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RESUMO

O Brasil é o maior exportador de café no mercado mundial, ocupando a segunda posicao
entre os paises consumidores da bebida. Entretanto, as doengas que atacam esse commodity ainda
representam empecilhos que limitam a sua producdo e qualidade, intervindo diretamente na
economia, 0 que afeta tanto pequenos agricultores, quanto em escala empresarial. Dentre as
doencas, as antracnoses causadas por fungos do género Colletotrichum, estdo entre as principais que
acometem essa cultura. Dessa forma, a inducdo de resisténcia por eliciadores como o acido
salicilico em plantas constitui uma estratégia promissora, pois permite a utilizacdo de substancias
ndo nocivas a salde humana, mas que promovem caracteristicas agronémicas desejaveis. O
presente estudo avaliou a atividade da polifenoloxidase em mudas de café tratadas com AS e
desafiadas com Colletotrichum. Foi utilizada a concentragédo de 1,25 mM quantificando a atividade
das enzimas espectrofotémetricamente. Dessa forma, observou-se que o AS apresentara atividade
significativa sobre a enzima, a partir do segundo dia apds a inoculacdo, sendo que esse efeito
persistiu até o terceiro dia.
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ABSTRACT

Brazil is the largest exporter of coffee in the world market, occupying the second position among
the countries consuming the beverage. However, the diseases that attack this commodity still
represent obstacles that limit its production and quality, intervening directly in the economy, which
affects both small farmers and companies. Among the diseases, anthracnoses caused by fungi of the
genus Colletotrichum, are among the main ones that affect this culture. Thus, the induction of
resistance by elicitors such as salicylic acid in plants is a promising strategy because it allows the
use of substances not harmful to human health, but which promote desirable agronomic
characteristics. The present study evaluated the activity of polyphenoloxidase in AS-treated and
Colletotrichum-challenged coffee seedlings. A concentration of 1.25 mM was used to quantify the
enzyme activity spectrophotometrically. Thus, it was observed that AS had significant activity on
the enzyme from the second day after inoculation and this effect persisted until the third day.
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INTRODUCAO

De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria do Café (ABIC) o consumo de café
(Coffea L.) no Brasil chegou a 21 milhdes de sacas, no periodo de novembro de 2017 a outubro de
2018, o que representa um crescimento de cerca de 4,80% em relacdo a periodos anteriores. Tais
dados servem para demonstrar a forma como a cultura € importante para o Brasil e sobretudo para a
regido Nordeste onde se caracteriza como uma das lavouras de maior produtividade e retorno
financeiro.

Ademais, mesmo este apresentando essa grande importancia, had uma série de problemas que
afetam a produtividade dessa planta, dentre eles a antracnose, mal causado pelo fungo
Colletotrichum sp., caracterizada pela presenga de manchas necroticas, de colora¢do que varia de
tonalidades de parda a avermelhada e normalmente se encontram de formas irregulares distribuidas
nas bordas da folha (SILVA et al., 2015).

Nesse cenario de ocorréncias fitossanitarias, a saida mais comum encontrada pelos
produtores para evitar maiores prejuizos € o uso de formas de controle quimico, a exemplo 0s
fungicidas que ocuparam, somente no ano de 2014, um mercado de U$$ 12.2 bilhdes (ALMEIDA
etal., 2017).

Visto os males que 0 uso dessas substancias pode causar, atualmente, principalmente a satde
humana (OLIVEIRA-SILVA et al.,2000) tem-se buscado alternativas menos agressivas a0 uso
desses compostos e que ndo comprometem a qualidade do fruto ou o seu valor de prateleira. Nesse
contexto, ferramentas de inducéo de resisténcia tem obtido um destaque cada vez maior, pois estas
ativam mecanismos de defesa latentes na planta via uso de eliciadores, como o acido salicilico (DA
SILVA, 2015).

O 4cido salicilico (AS) é uma molécula caracterizada como composto fenélico e encontrada
em diversas plantas e que é ligada a uma acdo sinalizadora de defesa contra diversos
microrganismos, podendo culminar com a expressao de genes de resisténcia na planta (MAUCH-
MANI; MEUTRAUX, 1998). Diversas pesquisas vém mostrando que a aplicacdo exdgena do acido
salicilico pode influenciar na manifestacdo dos sintomas ocasionados por diversas doengcas em
plantas, reduzindo-os, pois estdo diretamente ligados acUmulo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRs) que atuam como defesa, como por exemplo a polifenoloxidase (SILVA, 2016;
CAMPOS, 2004). Nesse contexto, 0 presente trabalho avaliou a influéncia no aumento da atividade
da enzima polifenoloxidase em mudas de café tratadas com AS.

MATERIAL E METODOS



O Colletotrichum sp. foi obtido por isolamento indireto a partir de tecidos foliares de café
com sintomas de antracnose. O material infectado foi cuidadosamente lavado com agua, detergente
e seco com papel filtro. Posteriormente, em cdmara de fluxo, com o auxilio de lamina previamente
flambada, fragmentos de tecido foram retirados da area de transi¢do (parte sadia e parte necrosada),
transferidos para uma solucéo de alcool 70% por 60s e em seguida Hipoclorito de Sodio a 2% por
60s. Os fragmentos foram lavados em &gua destilada para remogdo do excesso de hipoclorito e
colocados de forma equidistante em placa de petri contendo meio Agar-Agua. Apds o aparecimento
das primeiras hifas, estas foram transferidas para placas contendo meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA) (ALFENAS; MAFIA, 2007) as quais foram incubadas por sete dias em camara de
crescimento a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas para utilizagdo nos experimentos.

O AS foi preparado pela sua dissolu¢do em etanol a 1% sendo utilizada a concentragdo de
1,25 mM e etanol 1% utilizado como controle (OmM). Apos 48h dos tratamentos as plantas foram
inoculadas com o fungo e, nos intervalos de tempo de 1, 2, 3 e 4 dias apds a inoculacdo, amostras
foliares foram coletadas, pesadas e congeladas.

A atividade de polifenoloxidase, por sua vez, foi determinada pela conversao do catecol em
quinona. Amostras de tecido foliar foram maceradas, homogeneizadas em 2,0 ml de tampéo acetato
de sédio 100 mM (pH 5,0) e centrifugados a 20.000 g por 30 min a 4 °C, obtendo-se 0 extrato
proteico. O substrato foi o catecol na concentragdo de 20 mM dissolvido em tampéo fosfato de
sodio 100 mM (pH 6.8). A reacgdo se deu a partir da mistura de 900 mL do substrato de catecol com
100 mL do extrato proteico das amostras em temperatura de 30 °C. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro (Modelo 850Mi da Analyser) a 420 nm de forma direta por um periodo de 2 min
(DUANGMAL,; APENTEN, 1999).

Todos os experimentos foram conduzidos utilizando delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeti¢cbes por tratamento. Os resultados foram aplicados em teste de normalidade
Shapiro-Wilk e ao apresentar normalidade foram destinados a ANOVA um critério e teste Tukey a
5% de significancia ou Test-t de Student. Quando ndo houve distribuicdo normal dos dados
utilizou-se Kruskal-Wallis e teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney. As analises foram

feitas nos programas Bioestat 5.3 ou SASM-Agri.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada vez mais tem se obtido relatos na literatura acerca do potencial dos eliciadores e suas
aplicagdes. Estudos j& comprovam que a aplicacdo exdgena de AS é capaz de ativar diversos
mecanismos latentes de resisténcia na planta, além do acumulo de proteinas relacionadas com tal
sistema (ROCHA NETO, 2015).



Nesse trabalho, notou-se que o AS a 1,25 mM foi efetivo em relacdo a essa finalidade. A
atividade da enzima polifenoloxidase das plantas tratadas com AS e desafiadas com Colletotrichm
sp. apresentou uma diferenca significativa em relacdo as plantas controle ao longo do tempo (Figura
1), sendo que essa diferenca se mostrou de forma mais acentuada a partir dos 2 primeiros dias ap0s
a inoculacdo, e pode-se notar que a enzima apresentou uma taxa de aumento acentuada. A
polifenoloxidase atua nos mecanismos de defesa da planta por possuir a funcionalidade de oxidar
fenol e quinonas, que sdo compostos fendlicos toxicos aos microrganismos (ZHENG et al., 1999).

Dessa forma, percebe-se que o tratamento exdgeno com 4acido salicilico tem se mostrado
uma forma efetiva de induzir esses mecanismos de defesa latentes na planta e consequentemente

dispensar uma demanda maior pelo uso de agrotdxicos nas lavouras.
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Figura 1. Atividade enzimatica de polifenoloxidase em plantas de café ao longo de 4 dias apds
tratamento com AS 0 mM (Controle) e AS 1,25 mM e desafio com Colletotrichum sp. O
asterisco (*) indica diferenca significativa pelo Test-t de Student entre os tratamentos dentro de

cada avaliacéo.

CONCLUSOES

O uso do eliciador AS é uma ferramenta adicional no manejo contra o0 patégeno mostrando-

se uma alternativa promissora ao uso de agrotoxicos.
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