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RESUMO: O Brasil ¢ o maior produtor de café arabica e sua cultura pode ser acometida por diversas doencas como a
mancha aureolada e a cercosporiose do cafeeiro. A mancha aureolada causada pela bactéria Pseudomonas syringae pv.
garcae (Psg) é uma doenca que afeta folhas, ramos e inflorescéncias com lesdes de coloracdo parda podendo ser
acompanhadas por um halo amarelado. Lesdes pardo-claras com o centro branco-acinzentado sdo caracteristicas da
cercosporiose do cafeeiro causada pelo fungo Cercospora coffeicola, esta doenca pode afetar tanto as folhas como os
frutos comprometendo a qualidade da bebida. O acido hexanoico (Hx) ou caproico, um acido organico com odor
caracteristico semelhante a animais de curral, tem demonstrado ser eficiente no controle de patdégenos em plantas, como
foi observado em citros e em tomate. Este trabalho teve como objetivo verificar o controle exercido pelo &cido
hexanoico sobre Psg e Cercospora. Foram preparadas placas de Petri contendo meio nutriente 4gar (NA) onde o Hx foi
adicionado em seis concentracdes e aliquotas das suspensdes de Psg foram distribuidas nas placas com o auxilio de uma
alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 28°C por 48h e posteriormente avaliado o numero de colénias viaveis da
bactéria. Placas de microcultura de 24 pocos foram preparadas com o meio de cultura V8 acrescido do &cido hexanoico
em seis concentragdes e 50 pulL das suspensdes de C. coffeicola foram adicionados a cada pogo da placa. As placas
permaneceram por 48h no escuro a 25°C e ap0s este periodo foi avaliada a germinacéo do patdgeno através do nimero
de colbnias caracteristicas. Mudas de cafeeiro das cultivares Catuai Vermelho e Obatd foram tratadas com Aacido
hexanoico (2mM) e acibenzolar-S-metil (ImM) e inoculadas com Psg ou C. coffeicola. As avaliagdes foram iniciadas
aos 12 dias ap6s inoculacédo para Psg e aos 30 dias apds inoculagdo para C. coffeicola. Nos experimentos in vitro ambos
0s patdgenos tiveram seu crescimento afetado pela presenga de Hx no meio havendo reducéo total de crescimento nas
doses mais elevadas utilizadas, enquanto que nos experimentos em casa de vegetacdo o efeito do Hx sobre Psg foi
melhor observado na cultivar Catuai Vermelho e no controle de C. coffeicola o Hx mostrou-se semelhante ao
tratamento com ASM.
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HEXANOIC ACID IN THE CONTROL OF BACTERIAL HALO BLIGHT AND BROWN
EYE SPOT IN COFFEE SEEDLINGS

ABSTRACT: Brazil is the largest producer of arabica coffee and its cultivation can be affected by several diseases,
such as bacterial halo blight and brown eye spot. The bacterial halo blight, caused by Pseudomonas syringae pv. garcae
(Psg), is a disease that affects the leaves, branches and inflorescences with brown lesions that may be accompanied by a
yellowish halo. Light brown lesions with a gray-white center are characteristic of brown eye spot caused by Cercospora
coffeicola, this disease can affect leaves and fruits, compromising cup quality. Hexanoic acid (Hx) or caproic acid, an
organic acid with characteristic corral-like odor, has been shown to be effective in controlling plant pathogens, as
observed in citrus and tomato. The objective of this study was to verify if hexanoic acid can control Psg and
Cercospora coffeicola. We prepared Petri dishes containing agar nutrient medium (NA), adding six concentrations of
Hx, and aliquots of prepared suspensions from two P. syringae pv. garcae strains were distributed on the plates, using a
Drigalski handle. Plates were then incubated at 28°C for 48h with subsequent evaluation of the number of bacterial
viable colonies. 24-well microculture plates were prepared with culture medium V8, in which we added six
concentrations of hexanoic acid and 50 pL of prepared suspensions from three C. coffeicola isolates. Plates were
maintained for 48h in the dark at 25°C and, subsequently, we evaluated pathogen germination by the number of
characteristic colonies. Coffee seedlings of Catuai Vermelho and Obatd cultivars were treated with hexanoic acid
(2mM) and acibenzolar-S-methyl (1mM) and inoculated with Psg or C. coffeicola. Weekly evaluations were initiated at
12 days after inoculation for Psg and at 30 days after inoculation for C. coffeicola. In in vitro experiments, Hx affected
the growth of both pathogens, while in greenhouse experiments the effect of Hx on Psg was better observed in Catuai
Vermelho and in the control of C. coffeicola, Hx was similar to ASM treatment.
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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de café arabica e exportador mundial de grdos de café sendo também o segundo maior
consumidor, destacando-se Estados Unidos, Brasil e Japdo. Cultura de grande importancia brasileira sendo um dos
principais produtos das exportagdes agropecuarias e gera anualmente bilhdes de ddlares para a economia (United States
Department of Agriculture, 2018; Companhia Nacional de Abastecimento, 2018). A mancha aureolada, causada pela
bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae, tornou-se uma doenca muito importante nos ultimos anos no Brasil,
especialmente no sul de Minas Gerais, no Cerrado e nos Estados de S&o Paulo e Parand (Patricio; Oliveira, 2014;
Almeida et al., 2012) Ela é mais relevante em lavouras jovens de até 4 anos de idade sujeitas a ventos frios e em
temperaturas amenas com umidade elevada (Patricio; Oliveira, 2014). As lesGes nas folhas sdo de coloracdo parda e
podem ser acompanhadas por um halo amarelado, também séo encontradas lesdes nas rosetas, inflorescéncias e frutos
novos, que podem comprometer parte da producdo (Hinkosa et al., 2017; Mattielo; Dias; Franco, 2017). A
cercosporiose causada pelo fungo Cercospora coffeicola esta presente durante o0 ano todo na lavoura, mas é mais
prejudicial durante o ciclo produtivo da cultura, quando pode estar relacionada a queda de frutos, que reduz a producéo,
e a prejuizos na qualidade da bebida. A doenca forma lesGes pardo-claras com o centro branco-acinzentado nas folhas,
que caem rapidamente, ocorrendo desfolha e seca dos ramos. A cercosporiose pode afetar diretamente a producéo da
cultura, derrubando os frutinhos em expanséo, especialmente quando incide no periodo de quatro a seis meses apds o
florescimento (Patricio; Oliveira, 2014). Estudos tém demonstrado que o uso do &cido hexanoico em plantas funciona
como uma eficiente maneira de controle contra patdgenos e leva a uma inducéo de resisténcia em plantas. Ele funciona
como um agente de preparo para que a planta reconheca a entrada de patégenos, como observado em plantas de tomate,
Arabidopsis e citros no controle de Botrytis cinerea e Alternaria alternata respectivamente (Leyva et al., 2008; Vicedo
et al., 2009; Llorens et al., 2013). O objetivo deste estudo foi verificar o controle de Pseudomonas syringae pv. garcae
e Cercospora coffeicola in vitro e in vivo com a aplicagdo de acido hexanoico.

MATERIAL E METODOS

Experimento in vitro - Foram preparadas placas contendo meio nutriente 4gar (NA) onde o &cido hexanoico (Hx) foi
adicionado nas concentracdes de 0, 0.8, 2, 3.2, 4 e 5 mM de Hx por litro de meio. Foi preparada uma suspensao agquosa
contendo duas linhagens de Psg (IBSBF 1664 e IBSBF 2840), mantidas durante 48h em meio NA, com concentracéo
aproximada de 10° unidades formadoras de colonias (UFC) mL™. Aliquotas de 10pL dessa suspensdo foram
adicionadas as placas contendo meio NA com as cinco diferentes concentrac@es de Hx e distribuidas com auxilio de
uma alca de Drigalski. As placas permaneceram a 28°C por 48 horas e foi avaliado o nimero de coldnias viaveis da
bactéria. Também foi avaliado o efeito do Hx no crescimento de C. coffeicola, onde placas de microcultura de 24
células contendo o meio de cultura de oito vegetais (V8) foram preparadas, nas quais o Hx foi adicionado nas
concentracdes de 0, 0.5, 1, 2.5, 5 e 10mM por 100mL de meio. Foi preparada uma suspenséo contendo 10° conidios dos
isolados de C. coffeicola (IBLF 841, IBLF 1179 e IBLF 1309) e 50 uL da suspensédo foram depositados em cada célula
da placa de microcultura. As placas foram incubadas a 25°C, no escuro, por 48 horas. Apds este periodo as placas foram
observadas em microscopio estereoscopico contando-se os conidios germinados pela formagdo de coldnias
caracteristicas do patégeno. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des, e cada repeticdo foi constituida por uma placa de Petri ou célula da placa de microcultura. Os resultados
foram submetidos a analise de variéncia e teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Experimento em casa de vegetacdo - Mudas de cafeeiro das cultivares Catuai Vermelho IAC 144 e Obatd IAC 1669-
20, com cinco a seis pares de folhas foram tratadas com Hx na concentragéo de 2mM e acibenzolar-S-metil (ASM) na
concentragdo de 1mM. Foram aspergidos o segundo, terceiro e quarto par de folhas, a partir do dpice das plantas cerca
de 100mL de solugdo por planta nas superficies abaxiais e adaxiais, com um atomizador de plastico. Plantas controle
foram aspergidas com agua destilada esterilizada. As mudas foram inoculadas com uma suspenséo contendo 3x10% UFC
dos dois isolados de Psg ou 10° conidios por mL, provenientes de colonias de C. coffeicola utilizados nos experimentos
in vitro. As mudas foram colocadas em camara Umida por 72 horas. Apds a retirada da cdmara Umida as mudas foram
transferidas para uma casa de vegetagdo com irrigacdo por nebulizagdo. As avaliacdes foram iniciadas aos 12 dias ap0s
inoculagdo para Psg e aos 30 dias ap6s inoculacdo para C. coffeicola totalizando quatro avaliacBes realizadas
semanalmente segundo Rodrigues et al. (2015). O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, com 16 repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma muda de cafeeiro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento de P. syringae pv. garcae (Fig.1) apresentou a reducdo no nimero de unidades formadoras de coldnias
(UFC) a partir da dose de 2mM, demonstrando severa redu¢do na dose de 4mM e inibicéo total de crescimento na dose
5mM para a cepa IBSF 2840. A cepa IBSBF 1664 apresentou reducdo de seu crescimento apenas na dose de 4mM com
a inibicdo total de crescimento na dose mais alta de 5mM. No estudo de Llorens et al. (2015), para verificar a eficécia
do Hx contra Xanthomonas citri subsp. citri adicionaram o Hx ao meio de cultura em diferentes concentracdes e
perceberam que a menor dose (0.06mM) nédo afetou o crescimento da bactéria em comparagdo com as placas que nao
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foram tratadas, os tratamentos de 0.6, 1.5 e 3mM apresentaram reducdo de 8%, 11% e 16% respectivamente e as
concentragdes acima de 3mM inibiram completamente o crescimento de Xanthomonas citri subsp. citri.

Figura 1 - Namero de unidades formadoras de coldnias de P. syringae pv. garcae em meio de cultura NA acrescido de
Acido Hexanoico em diferentes concentracdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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A germinacédo de conidios em meio de cultura V8 apresentou que o isolado IBLF 1309 diferiu estatisticamente entre os
tratamentos de 0 — 2,5mM e 5 — 10mM, sendo que a partir de 5mM a germinacéo foi reduzida a 0. O isolado IBLF 1179
mostrou-se semelhante de 0 a ImM e nas demais concentra¢Ges sua germinacdo foi reduzida a 0. O isolado IBLF 841
teve a maior germinagdo em OmM que foi reduzindo ao longo dos tratamentos até chegar em 0 nas concentragfes 5 e
10mM (Fig.2). No controle de Alternaria alternata, Llorens et al. (2013) perceberam que além da adicdo de Hx ao
meio, o pH do meio também influenciava na germinagdo do fungo. A reducdo da germinacdo independente do pH foi
observada quando a concentracdo foi aumentada para 30mM e a inibi¢do da germinacéo era 50% maior em pH baixo
nas concentragdes entre 6 e 12mM. Leyva et al. (2008) verificaram que que a germinacao de Botrytis cinerea também
era afetada pela presenca de Hx e a variagdo de pH. Observaram a completa inibi¢cdo da germinacdo na concentracdo de
16mM em qualquer dos pH utilizados (3.6 a 5.5), nas baixas concentracbes de Hx (1.5 — 6mM) a inibicdo da
germinacdo era dependente do pH. A concentragdo minima para inibigao foi estimada no pH 5.5 e foi de 16mM, porém
a concentracdo de 3mM apresentou uma reducdo significativa na germinacdo.

Figura 2 - Germinacdo de conidios de isolados de C. coffeicola em microplacas contendo o meio de cultura V8
acrescido de Acido Hexanoico em diferentes concentragdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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No controle de Psg, para a cultivar Catuai Vermelho IAC 144 o Hx apresentou um controle da doenca que pdde ser
melhor observado nas terceira e quarta avaliagGes sendo mais efetivo no controle comparado ao ASM. J& para a cultivar
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Obatd IAC 1669-20 todos os tratamentos foram semelhantes entre si onde os tratamentos com ASM e Hx obtiveram as
maiores médias de severidade da doenca nas Ultimas avaliagdes, sendo o Hx com maior média em relagdo ao ASM

(Fig.3).

Figura 3 - Severidade da mancha aureolada, avaliada pela porcentagem de &rea foliar afetada pela doenca, em mudas
de cafeeiro cv. Catuai Vermelho IAC 144 e Obatad IAC 1669-20. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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Para o controle de C. coffeicola tanto na cultivar Catuai Vermelho IAC 144 quanto na cultivar Obatd IAC 1669-20
(Fig.4) os tratamentos apresentaram acdo semelhante do controle da doenca nos tratamentos com Hx e ASM
apresentando as menores médias de severidade da doenca para a cultivar Catuai Vermelho IAC 144 e o tratamento com
Hx com a menor média de severidade para a cultivar Obata IAC 1669-20.

Figura 4 - Severidade da cercosporiose, avaliada pela porcentagem de area foliar afetada pela doenca, em mudas de
cafeeiro cv. Catuai Vermelho IAC 144 e Obatd IAC 1669-20. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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CONCLUSOES

1. O 4cido hexanoico teve efeito sobre Pseudomonas syringae pv. garcae e Cercospora coffeicola quando adicionado
ao meio de cultura levando a total reducdo de crescimento nas doses mais altas utilizadas.

2. Quando aplicado nas mudas, na cultivar Catuai Vermelho IAC 144 o acido hexanoico apresenta melhor desempenho
no controle de P. syringae pv. garcae quando comparado ao tratamento com acibenzolar-s-metil.

3. No controle de C. coffeicola tanto o tratamento com &cido hexanoico quanto o tratamento com acibenzolar-s-metil
obtiveram resultado semelhante em ambas as cultivares.
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