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RESUMO

MISSIO, Vivian Carré, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2008.
Comportamento da ferrugem do cafeeiro pela aplicacdo de silicio. Orientador:
Fabricio de Avila Rodrigues. Co-Orientadores: José Rogério de Oliveira e Laércio

Zambolim.

O silicio (Si) tem um papel importante nas relagcdes planta-ambiente, pois pode dar as
plantas melhores condi¢cdes para suportar adversidades climaticas, edaficas e biologicas.
Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar a possibilidade de utilizacao do
Si no manejo da ferrugem (Hemileia vastatrix). Além disso, buscou-se elucidar os possiveis
mecanismos de defesa, a nivel microscopico e bioquimico, potencializados por esse elemento.
No primeiro experimento avaliou-se o efeito doses de silicato de potassio (SP) (8, 20, 40 e 60
g L") com alteragio do pH para 5,5 e 7,5 ou sem alteragdo (pH = 10,5) sob a germinagdo de
uredosporos de H. vastatrix. No segundo experimento, as mesmas doses de SP utilizadas no
ensaio in vitro foram avaliadas através da aplicacdo foliar, na redug¢do da severidade da
ferrugem em mudas de cafeeiro (cv. “Catuai vermelho 44”). No terceiro experimento,
avaliou-se a agdo protetora do SP (15 ¢ 35 g L™'; pH 5,5) em mudas de cafeeiro a ferrugem.
No quarto experimento, a absorcdo, translocacdo e deposi¢do de Si em mudas de cafeeiro
através da observagdo no microscépio eletronico de varredura (MEV) e de alguns eventos da
patogénese de H. vastatrix. No ensaio via solugdo nutritiva, mudas de cafeeiro foram
cultivadas em solucfo hidropénica de Clarck (1975) modificada, nas doses de 0 ¢ 2 mmol L
de Si. Foram avaliados alguns componentes de resisténcia e variaveis agrondmicas (matéria
seca, comprimento de raiz, altura da parte aérea e didmetro de caule), e quantificada a
atividade das enzimas glicanases (GLI), peroxidases (POD) e quitinases (QUI) e os teor de Si
em folhas e em raizes de mudas de cafeeiro. A aplicagdo foliar de SP foi eficiente na redugao
da severidade da ferrugem, entretanto o Si fornecido pela solu¢do nutritiva ndo apresentou

efeito na reducdo da doenca. O SP apresentando efeito protetor local a partir da primeira data
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de inoculagdo mantendo-se até 25 dias apds a pulverizagdo do produto, embora nao houve
aumento da absorcdo foliar de Si em mudas de cafeeiro. Nao houve variagdo nos teores
foliares de Si, independente da adi¢do ou ndo do elemento na solugdo nutritiva. Observagdes
no MEV indicaram um menor nimero de pustulas formadas e presenca de deposi¢do de
placas de SP nas folhas de mudas de cafeeiro pulverizadas. Nao houve diferenca significativa
para os componentes de resisténcia e variaveis agrondmicas avaliadas entre os tratamentos 0 e
2 mmol L' de Si. A atividade das enzimas GLI, POD e QUI foram exclusivamente
potencializadas pela presenca do patogeno. Pode-se concluir deste estudo que plantas de
cafeeiro foram ineficientes em absorver o Si pelas raizes ou folhas e, assim, reduzir a
severidade da ferrugem. No entanto, a aplicagdo foliar de SP apresentou potencial em reduzir
a severidade da ferrugem possivelmente por um mecanismo diferente daquele possivelmente

ativado quando o mesmo ¢ capaz de ser absorvido ativamente pela raiz.
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ABSTRACT

MISSIO, Vivian Carré, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2008. Pattern of coffee
leaf rust on coffee plants by silicon. Adviser: Fabricio de Avila Rodrigues. Co-Advisers:

José Rogério de Oliveira and Laércio Zambolim.

Silicon (Si) plays an important role in plant-environment interaction, mainly because it
helps plants to better performance under many abiotic or biotic types of stress. Therefore, this
study aimed to investigate the possibility of using Si to control coffee leaf rust, caused by the
fungus Hemileia vastatrix, on coffee. Indeed, it was also elucidated some possible
mechanisms of resistance, at microscopic and biochemical levels, potentiated by this element.
In the first experiment, the effect of potassium silicate (KSi) rates (8, 20, 40, and 60 g LY
without (pH 10.5) or with (pH 5.5 and 7.5) pH changes on uredospores germination was
evaluated. In the second experiment, the effect of foliar spray of KSi, at the same rates and pH
values mentioned above, on coffee plants (cv. “Catuai vermelho 44) to control rust was
tested. In the third experiment, the protector effect of KSi rates (15 and 35 g L™'; pH 5.5) on
coffee leaves against fungus infection was studied. In the fourth experiment, the uptake,
translocation, and Si deposition on coffee leaves were determined by grown plants on
modified Clarck’s nutrient solution containing 0 or 2 mmol of Si L. In the fifty experiment,
some events occurring during the pathogenesis of H. vastatrix on coffee leaves were
investigated by using the scanning electron microscopy (SEM). Some components of host
resistance, agronomic variables (dry matter, shoot height, root length, and stem diameter), as
well as the activity of the enzymes quitinase (QUI), glucanases (GLU), and peroxidases
(POX) were evaluated. Si content in leaf and root tissues was also quantified. KSi inhibited
uredospores germination. The foliar application of KSi was efficient to decrease rust severity;
however Si did not any effect in reducing disease when supplied from nutrient solution. KSi
showed protector effect on rust control until 25 days after spray. It was not observed an

increase on Si content in leaf tissue of plants sprayed with KSi or grown in nutrient solution



amended with 2 mmol Si L. SEM observations showed that on coffee leaves from plants
sprayed with KSi, a fewer number of pustules on leaves associated with a great extension of
leaf area covered by plates of polymerized KSi were observed. There was no difference for
the components of host resistance and the agronomic variables evaluated between the
treatments 0 and 2 mmol Si L™'. The activity of the enzymes QUI, GLU, and POX did not
show any increase on inoculated plants regardless of the presence of Si. It can be concluded
from this study that coffee plants were inefficient in uptake Si from either roots or leaves in
order to decrease rust severity; however, the spray of KSi showed potential to decrease rust

through a mechanism other than one possibly mediated by Si actively uptaked by roots.
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INTRODUCAO GERAL

Considerac0es gerais sobre o patossistema Coffea arabica-Hemileia vastatrix

A ferrugem alaranjada do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix
Berkeley & Broome, incide sob plantagdes de café em todas as regides do mundo onde
essa rubidcea ¢ cultivada. As perdas causadas pela doenga no Brasil, sob condi¢cdes
climaticas favoraveis a doenca, giram em torno de 35 a 50% da produg@o (Zambolim et
al., 2002).

O fungo H. vastatrix foi detectado pela primeira vez no ano de 1869, no Ceildo,
atual Sri Lanka, ocasionando, em menos de 20 anos, o fim do cultivo do cafeeiro ¢ a
mudanga de habito de consumo de café para o cha nas ilhas britanicas (Bergamin Filho
& Kimati, 1995). No Brasil, foi constatada em janeiro de 1970 no sul do estado da
Bahia e aproximadamente, quatro meses depois, a doenca ja se encontrava distribuida
em quase todas as lavouras cafeeiras dos estados do Brasil (Zambolim et al., 2005a). Ja
foram identificadas 45 ragas fisiologicas do fungo, sendo a raga Il a que se encontra
mais amplamente distribuida nas regides de cultivo do cafeeiro (Varzea & Marques,
2005). No Brasil j& foram relatadas 18 racas do fungo (Zambolim et al., 2005b).

O fungo H. vastatrix pertence a ordem Uredinales e familia Pucciniaceae, sendo
um parasita biotrofico exclusivo do género Coffea. As caracteristicas do género
Hemileia sao a penetragdo e a esporulacdo através dos estomatos e ureddsporos
reniformes equinulados dorsalmente e lisos ventralmente (Zambolim et al., 2005a). O
fungo se desenvolve na superficie abaxial das folhas, a partir da germinacdo dos
uredosporos na presenca de dgua e temperatura favoravel. H4 formagao de apressorio na
extremidade do tubo germinativo, usualmente sobre um estomato, em seguida, dando

origem a hifa de penetragdo, a qual, apos atravessar o ostiolo do estdomato, diferencia-se



em vesicula sub-estomatica. O desenvolvimento subseqiiente da hifa de infeccao na
camara sub-estomatica leva a colonizagdo das células subsidiarias e do mesoéfilo, com
formag¢dao do micélio intercelular e, em seguida, dos haustdrios, responsaveis pela
absor¢do dos nutrientes, dentro das células do hospedeiro (Zambolim et al., 2002 e
2005a).

O vento ¢ o principal agente de disseminacdo dos propagulos do fungo a longas
distancias, sendo que a curtas distancias a chuva tem papel primordial. As condigdes
favoraveis a germinacdo dos ured6sporos ocorrem a noite, pois a luz inibe tanto a
germinagdo como o crescimento do tubo germinativo. Os sintomas da ferrugem sao
observados na face abaxial do limbo foliar, com manchas de coloragdo amarelo-palidas
inicialmente com 1 a 3 mm, podendo atingir até 2 cm, onde entdo apresentam aspecto
pulverulento (uredésporos) de coloragdo amarelo-alaranjada, denominadas de pustulas.
Na face superior das folhas sdo observadas areas cloroticas que correspondem aos
limites das pustulas (Zambolim et al., 2005a).

As duas espécies do género Coffea de maior importancia comercial no Brasil sdo
Coffea arabica L. (café ardbica) e Coffea canephora Pierre (café robusta), as quais
representam, respectivamente, 70 e 30% da produgdo no mundo (Matiello et al., 2002).
O fungo ataca as duas espécies; entretanto o café robusta ¢ resistente a maioria das ragas
do fungo, enquanto que os cultivares tradicionais de arabica sdo altamente suscetiveis a
ferrugem (Matiello et al., 2002; Varzea et al., 2002). A cultivar Catuai vermelho
corresponde a uma recombinacdo resultante de um cruzamento artificial entre as
variedades Caturra amarelo ¢ Mundo novo de C. arabica (Fazuoli et al., 2002). Trata-se
de um cultivar que apresenta ampla capacidade de adaptagdo e alta qualidade de bebida,

entretanto € suscetivel a maioria das ragas de H. vastatrix, incluindo as mais comuns



como as ragas I e II. A cultivar Catuai vermelho, juntamente com as cultivares Catuai
amarelo ¢ Mundo novo, correspondem por mais de 80% da cafeicultura nacional
(Matiello et al., 2002).

Os principais prejuizos ocasionados pela ferrugem consistem na redugdo da area
foliar fotossinteticamente ativa devido a formacdo de pustulas e queda precoce das
folhas, assim como a seca de ramos laterais com gradual deformagdo das plantas.
Quando a desfolha ocorre antes do florescimento, o desenvolvimento dos botdes florais
e a frutificacdo ficam comprometidos, e se ocorrer durante a formagao dos frutos pode
haver ma formagao de graos, o que afeta produgdo (Zambolim et al., 2005a).

O controle quimico da ferrugem no Brasil tem se mostrado eficaz e constitui-se
na principal forma de manejo da doenga. Segundo Zambolim et al. (2005b), sdo
recomendadas de quatro a cinco pulverizagdes foliares com fungicidas cupricos e uma a
trés com fungicidas sistémicos do grupo dos triazdis. Entretanto, eleva os custos de
produgdo e pode levar ao agravamento de outras doencas e pragas do cafeeiro, pela
eliminagdo de inimigos naturais, bem como possibilitar o surgimento de populagdes de
H. vastatrix resistentes aos fungicidas aplicados. O emprego de cultivares resistentes a
H. vastatrix, quando disponiveis, constitui uma das medidas mais importante no
controle da ferrugem do cafeeiro. Entretanto, devido ao continuo aparecimento de novas
racas fisiologicas do patégeno a resisténcia dos cultivares produzidos pelos melhoristas
tem sido suplantada pela alta variabilidade do patdégeno (Varzea et al., 2002).

Silicio no sistema solo-planta
Os elementos considerados essenciais sdo absolutamente necessarios para o

crescimento de todas as espécies de plantas (Epstein & Bloom, 2005). Em contraste, os



elementos considerados benéficos apresentam efeitos positivos somente a algumas
espécies de plantas e sob condi¢des de crescimento especificas (Marschner, 1995).

O silicio (Si) é considerado como um tipico elemento benéfico, o qual apresenta
efeitos positivos ja bem estudados em espécies de plantas como o arroz, a cana-de-
agucar, o trigo, a cevada e 0 pepino, € mais recentemente em espécies como o morango,
o feijao e a soja (Ma et al., 2001). Como uma particularidade, os efeitos benéficos do Si
sdo usualmente expressos sob condi¢des de estresse auxiliando a planta de maneira a
suporta-los e, consequentemente, resultando no aumento de produtividade (Ma et al.,
2001a). Sao exemplos de alguns efeitos benéficos do Si a reducdo na transpiracao,
maior taxa fotossintética das plantas em conseqiiéncia da melhor arquitetura foliar
(Deren, 2001; Epstein, 2001) e maior tolerancia a pragas e doencas (Datnoff et al.,
2007).

Na crosta terrestre, o Si é o segundo elemento mais abundante sendo superado
apenas pelo oxigénio. Nao ¢ encontrado livre na natureza e sim sempre combinado
principalmente com 6xidos e silicatos (Gascho, 2001). Na fragdo disponivel da solucao
do solo, o Si apresenta-se principalmente na forma de adcido monossilicico (H4SiO4) que
apds ser prontamente absorvido pela planta ¢ depositado como silica amorfa (SiO5)
abaixo da cuticula e na parede celular (Epstein, 1999). O Si também pode ser
encontrado no solo adsorvido a 6xidos de Al, Fe e Mn como silica biogénica em formas
amorfas ou poliméricas e em minerais silicatos primarios e secundarios, sendo a
solubilidade desses afetada pelo pH, composicdo quimica e tamanho da particula
(Mckeague & Cline, 1963).

As principais fontes de Si utilizadas em adubagdes silicatadas sdo as escorias

siderurgicas (silicato de célcio — CaSiOs3), que sdo residuos provenientes da metalurgia



do ferro no Brasil, obtido de usinas de ago no Japao e da fabricagdo de fosfato tricélcico
nos Estados Unidos (Gascho, 2001). A escoéria de siderurgia como fonte de Si tem sido
amplamente estudada. Trabalhos recentes apontam essa como uma excelente fonte de
Si, auxiliando na corre¢do do pH do solo como também aumentando a concentragdo de
Si disponivel no solo (Fonseca et al., 2007).

Como fontes de Si existem ainda: o silicato de magnésio (MgSiOs), também
proveniente de siderurgia, embora com baixa solubilidade (Gascho, 2001); a
volastonita, como silicato de calcio puro, a qual é amplamente empregada na pesquisa
por ser livre de contaminantes e rico em silicato de calcio; o silicato de s6dio (Na,;SiO3)
como fonte para aplicacdo via foliar e no solo, porém inviavel economicamente para o
solo (Pozza et al., 2004a) ¢ o silicato de potéssio (K,Si0;) utilizado em soluc¢do nutritiva
e aplicagdes via foliar, principalmente visando o controle de doengas, como o oidio do
pepino (Menzies et al., 1992; Liang, et al., 2005) e do morango (Kanto et al., 2004).

As plantas apresentam uma grande diferenca na habilidade de acumular Si na
parte aérea, variando de 0,1 a 10% do peso de folha seca (Epstein, 1994; Ma &
Takahashi, 2002). As plantas classificadas como acumuladoras de Si (arroz, cana-de-
acucar ¢ cevada) apresentam teor de Si maior que 1% na folha; intermediarias
(morango, pepino e soja) com teor de Si entre 0,5 e 1%, e as ndo-acumuladoras (batata e
tomate) apresentam teor de Si menor que 0,5% (Ma & Takahashi, 2002).

A diferenga no acimulo de Si entre as espécies de plantas ¢ resultado da
diferenca na habilidade delas em absorver Si e, desta maneira, as plantas podem ser
classificadas quanto a absorcdo em: as que apresentam absor¢do ativa (ocorre mais

rapido que a absor¢do da dgua), passiva (similar ao fluxo da dgua) ou as que rejeitam,



(absorvendo mais lentamente que a absor¢ao de agua) (Takahashi et al., 1990; Ma &
Takahashi, 2002).

Estudos recentes em relagdo ao sistema de absor¢do e transporte de Si em arroz,
indicam a existéncia de uma forma passiva e outra ativa, corroborando com hipodteses
levantadas em estudos anteriores realizados por Takahashi et al. (1990). Mitani & Ma
(2005) estudaram trés espécies de plantas, o arroz, o pepino e¢ o tomate, as quais
apresentam alta, intermedidria e baixa taxas de acumulagdo de Si, respectivamente. Os
autores submeteram as trés espécies as mesmas condigcdes experimentais, e pelos
valores da constante de afinidade (K,,), (semelhantes entre as espécies) e da velocidade
maxima (V) (superior para arroz, intermedidrio para pepino ¢ baixo para tomate),
demonstrou-se que o transporte do Si da solug@o do solo para as células corticais da raiz
¢ mediado por um transportador para as trés espécies. Os autores ainda observaram que
esse transportador encontra-se em diferente densidade na membrana das células da raiz
entre as trés espécies estudas, seguindo a ordem decrescente para o arroz, pepino e
tomate.

A determinagdo da concentracdo de Si na seiva de plantas de arroz (6 mM), de
pepino (0,6 mM) e de tomate (menor que a solu¢do externa), também foi realizada no
estudo de Mitani & Ma (2005). Os resultados indicaram que a maior concentracdo de Si
em pepino comparado com tomate, foi atribuida a maior densidade de transportadores
na membrana responsaveis pelo transporte radial do Si da solug¢do externa do solo para
as cé¢lulas corticais, resultando em concentragdes maiores do elemento nas células da
raiz e, posteriormente, por difusdo na seiva do xilema. Transportadores esses que no
tomate encontravam-se em baixissima densidade ou até mesmo ausentes. Ja no arroz, os

autores acreditam que a passagem do Si para o xilema ¢ muito rapida, intermediada por



alta densidade de transportadores na membrana, sendo o Si carregado contra um
gradiente de concentracdo, caracterizando um transporte ativo.

Completando os estudos descritos, Ma et al. (2006) identificaram um gene (Lsi/)
responsavel pela absor¢do ativa de Si em arroz, o qual codifica uma proteina que
pertence a familia das aquaporinas e ¢é responsavel pelo influxo do elemento na célula.
O gene Lsil (“Low silicon rice 1), é constitutivamente expresso nas raizes, estando

localizado na membrana plasmatica do sitio distal das células exodérmicas e

o~

endodérmicas, onde a estria de Caspary estd localizada, indicando que o mesmo
responsavel pela absor¢do como pelo acumulo de Si em arroz. Os autores relatam a
importancia da identificacdo do gene Lsi/ como uma nova estratégia para produgdo de
plantas com resisténcia a diferentes condigdes de estresse, em funcdo da modificacao
genética das raizes na capacidade de absorver Si. Dentro deste contexto, a maioria das
espécies dicotiledoneas que sdo incapazes de acumular Si em niveis suficientes para seu
beneficio poderdo ser favorecidas.

Apds ser absorvido, o Si ¢ translocado para as folhas na forma de 4cido
monosilicico, sendo entdo depositado abaixo da cuticula como um material na forma de
polimero hidratado (silica amorfa ou opala — SiO,.nH,0), formando a dupla camada de
cuticula-silica e dupla camada de celulose-silica na superficie de folhas, colmo e casca
(Yoshida, 1965). Segundo Yoshida (1975), 99% do Si acumulado no interior das plantas
encontra-se na forma de acido silicico polimerizado (opala), o restante (1%) apresenta-
se na forma coloidal ou i6nica, sendo que os maiores teores de Si sdo encontrados nas
partes da planta que apresentam maior transpiragdo. Desta maneira, 71% do total

encontra-se depositado nas folhas, seguido pela casca com 13%, pelas raizes com 10% e



pelo colmo 6%. Depois de depositado na forma de silica gel, o Si ndo ¢ translocado para
os tecidos mais jovens da planta, justamente por se encontrar polimerizado.
Silicio no manejo de doengas em plantas

Dentre os nutrientes minerais utilizados no manejo de doengas o Si destaca-se
por reduzir a severidade de importantes doengas em varias culturas (Datnoff et al.,
2007). O Si tem um papel importante nas relagcdes planta-ambiente, pois pode dar as
plantas melhores condigdes para suportar adversidades climaticas, edaficas e biologicas,
tendo como resultado final um aumento e maior qualidade na produgao.

A resisténcia das plantas as doengas pode ser aumentada por meio da formagao
de barreiras mecanicas ou pela alteragdo das respostas quimicas da planta frente ao
ataque pelo patogeno, aumentando a sintese de compostos fendlicos que podem agir
como substancias antimicrobianas (Chérif et al., 1992 e 1994; Fawe et al., 1998;
Datnoff et al., 2007). Tém sido propostos dois mecanismos pelos quais o Si pode estar
envolvido no aumento da resisténcia de plantas a doengas. Um desses mecanismos seria
a barreira mecanica, ¢ o mais recente diz respeito ao papel do Si como mediador ou
potencializador de respostas de defesa das plantas (Fauteux et al., 2005). A barreira
fisica inicialmente proposta, ¢ atribuida a deposi¢do de Si abaixo da cuticula formando
uma a dupla camada de cuticula-silica, que mecanicamente impediria a penetracdo de
patogenos, e desta maneira interrompendo os processos de infec¢do (Yoshida, 1975;
Takahashi, 1995).

Embora o papel mecanico do Si a principio tenha sido interpretado como a tinica
resposta para o controle de algumas doengas, estudos mais recentes revelaram que o Si
esta envolvido com respostas de defesa a nivel bioquimico (Chérif et al., 1992 ¢ 1994;

Fawe et al., 1998; Bélanger et al., 2003; Rémus-Borel et al., 2005; Rodrigues et al.



2003, 2004 e 2005). Segundo Fauteux et al. (2005), as primeiras evidéncias de que a
barreira fisica ndo se constituia a Unica resposta de defesa de plantas supridas com Si
data da década de 90, sendo como modelo de estudo uma espécie dicotiledonea, o
pepino. Essa evidéncia foi levantada por Samuels et al. (1991) através do estudo
realizado com o patossistema pepineiro-Podosphaeria xanthii, em que os autores
demonstraram que assim que era interrompido o fornecimento de Si as plantas o seu
efeito no controle do patégeno era perdido, questionando a hipdtese de barreira
mecanica, pois mesmo com a presenca da dupla camada cuticula-silica, a resisténcia foi
reduzida. Os mesmos autores alguns anos depois, trabalhando com o mesmo
patossistema, concluiram que para que a resisténcia das plantas possa ser manifestada
de forma eficiente e constante, o Si deve estar na forma solivel dentro da planta durante
a penetracdo ou no inicio do processo de infeccdo pelo patdogeno, e ainda, deve estar
constantemente disponivel a absor¢ao pela planta.

Ainda na década de 90, os estudos de Menzies et al. (1991) contribuiram com a
hipdtese de uma resposta de defesa mediada pelo Si. Os autores observaram que houve
uma resposta rapida nas células das plantas de pepineiro supridas com Si e colonizadas
por P. xanthii através do acimulo de compostos fenolicos, o que nao ocorreu nas células
de plantas que ndo receberam esse elemento. Seguindo semelhante linha de pesquisa,
Chérif et al. (1992) observaram em microscopia eletronica de transmissdo, que plantas
de pepineiro supridas com Si apresentavam na parede de células ndo colonizadas pelo
patégeno, uma camada espessa de material amorfo, o qual exerceu um efeito toxico que
impediu o ingresso do patogeno. Material similar também foi observado nos vactolos
dessas células, fenomeno este ndo observado em plantas nido supridas com Si. Os

autores realizaram microandlise de raios-X nesse material, que foi negativa para a



presenca de Si. Dessa maneira, concluiram que a resisténcia das plantas de pepineiro ao
Pythium ultimum, nao foi devido ao acimulo de Si nos tecidos e na parede celular em
locais de penetragao pelo patéogeno, e sim por um papel fisiologico resultando na
potencializagdo das defesas da planta.

Comprovando a resposta de defesa mediada pelo Si solivel em plantas de
pepineiro, Chérif et al. (1994) observaram tanto aumento da atividade das enzimas
peroxidases e polifenoloxidases envolvidas na sintese de lignina, como também maior
acumulo de compostos fenolicos, ao contrario do observado em plantas que ndo foram
supridas com Si. Segundo Fawe et al. (2001), o Si na forma de acido monossilicico,
apresenta alta afinidade por compostos organicos, tais como orto-difendis, os quais
participam da sintese de lignina. A lignina constitui um importante componente na
resisténcia de plantas a patdogenos. Sua presenga nos tecidos da planta estd relacionada
ao aumento da resisténcia a infecgdes, pois muitos patdogenos ndo podem degradar esse
composto, o qual restringe a infecgdo e a colonizagdo por eles por servir como uma
barreira mecanica (Camili et al., 2005).

Fitoalexinas também foram associadas no aumento da resisténcia de plantas de
pepino supridas com Si a P. xanthii (Fawe et al., 1998). Nesse estudo, Fawe et al.
(1998) descobriram uma nova classe de fitoalexina, que ¢ induzida em plantas de
pepineiro supridas com Si apds infec¢do por P. xanthii, sugerindo que esse elemento
potencializa uma cascata de eventos bioquimicos relacionados com a defesa da planta, e
explicando em parte a propriedade profilatica do Si. Na cultura do morango, Kanto et al.
(2004) estudaram o efeito do Si fornecido via solu¢do nutritiva no controle do oidio.
Através da determinagdo do teor de Si foliar, os autores observaram que quando as

folhas apresentavam contetudos de Si acima de 1,5%, a doenga foi reduzida. Wang &
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Galleta (1998) reportaram que a aplicacao foliar de silicato de potéassio potencializou
mudangas metabdlicas em plantas de morangueiro e redugdo na severidade do oidio.

Em monocotiledoneas, consideradas acumuladores de Si, numerosos trabalhos
evidenciam o efeito positivo do Si no controle de doengas (Rodrigues & Datnoft, 2005;
Bélanger et al., 2003; Datnoff et al., 2007). Anélises citologicas da interacdo trigo-
Blumeria graminis f. sp. tritici, revelaram que as células da epiderme de plantas
supridas com Si apresentavam reagdes de defesa contra o patdégeno que incluiram a
produgdo de calose e a deposicdo de material osmiofilico eletro-denso, identificado
através de marcacao citoquimica como sendo fendis glicolizados (Bélanger et al., 2003).
Estes resultados sugerem que o Si atua em uma resposta de defesa local nas células de
plantas de trigo.

Em uma andlise ultraestrutural e citoquimica da interacdo arroz-Magnaporthe
grisea em plantas supridas com Si, Rodrigues et al. (2003) observaram que as hifas do
fungo presentes nas células da epiderme, do mesofilo e do sistema vascular
apresentavam-se vazias e foram envolvidas por uma camada densa de material
osmiofilico. Entretanto, em amostras de plantas sem Si, inimeras células da epiderme e
do mesofilo foram desprovidas de organelas funcionais, além de apresentarem a parede
celular completamente degradada por enzimas produzidas pelo fungo. Desta maneira,
foi sugerido que o aumento na resisténcia do arroz a brusone mediada pelo Si foi devido
ao acumulo de compostos fendlicos. Nesse mesmo patossistema, observou-se a
acumulacao diferencial de transcritos dos genes para glicanases, peroxidases ¢ PR-1 e
uma limitada colonizagdo por M. grisea nas células da epiderme, como a redugdo dos
danos causados pelo fungo nos tecidos das folhas de plantas de uma cultivar de arroz

suprida com Si e suscetivel a brusone (Rodrigues et al., 2005).
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A aplicacao foliar de Si também tem apresentado efetiva inibi¢do sobre
desenvolvimento de alguns patdégenos. Folhas de videira pulverizadas com silicato de
potassio apresentaram reduc¢do de 14% no numero de lesdes causadas por Uncinula
necator (Bowen et al., 1992). Os autores também realizaram ensaios in vitro para
avaliar o efeito do Si sobre o patdogeno e constataram que houve redugdo na germinagao
dos esporos de U. necator quando o silicato de potassio foi incorporado ao meio. Houve
deposicdo de Si ao redor do sitio de infeccdo do fungo, sendo a redugdo da doenca
atribuida a barreira fisica.

Menzies et al. (1992), realizaram aplicacdo de Si via foliar e constataram que
fornecimento foliar do elemento foi efetivo no controle do oidio em plantas de pepino,
meldo e abobora. Liang et al. (2005) compararam a aplicagdo de Si via foliar e solucao
nutritiva e observaram que as duas formas de fornecimento do elemento foram efetivas
no controle do oidio em plantas de pepino. Os autores concluiram que o fornecimento
de Si via solu¢do nutritiva foi eficiente na reducdo da severidade da doenga em fungao
do aumento na atividade das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e quitinases; Ja a
aplicacao foliar de Si ndo promoveu aumento na atividade dessas enzimas e o controle
satisfatorio da doenca foi atribuido a barreira fisica ou mudangas no potencial osmotico
ocorridas pela deposi¢do de Si na superficie foliar.

Estudos realizados com arroz e trigo, onde foi avaliado o efeito da aplicacao
foliar de Si no controle do oidio e da brusone, ndo houve absorcao eficiente de Si pelas
plantas, embora tenha sido constatado que houve reducdo na severidade dessas doengas;
Tal fato foi atribuido a agdo direta do Si sobre o desenvolvimento do patdgeno,
conseqiientemente reduzindo a intensidade da doenca (Guével et al., 2007; Buck et al.,

2008). Pozza et al. (2004b) avaliaram o efeito do Si fornecido via solo na cercosporiose
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do cafeeiro. Os autores constataram que plantas da variedade Catuai supridas com Si via
solo apresentaram redu¢do de 63,2% de folhas lesionadas e 43% no nimero de lesdes,
quando comparadas a testemunha. Através da técnica de microanalise de raios-X e do
mapeamento para Si, os autores observaram que houve uma distribuicdo uniforme do
elemento em toda a superficie abaxial das folhas de cafeeiro. Ainda, pela microscopia
eletronica de varredura constatou-se que houve maior desenvolvimento da camada de
cera da superficie abaxial de folhas de plantas supridas com Si. Desta maneira, os
autores atribuiram a menor intensidade da doenga a uma cuticula mais espessa e uma
camada de cera epicuticular mais desenvolvida dificultando a penetragao do patdgeno

pelos estomatos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o efeito do Si no comportamento da ferrugem do cafeeiro e os possiveis

mecanismos de defesa potencializados por esse elemento.

Obijetivos especificos

» avaliag¢do de alguns componentes de resisténcia de plantas de cafeeiro a ferrugem
na presenga de Si;

» avaliagdo de possiveis mudangas na superficie foliar de mudas de cafeeiro
supridas com Si que afetam a patogénese de H. vastatrix utilizando-se a
microscopia eletronica de varredura;

» determinar se ocorre absor¢do e deposicao de Si em folhas de cafeeiro;

» avaliacdo da atividade das enzimas peroxidases (POD) quitinases (QUI) e

glicanases (GLI) em mudas de cafeeiro supridas com Si.
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Resumo

Foram realizados cinco ensaios para estudar a influéncia do silicato de potassio (SP) via
foliar, na redugdo da intensidade da ferrugem do cafeeiro. Os experimentos realizados
foram: 1) avaliacdo do efeito de doses crescentes de SP (8, 20, 40 ¢ 60 g L) com
alteragdao do pH para 5,5 ¢ 7,5 ou sem alteragao (pH = 10,5), o fungicida oxicloreto de
cobre (7,5 g L") e 4gua destilada estéril (pH 5,5; 7,5 ¢ 10,5) na inibi¢do da germinacio
de uredosporos de H. vastatrix; 2) o efeito das mesmas doses de SP utilizadas no ensaio
in vitro na intensidade da ferrugem do cafeeiro; 3) avaliacdo da transloca¢do de SP em
mudas de cafeeiro através da pulverizagdo com a dose de 20 g L™ de SP (pH 5,5 ¢ 10,5)
de duas maneiras: a) pulverizacao do 3° par de folhas, a partir do 4pice, protegendo o 2°
par com saco plastico e b) pulverizacdo de um par de folhas lateral, protegendo o par de
folhas da outra lateral com saco plastico; 4) avaliagdo do efeito protetor do SP, sendo os
tratamentos: SP (15 e 35 g L pH 5.5), Acibenzolar-S-Metil (ASM) (1 g Lhe agua
destilada, pulverizados no 3° par de folhas, a partir do apice, sendo que o 2° par de
folhas foi protegido com saco plastico e apos intervalos de 1, 5, 15, 25 e 35 dias,
inoculou-se a face abaxial dos dois pares de folhas (2° e 3°) por planta e 5) observagao
no microscopio eletronico de varredura (MEV) de alguns eventos da patogénese de H.
vastatrix e da deposicdo de silicio (Si) através da microandlise de raios-X (MAX).
Foram avaliados o ntimero de pustulas por folha (NPF), a severidade (SEV) e o indice
de esporulacdo (IE). Determinou-se os teores de Si e K nos experimentos 2 e 3. As
doses de SP foram eficientes em inibir a germinagdo dos ureddsporos de H. vastatrix e
em reduzir o IE, NPF e a SEV da ferrugem do cafeeiro, independentemente do ajuste de
pH. O SP apresentou efeito protetor local a partir da primeira data de inoculagdo e
manteve-se até 25 dias ap6s a pulverizagdo de SP. A pulverizacdo de SP nas folhas ndo

aumentou a absor¢do foliar de Si. Observa¢des no MEV indicaram um menor nimero
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de pustulas formadas e presenca de deposi¢ao de SP nas folhas de mudas de cafeeiro
pulverizadas com SP. Pela MAX, detectou-se presenga de Si somente na superficie
foliar de plantas pulverizadas com SP, embora em baixa quantidade em relacdo a
testemunha. A aplicagdo foliar de SP reduziu significantemente o progresso da ferrugem
nas folhas de mudas de cafeeiro, independente do pH da solugdo, através de uma
barreira fisica na superficie da epiderme apos sua polimerizacdo, o que negativamente
afetou a patogénese de H. vastatrix.

Palavras-chave: silicato de potassio, cafeeiro, Hemileia vastatrix, nutrigdo mineral,

componentes de resisténcia, microscopia eletronica.
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Introducéo

A ferrugem do cafeeiro (Coffea arabica L.), causada pelo fungo Hemileia
vastatrix Berkeley & Broome, atualmente atinge todas as regides produtoras de café do
Brasil e os prejuizos em condigdes climaticas favoraveis sao em torno de 35 a 50% da
produgdo (Zambolim et al., 2002). No Brasil, o controle quimico da doencga ¢ realizado
através da utilizacao de fungicidas cupricos e sistémicos do grupo dos triazdis (Matiello
et al., 2002; Zambolim et al., 2002). Entretanto, o uso continuo do controle quimico
pode levar ao agravamento de outras doencgas e pragas do cafeeiro pela eliminacdo de
inimigos naturais, bem como possibilitar o surgimento de populagdes do fungo
resistentes aos fungicidas aplicados por pressdo de selegdo. A utilizagdo de cultivares
resistentes a H. vastatrix consiste em uma outra técnica viavel por causar menor
impacto ambiental. Entretanto, o continuo aparecimento de novas ragas fisiologicas do
patdégeno tem ocasionado a suplementacdo da resisténcia dos cultivares produzidos
pelos melhoristas (Varzea et al., 2002).

O uso do silicio (Si) no manejo de doencas em espécies de dicotiledoneas
apresenta-se como uma alternativa viavel, envolvendo tanto a potencializacdo de
respostas de defesa bioquimicas como o melhoramento fisioldgico da planta (Chérif et
al. 1992; Fawe et al., 1998; Liang et al., 2005; Fauteux et al., 2006). Os estudos
relacionados ao controle de doengas pelo Si, em sua maioria, envolvem a absor¢ao do
elemento pela raiz através de ensaios conduzidos no solo ou solugdo nutritiva, havendo
pouca informagdo a respeito da aplicacdo foliar de fontes contendo Si. A aplicacdo
foliar de Si tem inibido o desenvolvimento de alguns patdégenos (Bowen et al., 1992;
Menzies et al., 1991; Liang et al., 2005; Guével et al., 2007; Buck et al., 2008). A

maioria desses estudos indica que aplicagdo foliar de silicato de potéassio, como fonte

24



soluvel de Si, atua como uma barreira fisica apos sua polimerizagdo ou promove um
efeito osmoético na superficie foliar, ndo apresentando habilidade em potencializar a
atividade de enzimas envolvidas com as respostas de defesa ao ataque por patogenos.

A hipédtese da barreira fisica tem sido atribuida tanto para dicotiledoneas como
para as monocotiledoneas; embora as mono sejam classificadas como acumuladoras de
Si com absorg¢ao ativa de Si (Ma & Takahashi, 2002). Em estudos realizados com arroz
e trigo, em que se avaliou o efeito da aplicagdo foliar de Si no controle do oidio e da
brusone, ndo houve absorc¢ao significativa do Si pelas plantas, embora tenha ocorrido
redu¢do na severidade das duas doencas. Tal fato foi atribuido a a¢do direta do silicato
de potassio, utilizado com fonte de Si, no desenvolvimento do patdégeno (Buck et al.,
2008; Guével et al., 2007). O silicato de potassio também apresentou agdo direta no
desenvolvimento de patdégenos como Alternaria solani, Colletotrichum coccodes,
Fusarium solani e Phytophthora cinnamomi (Kaiser et al., 2005).

Em um dos primeiros estudos realizados com a aplicagao foliar do Si, a fonte de
silicato de potéssio pulverizada em folhas de videira promoveu redug¢dao de 14% no
nimero de lesdes de Uncinula necator e também inibiu a germinagdo dos esporos
quando o silicato de potassio foi incorporado ao meio de cultura (Bowen et al., 1992).
Os autores observaram através de microanalise de raios-X que a deposicdo de Si
ocorreu ao redor do apressorio do fungo, sendo a redugdo do oidio atribuida a barreira
fisica. Liang et al. (2005) comparam a aplicacdo de Si via foliar e solu¢do nutritiva,
constataram que as duas formas de fornecimento desse elemento foram efetivas no
controle do oidio em plantas de pepino. Os autores concluiram que o fornecimento de Si
via solugdo nutritiva foi eficiente em reduzir a severidade da doenca em fun¢do do

aumento na atividade das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e quitinases.
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Enquanto que a aplica¢do foliar de Si ndo promoveu aumento na atividade dessas
enzimas, o controle da doenga foi atribuido a barreira fisica ou ao efeito osmético apos a
polimerizacao do silicato de potassio na superficie foliar.

Pozza et al. (2004) avaliaram o efeito do Si fornecido via solo no controle da
cercosporiose do cafeeiro e obtiveram uma reducao de 63% de folhas lesionadas e 43%
no numero de lesdes em relagdo a testemunha. Através da técnica de microanalise de
raios-X e do mapeamento para Si, os autores observaram que houve uma distribui¢ao
uniforme do elemento em toda a superficie abaxial das folhas de cafeeiro. Pela
observacao em microscopia eletronica de varredura, os autores atribuiram a menor
severidade da doenca a cuticula mais espessa e enrijecida ¢ uma camada de cera
epicuticular mais desenvolvida o que dificultou a penetragdo do patdégeno pelos
estomatos. Em razdo do potencial da aplicacao foliar de Si no controle de doencgas ¢ o
numero reduzido de informagdes a respeito da sua utilizagdo em cafeeiro, este trabalho
teve como objetivo avaliar a aplicagdo foliar do silicato de potdssio no comportamento
da ferrugem do cafeeiro.

Material e Métodos
Material vegetal e condicdes de crescimento

Sementes de cafeeiro (C. arabica) cv. Catuai vermelho 44, provenientes do
banco de germoplasma do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa, foram semeadas em leito de areia umedecida e, apos 60 dias, no estadio de
orelha de oncga, foram transplantadas para vasos plasticos contendo 1 kg de substrato
composto de uma mistura de solo de barranco, esterco de curral curtido e areia lavada
na propor¢do de 2,5:1:0,5. Foi realizada a adubacdo tradicional de acordo com a

recomendacdo descrita por Malavolta et al. (1997). Para todos os ensaios, foram
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utilizadas mudas de cafeeiro com quatro pares de folhas. Depois de realizada aplicagao
dos produtos e a inoculagdo com o patdégeno, as mudas permaneceram em camara de
crescimento a 22°C, em fotoperiodo de 12 h, sob luz fluorescente (7,35 Wm'z).
Producéo de in6culo de Hemileia vastatrix e inoculacdo
Uredodsporos de H. vastatrix, foram coletados de folhas de plantas de café (cv.

Catuai vermelho 44) naturalmente infectadas na area experimental do Viveiro de Café
da Universidade Federal de Vigosa. Os uredésporos foram recolhidos com auxilio de
um pincel, raspando-se suavemente as lesdes da superficie abaxial das folhas. Em
seguida, os ureddsporos foram armazenados em ampolas de vidro vedadas com algodao
e colocadas em dessecador contendo, na parte inferior, solu¢do aquosa de acido
sulfurico na concentragdo de 32,6% (v/v), de modo a manter a umidade relativa em
torno de 50% no ambiente interno (Zambolim & Chaves, 1974).

A viabilidade dos ureddsporos foi avaliada antes da inoculagdo das mudas. Para
o teste de viabilidade, uma aliquota de 50 uL da suspensdo de uredosporos (1 mg de
uredosporos mL™) foi colocada em cinco placas de Petri contendo 4dgar-agua a 2%. Em
seguida, as placas foram incubadas a 22°C no escuro e o percentual de germinagdo foi
determinado 16 h apoés o inicio do teste, utilizando lactofenol para paralisar a
germinagdo dos uredosporos, seguido de observagdo ao microscopio de luz. Nos testes
de inoculagdo foram utilizados uredésporos com germinagao superior a 20%.

As inoculagoes foram realizadas com uma suspensao de 1 mg de ureddsporos de
H. vastatrix mL™', com auxilio de um atomizador Paasche (modelo VL-SET) alimentado
por succdo. Em seguida, as plantas foram transferidas para cAmara imida (UR > 95%,

23-25°C) e mantidas no escuro por 48 h.
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Efeito de doses de silicato de potassio na inibicdo da germinacgéo de uredosporos de
Hemileia vastatrix

Para esse teste, foram utilizadas as doses de 8, 20, 40 ¢ 60 g L' de silicato de
potassio (Fertisil® - 12% de SiO, e 15% de K,0) com alteragdo do pH para 5,5 ¢ 7,5 ou
em pH normal (pH ~ 10,5). O fungicida oxicloreto de cobre (7,5 g L") e agua destilada
estéril (pH 5,5; 7,5 e 10,5) serviram como tratamentos testemunhas. Uma aliquota de 40
uL da suspensio de uredosporos de H. vastatrix (1 mg de ureddsporos mL™) e outra de
40 pL das solugdes de silicato de potassio e dgua destilada, nos trés valores de pH, e de
fungicida foram colocadas em placas de Petri (4 cm de didmetro) contendo meio agar-
agua solidificado, seguido de homogeneiza¢cdo com auxilio de uma al¢a de Drigalski.
Em seguida, as placas de Petri foram incubadas a 22°C no escuro e o percentual de
germinagdo determinado 16 h apos o inicio do teste, utilizando lactofenol para paralisar
a germinagdo dos ureddsporos. Quantificou-se a germinagdo dos ureddsporos pela
observacdo ao microscopio de luz. Considerou-se como ureddsporo germinado aquele
que apresentou tubo germinativo maior ou igual a sua largura. A porcentagem de
inibicdo da germinagdo (PIG) dos ureddsporos foi calculada para cada dose de silicato
de potéssio em relagdo ao tratamento com agua destilada. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado com 15 tratamentos em arranjo fatorial 5 (doses
de silicato de potassio e fungicida) x 3 (valores de pH), com cinco repeti¢cdes. Cada
repeti¢do foi representada por uma placa de Petri.
Avaliacdo da severidade da ferrugem em mudas de cafeeiro submetidas a
diferentes doses de silicato de potassio via foliar

O 2° ¢ 3° par de folhas de mudas de cafeeiro, considerando-se como primeiro par

as folhas logo abaixo da gema apical, foram pulverizados com as doses de 8, 20, 40 e 60
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g L de silicato de potassio com pH 5,5 ou em pH normal (pH =~ 10,5). Folhas de mudas
pulverizadas com agua destilada, fungicida Epoxiconazole (I mL L) e hidroxido de
potassio (KOH) (6,5 g L") com pH ajustado para 5,5 e 10,5, serviram como tratamentos
controle. O tratamento com KOH foi utilizado de forma a equilibrar o teor de potassio
(K) com a quantidade desse elemento presente na dose de 40 g L de silicato de
potéssio. Vinte e quatro horas apds a aplicacdo dos produtos foi realizada a inoculag¢do
da face abaxial dos dois pares de folhas de cada muda, nos quais foi realizada a
avaliacdo da severidade da ferrugem aos 40 dias apds a inoculagdo com a utiliza¢do de
uma escala desenvolvida por Kushalappa & Chaves (1978). Contou-se o nimero de
pustulas por folha e determinou-se o indice de esporulacdo de acordo com uma escala
de notas de 1 a 3 sendo: 1- pustulas com baixa intensidade de esporulacdo (coloragdo
amarelo claro), 2— pustulas com média intensidade de esporulacdo (coloracdo amarelo
intenso) e 3— pustulas com alta intensidade de esporulagdo (coloragdo laranja). O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com oito repeticdes por
tratamento. Cada unidade experimental foi composta de um vaso plastico contendo 1 kg
de material de solo e uma muda de cafeeiro.
Avaliacéo da translocacao do silicato de potéassio aplicado via foliar em mudas de
cafeeiro

Mudas de cafeeiro foram pulverizadas com a dose de 20 g L™ de silicato de
potéassio com pH 5,5 ou em pH normal (pH = 10,5). As pulverizagdes foram realizadas
de duas maneiras: 1) pulverizacdo do 3° par de folhas, a partir do apice, protegendo o 2°
par com saco plastico e 2) pulverizagdo de um par de folhas da lateral esquerda,
protegendo o par de folhas da lateral direita com saco pléstico. Os tratamentos com o

fungicida sistémico Epoxiconazole (1 mL L), Acibenzolar-S-Metil (1 g L) (padrio de
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indugdo de resisténcia) e agua destilada (controle), também foram utilizados. Vinte
quatro horas apds a aplicacao dos tratamentos, foi realizada a inoculacdo da face abaxial
dos respectivos pares de folhas previamente protegidos ¢ dos que nao receberam
pulverizacdo. A severidade da ferrugem foi realizada no par de folhas inoculado aos 40
dias ap6s a inoculagdo com a utilizagdo de uma escala desenvolvida por Kushalappa &
Chaves (1978). Contou-se o numero de pustulas por folha e determinou-se o indice de
esporulacdo de acordo com uma escala de notas de 1 a 3 sendo: 1- pustulas com baixa
intensidade de esporulagdo (coloragdo amarelo claro), 2— pustulas com média
intensidade de esporulagdo (coloracdo amarelo intenso) e 3— pustulas com alta
intensidade de esporulagdo (coloragdo laranja). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com 10 tratamentos em arranjo fatorial 5 (silicato de potassio
nos dois valores de pH, Epoxiconazole, Acibenzolar-S-Metil e agua destilada) x 2
(formas de pulverizagdo), com oito repeticdes. Cada unidade experimental foi composta
de um vaso plastico contendo 1 kg de material de solo e uma muda de cafeeiro.
Protecdo (local ou sisttmica) de mudas de cafeeiro pelo silicato de potassio via
foliar contra a ferrugem

Solugdes de silicato de potassio nas doses de 15 e 35 g L' (pH 5,5),
Acibenzolar-S-Metil (1 g L") (padrio de indugdo de resisténcia) e dgua destilada
(controle), foram pulverizados no 3° par de folhas (a partir do &pice) de mudas de
cafeeiro, protegendo-se o 2° par de folhas com saco plastico, e aos 1, 5, 15, 25 e 35 dias
apos pulverizagdo a face abaxial dos dois pares de folhas (2° e 3°) de cada muda foi
inoculada com H. vastatrix. A avalia¢do da severidade da ferrugem foi realizada no 2° e
3° par de folhas de cada muda aos 40 dias apds a inoculagdo com a utilizagdo de uma

escala desenvolvida por Kushalappa & Chaves (1978). Contou-se o numero de pustulas
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por folha e determinou-se o indice de esporulagdo de acordo com uma escala de notas
de 1 a 3 sendo: 1- pustulas com baixa intensidade de esporulagdo (coloragdo amarelo
claro), 2— pustulas com média intensidade de esporulacio (coloragdo amarelo intenso) e
3— pustulas com alta intensidade de esporulagdo (coloragdo laranja). O ensaio foi
instalado num delineamento inteiramente casualizado no esquema de parcelas
subdivididas com oito repeti¢cdes. Cada unidade experimental foi composta de um vaso
plastico contendo 1 kg de material de solo e uma muda de cafeeiro.
Microscopia eletronica de varredura

O 2° par de folhas de mudas de cafeeiro foi pulverizado com 20 g L' de silicato
de potassio com pH 5,5 ou em pH normal (pH = 10,5). Folhas de mudas pulverizadas
com 4gua destilada serviram como testemunha. Vinte e quatro horas apos a aplicacdo
dos tratamentos, foi realizada a inocula¢do da face abaxial do 2° par de folhas de cada
muda. Amostras de folhas foram coletadas aos 5, 15 e 35 dias apds a inoculacio,
cortadas em fragmentos de + 0,5 cm?’, transferidos para frascos contendo 3 mL de
fixativo glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2) por um
periodo minimo de 24 horas a 5°C. Em seguida, os fragmentos foram lavados trés vezes
por 15 min com tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) e, subseqiientemente,
desidratadas em série etandlica crescente (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100%) por 10 min.
Posteriormente, iniciou-se a secagem ao ponto critico em aparelho Balzers modelo
TEC-030. Apos secagem ao ponto critico, em algumas amostras foi realizada fratura e
remocao da cuticula com auxilio de fita adesiva. Em seguida, todas as amostras foram
metalizadas com ouro em equipamento Balzers modelo FDU-010. As condi¢des de

trabalho foram de 20 kv a uma distancia de até 24 mm. As amostras foram visualizadas
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no microscopio eletronico de varredura (MEV) (LEO VP1430) e as imagens foram
geradas e registradas digitalmente.

Determinacdo dos teores foliares de silicio e potassio e microanalise de raios-X
(MAX)

Para determinagdo dos teores foliares de silicio (Si) e potassio (K), foram
coletadas amostras de folhas de mudas de cada tratamento e repeti¢ao dos ensaios de
translocagdo e doses de silicato de potassio, descritos anteriormente. As folhas foram
inicialmente lavadas com agua de torneira, em seguida em &gua deionizada,
posteriormente com uma solu¢do de HCI 0,1 M e finalizando com enxagiie com agua
deionizada. Em seguida, as folhas foram secas em estufa com ventilagdo for¢ada de ar a
60°C por 72 h, sendo entdo trituradas em moinho tipo Wiley equipado com peneira de
20 mesh. Foi utilizada a metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004) para
determinagdo do teor foliar de Si. A determinagdo do teor foliar de K foi por digestao
nitroperclodrica e espectrofotometria de absor¢ao atomica (Silva et al., 1999).

A preparacdo ¢ a observacao no MEV (DSM940—Zeiss) acoplado ao sistema de
microanalise de raios-X (EDS-OXFORD INSTRUMENT Link ISIS) foi realizada no
NAP/MEPA da ESALQ/USP. Um total de dez fragmentos de folhas foram montados
em suportes de aluminio com a face inferior voltada para cima. Estes espécimes foram
colocados em dessecador contendo silica gel onde permaneceram por 24 h. Em seguida,
os mesmos foram metalizados em equipamento Balzers modelo MED 010, com uma
fina camada de carbono. As condi¢des de trabalho foram de 20 kv a uma distancia de 25
mm. Foi realizada analise dos elementos presentes nas amostras com énfase para o

elemento Si.
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Analise estatistica dos dados

Os ensaios foram realizados duas vezes e os dados de cada varidvel foram
combinados apods ser confirmada a homogeneidade da variancia pelo teste de Bartlett
(Gomez & Gomez, 1994). Os dados de cada variavel foram submetidos a analise da
variancia ¢ a comparacdo das médias dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Foram realizados ajustes de equagdes de regressdo para
as respostas as doses crescentes de silicato de potassio. No ensaio de avaliagdo do efeito
protetor, as médias dos valores do indice de esporulacdo, numero de pustulas por folha e
da severidade em cada época de inoculagdo e dentro de cada tratamento foram
comparadas pelo teste-t de Student ao nivel de 5% de probabilidade. Para todas as
analises foi utilizado o programa SAS System v.9.1.
Resultados
Efeito de doses de silicato de potéssio in vitro na inibicdo da germinacdo de
ureddsporos de Hemileia vastatrix

No ensaio in vitro, houve inibicdo da germinagdo dos uredésporos a medida que
as doses de silicato de potassio aumentaram de 0 para 60 g L™, com efeito significativo
para o ajuste de regressao linear para as solugdes nos trés valores de pH testados (Figura
1). As doses de 40 e 60 g L' apresentaram os maiores indices de inibi¢do independente
do ajuste de pH das solugdes, sendo, em média, de 29% o percentual de inibi¢do da

germinac¢do dos ureddsporos de H. vastatrix.

Efeito de doses de silicato de potassio na intensidade da ferrugem do cafeeiro

Houve decréscimo significativo no indice de esporulagdo, nimero de pustulas
por folha e severidade da ferrugem a medida que as doses de silicato de potassio com

pH da solugio ajustado para 5,5 aumentaram de 0 para 60 g L, com efeito significativo
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para o ajuste de regressdo linear (Figura 2). Para as doses em que ndo foi realizada a
alteracdo de pH (pH = 10,5), o indice de esporulagdo, o numero de pustulas por folha e a
severidade apresentaram resposta quadratica negativa (Figura 2). Houve reducgdo de 63,
83 e 79%, respectivamente, no indice de esporulacdo, numero total de pustulas e
severidade da dose de 0 para a dose de 40 g L' de silicato de potassio para solucdes
com ajuste de pH ~ 10,5. O menor valor de severidade ocorreu para dose de 40,7 g L™
de silicato de potassio.

No experimento realizado para isolar o efeito do K na severidade da ferrugem,
ndo houve diferenca significativa entre o tratamento com KOH (6,5 ¢ L") e o
tratamento  controle (4gua destilada) para todas as varaveis avaliadas,
independentemente do pH das solugdes (Figura 3). O tratamento com silicato de
potassio ndo diferiu estatisticamente do tratamento controle apenas para o numero de
pustulas, quando o pH da solugdo foi ajustado para 5,5. Para as demais variaveis,
independente do pH testado, o tratamento com silicato de potéssio foi efetivo em reduzir
em 60% o indice de esporulacdo e em 78% a severidade da ferrugem e diferiu dos
tratamentos controle e com KOH (Figura 2).

O teor foliar médio de Si nas mudas de cafeeiro pulverizadas com silicato de
potassio (pH 5,5) foi de 2,8 g kg™'. Ajustou-se 0 modelo linear apenas para os dados do
ensaio em que o pH das solucdes de silicato de potassio foi corrigido para 5,5 havendo
aumento significativo da concentracdo de Si foliar & medida que as doses aumentaram
de 0 para 60 g L' (Tabela 1). O teor foliar de Si variou de 2,2 a 2,4 g kg no
experimento com solugdes de silicato de potéssio sem ajuste de pH (pH = 10,5), ndo
sendo significativa a andlise estatistica para o ajuste de regressdo (Tabela 1). Os

tratamentos com silicato de potassio e KOH nos dois pH testados diferiram entre si
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quanto ao teor foliar de Si, sendo que as mudas que receberam o tratamento com KOH
apresentaram o maior teor foliar de Si (3,7 g kg™).

Nao houve ajuste de modelos linear ou quadratico para o teor foliar de K em
funcdo das doses crescentes de silicato de potassio (Tabela 1). Houve diferenca
significativa quanto ao teor foliar de K entre o tratamento controle (dgua destilada) e os
tratamentos com silicato de potassio ¢ KOH, independente do pH das solugdes (Figura
3). O maior teor foliar de K (31 g kg) ocorreu em mudas de cafeeiro pulverizadas com
agua destilada.

Avaliacdo da translocacdo do silicio em mudas cafeeiro pulverizadas com silicato
de potéssio

O tratamento com silicato de potassio em pH 5,5 aplicado no terceiro par de
folhas de mudas de cafeeiro reduziu a severidade da ferrugem no segundo par de folhas
(Figura 5). Houve reducdo de 57, 50 e 55% no indice de esporulagdo, numero de
pustulas por folha e severidade, respectivamente, em relagdo ao tratamento controle. O
tratamento com silicato de potassio nao diferiu estatisticamente do indutor Acibenzolar-
S-Metil (Figura 5). Quando a solugdo de silicato de potassio foi aplicada em folhas de
uma das laterais das mudas, somente foi observada redugdo de 39% na severidade em
relacdo aos pares de folhas das mudas no tratamento controle. Entretanto, folhas
pulverizadas com a solucdo de silicato de potassio em pH normal (pH = 10,5),
independentemente da forma de aplicagdo, ndo resultou em translocagdo do Si e,
conseqiientemente, ndo houve redugdo nos valores dos trés componentes de resisténcia
avaliados (Figura 5). O teor foliar de Si nas mudas de cafeeiro pulverizadas com silicato
de potassio nos dois valores de pH, independente da forma de aplicagdo, se no par de

folhas inferior ou lateral, ndo diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 6).
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Avaliacdo do possivel efeito protetor de silicato de potassio em mudas de cafeeiro
contra a ferrugem

Nos ensaios realizados para avaliar o efeito protetor do silicato de potassio, as
doses de 15 e 35 g L' em pH 5,5 apresentaram efeito semelhante quanto ao
desenvolvimento da ferrugem em relagdo aos trés componentes de resisténcia avaliados
(Tabelas 2 e 3). A protecao local contra H. vastatrix foi expressa a partir do primeiro dia
apos a aplicacdo do silicato de potassio no terceiro par de folhas, prolongando-se até aos
25 dias entre a aplicacdo desse produto e a inoculacdo com H. vastatrix. Niveis
maximos de protecdo local foram obtidos entre 5 e 15 dias apos a pulverizagdo com
silicato de potassio nas duas doses testadas. Para esse intervalo de dias, foi observada,
em média, uma redugdo de 40% no indice de esporulacdo, de 76% no nimero de
pustulas por folha e de 78% na severidade da ferrugem com a dose de 15 g L' de
silicato de potéssio. Para a dose de 35 g L™, no mesmo intervalo de dias, houve em
média, uma reducdo de 28; 69 e 75% no indice de esporulagdo, nimero de pustulas e
severidade, respectivamente. A prote¢do sistémica no segundo par de folhas foi
detectada apenas para o intervalo de um dia apos a aplicacdo silicato de potassio, com
reducdo de 34 e 31% na severidade da ferrugem em mudas de cafeeiro tratadas com 15
e 35 g L de silicato de potassio, respectivamente (Tabelas 2 e 3).

O indutor Acibenzolar-S-Metil promoveu protecdo local e sist€émica contra H.
vastatrix, a qual foi expressa a partir do primeiro dia apos a aplicagdo do produto, sendo
observada até aos 35 dias entre o tratamento com o indutor ¢ a inoculacdo com o
patogeno (Tabela 4). Niveis maximos de proteg¢do local e sistémica foram observados

entre 5 e 15 dias ap6s a aplicagao do indutor.
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Anélise microscopica da interacdo fungo-planta e microanélise de raios-X da
deposicao foliar de silicio em folhas de mudas de cafeeiro

Em folhas de mudas de cafeeiro pulverizadas com agua aos 15 dias apds a
inoculacdo com H. vastatrix foram observadas pustulas em inicio de desenvolvimento,
enquanto que em folhas tratadas com silicato de potassio com pH normal (pH = 10,5),
os uredosporos haviam apenas germinado (Figura 8A e B). Aos 35 dias apds a
inoculacdo, foi observado um maior numero de pustulas completamente formadas nos
fragmentos de folhas das mudas pulverizadas com agua em relagdo aos fragmentos
obtidos de folhas tratadas com silicato de potéassio (pH = 10,5) (Figura 8C ¢ D).
Observagdes semelhantes foram detectadas em amostras obtidas de plantas tratadas com
solugdo de silicato de potassio com pH de 5,5 (Figuras 9 e 10). Nessas amostras, foi
realizada remocao da cuticula e parte delas foram fraturadas, o que possibilitou a
visualizacdo de estruturas do fungo nos tecidos da folha (Figura 9). Observou-se que a
intensidade do crescimento do fungo, foi menor nas amostras das folhas tratadas com
silicato de potéssio foi menor.

Ap6s pulverizacao das folhas com silicato de potéssio, foi observado manchas
de aspecto seco e cristalino e coloragdo branca (Figura 7). Pela MEV pode-se constatar
que se tratava de placas de silicato de potassio polimerizado sobre a epiderme. A
presenca dessas placas na epiderme abaxial de folhas de mudas de cafeeiro foi detectada
aos 6, 16 e 36 dias apos a aplicagdo do produto nos dois valores de pH testados (Figuras
8, 9 e 10). A microanalise de raios-X confirmou a presenga de Si somente em amostras
de folhas de mudas tratadas com silicato de potdssio, embora em baixa quantidade em
relacdo a testemunha (Figura 11). A analise de amostras de folhas coletadas aos 10 dias

apods a aplicagdo de silicato de potassio, indicou presenga de Si em torno de 15% em
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relagdo aos demais elementos detectados (Figura 11B). Essa porcentagem reduziu para
6,4%, quando foram analisadas amostras de folhas coletadas aos 35 dias apds a
aplicacao de silicato de potassio (Figura 11D). Em corte transversal de fragmentos de
folha o Si nao foi detectado (dados ndo apresentados).
Discusséo

Este trabalho apresenta os primeiros resultados referentes a aplicagdo foliar de Si
em mudas de cafeeiro no que se diz respeito a absor¢do de Si e seu efeito no
comportamento da ferrugem. Dicotiledoneas, em geral, sdo consideradas plantas nao
acumuladoras de Si, pois apresentam teores desse elemento inferiores a 0,5%, exceto para
espécies da familia Cucurbitaceae, com teores de Si em torno de 2,9% do peso da matéria
seca das plantas (Ma & Takahashi, 2002). No presente trabalho, a aplicagdo foliar de
silicato de potassio ndo influenciou no teor de Si nas folhas de mudas de cafeeiro. Pela
analise de amostras de folhas, o teor maximo de Si encontrado foi de 0,3% em mudas que
foram tratadas com 60 g L™ (pH 5,5) de silicato de potassio. Santos-Botelho et al. (2005)
em estudos realizados com fontes de Si visando o manejo da cercosporiose em mudas de
cafeeiro (cv. Catuai IAC 99), também verificaram que o teor foliar de Si ndo foi
influenciado pela aplicagdo desse elemento, embora tenha ocorrido redugao na porcentagem
de plantas doentes com o aumento das doses de silicato de sddio aplicadas ao substrato.
Esses resultados t€ém ocorrido também em plantas monocotiledoneas capazes de absorver
Si. Guével et al. (2007) observaram através de microanalise de raios-X desprezivel
quantidade de Si em folhas de trigo pulverizadas com silicato de potassio e concluiram que
a provavel redu¢do na severidade do oidio foi em funcdo de um efeito deletério do silicato

de potéssio sobre o fungo.
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Embora a aplicacdo foliar de silicato de potassio ndo aumentou o teor foliar de Si, as
doses crescentes desse produto foram efetivas em reduzir o desenvolvimento da ferrugem.
A severidade da ferrugem apresentou, em média, um decréscimo de 87% da dose de 0 para
a dose de 60 g L' de silicato de potassio nos dois valores de pH testados. A baixa eficiéncia
na absor¢do de Si pelas folhas de cafeeiro pode ser atribuida a formagdo de polimeros de
silicato na superficie foliar. O Si na forma soltivel de acido monosilicico em concentragdes
elevadas e sob pH baixo, ¢ transformado em acido polisilicico, o qual ¢ facilmente
polimerizado tornando-se indisponivel para ser absorvido pelas plantas (Iler, 1979; Knight
& Kinrade, 2001).

No presente trabalho, apos pulverizacao das folhas com silicato de potassio, foi
observado manchas de aspecto seco e cristalino e coloragdo branca. Pela analise de
MEYV, observou-se na epiderme abaxial de folhas de mudas de cafeeiro pulverizadas
com silicato de potassio a presenga de camadas espessas de placas sobre a cuticula,
sendo evidente que nas areas onde se localizavam esses depdsitos houve um menor
nimero de pustulas. Confirmou-se pela microanalise de raios-X que esse material
tratava-se de placas de silicato polimerizado. Depositos de placas de silicato de potassio
que se formam na superficie das folhas apds a secagem da solugdo pulverizada podem
ser considerados como barreira fisica a penetragdo de patdgenos na epiderme (Menzies
etal., 1992).

A deposigdo de silicato de potassio foi observada em amostras coletadas até
mesmo aos 36 dias apos a aplicagdo das solugdes, sugerindo que o efeito protetor local
observado em mudas de cafeeiro ocorreu em conseqii€éncia da presenga do silicato de
potassio polimerizado sobre a superficie foliar, que possivelmente interferiu no

desenvolvimento do fungo pela agdo deletéria direta que acabou por reduzir a
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severidade da ferrugem. A protegdo local contra H. vastatrix foi expressa a partir do
primeiro dia ap6s a aplicagdo de silicato de potassio no terceiro par de folhas,
prolongando-se durante um intervalo de tempo de até 25 dias entre a aplicacdo da fonte
de Si e a inoculagdo com o fungo. Entre 5 e 15 dias apos a pulverizagdao com silicato de
potassio foram observados os maiores niveis de redugdo na severidade, em média de
76,3% para as duas doses de silicato de potéassio testadas. Guzzo et al (2004)
observaram efeito protetor local e sistémico contra H. vastatrix em mudas de cafeeiro
(cv. Mundo novo) tratadas com Acibenzolar-S-Metil até o intervalo de 35 dias apos a
aplicac¢ao do indutor, a semelhanca do que foi observado no presente estudo.

Os mecanismos pelos quais o Si confere resisténcia a determinada doenga pode
ser por barreira fisica com o acimulo desse elemento na parede das células da epiderme
e da cuticula, ou acimulo no local de penetragio do patdégeno (Bowen et al., 1992;
Seebold et al., 2001), ou ainda, por promover respostas de defesa da planta como o
acumulo de compostos fendlicos e ativagao de genes-PR (Fawe et al., 1998; Bélanger et
al., 2003; Rodrigues et al., 2005). A hipotese de uma resposta de defesa fisica até
mesmo de acdo direta sobre o patégeno ¢ a que mais se encaixa no efeito da aplicagao
foliar de Si sobre o desenvolvimento de doencas. A maioria dos estudos realizados que
avaliam a fertilizagdo foliar de Si no controle de doengas preconizam a agao direta do
silicato de potassio em fun¢do da deposi¢ao e polimerizagdo desse produto, afetando o
desenvolvimento do patdégeno na superficie foliar da planta hospedeira. Liang et al.
(2005) em estudo comparando a aplicacdo de silicio via foliar e solugdo nutritiva,
constataram que as duas formas de fornecimento do elemento foram efetivas no controle
do oidio em plantas de pepino. O Si absorvido pelas raizes promoveu aumento da

atividade das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e quitinases. Tal fato nao foi
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observado no fornecimento de Si via foliar, sendo que o controle da doenca foi atribuido
a barreira fisica ou ao efeito osmoético do silicato de potassio aplicado na superficie
foliar.

O fato de ter ocorrido inibi¢do na germinagao de uredosporos de H. vastatrix em
funcao das doses crescentes de silicato de potassio no ensaio in vitro contribui com a
hipotese de que houve além de uma barreira fisica, pela presenca do silicato
polimerizado na superficie foliar, uma agdo direta do silicato de potéassio pulverizado
nas folhas sobre o fungo. Embora os percentuais de inibicdo observados sejam
relativamente baixos, com indice maximo de 22% para a dose de 60 g L', contudo,
levando-se em consideragdo que a média de ureddsporos germinados no tratamento
controle foi de 35% (dados ndo apresentados), esse percentual de inibigdo da
germinagdo dos uredosporos pode ser considerado significativo para reducdo da
severidade da ferrugem. Bowen et al. (1992) em estudos realizados com a aplicagdo de
silicato de potéassio em folhas de videira, observaram reducdo de 14% no numero de
lesdes de Uncinula necator ¢ inibicdo da germinagdo dos esporos quando o silicato de
potéassio foi incorporado ao meio de cultura. Os autores observaram através de
microanalise de raios-X que a deposi¢do de Si localizava-se ao redor do apressorio do
fungo, sendo a reducdo do oidio atribuida a barreira fisica. A agdo direta do silicato de
potassio também ocorre no desenvolvimento de patdogenos como Alternaria solani,
Colletotrichum coccodes, Fusarium solani ¢ Phytophthora cinnamomi (Kaiser et al.,
2005).

Quando avaliada a transloca¢dao do Si em mudas de cafeeiro, houve redugdo da
severidade da ferrugem no par de folhas que ndo foi realizada a aplicagdo de silicato de

potassio (pH 5,5). Entretanto, pela analise de amostras de folhas tratadas e nao tratadas
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com o produto foi observado que as mesmas nao apresentaram diferenca no teor foliar
de Si que foi, em média, de 0,2%. Para o ensaio realizado para avaliar o efeito protetor
sistémico a H. vastatrix, também houve reducdo da severidade da ferrugem em folhas
nao pulverizadas, em média, de 32% no intervalo de um dia apos a aplicacao silicato de
potassio. E importante ressaltar que a reducdo da severidade da ferrugem ocorreu
somente quando foi aplicada solugdo de silicato de potassio em pH 5,5. Como
mencionado anteriormente, em pH mais baixo o Si soluvel tende a se polimerizar
rapidamente, enquanto que para os demais elementos, incluindo o K, essa condi¢do de
pH ¢é a mais apropriada para absorcdo pelas plantas, pois 0 mesmo encontra-se
disponivel (Taiz & Zeiger, 2004).

E plausivel inferir a possibilidade de uma maior absor¢io de K pelas folhas, e
que esse elemento em funcdo da alta mobilidade na planta possa ter promovido alguma
interferéncia no metabolismo da planta, de maneira a interferir na resposta de defesa. E
sabido que o K constitui-se como um elemento vital nos processos da planta atuando
como regulador de varias rotas fisioldgicas e afeta a atividade de mais de 50 diferentes
enzimas, além de reduzir a intensidade de varias doencas causadas por fungos e
bactérias (Prabhu et al., 2007). Considerando-se a auséncia de informacdo para o
patossistema estudado, em patossistemas como trigo e algumas espécies de fungo que
causam ferrugem, o K redugdo na severidade da doencga (Russell, 1978; Sweeney et al.,
2000). No patossistema cafeeiro-Cercospora coffeicola o K também apresentou efeito
positivo na redugao da severidade, sendo que o elemento, isolado ou em associagdo com
Ca, reduziu a incidéncia da cercosporiose (Junior et al., 2003).

Em cafeeiro, os mecanismos pelos quais o Si aumenta a resisténcia a patdogenos

ainda ndo estdo bem esclarecidos. Trabalhos em que o fornecimento de Si foi realizado
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via solo com objetivo de avaliar o efeito sobre o desenvolvimento da cercosporiose em
mudas de cafeeiro, Pozza et al. (2004) atribuiram o espessamento da cuticula e o
aumento da absor¢do de micronutrientes ao aumento da resisténcia; enquanto que em
outros estudos atribui-se ao acimulo de lignina a redugdo na intensidade da doenca
(Santos-Botelho et al., 2005).

Com base nos resultados obtidos desse estudo, conclui-se que a aplicagao foliar
de silicato de potassio foi eficiente na reducdo da intensidade da ferrugem do cafeeiro,
formando uma barreira fisica na superficie da epiderme apos sua polimerizagdo, o que,
possivelmente, tenha afetado a germinagdo dos uredésporos até mesmo influenciado a
penetragdo do fungo via estdmato.
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Figura 1. Percentual de inibi¢do da germinagdo (PIG) de ureddsporos de Hemileia vastatrix em
fun¢do de doses crescentes de silicato de potassio e fungicida em trés valores de pH.

Tabela 1. Teor foliar de silicio (Si) e potassio (K) em folhas de mudas de cafeeiro pulverizadas
com doses crescentes de silicato de potassio (SP) com (pH 5,5) ou sem ajuste (pH = 10,5) do pH da
solucdo.

Doses de SP Si (g kg™) K (g kg™
(gL™) pH 55 pH 10,5 pH55 pH 10,5
0 2,2 2,2 31,1 31,1
8 2.4 2,3 21,5 24,8
20 2,7 2,5 22,8 26,5
40 3,1 2,2 26,5 253
60 3,0 2.4 27,3 22,8
* ns ns ns

*Significativo (P 2 0,05) de acordo com a anélise de regressdo (Y = 2,13 + 0,03x; r’= 81); ns: ndo significativo.
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Figura 2. Indice de esporulagio (IE), nimero de pustulas por folha (NPF) e severidade (SEV) da
ferrugem em mudas de cafeeiro em fungao de doses crescentes de silicato de potéassio (SP).
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Figura 3. Indice de esporulagdo (IE), nimero de pustulas por folha (NPF) e severidade (SEV) da
ferrugem em mudas de cafeeiro em funcao de diferentes tratamentos. SP: silicato de potéssio (40g

L™). Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 4. Teor foliar de potassio (K) e de silicio (Si) em mudas de cafeeiro em fungdo
dos tratamentos: 1 — silicato de potéssio (SP) 40 g L™ (pH 5,5); 2—SP 40 g L™ (pH =
10,5); 3 — Hidroxido de potassio (KOH) (pH 5,5); 4 — KOH (pH = 10,5) e 5 — controle
(pulverizacdo com agua destilada). Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 5. Indice de esporulagio (IE), niamero de pustulas por folha (NPF) e severidade (SEV) da
ferrugem em mudas de cafeeiro em fungdo da pulverizagdo de silicato de potassio (SP), agua
destilada (controle), Acibenzolar-S-Metil (ASM) ou Epoxiconazole nos dois pares de folhas
laterais (aplicagdo lateral) ou no 3° par de folhas a partir do apice (aplicagdo inferior). Colunas
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 6. Teor foliar de silicio (Si) em mudas de cafeeiro em fungdo da pulverizagdo
de silicato de potassio (SP) ou agua destilada (controle) nos dois pares de folhas
laterais (aplicagdo lateral) ou no 3° par de folhas a partir do apice (aplicagdo inferior).
As folhas inoculadas com H. vastatrix nao foram pulverizadas com SP. O desvio
padrao da média esta representado em cada barra.
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Tabela 2. indice de esporulacio (IE), nimero de pustulas por folha (NPF) e severidade (SEV) da ferrugem
em mudas de cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix ap6s diferentes intervalos de tempo da aplicagao
do tratamento foliar com silicato de potassio (SP) na dose de 15 g L™

Protecdo local (3% pares de folhas)

Intervalo IE2 NPF* SEV (%)°

em dias’ Controle® SP Controle SP Controle SP
1 2,6+0,1 1,9+0,1* 69,0 +5,8 32,6 £4,3* 55,7+9,2 13,4 +£1,8*
5 21402 1,3+0,1% 78.6+42  16,6+2.9% 60,7+102 10,1 = 1,7*
15 1,9+0,2 1,1+0,1* 61,0+5,2 164+2,1* 436+10,6 11,9+1,6*
25 2,6+02 1,7+0,1% 1493+99  57.6+4,8* 89.0+38 38.6+73%
35 2,3+0,1 2,0+£0,1™ 70,6 £ 9,1 64,3 +5.2"™ 37,6 £4,8 30,9+ 1,3™

Protecdo sistémica (2°° pares de folhas)

Intervalo IE NPF SEV (%)

em dias’ Controle SP Controle SP Controle SP
1 24+0,1 2,7+0,1™ 54,6 +7,3 60,3 +6,1™ 30,1 +£1,6 19,9 £2,6*
5 22+02 21+£02" 63,6 £ 8,0 60,3 +1,3™ 33,1+3,5 454+51™
15 2,1+0,2 1,8+0,1™ 90,3 +£19,3 75,6 £4,2™ 39.3+6,8 38,0+ 6,7
25 2,6+02 26+0,1" 154,0 £ 8,5 135,1 £ 6,6™ 94,7+2,3 86,4 +4,6™
35 2,2+0,2 1,9+0,1™ 92,1+7,0 109,7 £ 6,7 426+62 634+79"

'0 silicato de potassio foi aplicado na superficie abaxial do 3° par de folhas a partir do apice. Apds determinados intervalos de tempo em dias, o
2° ¢ 0 3° par de folhas foram inoculados com H. vastatrix; “média de dois experimentos % erro padro; *plantas pulverizadas com 4gua destilada.
*Médias dos valores de cada variavel no tratamento com SP diferem significativamente dos respectivos controles ao nivel de 5% pelo teste-t de
Student; ns: nao significativo.

Tabela 3. indice de esporulacio (IE), nimero de pustulas por folha (NPF) e severidade (SEV) da ferrugem
em mudas de cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix ap6s diferentes intervalos de tempo da aplicagdo
do tratamento foliar com silicato de potassio (SP) na dose de 35 g L™".

Protecdo local (3% pares de folhas)

Intervalo IE? NPF° SEV (%)°

em dias’ Controle® SP Controle SP Controle SP
1 2,6 0,1 1,9 £0,2% 69,0 £ 5,8 33,9 +£4,4* 55,7+9,2 19,7 £ 2,8*
5 2,1+02 1,6+0.2% 78,6 + 4,2 14,3 +2,2% 60,7 10,2 10,4+ 1,6*
15 1,9+0,2 1,3+0,1% 61,0+5,2 26,4+ 5,6* 43,6+ 10,6 14,6 +£3,4%*
25 2,6+02 2,0+0.2% 1493+£99  956+10,1* 89,9+3,8 564 +9,7*
35 23+0,1 2,0+£0,1™ 70,6 £ 9,1 50,4 +£8,9™ 37,6 £4,8  297+42"

Protecéo sistémica (2° pares de folhas)

Intervallo IE NPF SEV (%)

em dias Controle SP Controle SP Controle SP
1 24+0,13 2,5+0,2™ 54,6 £7,3 43,4 +7,1™ 30,1 +£1,6 20,9 +3,3*
5 22+020 2,7+0.2" 63,6 + 8,0 52,3+52"™ 33,1+£3,5 31,6 £5,2™
15 2,1+0,20 1,7+0,1™ 90,3 +19,3 68,7 +£15,9™ 39,3+6,8 254+3,0™
25 2,6+020 2,4+02" 154,0+£8,5 133,7+10,0™ 94,7+23 89,1 £2,4™
35 22+020 19+0,1™ 92,1 +7,0 87,3+ 7,7 426+62 484+6,7"

'0 silicato de potéssio foi aplicado na superficie abaxial do 3° par de folhas a partir do 4pice. Apds determinados intervalos de tempo em dias,

(4]

2° ¢ 0 3° par de folhas foram inoculados com H. vastatrix; *média de dois experimentos # erro padrio; *plantas pulverizadas com agua destilada.
*Médias dos valores de cada variavel no tratamento com SP diferem significativamente dos respectivos controles ao nivel de 5% pelo teste-t de
Student; ns: néo significativo.
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Tabela 4. indice de esporulacio (IE), nimero de pustulas por folha (NPF) e severidade (SEV) da ferrugem
em mudas de cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix ap6s diferentes intervalos de tempo da aplicagdo
do tratamento foliar com Acibenzolar-S-Metil (ASM).

Protecdo local (3% pares de folhas)

Intervalo = NPF? SEV (%)°

em dias’ Controle® ASM Controle ASM Controle ASM
1 2,6+0,10 2,1+0,1% 69,0 + 5,8 18,7 + 2.0% 55,7492  18,6+3,1%
5 2,1+020 13+0,1* 78,6 £4,2 18,1 £2,4* 60,7+10,2 11,0+0,9*
15 1,9+0,20 1,1+0,1%* 61,0+5,2 14,3 +£2,9* 436 £10,6 12,3+0,9*
25 26020 1,6+0,1% 149.3+ 9,9 62,1 +£9,9* 89,9 + 3,8 30,6 +£4,8*
35 23+0,10 1,1+0,1* 70,6 £9,1 18,7+ 3,1* 37,648 13,4 +2,2%

Protecdo sistémica (2° pares de folhas)

Intervallo IE NPF SEV (%)

em dias Controle ASM Controle ASM Controle ASM
1 24+0,1 24+0,1" 54,6 +7,3 31,4 +3,6% 30,1+1,6 17,3 £2,5%
5 2,2+0,2 1,6 £0,2* 63,6 £ 8,0 35,7 +4,0* 33,1+£3,5 22,1 £2.4*
15 2,1+02 1,4+02% 90,3+19,3 42,0 +3.2% 393+£68  22,9+28%
25 2,6+0,2 1,8+0,1* 154,0 £ 8,5 106,0 +2,3* 94,7+23 52,6 +£3,3*
35 22402 1,0+0,0% 92,1+£7,0  42,0+6,1% 42,6+62 243 +32%

"Acibenzolar-S-Metil (ASM, 1 g L) foi aplicado na superficie abaxial do 3° par de folhas a partir do apice. Apos determinados intervalos de
tempo em dias, 0 2° e 0 3° par de folhas foram inoculados com H. vastatrix; ‘média de dois experimentos # erro padrio; *plantas pulverizadas
com agua destilada. *Médias dos valores de cada variavel no tratamento com SP diferem significativamente dos respectivos controles ao nivel
de 5% pelo teste-t de Student; ns: ndo significativo.
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Figura 7. Superficie adaxial (A e C) e abaxial (B ¢ D) de folhas de
mudas de cafeeiro aos 15 dias apds a pulverizagao com silicato de
potassio (20 g L") em pH 5,5 (A e B) ou em pH ~ 10,5 (C ¢ D).
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Figura 8. Eletromicrografias de varredura da epiderme abaxial de
folhas de cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix e coletadas aos
16 (A e B) e aos 36 (C e D) dias apos a pulverizacao (B e D) ou nao
(A e C) com silicato de potassio (20 g L', pH =~ 10,5). Barras = 20 pum.

Figura 9. Eletromicrografias de varredura da fratura da epiderme
abaxial de folhas de cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix e
coletadas aos 36 dias apos a pulverizacao (B e D) ou ndo (A e C) com
silicato de potassio (20 g L™, pH 5,5). Estruturas do fungo (setas).
Barras =20 pm (A, B e D) e 30 um (C).
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Figura 10. Eletromicrografias de varredura da epiderme abaxial de
folhas de cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix e coletadas aos 6
(AeB), 16 (CeD)e 36 (E e F) dias apos pulverizacao (B, D e F) ou
nio (A, C e E) com silicato de potassio (20 g L', pH 5,5). Placas de
silicato de potassio (setas). Barras = 20 um (A, B, C e D), 100 um (E)
e 200 pm (F).
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Figura 11. Microanalise de raios-X da epiderme abaxial de folhas de mudas de cafeeiro coletadas
aos 10 (A e B) e aos 36 (C e D) dias ap6s pulverizagdo (B e D) ou ndo (A e C) com silicato de
potassio (20 g L', pH 5,5).
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Resumo

A ferrugem (Hemileia vastatrix) atualmente atinge todas as regides produtoras de café
no Brasil e pode causar perdas na producao de até 50%. Os efeitos benéficos do silicio
(Si) sao usualmente expressos sob condi¢des de estresse, auxiliando a planta a suporta-
los. O presente trabalho teve como objetivo investigar a resposta de defesa de mudas de
café¢ supridas com Si via solu¢do nutritiva através da quantificacdo da atividade das
enzimas glicanases (GLI), quitinases (QUI) e peroxidases (POD), pela avaliacao de
componentes de resisténcia do cafeeiro a ferrugem, além da producao de matéria seca
da parte aérea e raiz, altura da parte aérea, comprimento da raiz ¢ diametro do caule.
Mudas de cafeeiro (cv. Catuai vermelho 44) foram crescidas em solucdo nutritiva de
Clarck (1975) modificada, com aeragio, com (2 mmol L™") ou sem (0 mmol L) adicio
de Si. Mudas com trés pares de folhas completos foram inoculadas com uma suspensao
de uma mg de ureddsporos de H. vastatrix mL™', em seguida transferidas para cimara
umida (UR > 95%, 23-25°C) e mantidas no escuro por 48 h. Apds esse periodo, as
mudas permaneceram em camara de crescimento a 22°C, com fotoperiodo de 12 h, sob
luz fluorescente (7,35 Wm™). As mudas de cafeeiro ndo apresentaram resposta positiva
para adi¢ao de Si na solugdo nutritiva em relagdo a reducao dos componentes de
resisténcia. Nao houve diferenca significativa entre as mudas de cafeeiro supridas ou
ndo com Si quanto ao peso da matéria seca da parte aérea e raiz, altura da parte aérea,
comprimento da raiz e diametro do caule. Nao houve varia¢ao nos teores foliares de Si,
independente da adi¢do ou ndo do elemento na solu¢ao nutritiva. A atividade das
enzimas GLI, POD e QUI foram exclusivamente potencializadas pela presenga do
patogeno. Os resultados deste estudo mostraram que mudas de cafeeiro ndo apresentam

capacidade de acumular Si na parte aérea, ficando este elemento restrito as raizes, e
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conseqiientemente, ndo influenciando nas respostas de defesa da planta a ferrugem do

cafeeiro.

Palavras-chave: silicato de potassio, cafeeiro, Hemileia vastatrix, componentes de

resisténcia.
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Introducéo

A cafeicultura impde um constante desafio aos produtores, devido ao grande
nimero de doengas e pragas que ocorrem durante praticamente todo o ciclo da cultura.
A ferrugem (Hemileia vastatrix Berkeley & Broome) constitui-se na principal doenga
do cafeeiro (Coffea arabica L.), atingindo todas as regides produtoras de café¢ do Brasil
e pode causar perdas de até 50% na produgdo (Zambolim et al., 2002). O manejo da
ferrugem envolve principalmente o uso de fungicidas protetores cupricos, sistémicos do
grupo dos triazdis isoladamente ou em mistura com as estrubirulinas € o uso de
variedades resistentes (Zambolim et al., 2005). Entretanto, devido a variabilidade do
patogeno a resisténcia duradoura ¢ dificil de ser obtida (Varzea & Marques, 2005) e o
uso continuo do controle quimico pode levar o surgimento de populagdes do fungo
resistentes aos fungicidas.

Os nutrientes atuam das formas mais variadas possiveis na resposta da planta ao
ataque por patdgenos. Muitos nutrientes sdo cofatores enzimaticos, ativadores,
inibidores ¢ moduladores de varios processos metabolicos, bem como sdo necessarios
para sintese de barreiras quimicas e fisicas, ¢ desta maneira, a nutricio de plantas
determina em grande parte a sua resisténcia ou susceptibilidade as doencas (Epstein &
Bloom, 2005). O silicio (Si) ¢ considerado como elemento benéfico para as plantas. A
presenga desse elemento tem sido relacionada principalmente ao aumento da resisténcia
contra pragas e doencas e tolerancia a toxidez, sendo seu efeito usualmente expresso sob
condi¢des de estresse, tanto abiotico como biodtico (Ma et al., 2001a).

O efeito do Si no controle de doengas de plantas, bem como seu modo de agao
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. A hipotese de formacdo de barreira fisica €

fundamentada na forma do Si acumular-se abaixo da cuticula. A deposi¢ao de Si na
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parede das células formando a dupla camada de cuticula-silica, a qual mecanicamente
impediria a penetracdo de patdgenos ¢ desta maneira afeta os processos de infecg¢ao
(Fauteux et al., 2005). Contudo, a alteragdo da nutrigdo da planta promovida pela
fertilizacao silicatada e a observagdo de aumento na atividade de enzimas e produgdo de
fitoalexinas levantaram também a hipdtese de seu envolvimento na potencializagdo das
reacOes de defesa da planta (Bélanger et al., 2003; Bélanger & Menzies, 2003;
Rodrigues et al., 2003). Na literatura existem relatos de estudos que evidenciam a
potencializagdo de respostas de defesa pelo Si, com o aumento na atividade das enzimas
peroxidases, polifenoloxidase e quitinases (Liang et al., 2005); pelo actimulo de
fitoalexina e compostos fendlicos nos sitios de infec¢do (Fawe et al., 1998; Chérif et al,
1992 e 1994; Rodrigues et al., 2005) ou por promover mudangas fisiologicas nas células
da planta alterando a composi¢do quimica da camada cuticular, e assim, inibindo o
desenvolvimento de patdégenos (Pozza et al., 2004; Datnoff et al., 2007; Kanto et al.,
2007).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do Si no comportamento de
componentes de resisténcia do cafeeiro a ferrugem, além de determinar a atividade de

algumas enzimas relacionadas com a defesa de plantas a patdégenos.
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Material e Métodos
Material vegetal, condi¢des de crescimento das plantas e tratamentos

Mudas de cafeeiro (C. arabica) cv. Catuai vermelho 44, provenientes de leito de
areia umedecida, no estadio de orelha de onga, foram transplantadas para vasos plasticos
com 3,5 L de solugdo nutritiva. A solucdo nutritiva basica utilizada foi a de Clarck
(1975) modificada, composta em mmol L', de 5,7 de N-NO5~; 1,0 de N-NH,"; 0,1 de P-
H,PO,; 2,4 de K; 1,2 de Ca™; 0,6 de Mg™; 0,7 de S-SO47; e em pumol L™, 35,0 de Fe;
0,8 de Cu; 1,5 de Zn; 5,0 de Mn; 17,0de B e 0,1 de Mo. A solu¢do nutritiva, com
aeracdo, foi trocada uma vez por semana ¢ o pH monitorado a cada dois dias, sendo
mantido proximo a 5,5 com a adi¢do de solu¢des de HCl ou NaOH (1 M). As doses de
Si usadas foram 0 e 2 mmol L™ aplicadas via solugdo nutritiva. O Si foi fornecido na
forma de acido monossolicico, obtido pela passagem de uma solug¢do de silicato de
potassio (Fertisil® - 12% de SiO, e 15% de K,0) através de uma coluna de troca de
cations (Ma et al., 2001Db).

Assim que as mudas atingiram trés pares de folhas completos, realizou-se a
inoculagdo. As mudas permaneceram em camara de crescimento a 22°C, com
fotoperiodo de 12 h, sob luz fluorescente (7,35 Wm™). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 10 repetigdes por tratamento. Cada unidade experimental
foi composta de um vaso pléastico com 4 mudas de café.

Producéo de in6culo de Hemileia vastatrix e inoculacdo

Uredodsporos de H. vastatrix, foram coletados na area experimental do Viveiro
de Café da Universidade Federal de Vigosa, a partir de plantas de café (cv. Catuai
vermelho 44) naturalmente infectadas. Os ureddsporos foram recolhidos com auxilio de

um pincel, raspando-se suavemente as lesdes da superficie abaxial das folhas. Em
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seguida os uredosporos foram armazenados em ampolas de vidro vedadas com algodao
e colocadas em dessecador, contendo na parte inferior solugdo aquosa de acido sulfurico
na concentracao de 32,6% (v/v), de modo a manter a umidade relativa em torno de 50%
no ambiente interno (Zambolim & Chaves, 1974).

A viabilidade dos ureddsporos foi avaliada antes da inoculagdo das mudas. Para
o teste de viabilidade, uma aliquota de 50 uL da suspensdo de uredosporos (1 mg de
uredosporos mL™) foi colocada em cinco placas de Petri contendo 4dgar-dgua a 2%. Em
seguida, as placas foram incubadas a 22°C no escuro e o percentual de germinagdo foi
determinado 16 h apoés o inicio do teste, utilizando lactofenol para paralisar a
germinagdo dos ureddsporos. Quantificou-se a germinagdo dos ureddsporos pela
observagdo ao microscopio de luz. Foram utilizados, nos testes de inoculagdo,
uredosporos com germinagdo superior a 20%. A face abaxial do 2° par de folhas (a
partir do &pice) de cada muda foi inoculada com uma suspensao de 1 mg de ureddsporos
de H. vastatrix mL", com auxilio de um atomizador Paasche (modelo VL-SET)
alimentado por suc¢do. Em seguida, as mudas foram transferidas para camara imida
(UR > 95%, 23-25°C) e mantidas no escuro por 48 h.
Quantificacdo de componentes de resisténcia e variaveis agrondmicas

As avaliagdes foram realizadas no 2° par (a partir do apice) de folhas de cada
muda. Os componentes de resisténcia avaliados foram: 1) periodo de incubacao (PI) -
tempo em dias, decorrido desde a inoculagdo até o aparecimento dos primeiros sintomas
de ferrugem em cada folha inoculada. O PI foi avaliado pela observacao visual diaria, a
partir do décimo dia da inoculagdo até a constatagdo dos primeiros sintomas (“flecks”)
nas folhas; 2) periodo latente (PLg) - tempo em dias, desde a inoculacdo até a

esporulacdo de 60% das pustulas presentes na folha inoculada. O PLg, foi avaliado
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visualmente até o aparecimento de ureddsporos nas lesdes presentes. A partir do décimo
dia ap6s a inoculagdo, as observagdes realizaram-se a cada dois dias até a finaliza¢ao do
experimento; 3) nimero de pustulas: contou-se o nimero de pustula por folha no final
do experimento; 4) expansdo das pustulas: 10 pustulas por par de folha de cada muda
foram selecionadas aleatoriamente ¢ com paquimetro digital mediu-se o comprimento
(em mm) assim que ocorreu o PLgy e depois a cada cinco dias; 5) diametro de pustulas:
as 10 pustulas selecionadas tiveram seu didmetro maior e menor obtidos, calculando-se
suas areas em mm’; 6) severidade da ferrugem: avaliada a cada cinco dias com a
utilizagdo de uma escala desenvolvida por Kushalappa & Chaves (1978) e 7) escala de
notas proposta por D’Oliveira (1957) com modificagdes (Tabela 1), para avaliagdo do
desenvolvimento dos sintomas da ferrugem. Os dados da severidade foram utilizados
para calcular a area abaixo da curva do progresso da ferrugem (AACPF) de acordo com
a equacao proposta por Shaner & Finney (1977).

Ap6s a finalizagdo dos experimentos, as mudas foram divididas em folhas, caule
e raiz e procedeu-se a avaliagdo das seguintes variaveis: diametro do caule, altura da
parte area, comprimento do sistema radicular e matéria seca das folhas, raiz e caule. O
diametro do caule foi medido 2 cm acima da regido inicial de formagdao do sistema
radicular com um paquimetro digital. Considerou-se como altura da parte aérea a regiao
compreendida entre a gema apical até o inicio de formagdo do sistema radicular. Para
medir o comprimento do sistema radicular, considerou-se a regido que compreende o
inicio de formagdo do sistema radicular até a extremidade da raiz. Para a determinagao
da matéria seca, as folhas, o caule e a raiz foram armazenados separadamente em sacos
de papel e colocados em estufa com circulagdo forgada de ar, na temperatura de 65°C

até a obtengdo de peso constante.
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Tabela 1. Escala de notas para a quantificagéo dos sintomas da ferrugem do cafeeiro’.

Nota Descricéo
1 Auséncia de sintomas de ferrugem macroscopicamente visiveis.
2 “Flecks”, pequenas lesdes cloroticas, de dificil observacdo macroscopica, mas

visiveis microscopicamente com lente de aumento ou quando observada contra
a luz.

3 “Flecks”, pequenas lesdes clordticas, de facil observagao macroscopica.

4 Lesdes cloroticas de tamanho médio a grande sem esporulagao.

5 Lesdes cloroticas de tamanho médio a grande com alguns ureddsporos.

6 Lesoes cloroticas com baixa intensidade de esporulacao.

7 Lesdes cloroticas com média intensidade de esporulacao.

8 Lesdes clordticas com intensa esporulagdo, normalmente circundadas por um

pequeno halo cloroético.

"Escala proposta por D’Oliveira (1957) com modificagdes.

Determinacdo da atividade enzimética

Para determinacdo da atividade de enzimas relacionadas com a defesa do
cafeeiro a ferrugem, coletaram-se folhas de mudas de café aos 5, 10, 15, 20 e 30 dias
apos a inoculagdo com H. vastatrix. Cada amostra coletada foi composta por 3 folhas
retiradas de cada muda para cada enzima por tratamento, perfazendo um total de 3
amostras, sendo que 3 mudas (repeti¢des) foram usadas para cada amostra coletada. As
amostras foram colocadas individualmente em pacotes de papel aluminio e

imediatamente congeladas em nitrogénio (N,) liquido, sendo armazenadas em ultra-
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freezer, a -80°C, para posterior analise. De cada extrato foliar obtido procederam-se aos

ensaios enzimaticos em triplicata.

F-1,3-glicanases (GL1I)

A obtengdo do extrato foliar foi realizada segundo metodologia descrita por
Lanna et al. (1996). Amostras de folhas foram pesadas e imediatamente congeladas em
N, liquido. Em seguida, foram trituradas no almofariz até obten¢ao de um pé fino. Em
seguida, adicionou-se polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) e fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) 1mM, cuja quantidade foi calculada com base no volume
final da extragdo. Posteriormente, macerou-se em tampao para extragdo fosfato de sodio
50 mM pH 6,5 na propor¢do de 1:3 (p/v). Preparou-se uma seringa com um pequeno
pedago de gaze, dobrado em quatro camadas, umedecida com agua e foi feita a filtracao
do macerado obtido para tubos de centrifuga. Estabilizou-se a centrifuga nas condigdes
necessarias, a saber: velocidade: 20.000 x g; temperatura: 4°C; tempo: 25 minutos.
Apbs a centrifugacdo o sobrenadante (extrato bruto) foi armazenado a 4°C para
posterior detec¢do da atividade enzimatica. Uma aliquota do extrato foi utilizada para
determinagdo da concentracdo de proteinas seguindo o procedimento desenvolvido por
Warburg & Christian (1941).

A atividade de f-1,3-glicanases nas amostras foi determinada conforme método
descrito por Lever (1972) com modificagdes: acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) em
substitui¢do a hidrazida do acido p-hidroxibenzoico (Miller, 1956). A mistura de reagdo,
que foi incubada a 45°C por 30 minutos, continha 230 uL do tampao de reagdo acetato
de sodio 100 mM pH 5,0, 250 uL da solugdo de substrato laminarina 4 mg mL™" e 20 uL
do extrato vegetal. Apds esse periodo, foram acrescentados 1 mL de DNS, e em seguida

esta mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos. Apos o resfriamento em gelo até a
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temperatura de 30°C, as amostras tiveram a absorbancia determinada no comprimento
de onda 540 nm em um ensaio colorimétrico no espectrofotometro. Todas as incubagdes
foram realizadas em triplicatas. Subtraiu-se o valor de absorbancia de cada amostra do
valor de absorbancia do controle (uma mistura idéntica a da amostra, com a reacao
paralisada no inicio). Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia min

mg' de proteina (atividade especifica).

Peroxidases (POD)

A obtengdo do extrato foliar foi realizada segundo metodologia descrita por
Peixoto (1998). Amostras de folhas foram pesadas e imediatamente congeladas em N,
liquido. Em seguida, foram trituradas no almofariz até a obten¢do de um p6 fino. Em
seguida, adicionou-se polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v). Posteriormente,
macerou-se em tampao para extracdo fosfato de potassio 100 mM pH 6,8, contendo
fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) ImM e 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 0,1 mM, na propor¢do de 1:20 (p/v). Preparou-se uma seringa com um pedago
de gaze e realizou-se a filtracdo do macerado obtido para tubos de centrifuga.
Estabilizou-se a centrifuga nas condi¢des necessarias, a saber: velocidade: 12.000 x g;
temperatura: 4°C; tempo: 15 minutos. Apos a centrifugagdo o sobrenadante (extrato
bruto) foi armazenado a 4°C para posterior deteccdo da atividade enzimatica. Uma
aliquota do extrato foi utilizada para a determinacdo da concentracdo de proteinas
seguindo o procedimento desenvolvido por Warburg & Christian (1941).

A atividade de peroxidases nas amostras foi determinada conforme método
descrito por Kar & Mishra (1976). A mistura de reagdo que continha 950 uL de agua

destilada, 750 uL do tampao para reacao fosfato de potassio 100 mM pH 6,8, 600 uL da

solugdo de substrato pirogalol 100 mM e 600 uL da solugdo de substrato peroxido de
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hidrogénio 100 mM, foi levada ao banho-maria a temperatura de 25°C para
estabilizacdo por aproximadamente 4 minutos. Ao meio de reagdo foram adicionados
100 pL do extrato vegetal e, entdo, o aumento na absorbancia foi registrado no
comprimento de onda 420 nm em um ensaio colorimétrico no espectrofotdmetro
durante um periodo de 5 minutos em intervalos de 60 segundos (Pereira, 2007). Todas
as incubacdes foram realizadas em triplicatas. A atividade da enzima foi medida
utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar 2,47 mM™ cm™ (Chance
& Maehley, 1955). Posteriormente, os resultados foram divididos pela concentracdo de

1

p .- -1 , ..
proteinas no extrato e foram expressos em M min® mg de proteina (atividade

especifica).

Quitinases (QUI)

A obtengdo do extrato foliar foi realizada segundo metodologia descrita por
Lanna et al. (1996). Amostras de folhas foram pesadas e imediatamente congeladas em
N, liquido. Em seguida, foram trituradas no almofariz até a obten¢do de um pé fino. Em
seguida, adicionou-se polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v). Posteriormente,
macerou-se em tampao para extracao fosfato de sédio 50 mM pH 6,5, contendo fluoreto
de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1mM, na propor¢do de 1:3 (p/v). Preparou-se uma
seringa com um pequeno pedaco de gaze e realizou-se a filtragdo do macerado obtido
para tubos de centrifuga. Estabilizou-se a centrifuga nas condi¢gdes necessarias, a saber:
velocidade: 20.000 x g; temperatura: 4°C; tempo: 25 minutos. Apds a centrifugagdo o
sobrenadante (extrato bruto) foi armazenado a 4°C para posterior detecgdo da atividade
enzimatica. Uma aliquota do extrato foi utilizada para determinagao da concentragio de

proteinas seguindo o procedimento desenvolvido por Warburg & Christian (1941).
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A atividade de quitinases nas amostras foi determinada conforme método
descrito por Yedidia et al. (1999). A mistura de reacdo, que foi incubada a 37°C por 2
horas, continha 470 pL do tampao para reagdo acetato de sédio 50 mM pH 5,0, 10 pL
da solugio de substrato p-nitrofenil-g-D-N,N’-diacetilquitobiose (PNP) 2 mg mL™ e 20
uL do extrato vegetal. Apos esse periodo, foram acrescentados 0,5 mL de carbonato de
sodio (Na,COs;) 0,2 M. Posteriormente, as amostras tiveram a absorbancia determinada
no comprimento de onda 410 nm em um ensaio colorimétrico no espectrofotometro.
Todas as incubagoes foram realizadas em triplicatas. Subtraiu-se o valor de absorbancia
de cada amostra do valor de absorbancia do controle (uma mistura idéntica a da
amostra, com a reagdo paralisada no inicio) (Pereira, 2007). A atividade da enzima foi
medida utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar 7 x 10° mM™ cm’
! Posteriormente, os resultados foram divididos pela concentragio de proteinas no
extrato e foram expressos em pM min"' mg™ de proteina (atividade especifica).
Determinacdo do teor de silicio e potassio na raiz e folhas de cafeeiro

Obteve-se uma amostra de folhas de mudas cultivadas em solugao nutritiva com
ou sem adicdo de Si para cada repeticdo. As folhas foram lavadas com agua de torneira,
em seguida em agua deionizada, posteriormente com uma solucdo de HCl 0,1 M e
finalizando com enxagiiec com agua deionizada. Em seguida, as folhas foram secas em
estufa com ventilagao for¢ada de ar a 60°C por 72 h, sendo entdo trituradas em moinho
tipo Wiley equipado com peneira de 20 mesh. Foi utilizada a metodologia proposta por
Korndorfer et al. (2004) para determinagdo do teor de Si. A determinagdo do teor de K
foi por digestdo nitroperclorica e espectrofotometria de absor¢ao atomica (Silva et al.,

1999).
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Analise estatistica dos dados

Os experimentos foram realizados duas vezes e os dados de cada variavel foram
combinados apods ser confirmada a homogeneidade da varidncia pelo teste de Bartlett
(Gomez & Gomez, 1994). Os dados de cada variavel foram submetidos a analise da
variancia e a comparagao das médias dos tratamentos foi feita pelo teste-t de Student ao
nivel de 5% de probabilidade. No ensaio enzimatico, as médias dos valores da atividade
de cada enzima em cada época de coleta dentro de cada tratamento foram comparadas
pelo teste-t de Student ao nivel de 5% de probabilidade. O programa SAS System v.9.1
foi utilizado para a realizacdo das analises.

Resultados

Nao houve redug¢do dos componentes de resisténcia avaliados em mudas de
cafeeiro supridas com Si. Embora a AACPF, o didmetro de pustulas por folha, as notas
para os sintomas da ferrugem e a severidade tenham apresentado valores menores em
mudas supridas com Si, sem diferenca significativa quando comparadas com mudas nao
supridas com Si (Tabela 2). Comportamento semelhante foi observado para o PI e PLgy,
nao sendo observado aumento significativo para esses dois componentes de resisténcia
em mudas de cafeeiro cultivadas em solugdo nutritiva contendo Si e inoculadas com H.
vastatrix (Tabela 2).

Quando avaliado o efeito do Si no progresso da expansdo das pustulas, nas notas
para os sintomas e na severidade da ferrugem, houve comportamento semelhante para
as trés variaveis, todas apresentaram indices menores em mudas supridas com Si
(Figuras 1, 2 e 3). Em média, a expansdo da pustula, as notas de sintomas e a severidade
foram, respectivamente, 5, 13 ¢ 14% inferiores em mudas cultivadas na presenga de Si

em comparacdo as mudas cultivadas na auséncia do elemento (Figuras 1, 2 e 3). A baixa
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diferenca entre mudas cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia ou presenca de Si na
reducdo da severidade da ferrugem foi também comprovada pelos sintomas da doenga
nas folhas das mudas que receberam esses tratamentos (Figura 4).

Em mudas supridas com Si ndo houve aumento no teor foliar de Si e potéssio.
Ocorreu diferencga significativa apenas para o teor de Si nas raizes, sendo, em média, de
5,1 g kg nas mudas supridas com Si e de 2,6 g kg em mudas que ndio receberam esse
elemento (Figura 5). Embora tenha ocorrido aumento no teor de Si nas raizes, ndo
houve resposta na produgdo de matéria seca da parte aérea e de raizes em mudas de
cafeeiro supridas com Si (Figura 6). Houve diferenca significativa apenas para o
comprimento das raizes, sendo que as mudas cultivadas na auséncia de Si apresentaram
os maiores valores dessa variavel (Figura 6). Quanto ao didmetro do caule, ndo houve
diferencga entre os tratamentos (dados nao apresentados).

Os resultados obtidos com a determinagdo da atividade enzimatica das enzimas
GLI, POD e QUI em amostras de folhas de mudas supridas ou nao com Si, sdo reflexo
do que foi observado na avaliagdo dos componentes de resisténcia, ou seja, ndo houve
resposta de defesa por meio da potencializagdo da atividade de enzimas. Observa-se que
a atividade de GLI em folhas de mudas cultivadas sem Si aumentou na presenga do
patogeno, com pico de atividade aos cinco dias apds a inoculagdo, seguindo-se por
oscilacdo da atividade até os 30 dias (Figura 7A). Para as mudas supridas com Si, a
atividade de GLI também respondeu a presenca do patdégeno, mantendo-se inferior ao
observado em mudas sem Si até os 20 dias apds a inoculagdo, com pico de atividade aos
30 dias. O comportamento da atividade de GLI em mudas cultivadas com ou sem adi¢ao
de Si foi semelhante a partir dos 20 dias apés a inoculagdo, coincidindo com a

ocorréncia do periodo de incubagao, entre 18 e 20 dias aproximadamente (Figura 7A).
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A POD apresentou valores de atividade superiores em mudas supridas com Si
até os 15 dias apods a inoculacdo em relagdo a mudas nao supridas, embora a tendéncia
da atividade tenha sido de diminuir até aos 20 dias, quando entdo voltou a apresentar
aumento em atividade. Na auséncia de Si, a atividade de POD nas folhas de mudas de
cafeeiro apresentou acréscimo apenas no intervalo de 10 a 20 dias apds a inoculagdo
(Figura 7B).

Na presenca de Si, folhas de mudas de cafeeiro apresentaram alteragao
significativa na atividade de QUI em resposta a infecgdo por H. vastatrix (Figura 7C).
Essa atividade manteve-se constante até aos 20 dias ap6s a inoculagdo, seguindo de uma
queda acentuada. Em mudas nao supridas com Si, o comportamento da atividade de
QUI foi semelhante. No entanto a resposta da atividade ocorreu um pouco mais tarde,
aos cinco dias apds a inoculagdo e manteve-se em aumento constante até¢ aos 30 dias
apos a inoculagao (Figura 7C).

Discusséo

Diversas familias de plantas apresentam uma grande diferenga na habilidade de
acumular Si na parte aérea, variando de 0,1 a 10% do peso de folha seca (Epstein, 1994;
Ma & Takahashi, 2002). As plantas classificadas como acumuladoras de Si (arroz, cana-
de-agucar e cevada) apresentam teor de Si maior que 1% na folha; intermediarias
(morango, pepino e soja) com teor de Si entre 0,5 e 1%, e as ndo-acumuladoras (batata e
tomate) apresentam teor de Si menor que 0,5% (Ma & Takahashi, 2002). Essa diferenca
no acumulo de Si entre as espécies de plantas ¢ resultado da diferenca na habilidade
delas em absorver esse elemento. No presente trabalho, as raizes de mudas de cafeeiro
cultivadas em solugdo nutritiva com adi¢do de Si apresentaram aumento na quantidade

desse elemento, com teor de até 0,5%. O teor de Si foliar observado foi de 0,45 e 0,43%,
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respectivamente, para mudas cultivadas em solugdo nutritiva com e sem adigdo de Si,
percentual atribuido a espécies de plantas que ndo apresentam capacidade em acumular Si.
Estudos indicam a existéncia de uma forma passiva e ativa em relacdo ao sistema de
absorcdo e transporte de Si em plantas superiores (Ma & Yamaji, 2006). O transporte do
Si da solucdo externa para as células corticais da raiz ¢ mediado por um transportador,
sendo que quanto maior a densidade de transportadores na membrana das células da
raiz, maior sera a concentragdo do elemento na raiz, e posteriormente por difusdo mais
Si tera na seiva do xilema (Mitani & Ma, 2005). Dessa maneira, plantas que apresentam
baixa densidade de transportadores nas células na raiz, conseqiientemente, além de
absorver baixas quantidades de Si tendem a restringi-lo pela incapacidade de transporta-
lo.

O teor foliar e radicular de potassio também ndo apresentou variagdo entre as mudas
supridas ou ndo com Si, indicando que provavelmente ndo tenha ocorrido interferéncia
desse elemento na absor¢do de Si. Em plantas com capacidade de absorver Si sob estresse
salino, o suprimento desse elemento pode favorecer a absor¢ao de potdssio. Em estudo
realizado com cevada em solugdo nutritiva, Liang (1999) verificou que sob estresse
salino as plantas supridas com Si tiveram aumento na atividade da enzima H'-ATPase
na membrana plasmatica da raiz, aumentando a captagdo e a translocacio do potéssio.

Na literatura existem registros de estudos avaliando o efeito do Si em adicdo a
solugdo nutritiva na redugdo de doengas em dicotiledoneas, através da potencializagdo
de respostas de defesa como o aumento na atividade das enzimas peroxidases,
polifenoloxidase e quitinases (Liang et al., 2005); pelo acimulo de fitoalexina e
compostos fendlicos nos sitios de infecgao (Chérif et al, 1992 ¢ 1994; Fawe et al., 1998;

Rodrigues et al., 2005) ou por promover mudangas fisioldgicas nas células da planta
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alterando a composi¢do quimica da camada cuticular, e assim, inibindo o
desenvolvimento de patégenos (Pozza et al., 2004; Kanto et al., 2007). Entretanto, no
presente trabalho, ndo houve reducdo nos componentes de resisténcia do cafeeiro a
ferrugem na presenga de silicio. Mudas de cafeeiro supridas com Si além de ndo
apresentarem resposta positiva no desenvolvimento fisioldgico, como a produgdo de
matéria seca, altura da parte aérea e comprimento da raiz, ndo tiveram respostas de
defesa potencializadas pela presenga do Si. E importante ressaltar que os valores dos
componentes de resisténcia do cafeeiro a ferrugem em mudas supridas com Si foram
menores, embora nao diferentes significativamente dos observados em mudas ndo
supridas com esse elemento.

Trabalhos realizados com o patossistema cafeeiro-Cercospora coffeicola
indicaram que o Si incorporado no solo apresentou efeito na reducdo da severidade da
cercosporiose. Nao foi observado aumento no teor foliar de Si, porém houve aumento
na absor¢do de outros nutrientes, que segundo os autores podem ter favorecido a uma
melhor resposta da planta ao ataque pelo patogeno (Pozza et al., 2004; Santos-Botelho
et al., 2005). A nutricdo de plantas determina em grande parte a sua resisténcia ou
susceptibilidade as doengas, pois os nutrientes sdo necessarios para a sintese de
barreiras quimicas e fisicas, estando envolvidos nos mecanismos de defesa das plantas
como componentes da célula, substratos, enzimas, ou como ativadores, inibidores ou
reguladores do metabolismo da planta (Datnoff et al., 2007).

Os resultados obtidos com a avaliagdo dos componentes de resisténcia sao
refletidos na quantificacdo da atividade de enzimas. No que se refere a ativagdo de
respostas bioquimicas da planta em defesa ao ataque por H. vastatrix através da

alteracdo nos niveis enzimaticos, pdde-se observar que atipicamente a enzima POD foi a
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unica que nao teve seu valor de atividade aumentado no inicio da infec¢ao pelo fungo.
Por outro lado, as enzimas GLI e QUI apresentaram aumento nas suas atividades com o
inicio das etapas de infeccdo pelo patégeno em mudas supridas ou ndo com Si. As
enzimas GLI e QUI, que catalisam a hidrolise de componentes da parede da hifa do
fungo, comumente estdo relacionadas com as respostas de defesa das plantas a
patogenos, inclusive no patossistema cafeeiro-H. vastatrix (Anguelova-Merhar et al.,
2001; Silva et al., 2002; Guzzo et al., 2004). Estudos com plantas transgénicas mostram
que o aumento na sintese de GLI e QUI esta relacionado com a diminui¢do dos danos
causados por patogenos (Broglie et al., 1991; Jach et al., 1995).

Neste trabalho, a atividade da GLI, POD ¢ QUI em folhas de mudas de cafeeiro
cultivadas em solugdo nutritiva com ou sem a adicdo de Si e inoculadas com H.
vastatrix, em geral, apresentou comportamento semelhante entre os dois tratamentos.
Esta observacdo leva a crer que o aumento na atividade destas enzimas foi
exclusivamente potencializado pela presenca do patégeno e ndo pelo Si.

Em conclusao, os resultados deste estudo indicam que o cafeeiro foi ineficiente
em translocar o Si das raizes para a parte aérea, restringindo-o ao sistema radicular.
Assim, a possivel potencializacdo de mecanismos de defesa comumente atribuidos a
esse elemento em outros patossistemas passam a ndo serem fatores determinantes da
resisténcia do cafeeiro a ferrugem. Entretanto, vale ressaltar os resultados do presente
estudo apontam para possibilidade de se utilizar o Si no controle de patégenos

radiculares.
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Tabela 2. Periodo de incubagéo (PI), periodo latente (PLgo), nimero de pustulas por folha
(NPF), didametro de pustula, severidade final e area abaixo da curva do progresso da
ferrugem (AACPF) em mudas de cafeeiro cultivadas em solu¢ao nutritiva com (2 mmol L
" ou sem (0 mmol L) adigdo de silicio (Si) e inoculadas com Hemileia vastatrix.

Componentes de resisténcia Si (mmol L™
0 2
PI (dias) 18,7 19,0
PL6() (dlaS) 34,8 35,8
NPF 83,2 85,4
Diametro de pustula (mm?) 17,8 17,3
Severidade final (%) 44,5 40,8
AACPF 2609,87 2168,95

"Médias para cada componente de resisténcia entre os tratamentos com ou sem Si ndo diferem significativamente
pelo teste-F ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Curva de progresso da severidade (SEV) da ferrugem em folhas de mudas
de cafeeiro cultivadas em solugdo nutritiva com (2 mmol L) ou sem (0 mmol L)
adi¢do de silicio (Si). A SEV foi avaliada assim que ocorreu o periodo latente e
depois a cada cinco dias. O desvio padrao da média esta representado em cada ponto.
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Figura 2. Curva de progresso da expansdo de pustulas (EP) de ferrugem em folhas de
mudas de cafeeiro cultivadas em solugdo nutritiva com (2 mmol L™") ou sem (0 mmol L~
" adigdo de silicio (Si). A expansdo das pustulas foi avaliada assim que ocorreu o
periodo latente e depois a cada cinco dias. O desvio padrao da média estd representado
em cada ponto.
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Figura 3. Curva do progresso das notas para os sintomas da ferrugem em folhas de
mudas de cafeeiro cultivadas em solugio nutritiva com (2 mmol L) ou sem (0 mmol L~
1 adicdo de silicio (Si). As avaliagdes se iniciaram assim que ocorreu o periodo de
incubagdo e realizadas a cada cinco dias. *Médias dos tratamentos com ou sem Si
diferem entre si pelo teste-t de Student ao nivel de 5% de probabilidade. O desvio
padrao da média esta representado em cada ponto.
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Figura 4. Sintomas da ferrugem na face abaxial de folhas de mudas de
cafeeiro cultivadas em solugdo nutritiva com (2 mmol L) (A) ou sem
(0 mmol L) (B) adigio de silicio aos 50 dias apds a inoculagio com

Hemileia vastatrix.
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Figura 5. Teor de potassio (K) e silicio (Si) na folha ¢ raiz de mudas de cafeeiro
cultivadas em solugio nutritiva com (2 mmol L) ou sem (0 mmol L™) adicdo de Si. ns,
* = ndo significativo e significativo pelo teste-t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. O desvio padrao da média estd representado em cada barra.
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Figura 6. Altura da parte aérea (APA), comprimento da raiz (CR) e peso da matéria
seca (PMS) do caule, folha e raiz de mudas de cafeeiro cultivadas em soluc¢do nutritiva
com (2 mmol L™) ou sem (0 mmol L) adigdo de silicio (Si). ns, * = ndo significativo e
significativo pelo teste-t de Student ao nivel de 5% de probabilidade. O desvio padrdo
da média esta representado em cada barra.
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Figura 7. Atividade especifica (AE) das enzimas glicanases (A), peroxidases (B) e quitinases (C) em
folhas de mudas de cafeeiro inoculadas com Hemileia vastatrix e cultivadas em solucao nutritiva com (2

mmol L) ou sem (0 mmol L) adi¢io de silicio (Si). * = significativo pelo teste-t de Student ao nivel de
5% de probabilidade. O desvio padrao da média estd representado em cada ponto.
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