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RESUMO

A cercosporiose do cafeeiro (Coffea arabica), causada por
Cercospora coffeicola, € uma das mais importantes doencas na fase
de viveiro. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da aplicagéo
de silicio (1 g de CaSIO, incorporada em 1 kg do substrato utilizado
para encher os tubetes) no controle dessa doenga em trés variedades
de cafeeiro (catuai, mundo novo e icatl) e, determinar quais os
possiveis fatores de resisténcia associados. As plantas com dois pares
de folhas foram inoculadas com suspensio de 1,4 x 10* conidios de C.
coffeicola por ml. Aos sete meses gpos a inoculagdo avaliaram-se a
porcentagem de folhas lesionadas e 0 nimero total de lesGes por
planta. ApGs essa avaiagdo, retiraram-se amostras das folhas para o
estudo em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e

Microandlise de Raios-X (MAX). As plantas da variedade catuai
tratadas com silicato, tiveram reducdo de 63,2% nas folhas lesionadas
e de 43% no total de lesdes por planta, em relagdo a testemunha. A
MAX e 0 mapeamento para Si indicaram distribui¢do uniforme do
elemento em toda a superficie abaxia das folhas de cafeeiro nas
trés variedades tratadas. Nas folhas das plantas ndo tratadas, o Si
foi raramente encontrado. Nas imagens de MEV também foi
observada camada de cera bem desenvolvida na superficie inferior
das folhas origindrias de todas as plantas tratadas, sendo esta mais
espessa em catual e rara ou ausente nas ndo tratadas.

Palavras-chave adicionais: mancha de olho pardo, Coffea
arabica, Cercospora coffeicola, nutricdo mineral.

ABSTRACT

Effect of silicon on the control of brown eye spot in three coffee
cultivars

Brown eye spot of coffee (Coffea arabica) is an important
nursery disease. The goal of this work was to evaluate the effect of
silicon (1 g of CaSIO, incorporated in 1 kg of substrate used to fill
the containers) on the control of this disease in three coffee cultivars,
catuai, mundo novo and icatl, and to determine which resistance
factors were stimulated. Y oung plants with two pairs of leaves were
inoculated with a suspension containing 1.4 x 10* Cercospora
coffeicola conidiaml™. Seven months after inoculation the plants
were evaluated to determine the percentage of leaves with disease

(%) and the total number of lesions per plant. Before the evaluation,
leaf samples were studied using a scanning electron microscope and
X-ray microanalysis. In the catuai cultivar treated with silicon, ther
was a reduction of 63,2% of leaves with lesions and 43% of total
lesions per plant, in relationship the non-treated plants. X-ray
microanalysis and mapping of Si showed uniform distribution of
elements on all abaxia surfaces of leavesin dl the treated cultivars.
On leaves of non-trested plants, the Si was rare or absent. Scanning
electron microscopy also showed a very well developed wax layer
on the lower leaf surfaces of al cultivars, but this layer was thicker
in the catual cultivar and thin or absent in control plants.

A cercosporiose ou “ mancha-de-olho-pardo”, causada
por Cercospora coffeicola Berk. & Cooke, constitui umadas
principais doencas dafase de viveiro daculturado café (Coffea
arabicaL.). Asplantas doentes apresentam desfol ha, reducéo
no desenvol vimento e raquitismo, tornando-se improprias ao
plantio (Fernandez-Borrero et al., 1966). O principal método
de controle da cercosporiose € o quimico. No entanto, uma
préticaalternativaé manejar anutricdo mineral paraaumentar

*Parte da Tese de Doutorado da primeira autora. Universidade Federal
de Lavras (2004).
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aresisténciaadoenca (Marschner, 1995).

Dentre os nutrientes minerai s utilizados no manejo de
doencas o silicio destaca-se por reduzir a severidade de
importantes doencas em vérias culturas (Epstein, 1999). O
silicio pode atuar naconstituicdo de barreirafisicade maneira
a impedir a penetrag@o de fungos e afetar os sinais entre o
hospedeiro e o patégeno, resultando na ativacdo mais répida
e extensiva dos mecanismos de defesa pré e pés-formados da
planta (Chérif etal., 1992; Chérif et al ., 1994; Epstein, 1999).
Como funcéo estrutural, proporciona mudancas anatémicas
nos tecidos, como células epidérmicas com a parede celular
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mai s espessa devido adeposi¢cao de silicanas mesmas (Blaich
& Grundh Fer, 1998), favorecendo a melhor arquitetura das
plantas, além de aumentar a capacidade fotossintética e
resisténcia as doencas (Bélanger & Menzies, 2003).

A microanalise de raios X (MAX) é uma técnica
utilizadaparaavdiar eexplicar o efeitodo silicio naresisténcia
das plantas (Lux et al., 2002). Associadaaesta, amicroscopia
eletronica de varredura (MEV), também pode trazer impor-
tantes informacGes sobre a formacdo de barreiras fisicas a
penetracdo e colonizacdo dos patdégenos.

Tendo em vista esses fatores, 0 objetivo desse trabalho
foi avaliar a eficiéncia do silicato de célcio no controle da
cercosporiose em mudas de trés vari edades de cafeeiro e estu-
dar por meio daMEV e MAX 0s mecanismos de resisténcia
envolvidos.

O experimento foi implantado no viveiro de café da
Fazenda Experimental da EPAMIG, Centro Tecnol6gico do
Sul de Minas, Lavras, MG, Foram avaliadas trés variedades
decafé, catuai vermelho - IAC 99, mundo novo - IAC 379/19
eicatl- IAC 2942. Ostratamentosforam: 1 g silicatodecalcio
(CaSiO,) por quilo de substrato e atestemunha, sem silicato.
O substrato foi constituido por 80% de esterco bovino curtido
e 20% de terra de subsolo. As plantulas foram obtidas em
germinador de areia lavada e transplantadas para os tubetes
no estadio de “palito de fésforo”.

O experimento foi conduzido em delineamento experi-
mental inteiramente casualizado em esquemafatorial detrés
variedades combinadas com duas adubagdes (comesem Si) e
quatro repeticoes. As parcelas foram constituidas por 16
tubetes de 120 cm?, considerando-se como parcela(til osseis
centrais. Ao atingirem dois pares defolhas definitivasasmudas
de cafeeiro foram inoculadas com a suspensdo de 1,4 x 104
conidios/ml, segundo metodol ogiautilizada por Pozza (1999).
O numero de folhas doentes (%) e o total de lesBes de C.
coffeicola foram avaliados antes da coleta de amostras para
MEV, quando as mudas encontravam-se com sete meses de
idade.

A preparacdo e a observagdo em MEV (DSM940 -
Zeiss, acoplado ao sistemade microandlisederaios-X: EDS-
OXFORD INSTRUMENT Link ISIS) foi realizadano NAP/
MEPA daESALQ/USP Paratanto, foram retiradas folhas do
terceiro par, de cinco mudas de cafeeiro, dostratamentos com
as doses zero e 1,0 g de CaSIO,/kg de substrato para cada
variedade. De cada folha amostrada, foram retirados dois
fragmentos do limbo foliar (3x 3 mm cada) e preparados para
MEYV. Os dez espécimes obtidos para cada tratamento foram
montados em suportes de aluminio “stubs’, com o auxilio de
fita adesiva de carbono dupla face, sendo cinco com a face
inferior do limbo voltada para cima e cinco para baixo. Em
seguida foram cobertos com ouro e observados em MEV.
Todos os espécimes montados foram observados e quatro
imagens da superficie de cada amostra foram geradas e
registradas digitalmente, ao acaso, nas condi¢des de 20 Kv e
distancia de trabalho de 9 mm. Destas imagens, foram
sel ecionadas duasimagens de cada variedade e preparadas no
Software Photopaint? do pacote Corel Draw 9? .
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Dez fragmentos, também de 9 mn??, do limbo foliar,
das mesmas folhas utilizadas para a observacdo em MEV,
foram preparados para a MAX. Cortaram-se os dez
fragmentos, sendo a metade deles montada em suportes de
aluminio com a face superior voltada para cima g, a outra
metade montada com aface inferior voltada paracima. Estes
espécimes foram levados para dessecador contendo silicage,
onde permaneceram por 24 h. Em seguida, foram levados ao
aparelho “ sputtering” (MED 010, Balzer) e cobertos com uma
finacamada de carbono para serem observadosem MEV com
distancia de trabalho 25 mm e 20 kv. Ap6s analise dos
€lementos presentes nas amostras, procedeu-se 0 mapeamento
para Si na area analisada, utilizando o Software ISIS? .
Imagens de MEV foram também geradas, porém, devido a
pior qualidade das mesmas, proporcionadas pelatécnica, estas
n&o foram apresentadas neste trabal ho.

Foram observadas interacfes significativas entre as
variedades eapresencade silicio em relacdo aintensidade da
doenca. Asplantasdavariedade catuai com silicioincorporado
ao substrato apresentaram 63,2% menos folhas lesionadas e
43% menoslesbes, quando comparadas atestemunha. Também
houve diferenca significativa entre as variedades, acatuai ea
mundo novo apresentaram maior nimero médio de folhas
doentes e lesBes por planta do que icatll (Tabela 1). Segundo
Matiello & Almeida(1997), avariedadeicatl apresentamaior
resisténcia a cercosporiose. Plantas resistentes a doenca
apresentam menor respostaaaplicacdo desilicio, dessaforma,
arespostadavariedade icatli foi semelhante a proporcionada
pelo silicio nas variedades catuai e mundo novo (Tabela 1).
Rodrigues et al. (2001) também encontraram menores
respostas a aplicaggo de CaSiO, nas variedades resistentes,
para o controle da rizoctoniose de arroz (Orysa sativa L.)
causada por Rhizoctonia solani Khun.

O efeito do Si no controle de doencas em varias culturas
foi relatado tanto em mono, quanto em dicotiledéneas. Parao
cafeeiro, esse efeito ainda ndo foi bem elucidado. Os meca-
nismos pelos quais o silicio pode conferir resisténcia a
determinada doenca podem ser por aciimulo do elemento na
parede das células da epiderme e cuticula, aciimulo no local
de penetracéo do patégeno (barreiras estruturais), ou ativacao
das barreiras quimicas e bioquimicas daplanta (Epstein, 1999).
Por meio de MEV, observou-se a presenca de uma cuticula
mais espessanasuperficieinferior dafolhadas plantastratadas
com silicio, principalmente devido a camada de cera epicu-
ticular mais desenvolvida. Essa camada de cera epicuticular,
em algumas amostras principalmente de catuai, cobriu
parcialmente os estdmatos (Figura 1 B, D, F), enquanto nas
testemunhas os estbmatos puderam ser observados com clareza
(FiguralA, C, E). Dentre as variedades, a catual apresentou
camada de cera epicuticular mais espessa (Figura 1B). Essa
camada pode ter tornado a superficie hidrof ébica, impedindo
a formacéo do filme de &gua, importante para os processos
vitais da patogénese como agerminacdo e a penetracdo, além
de permitir o acimul o de substancias antifngicas nacuticula.
Pascholati & Leite (1985) citaram varios exemplos de
patossistemas onde a espessura da cuticulateve efeito sobre a
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TABELA 1 - Porcentagem de folhas de café (Coffea arabica),
lesionadas por Cercospora coffeicola, por planta e total de lesfes
por planta, nas variedades catuai, mundo novo e icat(, com e sem
aplicacdo de silicato ao substrato para mudas em tubetes

Folhas lesionadas Total de lesoes

Variedade por planta (%) por planta
Com Sem - Com Sem L.
e o Média .. o Média
silicato silicato silicato silicato
Catuai 16,0a 253b 20,6B 188a 433b 31,1B
Mundo Novo 229™ 233™ 23,1B 242" 30,5™ 274B
Icath 14,5™  16,0™ 153A 133™ 21,8 19,1A

"sndo significativo. L etrasiguais mindsculas nas linhas e maitisculas na coluna
ndo diferem entre s (Tukey, 5%).

penetracdo de fungos. Portanto, a cuticula mais espessa com
a camada de cera epicuticular mais desenvolvida observada
neste estudo, pode explicar em grande parte a reducéo no
nimero de lesBes de C. coffei cola nas variedades mundo novo
e catual, fato ainda néo verificado em outros experimentos
com aplicacdo desilicio.

Na MAX nenhuma diferenca significativa foi
verificada, quanto apresencadesilicio nasuperficie superior
das folhas e na parte interna do limbo foliar em relacdo ao
controle. Porém, nafaceinferior dasfolhas verificou-se maior
guantidade de silicio nas folhas de plantas tratadas (Figura 2
B, D, F) do que nas ndo tratadas, sendo o silicio ausente nestas
Ultimas (Figuras 2A, 2C e 2E). Quando se procedeu ao
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FIG. 1 - Supeficie inferior de folhas de plantas de cafeeiro (Coffea
arabica) das variedades catuai (A-B), mundo novo (C-D) eicatl (E-
F), tratadas com CaSIO, (B, D e F) e néo tratadas (A, C, e E).
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FIG. 2 - Microandlise de raios-X da superficie inferior de folhas das
variedades de cafeeiro (Coffea arabica) (A-F) catuai (A-B), mundo
novo (C-D) eicatl (E-F). Microandise de folhas de planta néo tratada
(A, C e E) e de folhas de plantas tratadas (B. D e F) com CaSiO,
Escala dos gréficos: Total navertical 60 cps (Capturas por Segundo).

FIG. 3 - Mapeamento para Si da area do limbo foliar de folhas de
mudas de cafeeiro (Coffea arabica), variedade catual, mostrando uma
menor presenca e distribui¢do mais concentrada do elemento em folha
de planta ndo tratada (A) e maior presenca e distribuigdo em folha de
planta tratada com CaSiO, (B).

mapeamento para Si, verificou-se distribuicdo uniforme do
Si nasuperficie da area analisada das folhas tratadas (Figura
3B). Natestemunha, o Si foi encontrado de formalocalizada
(Figura3A).

A polimerizacdo de silicio na superficie inferior da
folha, processo denominado silicificagdo, € comum em
gramineas (Lux et al., 2002) e pode ocorrer em dicotiledéneas

187



A.A. Pozza et al.

(Epstein, 1999), porém até entdo ndo havia sido verificado
em cafeeiro. Foi observado através da MAX que o Si
encontrava-se posi cionado principal mente na epiderme, pois,
quando as areas com poucaceraepicuticular foram analisadas,
o teor do elemento foi detectado em menor quantidade. Em
corte transversal da folha a quantidade de Si detectada foi
minima e praticamente igual a da testemunha. Em &reas da
superficie inferior dafolhaonde a cuticulafoi retirada ainda
se verificou a presenca de Si quando se procedeu ao
mapeamento (dados ndo apresentados). A presenca deste
elemento na camada externa da epiderme foi observada por
Carver et al. (1987). Esses autores também observaram que a
complexagdo do silicio com compostos fendlicos na parede
das células da epiderme pode reduzir e dificultar a expansao
das lesbes, bem como a intensidade de doenca, por tornar as
células mais rigidas, fato verificado mais recentemente por
Rodrigues et al. (2001). Essas constatacOes podem afetar a
epidemiol ogiadadoencatanto por reduzir apenetracdo, quanto
por contribuir para menor esporulagéo do fungo.

Além do Si, as amostras tratadas apresentaram maior
guantidade de Fe e a presenca de Zn e Cu, a qual ndo foi
verificada nas testemunhas (Figuras 2A-2F). Além da acéo
antifungica (Marschner, 1995), esses nutrientes podem atuar
como co-fatores na sintese de enzimas, inclusive nagquelas
ligadas a patogénese tornando-se mais uma evidéncia da
atuacdo destas substancias no processo de defesadaplanta. A
mai or quanti dade desses mi croel ementos pode estar associada
ainducéo daresisténciasistémica(Bélanger & Menzies, 2003)
e contribuir paramelhor nutrigdo das mudas. Essaresisténcia
foi observada em arroz e em pepino (Cucumis sativus L.)
devido a producéo de fitoalexinas e compostos fendlicos em
plantastratadas com silicio (Faweet al ., 1998; Seeboldet al.,
2000). QOutro efeito do silicio é o da ativacéo das defesas
quimicas e bioquimicas da planta, aumentando o contetido de
fendis, aatividade de quitinases, 3-1,3-glucanases, peroxidases,
[3-glicosidades, fenilamonia liase e polifenol oxidase (Fawe et
al., 1998; Rodrigues et al., 2001; Bélanger & Menzies, 2003)
as quais ndo foram analisadas neste estudo. Essas andlises,
em trabalhos futuros, poderiam contribuir para explicar a
reducdo do nimero de lesdes nas variedades catuai e mundo
Novo.
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