96,81
Cu foliar (mg.Kg™)? 0 88,69 58,44
Altitude (m)* 0 7,72 369,6

Tano 2013/14. “ano 2014/15.
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Fig. 4 Semivariogramas da Area abaixo da curva do progresso da incidéncia (AACPI) do ano
2014 e 2015, fésforo foliar 2014, producdo 2014, cobre foliar 2015 e altitude.
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Fig. 5 Mapas da krigagem da Area abaixo da curva do progresso da incidéncia (AACPI) do
ano 2014 e 2015, fosforo foliar 2014, producgédo 2014, cobre foliar 2015 e altitude.

A mancha aureolada ndo ocorreu em area total formando um unico foco localizado na
face sudeste do terreno nos dois anos (Figura 3 e 5). Ao seguir da posicdo sudeste para
posicdo noroeste a AACPI diminuiu gradativamente até zero. A incidéncia da mancha
aureolada nos meses de pico da doenca chegou a 100% nas face sul do terreno portanto todas
as plantas avaliadas nessa face do terreno apresentaram ao menos uma folha doente.

Na area experimental a altitude variou de 1121 a 1145 metros, sendo as maiores
altitudes localizadas na parte central e sul do terreno (Figura 3 e 5). Houve correlacdo da
altitude com a AACPI da mancha aureolada nos dois anos conforme identificado nos mapas
de distribuicdo espacial onde as maiores AACPIs ocorreram nos pontos acima de 1141,6
metros de altitude. Também foi possivel observar um aumento de 4% da AACPI com o
aumento da elevacdo do terreno em 1 metro. A variacdo da AACPI de acordo com a altitude
também esté ligada a varidveis ambientais como temperatura do ar e velocidade do vento as
quais estdo ligadas a altitude. Nas areas proximas de 1121 onde a AACPI foi baixa, a
velocidade do vento foi menor 1,42 m.s® e a temperatura média do ar foi maior 21,3°C
(Figura 6), ao contrario das areas préximas a 1145 metros onde a AACPI foi alta, a

velocidade do vento maior 1,69 m.s™ e a temperatura média menor 19,6 °C.
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Fig. 6 Temperatura média (°C), velocidade do vento (m/s) de julho de 2013 a julho de 2015 e
altitude (m) nos locais das estacdes climatoldgicas. Estacdo 1 Campbell CR10X, Estacdo 4
Campbell Scientific CR1000 com medicédo da temperatura e velocidade do vento. Estacdes 2

e 3 termos-higrémetros Data loggers com medicéo da temperatura.

A distribuicdo espacial da producéo de café no ano de 2013/14 variou em relagdo as
direcdes norte e sul do terreno, aumentando de 1,1 Kg.planta™ (14,2 sacas.ha™) na face sul
para 6,63 Kg.planta™ (72,6 sacas.ha™) na face norte (Figura 5). Para a distribuicdo espacial
tambem foi observado a correlacdo negativa entre a AACPI e a producdo podendo ser
estipulado a reducdo em 1 sacas.ha™ com aumento de 1,38% da AACPI.

A distribuicdo espacial do P foliar no ano 2013/14 formou um foco com a quantia de
0,166 dag.Kg™ na matéria seca, no ponto mais ao sul do terreno diminuindo gradativamente
na direcdo norte do terreno e nas menores altitudes até a quantidade de 0,124 dag.Kg™ (Figura
5B e F). A correlacdo numeérica entre o teor de P foliar e a AACPI também foi observada na
distribuicdo espacial das duas variaveis (Figura 5). O aumento do P foliar em 1 dag.Kg™
causou um aumento de 2,3% na AACPI da mancha aureolada.

No segundo ano a distribuicdo espacial do teor de Cu formou focos com diferentes
concentracdes do nutriente, sendo possivel observar dois grandes focos no centro da area com
teores de 12 mg.Kg™ e um foco na face norte do terreno com teores de 55 mg.Kg™ (Figura 5).
Em relacdo a correlacdo negativa apresentada do teor de Cu foliar com a AACPI, 0s maiores
teores de Cu foliar estdo nos locais onde a AACPI foi menor, sendo possivel estipular uma

aumento da AACPI em 2% conforme diminui 1 mg.Kg™ de cobre na folha.
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Os maiores erros de Krigagem ocorreram em locais mais distantes dos pontos de
amostragens. A maior variancia foi observada para a variavel cobre foliar enquanto as
menores foram para fésforo e producéo.
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Fig. 7 Mapa de krigagem do erro da Area abaixo da curva do progresso da incidéncia
(AACPI) do ano 2014 e 2015, fosforo foliar 2014, producdo 2014, cobre foliar 2015 e
altitude.

Discussao

As correlacdes podem ser direta ou inversa e sdo consideradas fracas quando inferiores
a 36%, moderadas de 36 a 75% e fortes acima de 75% (Taylor et al., 1990). A correlacao
entre a AACPI e AACPS foi direta e forte, ou seja, ambas foram capazes de mediar o
progresso da doenca. Essa correlacdo positiva entre incidéncia e severidade também foi
observada nas enfermidades ferrugem (Hemileia vastatrix) e cercosporiose (Cercospora
coffeicola) do cafeeiro, estudadas no campo (Alves et al., 2009). Dessa forma para as demais
andlises de correlacdo foi utilizada a AACPI. Quando possivel a utilizacdo da incidéncia pode
ser usada em relacéo a severidade, pois a avaliacdo da incidéncia € mais precisa e exige pouco
treinamento (Campbell and Madden, 1990).

A distribuicdo espacial da mancha aureolada nos dois anos estudados formou um

tnico grande foco na area localizado na face sul do terreno portanto o manejo da enfermidade
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deve ser direcionado ao foco da doenga. A distribuicdo em focos parece ser uma caracteristica
de bacterioses, pois ja foi observado esse padrdo de distribuicdo em outras bacterioses como,
crestamento bacteriano do Avelda (Xanthomonas arboricola pv. corylina), mal de Pierce da
videira (Xylella fastidiosa) e crestamento bacteriano da cebola (Xanthomonas axonopodis pv.
allit) (Roumagnac et al., 2004; Lamichhane et al., 2013; Park et al., 2011). Em relagdo a face
sul do terreno, a menor exposicdo a radiacdo solar e o maior periodo de molhamento foliar
podem ter favorecido a doenca, pois a bactéria necessita de molhamento foliar para colonizar
o cafeeiro (Pozza et al, 2010). A face de exposicdo sul do terreno ja foi observado por outros
autores favorecendo doengas como a ferrugem do cafeeiro (Custodio et al., 2011).

O Cu no solo correlacionou de forma inversa e moderada com AACPI, porém néao foi
feito a analise espacial dessa variavel por ser um micronutriente e estar presente em
quantidades muito pequenas sofrendo interacdo de outros cations no solo como Ca, Mg, cloro,
sulfato e nitrato na absorcdo radicular (White and Broadley, 2009), com isso a quantidade
presente de Cu no solo em determinado ponto ndo significa necessariamente a quantidade de
Cu a ser assimilada. Além disso, o Cu fornecido para o cafeeiro é realizado via adubacéo
foliar (Ribeiro et al., 1999), portanto a quantidade presente no solo pouco representa a
quantidade fornecida para nutricdo.

Em relacdo ao teor foliar de nutrientes, houve correlagdo moderada do P e Cu com a
AACPI. O P é um elemento limitante do crescimento e producdo do cafeeiro (Silva et al.,
2010) e o Cu € um elemento atuante como cofator de enzimas da fotossintese e da respiracdo
(Marschner, 2012). A alteracdo da quantidade desses nutrientes pode modificar o
metabolismo da planta predispondo a planta a doengas. Segundo Ribeiro et al. (1999) o teor
normal de P na planta varia de 0.15 a 0.2 dag.Kg™. Desse modo em alguns locais as plantas
estavam deficientes e apenas em parte da area estava dentro da faixa normal para o nutriente.
As areas com teores adequados desse nutriente na folha foram mais afetadas pela doenca
(AACPI). O teor adequado de P permitem as plantas maior emissdo de folhas novas (Silva et
al., 2010) e essas folhas sdo mais suscetiveis a mancha aureolada (Pozza et al., 2010; Zoccoli
et al., 2011) e contra partida nos locais com teores baixos de P na folha o crescimento da
planta é reduzido, reduzindo as portas de entrada da bactéria na planta. O teor normal de Cu
na folha é entre 14 e 26 mg.Kg™ de matéria seca para as lavouras no sul de Minas Gerais
(Ribeiro et al., 1999). Portanto em alguns pontos da face sul o Cu estava abaixo do teor
normal levando a AACPI ser maior nesses locais. 1sso pode ser devido ao fato do Cu ser um
micronutriente atuante como cofator de enzimas relacionado a fotossintese e respiracéo

(Marschner, 2012), com isso a sua deficiéncia provoca distarbio nessas fungdes predispondo a
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planta a doenca. O Cu pode também formar uma barreira contra os fitopatdgenos na parte
externa da folha (FRAC, 2015). Desse modo quanto maior o teor de Cu na folha maior
protecdo estaria ocorrendo.

O aumento da doenca em 1,38% diminuiu a producdo em 1 saca.hectare™, porém a
variacdo percentual é calculada sobre a AACPI desse modo o aumento de 1,38% da AACPI
equivale a 52 plantas. Contudo espera-se uma reducdo na producdo das plantas com mancha
aureolada, pois esta causa desfolha, seca de ramos e podridao das rosetas florais (Belan et al.,
2014). A perdas relacionadas a producdo do cafeeiro com a mancha aurolada sdo descritas
como significativas por diversos autores, todavia estes ndo informam numericamente a
relacdo doenca e perdas (Ito et al., 2008; Rodrigues et al., 2012; Zoccoli et al., 2011). Em
outros patossistemas do cafeeiro essa correlacdo também acontece. (Pozza et al., 2010; Ito et
al., 2008). Santos et al., (2008 B) observaram o aumento da AACPI da ferrugem (Hemileia
vastatrix) e da cercosporiose (Cercospora coffeicola) reduzindo a producdo do cafeeiro.

A relagdo entre a altitude e a mancha aureolada além do presente trabalho ja foram
mencionados por outros autores (Sera, 2001; Zoccoli et al., 2011). A altitude é considerada
um dos principais fatores propiciador para o aumento da AACPI da mancha aureolada, porém
ndo é um fator exclusivo devido ao fato de lavouras situadas a altitudes inferiores a 1120
metros apresentarem relatos da doenca (Zoccoli et al., 2011). Desse modo a altitude influencia
em variaveis como velocidade do vento e temperatura as quais também apresentam correlacao
com a mancha aureolada. Em relacdo a velocidade do vento alguns autores mencionaram
correlacdo direta com a mancha aureolada baseado em observacdes (Pozza et al., 2010; Ito et
al., 2008; Zoccoli et al., 2011). O vento causa ferimento nas folhas das plantas aumentando 0s
sitios de infeccdo da bactéria (Zoccoli et al., 2011) além de auxiliar na disseminagéo
carregando 0s aerossOis com bactéria para as plantas vizinhas (Rodrigues et al., 2012). As
maiores velocidades do vento também foram descritas por outros autores aumentando a
intensidade da mancha aureolada no campo (Pozza et al., 2010; Rodrigues et al., 2012;
Zoccoli et al., 2011). Quanto a temperatura, informacgdes imprecisas como, baixas ou amenas
sdo descritas como favoraveis a doenca (Ito et al., 2008; Ithiru et al., 2013). As temperaturas
menores estariam auxiliando na colonizacdo da bactéria por serem propicias na manutencao
da &gua livre sobre a folha por maior tempo auxiliando na locomocéo da bactéria até os sitios
de infeccdo (Goto et al., 2012).

Os erros de krigagem observado na figura 7 sdo naturais, pois ao estimatimar por
modelos o valor de um ponto ndo avaliado localizado entre dois pontos avaliados por mais

gue a estimativa seja precisa existe um erro associado (Alves et al., 2009, Freitas, 2013).
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Conclusao

A mancha aureolada apresentou distribuicdo espacial e apareceu em um Unico grande
foco na area localizado na face sul do terreno nos dois anos reduzindo a producéao das plantas
afetadas.

Os maiores niveis da doenca foram nos locais com maiores teores de fosforo no tecido
foliar do café e maior altitude, sendo nas maiores altitudes, a maior velocidade do vento, € a
menor temperatura média do ar. Enquanto os menores niveis da doenca nos locais com 0s

maiores de Cu presente na folha.
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