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RESUMO

Neste estudo foram testados isolados de Pseudomonas syringae coletados em lavouras
de café, com sintomas de manchas foliares, para determinar a sensibilidade a diferentes
concetracdes de cobre. Os experimentos foram realizados in vitro utilizando-se 17 isolados e 3
repeticdes. Neste experimento, suspensdes de cada isolado, com a concentracdo ajustada em
espectrofotdmetro para 1,1x10° ufc/ml, foram semeados em placas de Petri, contendo meios de
cultura MMCC com as seguintes concentragdes: 0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,25; 0,4 e 0,6 mM (Cu
(OH)z2). Em seguida, foram escolhidos 3 isolados que apresentaram alta, intermediaria e baixa
sensibilidade ao cobre, para o experimento in vivo. Foram utilizadas a cultivar Catuai Vermelho
IAC 99, suscetivel a mancha aureolada, préviamente pulverizadas com 2,5 ml/L de 6leo mineral
e 7,10g/L de hidréxido de cobre. Foram 7 tratamentos, representados pela inoculagdo com os 3
isolados selecionados anteriormente, em plantas pulverizadas e ndo pulverizadas com hidréxido
de cobre e o controle sem inoculac&o e pulverizadas com hidroxido de cobre e 12 plantas por
parcela. As inoculacdes foram feitas na cdmara de crescimento vegetal do Laboratorio de
Epidemiologia do DFP/UFLA, a temperatura de 25° C, sob alta umidade, onde as plantas
permaneceram até o final da avaliacdo. Os isolados UFLA 06, UFLA 112, UFLA 113, UFLA
114, UFLA 148, UFLA 507 foram considerados resistentes ao cobre, pois foi observado o
crescimento in vitro de colonias em todas as concentracfes testadas. Os isolados UFLA 21,
UFLA 48, UFLA 138-1, UFLA 144 e UFLA 896 apresentaram crescimento apenas nas
concentragdes até 0,4 mM de (Cu (OH)2), sendo considerados intermediarios. Os isolados
UFLA 79, UFLA 98, UFLA 126, UFLA Guape e UFLA 129, este de P. syringae pv. tabaci,
apresentaram  crescimento apenas nas concentracfes até 0,25 mM de CuSO 4 sendo
considerados sensiveis ao cobre, bem como o isolado UFLA57 com crescimento até 0,15 mM
de (Cu (OH)2). Com o resultados, foram selecionados, aleatoriamente, para os testes in vivo na
cultivar Catuai Vermelho IAC 99 os isolados UFLA 148, como resistente ao cobre, UFLA 129,
resisténcia intermediaria, e UFLA 57 como sensivel. Na avaliacdo da incidéncia e severidade
da doenca houve diferencas significativas entre isolados e para a aplicacdo de cobre. As plantas
inoculadas com o isolado UFLA 148 e sem aplicacdo de cobre apresentaram a maior severidade
da doenca (AACPD), em relacdo aos demais tratamentos, que ndo diferiram entre si.
Analisando-se os resultados ndo se encotrou relagdo entre a sensibilidade dos isolados ao cobre
in vitro e in vivo, pois a aplicacdo do hidréxido de cobre causou a reducdo da doenca pelo
isolado UFLA 148, o mais resistente ao cobre nos testes in vitro.

Palavras-chave: Bactéria. Controle quimico. Café. Mancha aureolada.



ABSTRACT

In this study, isolates of Pseudomonas syringae collected from coffee plantations, with
symptoms of leaf spots, were tested to determine sensitivity to different concentrations of
copper. The experiments were carried out in vitro using 17 isolates and 3 replications. In this
experiment, suspensions of each isolate, with the concentration adjusted on a spectrophotometer
to 1.1x109 cfu/ml, were sown in Petri dishes, containing MMCC culture media with the
following concentrations: 0; 0.05; 0.10; 0.15; 0.25; 0.4 and 0.6 mM (Cu (OH)2). Next, 3 isolates
that showed high, intermediate and low sensitivity to copper were chosen for the in vivo
experiment. The Catuai Vermelho IAC 99 cultivar, susceptible to halo spot, was used,
previously sprayed with 2.5 ml/L of mineral oil and 7.10g/L of copper hydroxide. There were
7 treatments, represented by inoculation with the 3 previously selected isolates, on plants
sprayed and not sprayed with copper hydroxide and the control without inoculation and sprayed
with copper hydroxide and 12 plants per plot. The inoculations were carried out in the plant
growth chamber of the DFP/UFLA Epidemiology Laboratory, at a temperature of 25° C, under
high humidity, where the plants remained until the end of the evaluation. The isolates UFLA
06, UFLA 112, UFLA 113, UFLA 114, UFLA 148, UFLA 507 were considered resistant to
copper, as in vitro colony growth was observed at all concentrations tested. Isolates UFLA 21,
UFLA 48, UFLA 138-1, UFLA 144 and UFLA 896 showed growth only at concentrations up
to 0.4 mM of (Cu (OH)2), being considered intermediate. The isolates UFLA 79, UFLA 98,
UFLA 126, UFLA Guapé and UFLA 129, this one from P. syringae pv. tabaci, showed growth
only at concentrations up to 0.25 mM of CuSO 4, being considered sensitive to copper, as well
as the isolate UFLAS7 with growth up to 0.15 mM of (Cu (OH)2).

With the results, isolates UFLA 148 were randomly selected for in vivo tests on the Catuai
Vermelho IAC 99 cultivar, as resistant to copper, UFLA 129, as intermediate resistance, and
UFLA 57 as sensitive. When evaluating the incidence and severity of the disease, there were
significant differences between isolates and the application of copper. Plants inoculated with
the UFLA 148 isolate and without copper application showed the highest severity of the disease
(AACPD), in relation to the other treatments, which did not differ from each other. Analyzing
the results, no relationship was found between the sensitivity of the isolates to copper in vitro
and in vivo, as the application of copper hydroxide caused a reduction in the disease caused by
the UFLA 148 isolate, the most resistant to copper in in vitro tests.

Keywords: Bacteria. Chemical control. Coffee. Halo stain.
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1 INTRODUCAO

O café é uma bebida consumida em todo o mundo, independentemente das condi¢bes
financeiras da populacéo. Entretento, a procura por cafés com qualidade tem criado expectativas
no mercado atual. E no cuidado do cultivo, na importante fase de maturag&o e no beneficiamento
dos gréos que esta a qualidade da bebida, em que a composi¢do quimica chega ao méximo da
qualidade e nos concede saborear uma bebida inigualavel (LOPES, 2000; BOREM, 2008;
ISQUIERDO, 2011).

No Brasil, dentre a diversidade do género Coffea L. (Rubiaceae), as espécies Coffea
arabica L. e C. canephora Pierre, conhecidas como arabica e conilon/robusta, sdo as de maior
consumo. O Estado de Minas Gerais é o principal produtor de café do pais, com 34.65 milhdes
de sacas, 0 que corresponde a aproximadamente 55% da producdo nacional (CONAB, 2018,
2020, USDA, 2021b, VIEIRA, 2017).

A cafeicultura é sem divida, a principal atividade agricola do pais. Entretanto, varios
fatores, como o clima, a nutricdo, a ocorréncia de doencas e pragas, podem influenciar
ocasionando queda na producdo e reducdo dos rendimentos (RODRIGUES et al., 2013). Entre
esses fatores as doengas se destacam, como a mancha aureolada, de origem bacteriana
(PATRICIO et al., 2008). As folhas com os sintomas da mancha aureolada tem reducio da taxa
fotossintética e consequentemente menor energia disponibilizada. Os sintomas da doenga podem
ocorrer também em flores, frutos novos e ramos do cafeeiro (RODRIGUES et al., 2013).

Considerando-se o custo-beneficio para os produtores, recomenda-se 0 uso de cultivares
de café resistentes e mais adaptadas as regides com climas especificos para o plantio. Para a
mancha aureolada, mesmo que tenham sido identificadas variedades com resisténcia, a maioria
das cultivares plantadas apresentam suscetibilidade a doenca. Nesta situacdo, recomendam-se
outras medidas de controle, como usar mudas livres da bactéria, evitando-se mudas contaminadas
produzidas em areas infestadas, e utilizar fungicidas cuapricos (ZOCCOLI, TAKATSU;
UESUGI, 2011; RODRIGUES, 2013). Sabe-se que entre os problemas com o uso de cupricos
estdo surgimento de populacdes do patdgeno com resisténcia aos produtos. Portanto, é necessario
ter informacodes sobre a dosagem a ser usada para o controle efetivo da mancha aureolada.

Neste trabalho, foram testados 17 isolados de Pseudomonas syringae, coletados em
diversas lavouras de Minas Gerais, quanto ao crescimento in vitro sob diferentes doses de (Cu
(OH)2). Em seguida, 3 isolados selecionados como resistente, parcialmente resistente e sensivel

ao (Cu (OH)2), foram utilizados para os testes in vivo, empregando-se plantas de café cultivar
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Catuai Vermelho IAC 99 e tratamento com 6leo mineral e hidréxido de cobre, com o objetivo de

investigar a eficacia do controle da mancha aureolada em plantas de café infectadas com isolados

com diferentes niveis de resisténcia aos cupricos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A mancha areolada do cafeeiro

A mancha aureolada do cafeeiro (Bacterial halo blight), causada por Pseudomonas
syringae pv. Garcae, (Psg), Amaral, Teixeira e Pinheiro, (1956); Young, Dye & Wilkie, (1978),
foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1955, no Estado de S&o Paulo, na cidade de Garca.
Posteriormente a sua ocorréncia foi relatada nos Estados de Minas Gerais e Parand (KIMURA
etal., 1976; MOHAN et al., 1976). Ha relatos de ocorréncia também em outros paises, como na
Republica do Quénia (KAIRU, 1997; RAMOS; SHAVDIA, 1976), Etiépia (KOROBKO;
WONDIMAGEGNE, 1997), Uganda e China (CHEN, 2002). Atualmente, a mancha aureolada
do cafeeiro estd amplamente disseminada nas principais regides produtoras de Coffea arabica
do Brasil e sua incidéncia tem crescido em regides onde Coffea canephora esta sendo cultivada,
espécie que responde por 25% da producdo de café do pais (RODRIGUES et al., 2020). A
mancha aureolada estd deixando os agricultores preocupados com a dificuldade de
controle/manejo da bactéria, e com o0s prejuizos causados a producdo nas lavouras
(RODRIGUES et al, 2013), principalmente regides montanhosas, de altitude elevada, com fortes
ventos que atingem as plantas, contribuindo para o aumento da incidéncia da doenca (ZOCCOLI
etal., (2011).

Segundo Almeida et al., (2012), a doenga no campo comeca em lavouras com cafezais
reformados com podas, sujeitos a ventos, ou apds longos periodos de chuvas ou também em
cafezais em formacdo de 3 a 4 anos de idade e, por este motivo, considerando esta fase de
crescimento, as plantas devem estar em pleno vigor com adubacédo equilibrada, evitando-se as
deficiéncias nutricionais. Os sintomas caracteristicos da doenca sdo lesdes foliares necroticas
irregulares, de coloracdo marrom escuro, circundadas por halo amarelado que podem unir e
formar grandes areas necrosadas.

Em estudos relacionados a resisténcia de cafeeiros ao patdégeno Oliveira e Romeiro
(1991), observaram que as folhas mais jovens sdo suscetiveis a P. syringae pv. garcae, enquanto
que as folhas mais velhas apresentam maior resisténcia a infeccao e também maior atividade das
enzimas peroxidase e polifenoloxidade em extratos provenientes de folhas velhas inoculadas com
P. syringae pv. garcae, as quais inibiram o crescimento da bactéria nos bioensaios conduzidos
por difuséo em gel.

A ocorréncia da mancha aureolada pode diminuir nos cafezais em periodos com menor
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chuva devido a menores condi¢des favoraveis para a dispersdo, penetracdo e desenvolvimento

da bactéria. O manejo da mancha aureolada requer medidas preventivas, que visam impedir a
entrada da doenca nas lavouras e dificultar o aumento da bactéria nas areas em que foram
detectadas (MACIEL et al., 2012). As mudas livres da bactéia, vindas de viveiros registrados, e
a manutencdo das plantas em equilibrio nutricional sdo medidas importantes para preservar as
lavouras de café. Para o controle da doenca recomenda-se a poda das mudas ao terceiro par de
folhas seguido de pulverizagbes com cupricos, como estabelecido pelas certificadoras, e a
retirada dos restos vegetais da lavoura a fim de diminuir a fonte da doenca (RODRIGUES et al.,
2012).

2.2.1 ldentificacdo da doenca

A mancha aureolada do cafeeiro foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1955, na
cidade de Garca, Estado de Sao Paulo, Amaral, Teixeira e Pinheiro., (1956). Durante 17 anos a
mancha aureolada ndo apresentou registros de importancia na producdo do café e apds este
periodo alguns casos isolados foram registrados (MOHAN, 1976). Em algumas regies, como o
Alto Paranaiba, Estado de Minas Gerais, 0os primeiros relatos foram no municipio de Séo
Gotardo, em 1980, causando a seca nos ramos (VALE; ZAMBOLIM,1997). Em 2010, foi
relatada como uma doenca de importancia na economia cafeeira, pois, tornou-se fator decisivo
para a producdo de mudas e lavouras de café. Determinadas regides foram prejudicadas com a
baixa producdo, afetando assim o comércio de grdos. A mancha aureolada foi registrada também
em viveiros de café nos Estados do Parand, Sdo Paulo e Minas Gerais, na Regifes Sul, Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba (SERA et al., 2004; ZOCCOLI etal., 2011; BELAN, 2014; YAMADA,
2014).

2.2.2 O patdgeno

Pseudomonas syringae pv. garcae pertence ao filo Proteobactéeria, classe Gamma
Proteobactéria, ordem Pseudomonadales e familia Pseudomonadaceae (AGRIOS, 2005;
MOORE et al., 2006; FERREIRA; SALGADO, 1995; KING; WARD; RANEY, 1954). E uma
bactéria Gram negativa, aerdbia estrita, apresenta células em formato de bastonetes retos ou
levemente curvos, com medidas que variam de 0,5 a 1,0 um de diametro e 1,5 a 4,0 um de

comprimento e se locomove através de um ou varios flagelos polares. Quando cultivada em meio
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de cultura King B, os isolados produzem pouca quantidade de pigmento fluorescente e, em meios

de cultura como batata dextrose agar (BDA) e agar nutriente (NA), podem produzir um pigmento
marrom, denominado melanina (BARTA; WILLIS, 2005). Alguns dos isolados de P. syringae
pv. garcae provenientes do Quénia produzem pigmento amarelo fluorescente em meio KB
(KAIRU, 1997).

Pseudomonas syringae pv. garcae enquadra-se no grupo | das bactérias fluorescentes.
Nos testes LOPAT (levana + oxidase + podriddo em batata + arginina + hipersensibilidade em
fumo) é positiva para levana e induz hipersensibilidade em fumo; € negativa para oxidase,
podriddo em discos de batata e arginina di-hidrolase. Hidrolisa gelatina e ndo acumula poli--
hidroxi-butirato (PHB). Utiliza ramnose, trealose, eritritol, D-sorbitol, D-manitol, celobiose,
sacarose, insitol, D-quinato, manitol, L- ascorbato, meso-inositol, D-xylose e triacetina e ndo
utiliza adonitol, trigonelina, lactose, L(+) tartarato, D(-)tartarato, DL-lactato, DL-homoserina, o-
lecitina, linolenato, L-malato, L-histidina (LELLIOTT et al., 1966; RODRIGUES NETO et al.,
1981; BRADBURY, 1986; SCHAAD et al., 2001; BARTA; WILLIS, 2005).

2.2.3 Desenvolvimento da doenga

A mancha aureolada comeca quando a bactéria P. syringae pv. garcae alcanca a parte
vegetativa da planta, geralmente por meio da agua, seja agua de chuva ou irrigacdo. A penetracao
ocorre por aberturas naturais ou ferimentos, feitos por equipamentos mecanicos, lesdes nas folhas
e ramos deixadas pelo bicho mineiro, pela mancha de olho pardo, mancha de Phoma e de
Ascochyta, tanto no campo quanto em viveiros de café (RAIMUNDI et al., 2021; ZAMBOLIM,
2013). A mancha aureolada apresenta maior severidade em folhas e brotacdes novas que
favorecem a penetracdo do patégeno, menor severidade nas folhas adultas e, considerando
também a presenca de compostos de defesa que condiciona maior resisténcia (OLIVEIRA e
ROMEIRO, 1990). Nas folhas mais velhas sdo observadas manchas de coloragdo pardo-escura,
formato irregular, envolvidas por um grande halo amarelo. A area necrosada normalmente se
rompe, permanecendo um furo no centro da mancha. Na época do florescimento ou de frutos
novos verificam-se necroses nos restos de flores e folhas. Em viveiros, a doenca causa queima
das folhas e necrose dos tecidos jovens, enquanto nas lavouras provoca desfolha e seca dos ramos
laterais (ZAMBOLIM, 2018).

Os sintomas causados pela bactéria sao lesGes irregulares, com aparéncia encharcada nas

bordas, de coloragdo marrom-escura a negra, que em seguida aumentam de tamanho e podem ou
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ndo desenvolver halos amarelos ao redor das lesdes, podendo unir-se para formar grandes areas

necrosadas e causar a deformacéo e o rompimento do limbo foliar. As lesdes ocorrem nas bordas
das folhas, provavelemente pelo acimulo da agua (POZZA et al. 2010; RODRIGUES et al.,
2013; BELAN et al. 2014).

2.2.4 Determinantes da doenca

A doenca pode ocorrer nas plantas de café em periodos variados, de acordo com a regido
e as condicdes climaticas. Chuvas intensas, temperaturas amenas, utilizacdo de tratos culturais
mecanicos ou lavouras situadas em maiores altitudes, desprotegidas da acdo do vento, favorecem
a ocorréncia da doenca (ZAMBOLIM, 2018; POZZA et al., 2010). Nos periodos onde as chuvas
sdo minimas ocorre diminuicdo da incidéncia da doenca, por falta de &gua (RODRIGUES et al.,
2013; ZAMBOLIM, 2013). A disseminacao da doenca pode ocorrer de varias formas, como pela
acao de respingos de chuvas, chuvas finas oude granizo, que causam ferimentos que funcionam
como portas de entrada para a bactéria. As faces das plantas ndo expostas a claridade ou a luz
solar permanecem por periodos mais longos com as folhas umidas, o que favorece a infecgdo. A
bactéria pode ficar na face inferior da folha ou mesmo em solos infestados até surgirem condicGes

ideiais para novas contaminagoes.

2.2.5 Controle e acdo estratégica da doenca

Pseudomonas syringae pv. garcae faz parte de um grupo distinto de bactérias de facil
disseminacéo e, portanto, deve-se adotar medidas preventivas, para impedir a sua entrada nas
lavouras de café. Para controlar a mancha aureolada recomenda-se mudas isentas da bactéria
produzidas em viveiros certificados, acompanhamento técnico com a programacao para a
dubacédo das lovouras novas ou recem-podadas de café. O plantio de quebra-ventos diminui a
disseminacdo da mancha aureolada, bem como, o uso do hipoclorito de sédio para a desinfetacéo
dos equipamentos de uso direto nas lavouras de café, como as colheitadeiras, ajudam no controle
da doenca (RODRIGUES et al., 2013).

O controle quimico da mancha aureolada nem sempre € eficaz (RODRIGUES et al.,
2013). Entretanto, muitos produtores utilizam quinzenamente produtos ativos, como o antibiético
cloridrato de casugamicina (300 ml/100L agua), intercalado com pulveriza¢des com oxicloreto
de cobre (0,3%), com o bjetivo de impedir a proliferagdo de novas linhagens resistentes
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(PARADELA et al., 2000). Segundo Patricio et al., (2008), o controle da mancha aureolada com

casugamicina ou oxicloreto de cobre deve ter inicio antes do periodo das chuvas, diminuindo a

entrada da bactéria nas lavouras de café.

2.2.6 Outras doencas bacterianas em cafeeiro

Outras doencas bacterianas foram descritas em lavouras de café com o0s sintomas
caracteristicos de manchas foliares, tanto em viveiros quanto nas lavouras. O crestamento
bacteriano, causado por Pseudomonas cichorii, foi observada pela 12 vez no Brasil por (ROBBS
et al., 1974) em viveiro e campo no Estado de Minas Gerais e, posteriormente, em viveiro no
Estado de S&o Paulo (ALMEIDA et al., 2012). A mancha bacteriana, causada por Pseudomonas
syringae pv. tabaci, foi observada em viveiros de café no Estado de S&o Paulo (RODRIGUES
NETO et al., 2006; DESTEFANO et al., 2010), e em lavouras nos Estados do Parana
(RODRIGUES et al., 2017) e Minas Gerais (RAIMUNDI et. al., 2021). A mancha escura
bacteriana, causada por Burkholderia andropogonis, foi relatada em 1979, em folhas de cafeeiro
da cultivar Catuai amarelo (RODRIGUES NETO et al., 1981). E importante a correta diagnose
da doenca, para se saber qual das bactérias do cafeeiro esta ocorrendo, uma vez que os sintomas
podem confundir o diagndstico final.

Os isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae nem sempre produzem tabtoxina ou entdo
produzem em quantidades menores, nao prejudiciais. A toxina ndo é um fator de patogenicidade,
mas favorece o aumento da viruléncia dos isolados que a produzem, devido a producéo do halo
amarelado, ou clorose, nos tecidos da planta (LYDON; PATTERSON, 2001; BARTA; WILLIS,
2005; HWANG et al., 2005).

2.2.7 Resisténcia de isolados bacterianos ao cobre

Em 1882, foi produzida a calda bordalesa, o primeiro fungicida a base de cobre. O seu
inventor foi Pierre Marie-Alexis Millardet, entdo professor da Universidade de Bordeaux na
Franca, regido que deu nome a calda (MIZUBUTI; MAFFIA, 2013; LEAL et al, 2019). Ainda
no século XIX, na Nova Zeléndia, o controle da requeima da batata (Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary), foi realizado com a aplicacdo da calda bordalesa. Esse fato levou também a
comprovacdo do cobre como micronutriente essencial para o crescimento das plantas, pois o

elemento proporcionou incremento no rendimento da batata apds a aplicacé@o da calda bordalesa,
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mesmo quando néo havia a doencga no campo (EVANS; SOLBERG; HUBER, 2007).

O uso da calda bordalesa como fungicida estimulou o rapido desenvolvimento de outros
capricos (PRINTZ, 2016). Em virtude disso, houve grandes avancos na agricultura do século
XX, em especial na protecdo de plantas, e desde entdo, a calda bordalesa é reconhecida como
uma das descobertas mais valiosas para a agricultura (STRAYER-SCHERER et al., 2018). O
cobre € utilizado até os dias atuais e desempenha importante papel para o desenvolvimento de
programas fitossanitarios.

O cobre € um metal de transi¢do e micronutriente essencial as plantas, por participar de
varios processos fisiolégicos como a fotossintese, respiracdo, distribuicdo de carboidrato,
reducdo e fixacdo de nitrogénio (EVANS; SOLBERG; HUBER, 2007; YRUELA, 2009;
CARVALHO; GUIMARAES; BASTOS et al., 2010; BROADLEY et al., 2012). No solo, a
disponibilidade do cobre é maior quando o pH é inferior a 5,0, em razdo da sua forma iénica.

O cobre na forma Cu," ao ser aplicado sobre as plantas é imediatamente absorvido. No
interior das células o cobre forma complexos com enzimas de grupos sulfidrila, hidroxila, amino
ou carboxila, interferindo em inUmeras reacdes enzimaticas, e também desnaturam proteinas e
blogueiam as atividades respiratdrias, dai seu efeito multissitio (MONTAG; SCHREIBER,;
SCHONHERR, 2006; LA TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018).

Como consequéncia de suas propriedades, o cobre pode ser tdxico, caso a sua
concentracdo esteja acima dos niveis adequados (MALAVOLTA et al., 1997). Devido a isso, 0
seu excesso em concentragdes acima de 30 mg.kg-1 ou deficiéncia, abaixo de 3 mg.kg-1 podem
induzir diversas alteragdes nas plantas, como disturbios no metabolismo, deficiéncia de outros
nutrientes, clorose e necrose do tecido foliar, inibicdo do crescimento e até mesmo a morte
(FERNANDES; HENRIQUES, 1991; KOPSELL, 2007; CARVALHO; GUIMARAES;
BASTOS et al., 2010). Portanto, é importante manter os teores de cobre das plantas em faixas
adequadas, pois o transporte de elétrons na fotossintese é alterado em ambas as condic¢des, com
deficiéncia ou excesso de cobre (YRUELA, 2005; MALAVOLTA, 2006).

Diversos produtos a base de cobre sdo registrados para o controle de doencas de plantas.
Sé&o formulados e comercializados como oxido cuproso (Cu20), hidroxido (Cu (OH)z2), oxicloreto
(Cu2CI(OH)3 ) e sulfato de cobre (CuSO4), sendo esse ultimo componente da calda bordalesa
juntamente com a cal (CABUS, et al., 2017; AGROFIT, 2019). Os clpricos devem ser aplicados
no momento adequado para proteger a planta, ou seja, antes da infecgdo do tecido vegetal. Por
efeito do seu modo de acao preventivo, uma barreira quimica é formada e impede a colonizacéo

e germinacgéo dos esporos.
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A resisténcia aos produtos quimicos pode ser definida quando um patdégeno em sua

populacéo se torna resistente a um determinado grupo quimico aplicado. A resisténcia pode nem
sempre ser completa, podendo ocorrer apenas uma sensibilidade reduzida (BROADLEY et al.,
2012). Para que a resisténcia se desenvolva, os isolados resistentes j& devem estar na populagéo.
Em geral, mutagdes naturais sdo responsaveis por esses isolados resistentes. Por ser um método
eficiente na maioria dos casos, 0 uso do controle quimico nas lavouras ainda é a forma mais
utilizada no controle de doencas em plantas. No entanto, o uso dessa pratica sem estratégias de
controle adequado pode ocasionar a selecdo de isolados resistentes aos cupricos, comprometendo
a eficiéncia do mesmo, e também causar impactos negativos ao meio ambiente. Questées como
doses de produtos, quantidade e forma de aplicacdo, praticas agricolas, caracteristicas de solo e
relevo da propriedade interferem nessa eficiéncia por ocasior o processo de resisténcia aos
produtos quimicos utilizados nas lavouras (SPADOTTO; BETTIOL, 1997).

A expressao de resisténcia em plantas de cafeeiro é possibilitada por caracteristicas
genéticas ou de oriegm da interacdo gendtipo e ambiente. A resisténcia a doencas é uma
caracteristica desejavel devido a reducdo da necessidade de utilizacdo de controle quimico
durante o ciclo da cultura, entretanto, dificilmente se consegue selecionar uma cultivar com
varias caracteristicas de interesse agrondmico (CARVALHO et al., 2012; LIMA, 2015). Para
manter a eficiéncia de um produto como o cobre é importante a pulverizacdo planejada e sempre
a aplicacdo preventiva, observando as novas folhas e 0 momento das podas. O cobre beneficia as
plantas através do seu efeito como micronutriente e como tonificante. Esse elemento é essencial
as plantas por ser componente de muitas enzimas e proteinas e por estar envolvido em inimeras
rotas metabdlicas. Varias enzimas que contém ou sdo ativadas pelo cobre, catalisam reac6es de
oxido-reducao em diversos processos fisioldgicos das plantas (CHOUDHARY etal., 2012; GUO
et al., 2010; YRUELA, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedéncia dos isolados bacterianos

Os isolados séo provenientes da colegdo do Laboratdrio de Bacteriologia de Plantas do
Departamento de Fitopatologia da UFLA (RAIMUNDI et al., 2021), oriundos de plantas com
sintomas de mancha aureolada, coletadas em campos de producdo comercial ou de amostras
enviadas a Clinica Fitossanitaria do DFP/UFLA para diagnose, de diversos municipios do Estado
de Minas Gerais (Tabela 1). Foram utilizadas no experimento mudas de cafeeiro da cultivar
Catuai-Vermelho IAC-99.

Tabelal - Denominacdo e procedéncia dos isolados de Pseudomonas syringae utilizados

Isolados Cidade

UFLA: 06; 21; 79; 98 Nepomuceno

UFLA: 48; 114 Trés Pontas

UFLA: 113 Vargem Grande

UFLA: 126 Santo Antbnio do Amparo
UFLA: 57; 112 Varginha

UFLA: 144 -

UFLA: 148 ljaci

UFLA: 129 S&o Sebastido do Paraiso
UFLA: 507; 896 -

UFLA: 138-1 El6i Mendes

UFLA: Guapé Guapé

3.2.Sensibilidade in vitro de isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae ao cobre em meio
MMCC

3.2.1 Meio de cultura e produtos utilizados

Para a multiplicacdo das colénias bacterianas foi utilizado o meio MMCC (Médium
Minimal Complexing Copper), composto por 1,7g de casitone, 0,35g de extrato de levedura, 8,59
de Agar e 2,0 ml de glicerol por litro de agua destilada (POHRONEZNY et al., 1992). Para testar
a sensibilidade dos isolados bacterianos ao cobre, foi utilizada uma solucéo estoque de hidroxido
de cobre (Cu (OH)2) Kocide ® W D G Bioactive — Du Pont do Brasil S.A. Barueri, SP, 7,10 ¢

do produto/L &gua, que posteriormente foi diluida no meio de cultura para as seguintes
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concentragdes finais: 0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,25; 0,4 € 0,6 mM (Cu (OH)2).

3.2.2 Preparo das suspensdes bacterianas

Todos os isolados descritos foram preservados em agua destilada esterilizada (ADE), a
temperatura ambiente, e também em peptona glicerol em freezer a -80° C. Para a recuperacao
dos isolados foi feita a repicagem em placas de Petri contendo o0 meio MMCC, pelo método de
estrias paralelas, para o crescimento das colonias. Depois de incubadas a 28° C por 48 horas,
foram preparadas suspensdes bacterianas, com agua destilada estéril, na concentracéo de 1,1 X
10°ufc ml?, utilizando-se espectrofotdémetro a Asoo - 0,4 (OLIVEIRA; ROMEIRO, 1990).

3.2.3 Inoculagéo e avaliagio do crescimento in vitro dos isolados bacterianos

Neste teste foi utilizado uma placa por tratamento com 3 repeticGes. A inoculacdo foi
feita empregando-se 50 pl das suspensdes bacterianas, diluidas a 10, espalhadas na placa
contendo 0 meio MMCC com e sem hidréxido de cobre, com uma alca de Drigalski flambada.
Os tratamentos consistiram de meio contendo o hidroxido de cobre nas concentragdes 0, controle;
0,05; 0,10; 0,15; 0,25, 0,4 e 0,6 mM de hidréxido de cobre. Depois da inoculacdo, as coldnias
foram incubadas a 28° C, por 48 horas. As avalia¢bes foram feitas e registradas apds 72 horas,

por meio da analise da presenca ou auséncia de coldnias bacterianas nas placas.

Sensibilidade in vitro de isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae ao cobre por

exposicao direta

3.3.1. Meio de cultura e produto utilizado

Foi utilizado o método descrito por (MARCO e STALL, 1983), preparando-se placas de
Petri contendo meio MMCC e como fonte de cobre o Cu (OH). com as mesmas especificacoes
descritas anteriormente. As solucdes de cobre foram preparadas, a partir de uma solucao estoque
de 2,5 x 10° pug.ml* com &gua destilada estéril, nas seguintes concentragdes: 0; 0,05; 0,10; 0,15;
0,25 0,4 e 0,6 mM. Como no experimento anterior, foi utilizada uma placa por tratamento com 3

repeticoes.
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3.3.2. Preparo das suspensdes bacterianas

O preparo das suspensdes bacterianas foi feito conforme descrito anteriormente.

3.3.3 Inoculacéo e avaliacao

Cinquenta pl da suspenséo bacteriana na concentragdo igual a 1,1 x 10° ufc ml™* foram
diluidas a 10 e transferidas para cada um dos microtubos contendo as 7 concentragdes de cobre
diluidos em agua estéril, conforme especificado. Apés uma hora, foram plaqueadas aliquotas de
50 ul de cada tratamento nas placas contendo meio MMCC (sem adicdo de cobre subsequente)
empregando-se a alca de Drigalski. A reacdo dos isolados ao cobre foi avaliada apds 48 horas de
incubagdo, a 28° C, por meio da analise da presenca ou auséncia de coldnias bacterianas nas
placas.

3.4 Sensibilidade in vivo de isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae em plantas de

cafeeiro préviamente pulverizadas com 6leo mineral e hidroxido de cobre

O experimento foi montado na cadmara de crescimento vegetal do Laboratorio de
Epidemiologia do DFP/UFLA, a temperatura de 25° C, alta umidade e 12 horas de luz e 12 horas
de escuro. Foram selecionados nos experimentos in vitro 2 isolados de P. syringae pv. garcae,
UFLA 148 como resistente ao cobre e UFLA 57 sensivel ao cobre, e o isolado UFLA 129 de P.
syringae pv. tabaci com sensibilidade intermediaria. Foi utilizada a cultivar Catuai vermelho
IAC 99. O delineamento experimental foi blocos casualizados, empregando-se 12 plantas por
parcela e 2 repeti¢cdes. Os tratamentos foram: inoculagdo com os 3 isolados em plantas
pulverizadas e ndo pulverizadas e plantas controle pulverizadas e ndo inoculadas e ndo
pulverizadas e ndo inoculadas.

Os produtos empregados para pulverizacdo das plantas estédo discriminados na tabela 2.
A solucdo de hidroxido de cobre foi preparada na concentracao de 7,10 g/litro, acrescida de oleo
mineral na concentracdo de 2,5 ml/litro. A testemunha foi constituida por plantas pulverizadas
com essa mesma solugéo e ndo inoculada. O produto hidroxido de cobre foi pulverizado 2 horas
antes da inoculacgdo. A inoculagéo da suspensao bacteriana foi feita por pulverizagéo nas plantas
de café mantidas por 24 hs antes e 48 horas apds a inoculagdo cobertas com sacos plasticos, para

manter a umidade, a 25° C (Figura 1), em camara de crescimento até a Ultima avaliacdo. As
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Tabela 2 Produtos quimicos utilizados no controle da mancha aureolada do cafeeiro causada por
Pseudomonas syringae pv. garcae.

PRODUTOS PRODUTOS COMERCIAIS DOSE DO PRODUTO
(GOUML)/100 L H20
Oleo mineral Assist ® adjuvante — Basf S.A, Sdo | 2,5 ml do produto/L H20
Paulo, SP, Brasil
Hidroxido de Kocide ® W D G Bioactive — Du ;
) ) 7,10 g do produto/L agua
Cu(OH)2) Pont do Brasil S.A. Barueri, SP

Figura 1 - Plantas de café inoculadas e ndo inoculadas com os isolados bacterianos de P. syringae
pv. garcae em camara Umida

Fonte: Ariane de Souza Alvarenga
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3.4.1 Avaliacéo da incidéncia e severidade da doenca

A severidade da mancha aureolada foi avaliada diariamente. Os sintomas foram
observados inicialmente a partir do 5° dia, em algumas plantas de café, no primeiro e segundo pares
de folhas, empregando-se a escala diagramatica de Belan et at., (2014), Tabela 3 - (Figura 2). Os
valores obtidos, foram empregados para construir a curva de progresso da doenca (SHANER;
FINNEY, 1977). Os gréaficos abaixo mostram o progresso da doenca.

Tabela 3 - Escala de notas para a mancha aureolada do cafeeiro

Nota  Grau de severidade (%0)
0 0%
(0.1-0.99%)
(1-2%)
(2.01-4%)
(4.01-8%)
(8.01-16%)
(16.01-25%)
(25.01-45%)

o N o o A W DN PP

(>45.1%)

Fonte: Belan et at., (2014)

Figura 2 - Escala diagramatica utilizada para avaliar a incidéncia e a severidade da mancha
aureolada em folhas de cafeeiro.
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De posse dos dados referentes a severidade (sem unidades), calculou-se a area abaixo da

curva de progresso da doenca (AACPD) conforme descrito na equacéo:

n-—1
Y+,
AACPD = z (i S ) o T
i=1

AACPD: érea abaixo da curva de progresso da doenca;
Yi: proporg¢do da doenca na i-nésima observacéo;
Ti: tempo, em dias, na i-nésima observacéo;

n: numero total de observacdes.
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4 RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 Sensibilidade in vitro de isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae ao cobre em meio
MMCC

As reacdes dos isolados bacterianos as diferentes doses de cobre se encontram
representadas na figura 3. Pode-se notar que os isolados apresentaram comportamentos diferenes
quando expostos ao meio MMCC contendo (Cu (OH)2). Dos 17 isolados testados, 6 foram
completamente resistentes a todas as concentragdes do produto testadas: UFLA 06, UFLA
112, UFLA 113, UFLA 114, UFLA 148, UFLA 507. Outros 5 isolados também
foram resistentes, mas apresentaram crescimento até a concentracdo 0,4mM:
UFLA 21, UFLA 48, UFLA 138-1, UFLA 144 e UFLA 896. As menores
resisténcias foram observadas nos isolados de P. syringae pv. garcae UFLA 79,
UFLA 98, UFLA 126, UFLA Guapé e de P.syringae pv. tabaci UFLA 129, capazes
de crescer apenas nas concentracbes até 0,25mM, bem como o isolado UFLA57 com
crescimento apenas até 0,15mM, conforme tabela 3. De acordo com Griffin, Brown e Gambley,
(2018), pequenas variagdes na metodologia, meio de cultura e doses aplicadas, afetam
significativamente os resultados de sensibilidade in vitro ao cobre. Acredita-se que uma
padronizacdo seja importante para as possiveis varidveis utilizadas considerando o meio de
cultura, pH e o método de quantificacdo da populacdo bacteriana. Além disso, 0s meios mais
complexos ndo sdo padronizados, o que reduz a reprodutibilidade dos testes (ACAR e
GOLDSTEIN, 2004). Este meio MMCC é, portanto, bem adaptado para a realizacéo de testes de
crescimento em relacdo a sensibilidade ao cobre.

Foram encontrados relatos na literatura sobre a complexibilidade do cobre em diferentes
meios de cultura. Rezende (2006), testou diferentes meios com cobre, como Kado & Heskett 523
e MMCC, para obter resultados relevantes sobre a resisténcia dos isolados de Erwinia psidii,
agente da seca de ponteiros da goiabeira. O mesmo foi verificado por Silva e Lopes (1995), ao
testar a sensibilidade de isolados de Pseudomonas syringae pv. tomato, agente da pinta bacteriana
do tomateiro, nos meios NA, King B, MMCC e 523.
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Figura 3. Sensibilidade in vitro de isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae a diferentes
concentragdes de (Cu (OH)2) em meio MMCC

Crescimento de Isolados de P. sringae pv. garcae em meio de
cultura com diferentes concentragdes de cobre
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O uso frequente de clpricos, as vezes até em concentracdes inadequadas, empregados ao
longo do tempo, tem acarretado a selecdo de isolados bacterianos resistentes ao cobre
(COOKSEY, 1993; CARZOLA et al., 2002; GUTIERREZ-BARRANQUERO et al., 2013).
Alguns autores, trabalhando com resisténcia a cobre em P. syringae pv. garcae identificaram
genes que poderiam estar ligados a resisténcia da bactéria ao cobre. Giachino e Waldron (2020),
avaliaram os mecanismos empregados por Salmonella enterica para escapar da toxicidade ao
cobre. Eles observaram que a toxicidade nesta bactéria emprega ndo apenas a homeostase

intracelular mas também reparam o dano causado pelo excesso do produto.

4.2 Sensibilidade in vitro de isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae ao cobre por

exposicao direta

O crescimento de 17 isolados de P. syringae pv. garcae expostos diretamente a solucéo
de Cu (OH)2 antes de serem colocados em placa de petri com 0 meio MMCC, foi exatamente
igual ao obtido no experimento anterior, ou seja, UFLA 06, UFLA 112, UFLA 113, UFLA
114, UFLA 148, UFLA 507 como resistentes ao cobre, UFLA 21, UFLA 48,
UFLA 138-1, UFLA 144 e UFLA 896 com resistencia intermediaria e UFLA 79,
UFLA 98, UFLA 126, UFLA Guapé, UFLA 129 e UFLA57 como suscetiveis,
mostrando que a toxicidade do cobre aos isolados acontece tanto quando estes sdo expostos ao

cobre em solucdo quanto diluido no meio de cultura, antes ou depois do plaqueamento. Baseado
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neste experimento e no anterior, os isolados escolhidos para o experimento in vivo com as plantas

de café foram: UFLA148 como resistente, UFLA 129 P. syringae pv. tabaci como isolado de
resiténcia intermediariae UFLA 57 como sensivel ao cobre. Considerndo as referéncias, resalta-
se a importancia de pesquisas para acompanhar os diferentes niveis de sensibilidade ao cobre nos
isolados de P. syringae pv. garcae em Minas Gerais, identificar alguns mecanismos ligados a

essa resisténica com a finalidade de estabeler estratégias de controle a serem adotadas na cultura.

FIGURA 4 - Crescimento in vitro de isolados de P. syringae pv. garcae em diferentes dosagens
de cobre

Fonte: Ariane de Souza Alvarenga

4.3 Incidéncia e severidade da mancha aureolada em mudas de cafeeiro pulverizadas e nao
pulveirzadas com hidroxido de cobre e inoculadas com Pseudomonas syringae pv.

garcae

Utilizando-se a escala de Belan et al., (2014), foi possivel avaliar a severidade dos
sintomas da doenca nos tratamentos. A escala diagramatica foi importante na precisdo das
avaliacOes da doenga e permitiu reduzir o erro.

Os primeiros sintomas foram obervados a partir de 5° dias apds a inoculacdo, nas plantas
inoculadas com o isolado UFLA 148 sem aplicacdo de cobre, conforme gréafico gerado a partir
da curva de progresso da severidade da doenca (Figura 5). Até a quinta avaliacdo, ndo foram
observados sintomas nas plantas inoculadas com os isolados UFLA 57 e UFLA 129 (P. syringae
pv. tabaci), independente da presenca ou auséncia da aplicacdo de cobre. Observou-se a
ocorréncia de sintomas iniciais da doenca na testemunha, possivelmente causados pelo contato

das plantas adjacentes inoculadas com os isolados bacterianos.
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Nos experimentos realizados na camara de crescimento, houve diferencgas significativas

entre os isolados e na aplicacéo de cobre, as plantas inoculadas com o isolado UFLA 148 e sem
aplicacdo de cobre, apresentaram diferencas significativas, com menor periodo de incubacéo e
maior severidade da doenca (AACPD) (Tabela 4), em relagdo aos demais tratamentos, que nao
diferiram entre si (Figura 5). Este resultado demonstra também a eficécia do cobre na reducédo
da doenca causada pelo isolado UFLA 148, mesmo sendo este 0 mais resistente ao cobre nos
testes in vitro.

N&o houve diferenca significativa no controle do progresso da doenga causada pelos
isolados UFLA 129 (P. syringae pv. tabaci) e UFLA 57, nas plantas de café pulverizadas e nao
pulverizadas com hidréxido de cobre, apesar dos isolados serem considerados, respectivamente,
moderadamente resistente e sensivel ao cobre nos testes in vitro.

Yamada (2014) verificou em mudas de cafeeiro cultivar Catuai, que o isolado UFLA 151
de P. syringae pv. garcae considerado resistente in vitro ao sulfato de cobre, foi sensivel ao 6xido
cuproso (Big Red), mas nao ao hidréxido de cobre (Kocide), e o isolado UFLA 103, considerado
sensivel in vitro, foi também sensivel a ambos os produtos cupricos in vivo, confirmando os
resultados obtidos in vitro, de que o isolado 151 tem maior resisténcia ao cobre que o isolado
103. No presente experimento esse fatondo foi observado, visto que ndo houve diferenca entre
os isolados UFLA 129 e UFLA 57 em plantas pulverizadas e ndo pulverizadas com o cuprico.
Os isolados resistentes in vitro ao cobre em ambos experimentos, UFLA 148 e UFLA 151, foram
mais agressivos nas testemunhas, apresentando menores periodos de incubacdo e ABCPD em
relagdo aos isolado sensiveis in vitro ao cobre UFLA 129, UFLA 57 e UFLA 103. Os resultados
obtidos in vivo demonstaram que os cupricos aplicados de forma preventiva reduzem a

severidade da doenca, mesmo para os isolados considerados mais resistentes.



29
Figura 5. Severidade da mancha aureolada do cafeeiro na cultivar Catuai Vermelho IAC 99 para
isolados de Pseudomonas syringae com diferentes niveis de sensibilidade in vitro ao
cobre. CC — com aplicacéo de hidréxiodo de cobre. SC - sem aplicagdo de hidrdxiodo
de cobre
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Tabela 4 - Severidade da mancha aureolada do cafeeiro 5 dias apds a inoculacéo de isolados de
Pseudomonas syringae — confirmado em Teste de Scott-Knott (p<0,05).

TRATAMENTO AACPD SCOTT KNOT (5%)
UFLA 129 sem cobre 0,815625 b
UFLA 129 com cobre 1,323958333 b
UFLA 57 sem cobre 0,503645833 b
UFLA 57 com cobre 0,803720238 b
UFLA 148 sem cobre 5,424479167 a
UFLA 148 com cobre 0,110416667 b
Testemunha sem cobre 0,10625 b

As analises foram realizadas utilizando-se o software R® (versdo 3.6.1)
(RDEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).

Figura 6. Area abaixo da curva de progresso da mancha aureolada do cafeeiro na cultivar Catuai
Vermelho IAC 99 para isolado de Pseudomonas syringae com diferentes niveis de sensibilidade
in vitro ao cobre. CC — com aplica¢do de hidréxiodo de cobre. SC - sem aplica¢do de hidréxiodo
de cobre
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Patricio et al. (2012), relataram que produtos & base de cobre com diferentes

concentracdes podem reduzir significativamente a severidade da mancha aureolada do cafeeiro.
As condicdes varidveis para a realizacdo dos experimentos, como a utilizacdo de plantas
saudaveis, isolados selecionados, temperatura, umidade relativa e tempo de inoculagdo podem
determinar a eficacia dos tratamentos, nas mesmas formulagdes. Esses fatores podem auxiliar no
entendimento das diferencas encontradas neste trabalho.

Rodrigues (2006), relatou varios mecanismos em que o cobre esta inserido no controle
das fitobactérias. Considera-se a pulverizacdo preventiva de cupricos com o objetivo de obter
uma densa camada protetora nas folhas e promover a liberagéo de cobre. Andrei et al., (2020),
mencionaram a presenca do cobre nas células bacterianas, como cuproenzimas e cuproproteinas,
as quais podem manter as quantidades adequadas (homeostase) de cobre no interior das células.
Esse fator pode influenciar na acdo do cobre sobre os isolados bacterianos e, consequentemente,
na sua ineficacia ao ser aplicado para o controle das doencas.

Verificou-se a importancia do cobre na prevencdo das plantas de café
paralizando/inibindo o desenvolvimento da doenca causada pelo isolado UFLA 148. Vale
ressaltar, entretanto, a discrepancia observada entre a eficacia do cobre ao inibir o
desenvolvimento dos diferentes isolados nos testes in vitro e nas plantas em ambiente controlado.
E possivel apontar, por meio deste resultado, a importancia de se realizar trabalhos que abordem
a eficacia da acdo dos produtos utilizados em diferentes condices.

De acordo com Cooksey, (1990), isolados de Pseudomonas syringae pv. tomato
resistentes ao cobre foram encontrados causando mancha bacteriana em tomateiro apds

pulverizacdo de hidréxido de cobre, o qual ndo reduziu a severidade da doenca.
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5 CONCLUSAO

Nos testes de inibicdo do crescimento in vitro, de Pseudomonas syringae, seis isolados
foram considerados resistentes ao cobre, cinco isolados intermediarios e, seis isolados sensiveis.

Nos testes in vivo, na cultivar Catuai Vermelho IAC 99, o isolado UFLA 148 sem
aplicacdo de cobre, promoveu a maior severidade da doenca (AACPD), em relacdo aos demais
tratamentos, que ndo diferiram entre si

Né&o foi encontrada relacéo entre a sensibilidade dos isolados ao cobre in vitro e in vivo,
pois a aplicacdo do hidréxido de cobre causou a reducdo da doenca pelo isolado UFLA 148, o

mais resistente ao cobre nos testes in vitro.
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7 ANEXOS

Resumo das avaliagBes da doenga nas plantas de café.
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Tabela 5 — Resumo da avaliacdo da doenca nas plantas de café, com o isolado UFLA 148 com e sem hidroxido de cobre.

Tratamento | Repeti¢do |avl av2 av3 av4 avb av6 av’ av8 av9 avl0 |avll |avl2 |avl3

;Jelr:nLcAolbig 1 0,0000|0,0667 | 0,1000 | 0,2000 | 0,3500 | 0,6667 | 1,0500 | 1,5000 | 1,8333 | 2,5667 | 3,0500 | 3,9833 | 3,9833
;Jelr:nLcAolkig 2 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0333 | 0,0333 |0,0500 | 0,0833 | 0,1000 | 0,1417|0,1917 | 0,2083 | 0,2083
;Je;LcAolbig 3 0,0333|0,0500 | 0,0500 | 0,0833|0,1333|0,1917 | 0,2917 | 0,3333 | 0,4833 | 0,6083 | 0,6500 | 0,8000 | 0,8000
;Je;LcAolbd;g 4 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0667 | 0,0667 | 0,1000 | 0,1667 | 0,1667 | 0,5667 | 0,5667
;Je;LcAolbd;g 5 0,0000|0,0333 |0,0500 | 0,0500 | 0,0833 | 0,0833|0,1000|0,1750 | 0,3250 | 0,3417 | 0,4250 | 0,4583 | 0,4583
;Jei]'-cAolb‘i 6 |0,0000|0,00000,00000,0333|0,0500|0,0500|0,0833|0,1500 | 0,1667 | 0,2417 | 0,3250 | 0,3917 | 0,3917
;Jei]'-cAolb‘i 7 0,0000|0,00000,0000|0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,1333|0,2000 | 0,2333 | 0,2333
UFLAL48 8 0,0000|0,00000,0000|0,0333|0,0667 | 0,1000|0,1000|0,1667 | 0,1667 | 0,2000 | 0,2833 | 0,2833 | 0,2833

sem cobre
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Tratamento | Repeticdo | avl av2 av3 av4 avb ave av’7 av8 av9 avl0 |avll |avl2 |avl3

UPLAMS 11 {0,0000|0,0000 {0,000 0,0000| 0,0000| 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000| 0,067 | 0,0667 |0,0667
UPLAMS 12 |0,0000|0,0000 0,000 0,0000| 0,0000{ 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000| 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 0,000
OELAYS 13 |0,0000|0,0000 0,000 0,0000| 0,0000{0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
OELALS 14 |0,0000|0,0000 0,000 0,0000| 0,0000{ 0,000 | 0,0000 | 0,0000 0,000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
OHLAYS 15 |0,0000|0,0000 0,000 0,0000| 0,0000{0,0000 | 0,0000 0,000 |0,0333 | 0,033 0,1000 0, 1000 | 0,1000
OHLAYS 16 |0,0000|0,0000 0,000 0,0000| 0,0000{0,0000 | 0,0000 0,000 |0,0000| 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 0,000
OELAMS 17 |0,0000|0,0000 0,000 0,0000| 0,0000{ 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000| 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
UFLAL48 |\ 5 16,0000 0,0000|0,0000 |0,0000 |0,0000| 0,00000,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000| 0,0000]0,1000 | 0,1000

com cobre




Tabela 6 - Resumo da avaliacdo da doenca nas plantas de café, com o isolado, com o isolado UFLA 129 com e sem hidroxido de cobre.

Tratamento | Repeticdo | avl av2 av3 av4 avs avé av’ av8 av9 | avli0 | avll | avl2 avl3
DFLALS 1 10,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,067 |0,0667 |0,1000{0,1000| 0,1000
DFLAL 2 10,0000 | 0,000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,067 |0,0667 |0,1000|0,1667 | 0,1667
UFLALZ |3 {0,000 |0,0000(0,0000| 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000|0,0333 | 0,033 |0,0500 |0,0500 |0,0833 | 0,0833
oL éfg 4 |0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 |0,0000 |0,0667 |0,0667 | 0,1000|0,2000| 0,2000
UFLALZ |5 {0,000 | 0,0000(0,0000| 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000|0,0000 | 00667 |0,2333 |0,2667 |0,3833 | 0,3833
UFLALZ9 |6 {0,000 |0,0000(0,0000| 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000|0,0667 | 0,067 |0,1000 |0,2333 |0,2333 | 0,2333
oL éfg 7 10,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 |0,1333 | 0,1667| 0,1667
UFLALZ 1 g 10,0000 | 0,000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0333 |0,0333 | 0,0500 |0,0500 0,1500 {0,167 | 0,1667
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Tratamento | Repeticdo | avl av2 av3 ava avs aveé av7 av8 av9 | avli0 | avll | avl2 avl3
AL 1 [0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0667 | 0,1000 | 0,1667 |0,2333 | 0,2333
SPLATES 2 10,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000 |0,0000 0,0000{0,2333 | 0,2333
SPLATES 3 10,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 0,167 02333 | 0,2333
SPLATES 4 10,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,067 |0,1000 |0,1667 |0,3667 | 03667 | 0,367
DPLATS 5 10,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 |0,1333 |0,1500 0,300 | 1,267 | 1,267
SPLATS 60,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000 |0,0000 0,0000{ 01333 | 0,1333
SPLATES 7 10,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,067 |0,1667 |0,3000|0,4167 | 0,4167
UFLAL29 8  |0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,1000 | 0,6000| 0,600

com cobre
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Tabela 7 - Resumo da avaliacdo da doenca nas plantas de café, com o isolado UFLA 57 com e sem hidrdxido de cobre.

Tratamento | Repeticdo | avl av2 av3 av4 avs aveé av7 av8 av9 | avl0 | avll | avi2 | avl3
DELAST 1 [0,0000]0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0333 | 0,0333
DELAST 2 10,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0333 | 0,0333 | 0,0500 | 0,0500 | 0,0833 | 0,0833
AT 3 |0,0000]|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0500 | 0,0500
oPAST 4 |0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,1000 | 0,2000 | 0,1500 | 0,2000 | 0,2000
oPAST 5 | 0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0333 | 0,0333 | 0,0333 | 0,0500 | 0,0500 | 0,0833 | 0,0833
oPAST 6  |0,0000|0,0000 |0,0000 | 0,0000|0,0333 | 0,0333 | 0,0500 | 0,050 | 0,0833 | 0,0833 | 0,1417 | 0,1417 | 0,1417
oPAST 7 10,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0333 | 0,0333 | 0,0333
AT 8 | 0,0000|0,0000 |0,0000 | 0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0333 | 0,2167 | 0,2833 | 0,2833
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Tratamento | Repeticdo | avl av2 av3 av4 avb avé av7 av8 av9 | avl0 | avll | avl2 | av13
SFLAST 11 {0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 0,000 | 0,1333 | 0,2000 | 0,4000 | 0,4833 | 0,4833
oPLAST 12 10,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000| 0,067 |0,0667 |0,1000 | 0,100 | 0,100
orLAST 13 [0,0000|0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 |0,0000 | 0,0000 |0,0000
orLAST 14 {0,0000|0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0333 | 0,0500 | 0,0500 | 0,0833 | 0,0833 | 0,1429
oPLAST 15 [0,0000|0,0000 | 0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0000 |0,1667 | 0,2500 | 0,2500 | 0.4167 | 0,4167 | 0,4167
orLAST 16 [0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000| 0,0000 |0,0000 0,033 | 0,0833 | 0,0833 | 0,1333 | 0,1667 | 0,167
SFLAST 7 10,0000{0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
UFLA 57 8 | 0,0000]|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000

com cobre
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Tabela 8 - Resumo da avaliacdo da doenca nas plantas de café, com a Testemunha sem hidroxido e sem a suspensao bacteriana.

Tratamento | Repeticdo | avl av2 av3 ava avs avé av7 av8 av9 avl0 avll avl2 avl3
Ieer;ti?g‘rgha 1 10,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000|  0,0000| 0,0000 | 0,0000 |0,0000
Ieer;ti?g‘rgha 2 [0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000|0,0000|  0,0000| 0,0333 | 0,0333 |0,0333
Ieer;ti?g‘rgha 3 [0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000|0,0000|  0,0000| 0,0000 | 0,0000 |0,0000
Iee;ti?gjrgha 4 10,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0333 | 0,0333|0,0500|  0,0833| 0,000 | 0,1417 |0,1417
Ieer;tir;‘gjrgha 5 [0,0000|0,0000 |0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000|  0,0000| 0,0000 | 0,0000 |0,0000
Ieer;tir;‘gjrgha 6 [0,0000|0,0000 |0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000|  0,0000| 0,0000 | 0,0000 |0,0000
Ieer;tig‘gjrgha 7 [0,0000|0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000|  0,0000| 0,0000 | 0,0000 |0,0000
Testemunha | 51 1900 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000|  0,0000| 0,0000 | 0,0000 |0,0000

sem cobre
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Tabela 9 — Média - Teste de Scott-Knott (p<0,05).

Tratamentos 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 média
UFLA 129
sem cobre 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0000f 0,0000| 0,0000| 0,0042| 0,0167| 0,0521| 0,0792| 0,1417| 0,1875 0,1875| 0,0514
UFLA 129
com cobre 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0000( 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0083| 0,0458| 0,0729| 0,1750| 0,4354 0,4354 | 0,0902
UFLA57
sem cobre 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0000( 0,0042| 0,0042| 0,0104| 0,0146| 0,0313| 0,0396| 0,0802| 0,1135 0,1135| 0,0317
UFLA 57
com cobre 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0000f 0,0000f 0,0000| 0,0000| 0,0292| 0,0729| 0,0813| 0,1417| 0,1563 0,1637 | 0,0496
UFLA 148
sem cobre 0,0042| 0,0188| 0,0250| 0,0500| 0,0896| 0,1406| 0,2177| 0,3094| 0,3969| 0,5500| 0,6615| 0,8656 0,8656 | 0,3227
UFLA 148
com cobre 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0000( 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0042| 0,0042| 0,0208| 0,0333 0,0333 | 0,0074
Testemunha
sem cobre 0,0000| 0,0000| 0,0000| 0,0000f 0,0000| 0,0000| 0,0042| 0,0042| 0,0063| 0,0104| 0,0167| 0,0219 0,0219 | 0,0066
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Analysis of Variance Table
Response: aacpd
Df Sum Sq Mean Sqg F value Pr(>F)
trat  6167.74 27.9562 2.9247 0.01784 *
rep 7 71.2310.1755 1.0645 0.40276

Residuals 42 401.46 9.5586

Tabela 9 - Teste de Scott-Knott (p<0,05).

Tabela 10 — Média - Teste de Scott-Knott (p<0,05).

TRATAMENTO AACPD SCOTTKNOT (5%)
UFLA 129 sem cobre 0,815625 b
UFLA 129 com cobre 1,323958333 b
UFLA 57 sem cobre 0,503645833 b
UFLA 57 com cobre 0,803720238 b
UFLA 148 sem cobre 5,424479167 a
UFLA 148 com cobre 0,110416667 b
Testemunha sem cobre 0,10625 b




