A JUELN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

NATALIA FAUSTINO PIRES

ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DE
GENES RELACIONADOS A DEFESA INDUZIDA
EM Coffea arabica POR SOLOFLEX® E
REFORCE® CONTRA Hemileia vastatrix

LAVRAS - MG
2011



NATALIA FAUSTINO PIRES

ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS A DEFESA INDUZIDA EM Coffea arabica POR
SOLOFLEX® E REFORCE® CONTRA Hemileia vastatrix

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia Vegetal,
area de concentragdo em Biotecnologia
Vegetal, para a obtencdo do titulo de
Mestre.

Orientador

Dr. Mario Lucio Vilela de Resende

LAVRAS - MG
2011



Ficha Catalogréafica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca da UFLA

Pires, Natalia Faustino.

Andlise quantitativa da expressao de genes relacionados a defesa
induzida em Coffea arabica por Soloflex® e Reforce® contra
Hemileia vastatrix / Natalia Faustino Pires. — Lavras : UFLA, 2011.

61 p.:il

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2011.
Orientador: Mario Lucio Vilela de Resende.
Bibliografia.

1. Cafeeiro. 2. Ferrugem alaranjada. 3. Inducéo de resisténcia. 4.
Fertilizantes foliares. 5. Doenca fungica. I. Universidade Federal de
Lavras. Il. Titulo.

CDD - 633.7323




NATALIA FAUSTINO PIRES

ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS A DEFESA INDUZIDA EM Coffea arabica POR
SOLOFLEX® E REFORCE® CONTRA Hemileia vastatrix

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia Vegetal,
area de concentragdo em Biotecnologia
Vegetal, para a obtencdo do titulo de
Mestre.

APROVADA em 28 de fevereiro de 2011.
Dr. Eduardo Romano de Campos Pinto EMBRAPA

Dr. Luciano Vilela Paiva UFLA

Dr. Mério Lucio Vilela de Resende

Orientador

LAVRAS - MG
2011



A Deus
A minha familia
Ao meu namorado, Davi
A0S meus amigos

Aos que acreditaram...

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, por guiar meus caminhos e permitir que eu chegasse até aqui.

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e ao Programa de Pds
Graduacdo em Biotecnologia Vegetal, pela oportunidade concedida para a
realizacdo do mestrado.

Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Café (INCT), pela
concessdo de bolsa durante o curso através da CAPES.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, onde realizei parte dos
experimentos.

A minha familia, pelo apoio e confianca.

A minha amiga, Eula, pela forca e ajuda nos experimentos.

Ao Davi, meu namorado, pelo carinho, paciéncia, apoio emocional e por
suas oragoes.

A Neusa, minha sogra, pelas oracgdes, forca e credibilidade.

Ao prof. Dr. Mério Lucio V. Resende, pela oportunidade de té-lo como
orientador deste trabalho.

Ao meu co-orientador, Dr. Eduardo Romano, pelos ensinamentos
transmitidos, pelo incentivo e pela confianca.

Ao prof. Dr. Luciano Paiva, pela oportunidade e disponibilizagcdo do
Laboratério Central de Biologia Molecular da UFLA, por ele coordenado, onde
realizei parte dos experimentos.

Aos colegas do LCBM e LFP da UFLA, em especial, Pedro e Eula.

A Magda, pelo apoio na etapa final e crucial dete trabalho.

A amiga Fabia da UFRJ, pela ajuda com os experimentos e pelo
incentivo.

Aos colegas do LPPI e LPP2 da Embrapa, em especial Sineide e Lecir,

pelo apoio e por sua amizade.



Aos amigos de Lavras, em especial Lidia e familia, pelo apoio, forca e
carinho, jamais esquecidos.

A Lidiane, Gaby e Aninha, pela amizade e apoio durante minha estada
em Lavras.

Por fim, a todos que mesmo ndo mencionados, contribuiram de alguma

forma para a realizagdo deste trabalho, muito obrigada!l



“Um pouco de ciéncia nos afasta de Deus. Muito, nos aproxima”. (Louis
Pasteur).

“Se 0 conhecimento pode criar problemas, ndo é através da ignorancia que
podemos solucioné-los ”. (Isaac Asimov).



RESUMO

Entre varias doencas que atingem o cafeeiro, a ferrugem alaranjada,
causada pelo fungo Hemileia vastatrix, € uma das mais destrutivas, podendo
ocasionar decréscimos na producdo que variam de 35% a 50%. Diversos estudos
vém sendo realizados a partir da perspectiva do controle dessa doenca pela
ativacdo de mecanismos de defesa inerentes as plantas, através da aplicacdo
prévia de produtos bidticos ou abi6ticos, ndo toxicos, que atuam como indutores
de resisténcia. Soloflex® e Reforce® sdo dois indutores de resisténcia que ja
comprovaram sua eficacia no controle ao fungo Hemileia vastatrix, mas 0s
mecanismos moleculares que controlam a resisténcia sdo pouco conhecidos.
Este trabalho estudou, pela primeira vez, a expressao de genes relacionados a
defesa induzida por esses dois elicitores. A estratégia utilizada foi a avaliacdo da
expressao quantitativa de genes marcadores das vias SAR e ISR ap6s o
tratamento com esses elicitores. Desta forma, a expressdo dos genes AOS2,
GLUL1 e PR5, foi avaliada por PCR ap6s tratamento com Soloflex® e Reforce®
em cafeeiro, em tempo Real. Andlises do perfil de expressdo de cada gene
indicaram que os tratamentos com Soloflex® e Reforce® induziram a expressio
do gene GLU1 em mudas de cafeeiro suscetiveis a ferrugem alaranjada 192 e 24
horas, respectivamente, apds a pulverizacdo. Para o gene AOS2, houve indugéo
ap6s 24 horas apenas para as plantas tratadas com Reforce®. O gene PR5
apresentou aumento da expressdo 24 horas ap6s o tratamento com os dois
indutores, Soloflex® e Reforce®. A expressdo génica foi potencializada pelo
patégeno em mudas de cafeeiro pulverizadas com Soloflex® e Reforce® para os
genes GLUL e PR5. Para o gene GLU1, a inducdo ocorreu 24 horas ap6s a
inoculacdo das plantas pulverizadas tanto com Reforce®, quanto com Soloflex®
e, para 0 gene PR5, a inducdo ocorreu 24 horas apés a inoculagdo nas plantas
tratadas com Reforce® e 48 horas ap6s a inoculagdo naquelas tratadas com
Soloflex®, ndo se observando variagdes significativas de inducdo para 0 gene
AOS2. Nossos dados sugerem entdo que o tratamento das plantas de café com
Soloflex® e Reforce® aumentam a expresséo de genes relacionados & resposta de
defesa, resposta esta mediada pelo &cido salicilico e pelo acido jasménico.
Estudos mais detalhados deverdo ser conduzidos futuramente para confirmar
esta hipotese.

Palavras chave: Defesa induzida. Cafeeiro. Hemileia vastatrix. PCR em tempo
real.



ABSTRACT

The coffee rust, or coffee leaf rust caused by Hemileia vastatrix one of
the most devastating diseases of coffee plants. It decreases significantly the crop
yield, which damages and economic losses could range from 35% to 50%.
Several studies are being undertaken aiming at controlling this disease through
the activation of the natural defense mechanisms of the coffee plant by prior
application of biotic or abiotic products. Soloflex® and Reforce® are two
resistance inducers that have proven to be very effective in controlling Hemileia
vastatrix. However, the molecular mechanisms mediating responses to these
products are little known. In this work, we present for the first time, a study on
the gene expression involved in the induced defense by these two elicitors. We
evaluated the quantitative expression for the gene markers of SAR and ISR
pathways upon treatment with these two elicitors. Thus, we evaluated real time
guantitative PCR for the gene expression in coffee for AOS2, GLUL e PR5 after
treatment with Soloflex® and Reforce®. Analysis of each gene expression profile
that treatments with Soloflex® and Reforce® induced gene expression in coffee
seedling GLU1 susceptible to leaf rust 192 and 24 hours, respectively, after
spraying. AOS2 for gene induction upon 24 hours there for the plants treated
with Reforce® only. Expression of the PR5 gene increased upon 24 hours of
treatment with both inducers, Soloflex® and Reforce®. The gene expression was
enhanced by the pathogen in coffee seedling sprayed with Soloflex® and
Reforce® for GLU1 and PR5 genes. GLU1 for gene induction occurred 24
hours upon inoculation of plants treated with both Reforce® and with Soloflex®.
While the PR5 gene induction occurred 24 hours upon inoculation for plants
treated with Reforce® and 48 hours upon inoculation on plants treated with
Soloflex®. No significant variations were observed for the AOS2 gene induction.
Our data demonstrate that these two products increase the gene expression
related to defense responses in coffee plants. Accordingly, our data suggest that
coffee plants treatment with Soloflex® and Reforce® showed an increase in the
gene expression related to their defense responses, which was mediated by the
salicylic acid and the jasmonic acid. Further and detailed studies should be
conducted to confirm this hypothesis.

Keywords: Induced defense. Coffee. Hemileia vastatrix. Real time PCR.
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1 INTRODUCAO

O café é uma das mais importantes culturas do comércio agricola
mundial e este fato faz com que os cafeicultores busquem, continuamente,
aumentar a produtividade e reduzir os custos de sua producdo. Representa
também uma fonte significativa de renda para varios paises da América Latina,
Africa e Asia (DA MATTA, 2004) e é uma das espécies agrondmicas mais
importantes para o Brasil, principal produtor e exportador mundial desta cultura
(FURLANI JUNIOR et al., 2007). Dentre as espécies cultivadas, Coffea arabica
L. (café arabica) e Coffea canephora Pierre (café robusta) sdo as mais
importantes economicamente, sendo a primeira responsavel por 70 % do café
comercializado mundialmente (FAZUOLI et al., 2002; MATIELLO et al.,
2002).

Existem vérias doencgas que atingem o cafeeiro, dentre essas, a ferrugem
alaranjada causada pelo fungo Hemileia vastatrix (Berkeley & Broome) é uma
das doengas mais destrutivas, podendo ocasionar decréscimos na producdo que
variam entre 35% e 50% (MATIELLO et al., 2002; ZAMBOLIM et al., 2002).

Entre os métodos de controle da ferrugem, no Brasil, o controle quimico
tem se mostrado eficaz e vem sendo realizado através da utilizagdo de fungicidas
protetores cupricos e/ou de fungicidas sistémicos do grupo dos triazéis. O uso
racional desses produtos tem efeito benéfico no curto prazo, no entanto, no
longo prazo, pode ocorrer a selecdo de novas ragas resistentes aos fungicidas
aplicados, além da contaminacdo do ecossistema e de danos a salde humana.
Além desses aspectos, devido ao seu efeito na microbiota, eliminando inimigos
naturais, pode levar ao agravamento de outras doengas e pragas do cafeeiro
(MATIELLO et al., 2002; ZAMBOLIM et al., 2002). Para contornar esse

problema, vérios estudos estdo sendo realizados com o objetivo de métodos
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alternativos de controle de doencas de plantas, de baixo impacto ambiental
(GUZZO et al., 2001; TOYOTA, 2008).

Existe ainda a perspectiva de controle da doenca pela ativacdo dos
mecanismos de defesa inerentes das plantas, através da aplicagdo prévia de
produtos bidticos ou abidticos, ndo toxicos, que atuam como indutores de
resisténcia (MARTINS, 1991; MORAES, 1992). Essa forma de resisténcia a
doenca induzida (induced disease resistance) em plantas suscetiveis pode ser
dividida em SAR (Systemic Acquired Resistance, SAR) e em inducdo de
resisténcia sistémica (Induced Systemic Resistance, ISR)
(HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001; STICHER; MAUCH-
MANI; METRAUX, 1997). Fenotipicamente, estas duas formas de resisténcia a
doencas se assemelham, mas sdo resultados de duas vias distintas. A SAR ¢é
mediada por &cido salicilico e a ISR est& envolvida com a via da sintese do &cido
jasménico e etileno (VERHAGEN; VAN LOON; PIETERSE, 2006). A indugdo
de resisténcia a doengas tem sido demonstrada em varias interagdes hospedeiro-
patdgeno, conferindo protecédo sistémica a longo prazo e a uma ampla gama de
microrganismos (DURRANT; DONG, 2004; RYALS et al., 1996).

Vérias pesquisas foram estimuladas tendo em vista essa perspectiva
promissora do controle de doencas através da inducéo de resisténcia, visando ao
esclarecimento dos aspectos bioguimicos e moleculares envolvidos neste
processo. Uma estratégia que tem sido utilizada para elucidar as bases
moleculares da resisténcia induzida envolve o estudo da expressdo génica em
plantas, ap0s tratamento com elicitores, patdégenos ou indutores quimicos
ativadores da SAR e ISR (KOHLER; SCHWINDLING; CONRATH, 2002;
SCHENK et al., 2000; XIONG et al., 2001). Podem ser mencionados como
indutores abioticos utilizados nesses estudos, o acido B-aminobutirico, o &cido

salicilico e seu analogo funcional, o éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)-
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tiadiazole-7-carbotidico (acibenzolar-S-metil, ASM) (FRIEDRICH et al., 1996;
JAKAB et al., 2001; MAUCH-MANI; METRAUX, 1998).

A utilizacdo de produtos comerciais como os fertilizantes foliares
também tem ganhado importancia no controle de doencas. Em mudas de
cafeeiro, produtos contendo fosfitos foram eficazes na indugéo de resisténcia
contra Phoma costarricensis e Hemileia vastatrix (NOJOSA, 2003).

Porém, ha ainda insuficiéncia de estudos relacionados ao modo de agdo
de produtos que atuam como indutores de resisténcia, como Reforce® e
Soloflex® e dos mecanismos moleculares envolvidos na ativacdo de respostas de
defesa. A elucidacdo desses aspectos contribui para a utilizacdo adequada da
resisténcia induzida no manejo integrado de pragas e doencas do cafeeiro,
visando ao aumento da produtividade sem causar danos ao meio ambiente.

Com o prop6sito de contribuir para o esclarecimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na resposta de defesa, ativada em plantas contra
fitopatdgenos, esse trabalho tem por objetivo analisar o perfil de expressdo de
genes marcadores de SAR e ISR relacionados a defesa em cafeeiro cv. Mundo
Novo, apds tratamento com Soloflex® e Reforce®, através de PCR em tempo

real.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracfes gerais sobre a interacdo Coffea arabica - Hemileia

vastatrix

O cafeeiro pertencente ao género Coffea, familia Rubiaceae, é formado
por cerca de 100 espécies conhecidas (BRIDSON, 1994). Dentre as espécies
cultivadas, Coffea arabica L. (café arabica) e Coffea canephora Pierre (café
robusta) sdo as mais importantes economicamente, sendo a primeira responsavel
por 70 % do café comercializado mundialmente (FAZUOLI et al., 2002;
MATIELLO et al., 2002).

O cultivo dessas espécies estende-se por mais de 50 paises, ocupando
uma area superior a 10 milhdes de hectares, com uma producdo média anual em
torno de 130 milhdes de sacas de café beneficiado (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO,
2008).

Coffea arabica possui grande importancia econdmica por produzir o
café mais apreciado em todos os paises consumidores (MIRANDA; PEREIRA,;
BERGO, 1999). No entanto, esta espécie € suscetivel a inimeras doengas,
destacando-se entre elas, a ferrugem alaranjada, em funcdo dos danos e grandes
prejuizos para a cafeicultura. A ferrugem alaranjada tem como agente causal o
fungo biotréfico Hemileia vastatrix (Berkeley & Broome), espécie pertencente a
ordem Uredinales e a familia Pucciniaceae, descrita originalmente por Berkeley,
em 1869, para um tipo de ferrugem encontrada nos cafeeiros do Sri Lanka. A
intensidade da doenca esta associada ao ambiente, ao patdégeno, ao hospedeiro e
ao manejo da cultura (MANSK, 1990; ZAMBOLIM et al., 1997).

Esse patogeno se desenvolve na superficie abaxial foliar a partir da

germinacdo dos urediniésporos, na presenca de agua e a uma temperatura
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favoravel, entre 6 e 8h, podendo emitir de um a trés tubos germinativos. Na
extremidade do tubo, ocorre a formacdo de apressorio usualmente sobre um
estbmato, que em seguida dara origem ao peg de penetracdo (hifa de
penetragdo). Esse peg de penetracdo diferencia-se em vesicula subestomética
ap6s atravessar o0 ostiolo do estdbmato. Subsequentemente, com o0
desenvolvimento da hifa de infeccdo na cdmara subestomatica, havera a
colonizacdo das células subsidiarias e do mesdéfilo, com a formagdo do micélio
intercelular e, em seguida, dos haustérios, estruturas responsaveis pela absorcao
de nutrientes pelo patdgeno, dentro das células do hospedeiro (MARTINS,
1988; ZAMBOLIM et al., 2002).

Os sintomas da ferrugem podem entéo ser observados na face inferior
das folhas onde aparecem pequenas manchas de coloracdo amarelo-palida de 1 a
3 mm de diametro, que evoluem, atingindo até 2 cm de didmetro, apresentando
aspecto pulverulento, com producdo de ureddsporos de coloracdo amarelo-
alaranjada. Na face superior das folhas, a doenca causa manchas cloroticas
amareladas correspondendo aos limites da pustula na face inferior, que
posteriormente necrosam. Em decorréncia da formagdo de pustulas, ocorre
reducdo da area fotossintética e queda precoce das folhas, o que resulta em
menor desenvolvimento da florada, dos chumbinhos e tamhém seca dos ramos
plagiotrépicos, comprometendo, em alguns casos, mais de 50 % da producédo do
cafeeiro (BROWN et al., 1995; COSTA; ZAMBOLIM; RODRIGUES, 2007;
GARGCON et al., 2004).

As medidas de controle da doenca dependem do sistema de cultivo. Em
lavouras conduzidas sob sistema convencional, utilizam-se, principalmente,
pulverizagcBes com fungicidas e cultivares resistente (ZAMBOLIM et al., 1997).
Ja em lavouras sob sistema de cultivo organico, utiliza-se calda bordalesa,

acrescida de sais de cobre, zinco, magnésio e boro, como medida alternativa de
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controle (CARVALHO; CUNHA; CHALFOUN, 2002; RICCI; ARAUJO;
FRANCH, 2002).

No Brasil, o controle quimico da ferrugem, tem se mostrado eficaz e
vem sendo realizado através da utilizagdo de fungicidas protetores clpricos e/ou
de fungicidas sisttmicos do grupo dos triazéis (MATIELLO et al., 2002;
ZAMBOLIM et al., 2002; ZAMBOLIM; ZAMBOLIM; VARZEA, 2005).
Embora eficiente, o controle quimico de H. vastatrix em cafeeiros suscetiveis
representa cerca de 10-20% do custo total da producdo (VEGRO; FERREIRA,
2000).

O controle quimico pode também acarretar sérias consequéncias como,
por exemplo, a contaminacdo do solo, do fruto e dos trabalhadores rurais, além
de elevar o custo final da producdo. Outra consequéncia desse controle quimico
é o surgimento de novas racas do fungo, resistentes, selecionadas pelos
fungicidas usados de forma indiscriminada. Um método promissor para o
controle da ferrugem alaranjada e de menor impacto ambiental consiste na
utilizacdo de indutores de resisténcia, bidticos ou abiodticos, 0s quais ativam
genes relacionados a defesa da planta. Resultados promissores foram alcan¢ados
por Guzzo et al. (2001), com a aplicagdo do indutor quimico de resisténcia
acibenzolar-S-metil (ASM) em plantas de café cv. Mundo Novo, o que

proporcionou protecdo contra H. vastatrix por 10 semanas.

2.2 Inducéo de resisténcia

As plantas desenvolvem sofisticados mecanismos de resisténcia para se
defender contra doencas, onde moléculas sinalizadoras como o acido salicilico
(AS), é&cido jasmonico (AJ) e etileno (ET) desempenham um papel crucial.
Atualmente, elucidar as vias desses mecanismos de sinalizacdo que regulam a

resisténcia de plantas a doencas € um dos principais topicos de pesquisa na
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interacdo planta-patégeno (VERHAGEN; VAN LOON; PIETERSE, 2006). Em
plantas suscetiveis, a resisténcia pode também ser ativada ap6s uma infeccéo
priméaria causada por fitopatdgenos ou em resposta ao tratamento com agentes
bidticos ou abidticos, sendo conhecida como resisténcia induzida a doencas,
podendo ser dividida em (SAR) e em indugdo de resisténcia sistémica (ISR)
(HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001). Este fendmeno de
inducdo de resisténcia se caracteriza pela ativacdo dos mecanismos de defesa
inerentes as plantas em decorréncia da aplicagdo de microrganismos ou de
substancias de origem microbiana ou quimica, que atuam contra fungos,
bactérias, nematdides e virus, conferindo protecgdo sistémica de amplo espectro e
de longa duracdo (DE NARDI et al., 2006; GORLACH et al., 1996; MISHINA,;
ZEIER, 2007).

O fenbmeno da SAR tem sido demonstrado em varias interagdes
hospedeiro-patdgeno e implica a produgdo de um sinal liberado a partir do sitio
inicial da penetragdo do patdgeno ou do local de aplicagdo do indutor e sua
posterior translocagdo para outras partes da planta, ativando nesses tecidos
reacOes de defesa e impedindo, & distancia, uma posterior infeccdo do patdégeno
(AUX, 2001).

Foi descrito por Ray (1901) e Beauverie (1901), o primeiro relato de
inducdo de resisténcia, no qual obtiveram inducdo de resisténcia em begonias
pelo uso de isolados atenuados de Botrytis cinerea e relacionaram a inducdo as
condigdes ambientais de cultivo. Esse estudo foi confirmado por Carbonne e
Kalaljev (1932), que mostraram que a SAR depende, também, da condigdo do
hospedeiro. Chester (1933) observou que plantas suscetiveis podiam adquirir
resisténcia contra doencas ap6s uma infeccdo primaria causada por patdgenos ou
apés o tratamento com formas atenuadas de agentes patogénicos.
Posteriormente, Ross (1961) demonstrou que plantas de fumo -- apés a infecgdo

localizada com o virus do mosaico do fumo (TMV) e a consequente formacédo de
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lesBes necroticas nas folhas inferiores -- adquiriam resisténcia sistémica contra
varios patdgenos. Na década de 60, Cruikshank e Mandryk (1960) estenderam
esse estudo, inoculando uma suspensdo de esporos de Peronospora tabacina,
agente causal do mildio no caule de plantas de fumo -- e obtiveram aumento da
resisténcia a doengas foliares.

Dean e Kuc (1986) e Kuc, Shockley e Kearney (1975) demonstraram
posteriormente a indugdo de resisténcia em plantas de pepino ap6s o tratamento
localizado com diferentes microrganismos patogénicos, como o virus da necrose
do fumo (TNV), Pseudomonas syringae pv. lachrymans e Colletotrichum
lagenarium. As plantas foram protegidas de quatro a seis semanas contra pelo
menos 12 doengas causadas por fungos, bactérias e virus como, por exemplo, a
antracnose e a sarna, causadas, respectivamente, por C. lagenarium e
Cladosporium cucumerinum; a mancha angular e a murcha bacteriana, causadas
por P. syringae pv. lachrymans e Erwinia tracheiphila e 0 mosaico do pepino e
a necrose local, causadas pelo virus do mosaico do pepino (CMV) e por TNV,

respectivamente.

2.3 Mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos na indugdo de

resisténcia

A estratégia para o controle de doencas através da ativagdo dos
mecanismos de defesa inerentes das plantas, através da utilizacdo de produtos
bidticos ou abidticos tem estimulado vasta pesquisa, visando ao esclarecimento
dos aspectos bioquimicos e moleculares envolvidos na resisténcia induzida.

Entre os mecanismos de resisténcia ativados, tém sido observadas
alteracOes estruturais que fortalecem a parede celular vegetal pelo depdsito de
calose e de lignina ou pela formacéo de papila junto a parede celular no sitio de

penetracdo do patdgeno e a resposta de hipersensibilidade (HR), resultando na
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morte localizada de células do hospedeiro no sitio de infeccdo (BENHAMOU,
BELANGER, 1998).

A HR é caracterizada pela morte programada das células em torno do
local de infecgdo e atua contra patdgenos biotroficos, pois restringe seu acesso a
agua e nutrientes, podendo ser ativada pelo acido salicilico (DURRANT;
DONG, 2004; GLAZEBROOK, 2005; LEE; LEON; RASKIN, 1995).

O processo de lignificagdo € um importante mecanismo de defesa
relacionado a SAR. A lignina é formada pela polimerizacdo de precursores
produzidos na rota dos fenilpropandides, sendo iniciada pela deaminacdo da
fenilalanina para &cido cindmico e catalizada pela enzima fenilalanina amonia-
liase (FAL) (STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

A lignina pode desempenhar um papel importante na resisténcia através
de diferentes mecanismos como, por exemplo, no estabelecimento de barreiras
mecanicas ao avango e ao crescimento do patégeno, na modificacdo da parede
celular -- tornando-a mais resistente ao ataque por enzimas hidroliticas
secretadas pelos patdgenos, no aumento da resisténcia das paredes a difusdo de
toxinas produzidas por patdégenos e impedindo que nutrientes do tecido
hospedeiro sejam utilizados pelo invasor. Foi detectado, também, o acumulo de
peréxido de hidrogénio, de fitoalexinas (IRITI; FAORO, 2003; LATUNDE-
DADA,; LUCAS, 2001) e de proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas)
como, por exemplo, B-1,3-glucanases e quitinases (GUZZO et al., 2004;
QUERINO et al.,, 2005; SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007), que
podem se constituir em excelentes marcadores moleculares de resposta de defesa
(RESENDE et al., 2006; SHULAEV; LEON; RASKIN, 1995) e, também, em
um aumento na atividade de varias enzimas, tais como lipoxigenase, fenilalanina
amonia-liase (FAL), chalcona isomerase, peroxidases e polifenoloxidases
(KOHLER; SCHWINDLING; CONRATH, 2002; RESENDE, 2002).
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Estudos realizados especialmente com Arabidopsis permitiram uma
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na inducdo de
resisténcia. Em varias interacGes hospedeiro-patégeno, ficou demonstrado que a
expressdo de diferentes genes de defesa esta associada a inducdo de resisténcia
sistémica (HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001). Alguns dos
genes induzidos codificam proteinas envolvidas no metabolismo de compostos
fendlicos e fitoalexinas, tais como fenilalanina amoénia liase (FAL), chalcona
sintase e peroxidases (KOHLER; SCHWINDLING; CONRATH, 2002) ou
proteinas com propriedades antimicrobianas, como as PR-proteinas, quitinases,
B-1,3-glucanases e defensinas. Outros genes correspondem a proteinas
relacionadas ao fortalecimento da parede celular, como glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina. Também foi observada a expressdo de genes codificadores de
proteinas envolvidas nas vias de transducdo de sinal que levam & ativagdo do
estado de resisténcia, como a proteina quinase da familia MAP-quinase,
induzida em plantas de fumo por é&cido salicilico (HAMMERSCHMIDT;
METRAUX; VAN LOON, 2001).

Ainda, genes envolvidos na degradagdo controlada de proteinas tém sido
associados & regulacdo da expressdo da resisténcia induzida, como aqueles
codificadores das subunidades a e p do proteassomo 20S, ativados em plantas de
fumo apo6s o tratamento com acido salicilico ou elicitinas (ETIENNE et al.,
2000; LEQUEU et al., 2005).

Em cafeeiro, genes relacionados a inducéo de resisténcia foram isolados
e identificados através da técnica de hibridizagdo subtrativa por supressdo
(HSS), método baseado na amplificacdo preferencial, pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), de sequéncias diferencialmente representadas em duas
populagdes de cDNA, enquanto o fendmeno da supressao impede a amplificacdo
das sequéncias comuns, que resulta em uma mini biblioteca enriquecida destes

genes, fornecendo amplo material para a comparacdo de populacdes de RNAs
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mensageiros. Foram encontrados genes envolvidos em diversos processos
relacionados a resisténcia de plantas contra fitopatégenos, como: formacdo de
espécies de oxigénio reativas, resposta de hipersensibilidade, morte celular
programada, sintese e transporte de metabdlitos antimicrobianos, percepcao e
transducéo de sinal, sintese de proteinas relacionadas a patogénese, metabolismo
de lipideos e degradacao controlada de proteinas (GUZZO et al., 2009; GUZZO;
HARAKAVA, 2007).

Os estudos realizados possibilitaram obter um perfil dos mecanismos de
respostas de defesa associados a SAR. Dentre os genes isolados de cafeeiro,
foram identificados aqueles codificadores da aleno Oxido sintase (AOS),
arginina descarboxilase, ascorbato peroxidase, ubiquitina ligase tipo “Ring
Finger”, de PR-proteinas, como quitinase e B-1,3-glucanase, da proteina
transportadora ABC e da proteina de resisténcia com dominio de repeticdes ricas
em leucina (LRR).

A aleno Oxido sintase € uma enzima chave na sintese do regulador
vegetal acido jasménico (AJ). AJ é uma molécula sinalizadora que desempenha
um importante papel na resisténcia contra insetos e doencas, podendo ativar a
expressdo de proteinas antifingicas tais como, osmotina e tionina ou induzir
acimulo de enzimas relacionadas a sintese de fitoalexinas e possui também
efeito direto antimicrobiano (PROST et al., 2005; VELLOSILLO et al., 2007).

As PR-proteinas sdo proteinas de plantas que se acumulam rapidamente
nos tecidos vegetais ap6s 0 contato com patdgenos ou ataque por insetos
herbivoros ou, também, em resposta ao tratamento com determinados compostos
quimicos ou a outros tipos de estresse (GUZZO, 2003; VAN LOON et al.,
1994). As PR-proteinas tém sido particularmente associadas a resisténcia
induzida, acumulando-se nos tecidos vegetais, no local da aplica¢do de indutores

bidticos ou abidticos da SAR e, sistemicamente, estando associadas a expressao
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e a manutencdo da resisténcia sistémica induzida (CONRATH et al., 2002;
PIETERSE et al., 2001; RYALS et al., 1996).

As TLPs (thaumatin-like proteins), proteinas tipo taumatinas, pertencem
a familia PR-5 de proteinas relacionadas a patogénese (VAN LOON; REP;
PIETERSE, 2006). A familia PR-5 é uma das 17 familias de PR proteinas, que
também inclui as permeatinas e osmotinas. PR proteinas normalmente se
acumulam em altos niveis apds estresse causado por patdégeno, mas muitas séo
também induzidas por outras condi¢des de estresse ou sinais de
desenvolvimento. Em algumas espécies, TLPs sdo expressas constitutivamente
nas flores e frutos, érgdos reprodutivos importantes, suscetiveis a infeccéo pelo
patdgeno e especula-se sobre a hipotese de que estas proteinas funcionem como
defesas pré-formadas contra as infeccbes (CLENDENNEN; MAY, 1997,
SASSA; HIRANO, 1998).

Tem sido também observado que TLPs podem ser induzidas em resposta
a ferimentos e a alimentacdo de insetos, especificamente por insetos que se
alimentam do floema (FRENDO et al., 1992; GAO et al., 2007).

As B-1,3-glucanases pertencem a familia PR-2 e participam de varios
processos fisioldgicos dos vegetais. As B-1,3-glucanases de classe Il apresentam
atividade antiflngica, estas clivam glucana, um componente estrutural da parede
celular de fungos e oomicetos. Segundo Theis e Stahl (2004), B-1,3-glucanases
de classe Il apresentam atividade antifingica quando atuam sinergicamente com

quitinases e B-1,3-glucanases de classe I.
2.4 Indutores de resisténcia
Demonstrada em diversas espécies vegetais, a inducdo de resisténcia

pode ser ativada por agentes bidticos e abidticos. Existem varios relatos na

literatura de diversas substancias de origem biol6gica que agem como indutores
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de resisténcia (KUC, 2001) como, por exemplo, fracdes de parede celular de
plantas, de fungos (DOKE; RAMIREZ; TOMIYAMA, 1987) e de bactérias,
como lipopolissacarideos de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(PIETERSE et al., 2001; VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998); fluido
intercelular de plantas (KUC, 2001); extratos vegetais (FOUGHT; KUC, 1996) e
de microrganismos ndo patogénicos, como S. cerevisiae (PASCHOLATI, 1998)
e substancias de natureza protéica, provenientes de fitopatdgenos, como
Phytophthora spp., Pyricularia oryzae e Erwinia amylovora (KELLER et al.,
1996; SCHAFFRATH; SCHEINPFLUG; REISENER, 1995; WEI et al., 1992;
YU, 1995).

Quanto aos agentes abidticos, foi demonstrado que diferentes compostos
inorganicos ou organicos induzem a resisténcia em plantas em relacéo ao ataque
por insetos herbivoros e contra doencas causadas por nematoides, bactérias,
fungos e virus (BOSTOCK et al., 2001; HAMMERSCHMIDT; METRAUX;
VAN LOON, 2001; KESSMANN et al., 1994; OOSTENDORP et al., 2001).
Entre os compostos inorganicos, foi verificado que sais de fosfato induziram
resisténcia sisttmica em plantas de pepino e milho contra os fungos
fitopatogénicos C. lagenarium e Puccinia sorghi, respectivamente
(GOTTSTEIN; KUC, 1989; OROBER; SIEGRIST; BUCHENAUER, 2002;
REUVENI; AGAPOV; REUVENI, 1994). Entre 0s compostos organicos, 0s
acidos graxos araquidénico, linoléico, linolénico e oléico induziram a resisténcia
em batata contra Phytophthora infestans (COHEN; GISI; MOSINGER, 1991,
COQUOZ et al.,, 1995) e as quitosanas, em tomateiro contra Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (BENHAMOU; THERIAULT, 1992).

Além destes, podem ser mencionados o acido -aminobutirico (ABA), o
acido salicilico e seus analogos funcionais, como o acido-dicloroisonicotinico
(INA) e o acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7 carbotidico (acibenzolar-S-metil -
ASM) (GUZZO et al., 2001; PEREIRA, 2006).
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Alguns indutores de resisténcia estdo disponiveis comercialmente como,
por exemplo, o composto ASM do grupo benzotiadiazole, primeiro
representante de uma nova geracdo de protetores de plantas eficientes na
inducéo de resisténcia, sendo comercializado sob as marcas Actigard® ou Bion®
(CAVALCANTI et al., 2006). A acdo do Bion® (ASM), como um agente
ativador dos mecanismos de defesa de plantas, conferindo protegdo sistémica
contra diferentes patogenos, foi observada em diversas culturas como, por
exemplo, fumo, trigo, feijoeiro e cacaueiro (RESENDE et al., 2002), tomateiro
(SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007) e em cafeeiro (AMARAL, 2005;
GUZZO0 et al., 2001; NOJOSA, 2003; PATRICIO et al., 2007). Podem ainda ser
mencionados, entre outros, os produtos Elexa®, Oxycom®, lodus® 40, Milsana®,
Agromos® e Messenger® (CAVALCANTI; RESENDE, 2004).

Em algumas interacdes hospedeiro-patégeno, foi também demonstrado
gue o tratamento das plantas com determinados indutores de resisténcia leva a
ativacdo direta de um conjunto de respostas de defesa. Entretanto, alguns
mecanismos de resisténcia sdo ativados apenas apds a inoculacdo subsequente
das plantas com agentes patogénicos. Nesse caso, 0 tratamento prévio com
indutores de resisténcia predispde as plantas suscetiveis a ativarem respostas de
defesa mais rapidamente e intensamente do que as plantas ndo induzidas, quando
em contato com agentes patogénicos. Os indutores de resisténcia possuem, dessa
forma, um papel duplo na ativagéo de respostas de defesa, sendo este mecanismo
denominado preparo ou sensibilizagdo (“priming”), o que foi demonstrado em
Arabidopsis thaliana (CONRATH et al., 2006; KOHLER; SCHWINDLING;
CONRATH, 2002).

Os indutores de resisténcia ndo apresentam normalmente acgédo
antimicrobiana direta sobre patdgenos (DURRANT; DONG, 2004; GUZZO et
al., 2001), mas atuam como moléculas sinalizadoras de respostas de defesa. Ao

serem reconhecidas pelas células vegetais, induzem a expressdo de genes que
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codificam a sintese de compostos de resisténcia (DANTAS et al., 2004,
METRAUX, 2001; RYALS et al., 1996; SCHENK et al., 2000), impedindo ou
dificultando o estabelecimento e/ou desenvolvimento do patdgeno e,

consequentemente, reduzindo os sintomas da doenca.

2.4.1 Reforce® - fertilizante foliar a base de fosfito

Reforce® é um fertilizante foliar que induz a producéo de fitoalexinas,
proteinas PR (proteinas de resisténcia) e outras enzimas de resisténcia e/ou
defesa conferindo as plantas maior tolerancia as adversidades (AGRICHEM
FERTILIZANTES AGRICOLAS, 2011).

A utilizagdo de fertilizantes foliares comerciais, como os fosfitos, tem
ganhado importancia no controle de doengas. O fosfito é comercializado ha
algum tempo sob a forma de etil fosfonato (Fosety-Al) e, recentemente, como
sal de potassio, sendo indicado para o controle de Phytophthora e de fungos
agentes da podriddo do colo, raiz, tronco e frutos. Sob a forma de sal de
potassio, o fosfito parece ter o mesmo efeito que o Fosety-Al, fungicida
recomendado para o controle de oomicetos como Pythium spp. e Phytophthora
spp. Alguns autores acreditam que, além da acdo direta sobre o patdgeno, o
fosfito também apresenta acdo indireta, induzindo uma resposta de defesa na
planta (JACKSON et al., 2000; SMILLIE; GRANT; GUEST,1989).

A aplicacdo de fosfito foi utilizada na prote¢do de plantas de cacau
(GUEST et al., 1994), abacate (EL-HAMALAWI; MENGE; ADAMS, 1995),
citros (SCHUTTE; BEZUIDENHOUT; KOTZE, 1991), eucalipto (SHEARER,;
FAIRMAN; GRANT, 2006) e castanha (LIM, 1993) contra doencas causadas
por espécies do género Phytophthora. Estudos recentes demonstram a sua
eficacia contra outros patdgenos. Eles foram eficientes no controle da mancha-
foliar-da-gala (Colletotrichum gloeosporioides) (ARAUJO et al., 2008) e da
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sarna-da-macieira (Venturia inaequalis) (BONETI; KATSURAYAMA, 2005),
além de podriddes pos-colheita, causadas por Alternaria alternata (REUVENI;
AGAPOV; REUVENI, 2003) e Penicillium digitatum (BLUM et al., 2007).
Fosetyl-Al, fungicida analogo ao fosfito, foi eficiente no controle da necrose
apical da mangueira causada por Pseudomonas syringae pv syringae
(CAZORLA et al., 2006) e no controle da sarna (Elsinoe fawcettii), melanose
(Diaporthe citri) e da mancha-de-alternaria (Alternaria alternata), em mudas de
citros (AGOSTINI; BUSHONG; TIMMER, 2003).

Em mudas de cafeeiro, produtos contendo fosfitos foram eficazes na
inducdo de resisténcia contra Phoma costarricensis e Hemileia vastatrix,
reduzindo a severidade da mancha de Phoma, sem diferencas em relacdo ao
tebuconazole e fosetyl-Al (NOJOSA, 2003). Este mesmo autor observou que a
aplicagdo de fosfitos nas mudas de cafeeiro proporcionou acumulo de lignina e
de fendis sollveis, tipicos compostos de defesa do cafeeiro. Também foram
observados efeitos diretos de fosfito, inibindo o crescimento micelial e o
desenvolvimento do tubo germinativo de esporos de P. costarricensis. No
campo, a aplicacdo de fosfitos apresentou efeito protetor em cafeeiro,
diminuindo a intensidade da mancha de Phoma (BARGUIL, 2004).

RIBEIRO JUNIOR (2008) observou que a pulverizagio em cafeeiro cv.
Topézio, em condicdo de campo, com fosfito de potassio (500mL/100L), fosfito
de manganés (333mL/100L), fosfito de zinco (200mL/100L) em quatro
aplicacOes, em dois anos de avaliacdo (dezembro de 2005; fevereiro, abril, julho
e dezembro de 2006 e fevereiro, abril e julho de 2007), proporcionou, em média,
menores indices de ferrugem, se comparados aos da testemunha e superiores
aqueles proporcionados pelo fungicida (epoxiconazole + piraclostrobina), nos
dois anos de avaliacdo (2006 e 2007). No ano de alta produtividade (2006),
aplicacbes com fosfitos proporcionaram uma reducdo media na severidade da
ferrugem de 30% e de 53% no ano de baixa produtividade (2007).
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Também, em experimento de campo, com a cultivar Rubi, a
pulverizacdo com fosfito de cobre (1000mL/100L) reduziu a severidade da
ferrugem em 81%, quando comparada a testemunha e apresentou controle
semelhante ao do fungicida (epoxiconazole + piraclostrobina). Este mesmo
produto, aplicado na dose de 500mL/100L, obteve controle inferior ao do
fungicida, mas superior a testemunha (TOYOTA, 2008).

Diversos estudos foram realizados para elucidar as vias de sinalizacdo
de defesa de plantas que levam a resisténcia e sdo desencadeadas apds o
reconhecimento de um patdgeno potencial ou pelo tratamento com elicitores de
respostas de defesa. Neste sentido, a analise dos perfis de expressdo de genes em
resposta a infeccdo e tratamento com moléculas sinalizadoras fornecem uma
base para identificar caracteristicas comuns e / ou antagdnicas entre vias de
defesa (SCHENK et al., 2000).

2.4.2 Soloflex® - fertilizante foliar a base de acido hiimico e falvico

O Soloflex® é um fertilizante foliar com alto nivel de acidos humicos e
acidos fulvicos que aumenta a capacidade de troca de cations e assegura rapidez
e eficiéncia na absor¢do dos nutrientes. Pode ser usado via solo ou por aplicacéo
foliar (PEPITA FERTILIZANTES, 2011).

A presenca dessas substancias htimicas (SH) vem sendo observada ha
muito tempo no meio ambiente (BERZELIUS, 1839; FRIMMEL,;
CHRISTMAN, 1988; KONONOVA, 1958; ORLOV, 1985). Sua defini¢do ndo €
simples e reflete bem a complexidade do material organico. Substancias himicas
podem ser definidas como uma série de polimeros amorfos, de coloracdo
amarelo-marrom a preta, de peso molecular relativamente alto e formados por

reacOes de sinteses secundarias, bitticas e abidticas (STEVENSON, 1994).
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O 4cido humico é uma suspensdo baseada em humato de potéssio que
pode ser aplicada com sucesso em muitas areas de producdo vegetal como
estimulante do crescimento de plantas ou condicionador do solo para aumentar a
resisténcia natural contra doencas e pragas de plantas (SCHEUERELL;
MAHAFFEE, 2004, 2006) a fim de estimular o crescimento de plantas através
do aumento da divisdo celular, bem como otimizar a absorcdo de nutrientes e
agua, (ATIYEH et al., 2002; CHEN; NOBILI; AVIAD, 2004). Além disso,
Scheuerell e Mahaffee (2004, 2006) relataram que o tratamento mais eficaz para
a supressao de tombamento em muitas plantas e mofo cinzento em geranium foi
um cha composto por extrato de algas e &cidos humicos.

Os &cidos fulvicos sdo os compostos himicos de maior solubilidade por
apresentarem maior polaridade e menor peso molecular. Estes compostos sdo 0s
principais responsaveis por mecanismos de transporte de cétions dentro do solo,
por meio de complexos organo-metalicos, o que caracteriza o processo de
queluviagdo (DUCHAUFOUR, 1982). O estudo de substancias humicas no solo
desenvolveu-se bastante nas Ultimas trés décadas gragas ao desenvolvimento de
novas metodologias e equipamentos (HATCHER et al., 2001).

Diversos estudos relatam que a preparagdo de acidos himicos e fulvicos
teve como objetivo aumentar a absor¢do de elementos minerais (DE KREW;
BASAR, 1995; MACKOWIAK; GROSSL; BUGBEE, 2001; MAGGIONI et al.,
1987), promover o crescimento de raiz (CANELLAS et al., 2002; VAUGHAN;
MALCOLM, 1979) e aumentar o peso fresco e seco de plantas cultivadas
(CHEN; NOBILI; AVIAD, 2004; KAUSER; MALIK; AZAM, 1985).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Planta e patégeno

No experimento, foram utilizadas plantas de cafeeiro produzidas a partir
de sementes da cultivar “Mundo Novo (selecio MG-379-19)”, cedidas pela
Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais. Quando as mudas
apresentaram seis pares de folhas, foram pulverizadas com os tratamentos. As
mudas foram produzidas e mantidas em casa de vegetagdo, no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), visando fornecer
material vegetal para a analise da expressao génica.

Urediniosporos de Hemileia vastatrix foram coletados a partir de
pustulas presentes em folhas de plantas de café ardbica cv. Mundo Novo, em
campo experimental da UFLA. A coleta foi realizada por meio de raspagem,

utilizando pincel n° 1.

3.2 Obtencé&o e inoculagdo do patdgeno

Logo apds coletados, os urediniésporos foram peneirados para
eliminagcdo de impurezas. Em seguida, foi preparada uma suspensdo de
uredinidsporos em agar-agua 0,2% (v/v), a qual foi ajustada em hemocitdmetro
para 15.000 urediniésporos por mL.

O processo de inoculagdo das mudas foi feito por meio de pulverizagédo
da suspensdo até o ponto de escorrimento nas plantas, quando estas
apresentaram os trés primeiros pares de folhas completamente expandidos (cerca
de quatro meses de idade). As plantas foram mantidas no escuro por 48 horas,

com umidade relativa de 100% e temperatura de 22 + 2°C, condicGes favoraveis
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para a germinacdo dos uredinidsporos. Nas plantas controle, ou seja, nao

inoculadas, aplicou-se somente solucéo agar-agua 0,2% (v/v), sem inéculo.

3.3 Avaliagdo da inducéo de resisténcia em plantas de café suscetiveis

O bioensaio de inducdo de resisténcia em cafeeiro foi conduzido em
casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da UFLA, em
delineamento, em blocos casualizados (DBC), com 6 tratamentos (Tabela 1) e 3
repeti¢Oes, sendo a parcela experimental constituida por 6 mudas, com cerca de
4 meses de idade. A resisténcia foi induzida por meio de pulverizagfes com
Soloflex®, a 5 mL p.c./L ou com Reforce® a 5 mL p.c./L, seguidos ou ndo pela
inoculagdo com H. vastatrix. Além destes tratamentos, foram utilizadas também
testemunhas pulverizadas apenas com &gua, seguidas ou ndo de inoculagéo.

A pulverizagdo com os indutores foi realizada sete dias antes da
inoculacdo das mudas com o fungo. Apo6s a pulverizagdo com os indutores,
o material vegetal (folha) foi coletado nos seguintes tempos: 0, 24, 48, 168 e 192
horas, equivalentes a 0; 1; 2; 7 e 8 dias (Tabela 1). As plantas inoculadas foram
coletadas nos tempos de 0, 24 e 48 horas apo6s a inoculagdo com o fungo,
correspondendo a 168, 192 e 216 horas apds a pulverizagdo com os indutores,
devido ao fato de a pulverizacdo ter sido realizada sete dias antes da inoculagédo
das mudas com o fungo.

Foram coletadas seis mudas por tempo de coleta por tratamento, sendo
gue, imediatamente apos coletadas, as mudas foram envoltas em folhas de papel
aluminio, previamente identificadas e entdo congeladas em nitrogénio liquido (-
196°C). Ao final de cada coleta, 0 material congelado foi armazenado em

freezer, a -80°C, até 0o momento da extracdo de RNA.
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Tabela 1 Tratamentos utilizados no bioensaio de inducdo de resisténcia e tempos
de coleta apds a aplicacdo dos indutores

Tratamentos com indutores de resisténcia® Tempos de coleta (HAP) ! ou (HAT) ?
REFORCE 0;24:48:168e 192 (HAP)

REFORCE COM INOCULACAQ 0;24 e 48 (HAI)

SOLOFLEX 0;24;48;168e 192 (HAP)
SOLOFLEX COMINOCULACAO 0;24 e 48 (HAI)

*Tratamentos acompanhados de inoculacdo apresentam nimero de tempos de coleta
reduzidos, comparados aos tratamentos sem inoculagdo, porque a inoculacdo com o
patdgeno ocorreu as 168 HAP, tempo este correspondente a 0 HAI

Y HAP (horas ap6s pulverizacio)

2 HAI (horas ap6s inoculacao)

Os produtos a base de nutrientes utilizados no bioensaio de inducéo de

resisténcia estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 Produtos utilizados no bioensaio, nomes comerciais, composicéo e
dose utilizada

Nome Composicéo Empresa Dose
comercial (mL/L)
Soloflex® Nitrogénio 1% p/p - 12 g/L plv; K20 4% Pepita 5

p/p - 48 g/L plv; P205 4% plp - 48 g/L plv; Fertilizantes
Carbono Organico Total 6% p/p Ltda.
Reforce® 25,0% K,0 ; 35,0% P,05 p/v Agrichem do 5
Brasil Ltda.

3.4 Extragédo do RNA

Foi extraido o RNA total do tecido vegetal (folha) das plantas com os
diferentes tratamentos citados, utilizando-se TRl Reagent TM Solution (Applied
Biosystems, USA). Inicialmente, quatro plantas representativas da mesma
amostra foram maceradas em nitrogénio liquido, até a obten¢do de um p6 fino.

Posteriormente, 100 mg de tecido macerado foram colocados em microtubos de
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1,5 mL, tipo eppendorf aos quais foi adicionado 1 mL do TRI Reagent TM. Em
seguida, realizou-se homogeneizacdo em vértex e a mistura foi incubada por 5
minutos, a temperatura de 25°C. ApGs esse periodo, o material foi submetido a
centrifugacdo por 10 minutos, a temperatura de 4°C, a 12.000 x g. O
sobrenadante foi, entdo, transferido para um novo tubo, ao qual se adicionou 200
uL de cloroférmio, homogeneizado por 15 segundos e, em seguida, incubado
por 20 minutos, & temperatura ambiente. Realizou-se uma centrifugacéo durante
15 minutos, a temperatura de 4°C, a 12.000 x g. Apo6s a centrifugacdo, a fase
superior, contendo RNA foi transferida para um novo tubo e adicionou-se 500uL
de isopropanol. Fez-se rapida homogeneizagdo por inversdo, seguida por
incubacdo minima de 1 hora, a temperatura de -20°C. Apo6s a incubagdo, a
amostra foi centrifugada por 10 minutos, a temperatura de 4°C a 12.000 x g. O
sobrenadante descartado e o pellet lavado duas vezes, com 1 mL de etanol 75%
(v/v) gelado, seguido de uma centrifugacéo por 5 minutos, & temperatura de 4°C,
a 7.500 x g. Apos a lavagem, realizou-se a solubilizacdo do RNA. O pellet foi

ressuspendido em 30uL de agua milli-Q autoclavada.

3.5 Quantificacdo do RNA total e tratamento com DNAse |

As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDropTM
Espectrophotometer ND-1000 (NanoDrop Technologies™). A integridade do
RNA foi visualizada em gel de agarose 1,2%, corado com brometo de etidio, sob
luz ultravioleta.

As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse | (New England
BioLabs™), segundo especificagdes do fabricante, para a eliminacéo de eventual
DNA presente. Posteriormente foi realizada PCR convencional para confirmar a

auséncia total de DNA.
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3.6 Sintese de DNA complementar (CDNA)

A sintese de cDNA foi realizada a partir dos RNAs totais extraidos de
folhas de cafeeiro com os devidos tratamentos, utilizando-se o kit Reverse
Transcriptase SuperScript I[II™ (Invitrogen).

3.7 Busca in silico para escolha de genes relacionados & SAR

Para a escolha dos genes, foi realizada revisdo bibliogréafica e busca em
bancos de dados gendmicos, de onde foram selecionados sete genes
potencialmente envolvidos com a resisténcia e quatro genes constitutivos.

As sequéncias dos genes NPR1, PR5 e PR10, relacionados a inducéo de
resisténcia, foram obtidas tendo como fonte de dados o bhanco de ESTs
(Expressed Sequence Tags), gerado pelo projeto Genoma Brasileiro Café
CAFEST (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/).

Os genes AOS2, RING, GLU1 e GLU2, também relacionados a indugdo
de resisténcia, foram escolhidos tendo por base as sequéncias de genes isolados
de plantas de café cv. Mundo Novo tratadas com ASM, através da técnica de
hibridizagdo subtrativa por supressdo (HSS) e depositadas no GenBank por
Guzzo et al. (2009).

Os genes GAPDH2, RPL7 e 14-3-3 foram escolhidos com base no
trabalho realizado por Barsalobres-Cavallari et al. (2009), que observaram que
estes genes sdo expressos de forma homogénea, apresentando niveis de
transcritos equivalentes em diferentes amostras de tecidos e 6rgdos de Coffea
arabica sendo, portanto, recomendados como genes de referéncia. Por fim,
UB19, descrito no trabalho de Cruz et al. (2009).
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3.8 Desenho e sintese de primers

Os primers utilizados para amplificacdo dos genes foram desenhados
com o auxilio do programa Primer 3 Plus (UNTERGASSER et al., 2007),
utilizando a amplificacdo de produtos com tamanho entre 50-200 nucleotideos e
temperatura de anelamento de aproximadamente 60°C como critérios. Analises
da curva de dissociacdo dos produtos amplificados e corridas em gel de agarose
1% para os genes: AOS2 (aleno Oxido sintase), GLUL (B-1,3-glucanase), PR5
(osmotina) e GAPDH2 (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foram realizadas
para a confirmacdo da amplificagcdo de um Unico produto de PCR (Grafico 1) e
os demais primers resultaram em dois amplicons, assim, estes foram excluidos
das andlises (Grafico 2). O gene GAPDH2, que codifica a proteina

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, foi utilizado como controle endégeno.
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Grafico 1 Analise da curva de melting. Primer resultando em um tnico amplicon
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Grafico 2 Analise da curva de melting. Primer resultando em dois amplicons
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Tabela 3 Sequéncias dos primers de genes de cafeeiro utilizadas na analise da
expressao génica quantitativa por PCR em tempo real

Numero de

Designagao N . Tamanho  Tm
Gene acesso . Sequéncia dos primers (5°-3”) o
GenBank dos primers (bp) (°C)
A'esri‘r‘]’t:gdo DQ124045  AOS2-F TACGAAGCCCTGAGGATTGA 197 64.5
AOS2-R ACCCACGAACCTGTCCG
Gliceraldeido- SGN-
3-fosfato GAPDH2-F TTGAAGGGCGGTGCAAA 59 60
B U347734
desidrogenase
GAPDH2-R AACATGGGTGCATCCTTGCT
Proteina
realacionada a EU196031 PR5-F GTTCAGTAACCTGGACTTCTTCG 190 59
patogénese 5
PR5-R CTGATCAGTCTTGAAAACAGTGC
B-1,3-glucanase  AY389812 GLU1-F CAGCCCTTCAGAACATACAAAAC 194 60
GLU1-R AGGTGCATTATTTTGGTTCAAGA
3.9 RT-gPCR

A reacdo de amplificacdo foi realizada em equipamento
Mastercycler® ep realplex da Eppendorf com o seguinte ciclo de amplificagao:
10 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a
60°C, finalizando com 15 segundos a 95°C.

Os dados gerados foram armazenados no programa Realplex e
analisados no gbasePLUS (Verséo 1.5), software de analise de dados de PCR em

tempo real. Para cada reacdo, foram utilizados aproximadamente 100ng de
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cDNA, 1,5uL de cada primer (10uM) e 25uL de Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems™). A reagdo foi completada com 19,5uL de
agua livre de nuclease (Ambion™), para um volume final de S0uL/amostra. As
amostras foram processadas em triplicatas.

Para verificar o efeito dos indutores sobre a expressdo de cada gene, foi
feita uma curva de tempo para comparar os resultados apés pulverizagdo com
Reforce® e Soloflex®. Para verificar o efeito do patégeno sobre a expressio de
cada gene em plantas induzidas, estes resultados foram comparados aos dados
obtidos a partir das amostras ndo inoculadas com o patogeno.

A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela expresséo do
gene GAPDH2, utilizado como controle endégeno para compensar variagdes
internas na PCR. Os resultados foram normalizados utilizando C+; (Ciclo

Threshold), obtidos para controles endégenos presentes na mesma reacao.



4 RESULTADOS

O padrao de expressdo dos genes AOS2, GLUL e PR5 relacionado com a
resposta apos aplicacio de Soloflex® e Reforce® e inoculagdo com Hemileia
vastarix em mudas de cafeeiro (Coffea arabica) foi obtido através de RT-qPCR.
O padréo de expressdo foi comparado em mudas de café apo6s pulverizagdo com
Soloflex® e Reforce® nos tempos 0, 24, 48, 168 e 192 horas e apds a inoculagio
com o patdgeno nos tempos 0, 24 e 48 horas (Tabela 4).

Tabela 4 Tempos (em dias e horas) utilizados em cada tratamento, sendo
indicados pelo X

Dias 0 1 2 7 8 9
Horas 0 24 48 168 192 216
Tratamentos:
Reforce
4ml/l X X X X X
Soloflex X X X X N
4ml/I

4.1 Quantificagdo do nivel de expressdo dos genes AOS2, GLU1 e PR5 por
PCR em tempo real, avaliado em mudas de cafeeiro apos tratamento com

Reforce® e Soloflex®

Os genes AOS2, GLU1 e PR5 apresentaram um perfil similar quando as
mudas de café foram pulverizadas com Reforce®, atingindo o maior nivel de
expressdo na fase inicial do tratamento (24h). Além disso, os genes AOS2,
GLUL1 e PR5 foram reprimidos quando aumentou o tempo de exposi¢do com o

mesmo produto (Gréafico 3).
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O estudo do efeito da aplicacdo de Soloflex® em mudas de cafeeiro
sobre a expressdo dos genes AOS2, GLUL e PR5 revelou que o maior nivel da
expressdo génica das plantas tratadas com Soloflex® foi observado 24 horas ap6s
a pulverizacdo para o gene PR5, seguido pelo gene GLUL, que apresentou uma
inducéo 192 horas apo6s a pulverizagdo. Enquanto o gene AOS2 foi reprimido.

O perfil de expressdo do gene PR5 foi semelhante para os dois indutores
(Reforce® e Soloflex®), onde houve indugdo 24 horas ap6s a pulverizacdo com
Reforce®, seguido de supressdo. Ja para o gene AOS2 houve indugdo 24 horas
ap6s o tratamento com Reforce® e uma repressdo, apds o tratamento com
Soloflex®. Para o gene GLU1, o maior nivel de expressdo foi observado 24 horas
ap6s a pulverizacdo com Reforce®, enquanto para Soloflex®, o maior nivel de

expresséo foi observado 192 horas ap6s a pulverizagéo.

AOS2

6.0 A

5.0 1

1

3.0 4

O AOS2 - Soloflex
O AOS?2 - Reforce

2.0 A

L Al T

0 24 48 168 192

Gréfico 3 Perfil da expressdo quantitativa por PCR em tempo real dos genes
AOS2 (aleno oOxido sintase), GLU1 (B-3-glucanase) e PR5 (osmotina),
nos tempos 0, 24,48, 168 e 192 horas apds a pulverizacdo de mudas
de cafeeiro com Reforce® e Soloflex®, sem inoculacéo do patégeno.
A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela expressao
do gene GAPDH?2 (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase)

(...continua...)
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4.2 Quantificacdo do nivel de expressdo dos genes AOS2, GLU1 e PR5 por
PCR em tempo real avaliado em mudas de cafeeiro inoculadas com

Hemileia vastatrix ap6s terem sido tratadas com Reforce® e Soloflex®

A andlise da expressdo dos genes AOS, GLU1l e PR5 em mudas
pulverizadas com Reforce® e Soloflex® inoculadas com Hemileia vastatrix foi
feita nos tempos 0, 24 e 48 horas ap06s a inoculagdo com o patégeno, a qual
ocorreu 168, 192 e 216 horas, respectivamente, ap6s a pulverizagdo com o0s
indutores.

O maior nivel de expressao foi observado para o gene GLU1 24 horas
ap6s a pulverizagdo com Soloflex®, sequido pelo gene PR5, induzido 48 horas
apo6s a pulverizagdo com o mesmo indutor. Para o gene AOS2, houve uma
pequena inducéo (Grafico 4).

O perfil de expressdo do gene GLU1 foi semelhante para os dois
tratamentos (Reforce® e Soloflex®), aumentando sua expressdo 24 horas apés
inoculagdo com Hemileia vastatrix. Ja para o gene AOS2, houve uma pequena
inducdo ap6s a inoculagdo das plantas pulverizadas com Reforce®, enquanto
para as plantas pulverizadas com Soloflex®, n&o foi detectada expressdo deste
gene. Para 0 gene PR5, as plantas inoculadas tratadas com Reforce® foram
induzidas 24 horas apds a inoculagdo, j& as plantas inoculadas, tratadas com

Soloflex®, foram induzidas 48 horas apds a inoculag&o.
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Grafico 4 Perfil da expressdo quantitativa por PCR em tempo real dos genes

AQOS2 (aleno Oxido sintase), GLU1 (B-1,3-glucanase) e PR5
(osmotina), nos tempos 0, 24 e 48 horas ap0s a inoculagdo das mudas
de cafeeiro com H. vastatrix equivalentes a 168, 192 e 216 horas
ap6s a pulverizacdo com Reforce® e Soloflex®. A abundéancia de
transcritos génicos foi normalizada pela expressdo do gene GAPDH2
(gliceraldeido-3- fosfato desidrogenase)
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho estudou, pela primeira vez, o perfil de expressdo de
trés genes (AOS2, GLU1 e PR5) marcadores de resisténcia das vias SAR e ISR,
em mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo, suscetivel ao fungo Hemileia
vastatrix, em resposta aos tratamentos com os indutores Soloflex® e Reforce®.
Diversos trabalhos confirmam que esses genes tém sua expressdo induzida ou
ocorre 0 acimulo das proteinas por eles codificadas em resposta aos indutores de
resisténcia e a presenca de patdégenos em cafeeiro (GUZZO; MARTINS, 1996).

Nas nossas analises, o gene AOS2 (enzima que leva a biossintese do
acido jasménico) apresentou dindmica de expressado distinta quando aplicados os
indutores de resisténcia Soloflex® e Reforce®. Este gene apresentou 0 maior
nivel de inducdo em 24h apds a pulverizacido com Reforce®. Interessante
observar que depois das 24h, a expressdo deste gene foi reprimida, sugerindo
que a acdo deste produto ocorre nas primeiras horas. Por outro lado, quando o
fungo é aplicado na planta junto com Reforce®, houve um ligeiro aumento
gradual de expressdo & medida que aumentou o tempo de exposicdo, indicando
que a aplicacdo de Reforce® mais o fungo nfo apresentou a resposta de
resisténcia esperada.

Guzzo et al.(2009) observaram que, em plantas de café, o nivel de
expressdo deste gene, apresentou maior indugéo em 72h ap6s o tratamento com
o indutor de resisténcia Bion®, seguido de uma repressdo. Esses resultados
indicam a importancia da escolha dos produtos corretos, pois dependendo da
gravidade da infestacdo, produtos com agdo mais tardia podem prejudicar a
recuperacdo da cultura. Por outro lado, quando a planta foi pulverizada com
Soloflex®, observou-se uma repressdo deste gene 24h apds a pulverizagdo,
resultado oposto foi observado com a aplicacdo do produto Reforce®. Em 48h, o

gene AOS?2 apresentou uma leve inducdo ap6s a pulverizagcdo com Soloflex®,
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enguanto que, para 0 mesmo indutor, AOS2 ndo foi expresso quando o fungo
estava presente. Estes resultados indicam que embora tenha havido uma leve
inducdo, essa pode ndo ser suficiente para a planta apresentar resposta de defesa.

O gene GLU1l (B-1,3-glucanase) apresentou um maior nivel de
expressdo 24h apos a pulverizacdo com Reforce® e 192h ap6s a pulverizagdo
com Soloflex®. Estudos prévios demonstraram que o GLU1 foi reprimido 24
horas apds o tratamento de café com Bion® e o maior nivel de expressio foi
observado 72h ap6s o tratamento com o mesmo indutor de resisténcia (GUZZO
et al., 2009) . O acimulo de transcritos foi observado cerca de 24h ap6s a
inoculacdo com o patogeno para o gene GLU1 (Reforce® e Soloflex®), indicando
que estes produtos atuam como indutores de resisténcia, conferindo resposta de
defesa em cafeeiro contra Hemileia vastatrix.

O Gene PR5 apresentou maior indugdo 24h apds a pulverizagdo com
Reforce® e Soloflex®, seguido por uma repressdo ao longo do tempo de
exposicdo. Este resultado foi similar ao observado apés a inoculagédo do fungo
com o indutor Reforce®, diferenciando-se quanto ao nivel de expressdo. Por
outro lado, com o fungo, Soloflex® apresentou maior indugdo em 48h.
Resultados complementares com estudos citoldgicos revelaram que a resposta da
inducdo de resisténcia em celulas de folha de café provavelmente ocorre logo
apos a penetracdo da hifa dentro da cdmara subestomatica (SILVA et al., 2002).

Silva et al. (1999) verificaram que hifas intercelulares de Hemileia
vastatrix, incluindo células-mae do haustério, contém [-1,3-glucano em suas
paredes celulares, logo a inducédo de B-1,3-glucanases e osmotinas em plantas de
café pulverizadas com Reforce® e Soloflex® poderiam contribuir para a restricdo
do desenvolvimento de fungos por hidrélise das estruturas de infeccdo do
patégeno.

Desta forma, nossos dados sugerem que as vias de defesa induzidas por

Soloflex® e Reforce® sejam compartilhadas por outros indutores previamente
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descritos como o BION®, por exemplo. No entanto, algumas etapas de
sinalizacdo das vias podem ser distintas. Os dados apresentados devem ser
interpretados com cuidado, pois picos de expressdo ou repressdo dos genes
avaliados podem néo coincidir com 0s tempos correspondentes aos das amostras
avaliadas. Desta forma, estudos complementares serdo necessarios para
confirmar nossos resultados.
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6 CONCLUSAO

De modo geral, as respostas de cafeeiro a indutores e fungos puderam
ser analisadas pelo perfil de expressdo caracteristica de cada gene. Com base nos
resultados obtidos neste trabalho, foi possivel concluir que:

Os tratamentos com Soloflex® e Reforce® induziram a expressdo do
gene GLU1 em mudas de cafeeiro suscetiveis a ferrugem alaranjada 192 e 24
horas respectivamente, apds a pulverizacdo. Para o gene AOS2, houve indugdo
ap6s 24 horas apenas para as plantas tratadas com Reforce® O gene PR5
apresentou aumento da expressdao 24 horas ap6s tratamento com o0s dois
indutores, Soloflex®e Reforce®.

A expressdo génica foi potencializada pelo patégeno em mudas de
cafeeiro pulverizadas com Soloflex® e Reforce® para os genes GLU1 e PRS.
Para 0 gene GLUL, a indugdo ocorreu 24 horas apos a inoculagdo das plantas
pulverizadas tanto com Reforce®, quanto com Soloflex® e, para o gene PR5, a
inducdo ocorreu 24 horas ap6s a inoculagdo para as plantas tratadas com
Reforce® e 48 horas ap0s a inoculagio para as plantas tratadas com Soloflex®.
Né&o foram observadas variagoes significativas de inducdo para o gene AOS2.

Nossos dados sugerem entdo que o tratamento das plantas de café com
Soloflex® e Reforce® aumentam a expressdo de genes relacionados a resposta de
defesa, resposta esta mediada pelo acido salicilico e pelo acido jasmonico.
Estudos mais detalhados deverdo ser conduzidos futuramente para confirmar
esta hipotese. Estudos mais detalhados deverdo ser conduzidos futuramente para

confirmar esta hipotese.
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