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RESUMO GERAL

CARDOSO, Danielle Cunha. Andlise quantitativa da expressdo génica de
quitinase e peroxidase induzida por acibenzolar-S-metil e extrato vegetal
em cafeeiro contra Hemileia vastatrix. 2009. 66 p. Dissertacao (Mestrado em
Biotecnologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

A andlise da expressdo de genes relacionados a defesa, em resposta ao
tratamento com moléculas elicitoras ¢ uma ferramenta importante para estudar
os mecanismos de resisténcia induzida. Este estudo foi realizado com o objetivo
de analisar a expressdao quantitativa de dois importantes genes, POX e CHI, que
codificam para as proteinas quitinase e peroxidase, envolvidas no mecanismo de
defesa induzida de plantas a patogenos. Utilizou-se o indutor padrio de
resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) e uma nova formulagdo constituida por
extrato de folhas de café¢ (NEFID) em mudas de cafeeiro susceptiveis a
ferrugem, inoculadas e ndo inoculadas com Hemileia vastatrix. Para a analise do
perfil de expressdo génica, utilizou-se a técnica da reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QRT-PCR). Os genes CHI ¢ POX foram induzidos
em cafeeiro por ambos os tratamentos, tendo os perfis de expressdo sido bastante
variados em relagdo ao indutor utilizado e ao gene analisado. ASM induziu a
expressdo do gene CHI mais rapidamente que NEFID, no entanto, os maiores
niveis de expressdo de ambos os genes foram observados em plantas induzidas
por NEFID. A expressdo de genes CHI e POX foi potencializada pelo patégeno
em mudas de cafeeiro induzidas, observando-se variacdes entre os genes,
indutores e tempos analisados. Observou-se, ainda, que cafeeiro susceptivel a
ferrugem eleva os niveis de transcritos dos genes CHI ¢ POX na presenga do
patogeno e auséncia de indutores de resisténcia.

Comite Orientador: Mario Lucio Vilela de Resede — UFLA (Orientador) e Lilian
da Silva Fialho.



ABSTRACT

CARDOSO, Danielle Cunha. Quantitative analysis of gene expression
chitinase and peroxidase induced by acibenzolar-S-methyl and plant extract
in coffee against Hemileia vastatrix. 2009. 66 p. Dissertation (Master in Plant
Biotechnology) - Federal University of Lavras, Lavras.”

Expression analysis of defense-related genes in response to treatment
with elicitor molecules is an important tool for studying the defense mechanisms
induced by elicitors. This study was conducted in order to analyze the
quantitative expression of peroxidases (POX) and quitinases (CHI) in coffee
seedlings susceptible to rust. The standard inducer of resistance, acibenzolar-S-
methyl (ASM) and a new formulation based on coffee leaves (NEFID) were
sprayed on coffee seedlings, inoculated and non-inoculated with Hemileia
vastatrix. Real time polymerase chain reaction (QRT-PCR) technique was used
for the analysis of gene expression profiling. The CHI and POX genes were
induced in coffee plants by both treatments, nevertheless, the expression profiles
varied in relation to the inducer used, time and the gene analyzed. ASM induced
CHI gene expression faster than NEFID, however, the highest levels of
expression of both genes were observed in plants induced by NEFID. Coffee
seedlings had the levels of transcripts of CHI and POX increased in the presence
of the pathogen and in the absence of the inducer of resistance.

Guidance Committee: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor) and Lilian da Silva Fialho
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea sp.) pertence a familia Rubidcea ¢ é amplamente
cultivado em paises tropicais. Entre as espécies cultivadas, Coffea arabica L. e
Coffea canephora sdo as mais importantes, economicamente.

O Brasil destaca-se como o principal produtor e exportador mundial de
café e possui o segundo maior mercado consumidor, perdendo para os Estados
Unidos. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (2009), a
producdo nacional de café, em 2008, foi de 45,99 milhdes sacas de 60 kg de café
beneficiado. Para 2009, h4 uma estimativa de producdo de 39,07 milhdes de
sacas. O estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor nacional; detém mais de
60% da produgdo do pais, com 23,3 milhdes de sacas produzidas em 2008. Essa
cultura apresenta, portanto, uma contribui¢do importante para o PIB nacional
(CONAB, 2009).

Entretanto, perdas significativas na produg@o ocorrem em fungdo de
diversos fatores, como condic¢des climaticas adversas, defici€éncias nutricionais e
principalmente doengas. Entre estas, destacam-se as doengas foliares causadas
por Hemileia vastatrix Berkley & Broome ¢ Cercospora coffeicola Berkley &
Cooke. O fungo Hemileia vastatrix ¢ o agente etioldgico da ferrugem alaranjada
do cafeeiro; pertence a ordem Uredinales, familia Pucciniaceae, sendo um
parasita biotrofico exclusivo do género Coffea.

O sintoma mais notadvel da doenca em plantagdes ¢ a desfolha, que
prejudica o desenvolvimento das plantas, interferindo na floracdo e na formagao
dos frutos, gerando grios defeituosos, afetando sensivelmente a producdo
(Godoy et al., 1997).

Estima-se que as perdas de producdo de café¢ devidas a ferrugem do

cafeeiro sejam da ordem de 30% na auséncia de medidas de controle,



principalmente devido a predominancia de plantas de cafeeiro (C. arabica)
susceptiveis a maioria das ragas de H. vastatrix (Pereira & Sakiyama, 1999).

De modo geral, a severidade da ferrugem e os prejuizos que esta doenca
causa a producdo do cafeeiro variam de acordo com o ano e a regido, em
decorréncia, principalmente, das condigdes climaticas. Em anos de alta
producdo, essas perdas podem chegar a 50% (Zambolim & Vale, 2003). O
controle da ferrugem ¢é baseado principalmente em aplicacdes de fungicidas
protetores e sistémicos, que sdo eficientes a curto ¢ a médio prazo até o
surgimento de ragas resistentes (Zambolim et al., 1997).

A compreensdo dos mecanismos de defesa do café contra H. vastatrix ¢
fundamental para o desenvolvimento de formas alternativas de controle da
doenca. Aumentar a resisténcia de C. arabica a H. vastatrix tem se tornado
prioridade para a producdo do cafeeiro com maior economia e sustentabilidade.
Entre as estratégias disponiveis, destaca-se a indugdo de resisténcia de plantas a
patogenos diversos, que representa uma alternativa promissora ao controle
quimico e complementar aos métodos baseados na insergdo de genes especificos
de resisténcia (Melchers & Stuiver, 2000; Hammond-Kosack & Parker, 2003).

Inducdo de resisténcia significa ativacdo dos mecanismos de defesa
inerentes das plantas, por meio de barreiras de natureza fisica e/ou quimica, em
resposta a tratamentos com agentes bidticos ou abidticos, que aumentam a
resisténcia geral da planta (Cavalcanti et al., 2004; Resende et al., 2004).

Apoés o tratamento com indutores de resisténcia, as plantas expressam
genes de defesa e produzem compostos que dificultam ou, até mesmo, impedem
o estabelecimento de fitopatdgenos (Koholer et al., 2002).

O composto sintético acibenzolar-S-metil (ASM), derivado do
benzotiodiazole, tem sido estudado em diversos trabalhos e caracterizado como
um agente ativador dos mecanismos de defesa de plantas, conferindo protecao

sistémica contra diferentes patégenos em vdarias culturas, como cafeeiro,



cacaueiro, feijoeiro e tomateiro, entre outras (Resende et al., 2002; Marchi et al.,
2002; Iriti & Faoro, 2003; Guzzo, 2004; Cavalcanti et al., 2006a; Toyota, 2008).
O ASM ¢ utilizado no Brasil em escala comercial em diversas culturas e
estudado como um padrao de indugdo de resisténcia.

Diversos estudos tém confirmado o potencial de extratos vegetais
induzirem resisténcia em plantas. A eficiéncia desses produtos no controle de
fitopatogenos foi observada em varios patossistemas, em ensaios de laboratorio,
casa de vegetagdo ¢ condigdes de campo (Guzzo et al., 1987; Bonaldo et al.,
2004; Cavalcante et al., 2006b), inclusive no patossistema cafeeiro vs. H.
vastatrix. Uma formulagdo natural obtida de folhas de café (NEFID) contém
moléculas elicitoras derivadas de plantas e microrganismos e teve efeito positivo
no controle de alguns patéogenos. No trabalho de Santos et al. (2007), foi
observada reducdo em torno de 30% da severidade da ferrugem apds tratamento
com o NEFID. O produto também induziu resisténcia contra mancha-de-phoma,
mancha-angular do algodoeiro e mancha-bacteriana em tomate (Barguil et al.,
2005; Ishida et al., 2007; Santos et al., 2007; Medeiros, 2009).

Estudos que visam analisar a ativagdo de genes que codificam para
proteinas envolvidas na resposta de defesa induzida, como aquelas relacionadas
a patogénese (PRPs), sdo fundamentais para a confirmagao da eficiéncia de um
indutor de resisténcia, seja ele bidtico ou abidtico. Assim, o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de analisar quantitativamente a expressdo de dois
importantes genes relacionados a defesa induzida, CHI e POX, em cafeeiro
(Coffea arabica), na susceptibilidade a infec¢do por Hemileia vastatrix e sob
indugdo de resisténcia por acibenzolar-S-metil (ASM) (nome comercial Bion®) e
por uma formulagdo natural a base de folhas de Coffea arabica (NEFID). Os
genes CHI e POX codificam para as PRPs quitinase (EC 3.2.1.14) e peroxidase
(EC 1.11.1.7), respectivamente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Coffea arabica

O cafeeiro pertence ao subgénero Coffea e familia Rubiaceae. Ha mais
de cem espécies conhecidas deste género e entre as espécies cultivadas, Coffea
arabica (café arabica) e Coffea canephora (café robusta) sio as mais
importantes, economicamente. A primeira ¢ responsavel por mais de 72% da
producdo nacional.

O Brasil destaca-se como o principal produtor e exportador mundial de
café e possui o segundo maior mercado consumidor, perdendo para os Estados
Unidos. Segundo a CONAB (2009), a produgédo nacional de café em 2008 foi de
45,99 mil sacas de 60 kg de café beneficiado e, para a safra de 2009, a
estimativa de producdo total do café ¢ de 39,07 milhdes de sacas. O estado de
Minas Gerais ¢ o maior produtor nacional e sua participagdo para a producdo de
café para a safra 2009 ¢ estimada em 50,3% (CONAB, 2009).

Essa cultura representa, portanto, uma contribui¢do importante para o
PIB nacional e de outros paises emergentes. Em fun¢do disso, ha, no Brasil, um
aporte tecnologico para o agronegbdcio do café, fornecido por instituicdes de
pesquisa e desenvolvimento, cujos esforcos sdo voltados para uma maior
sustentabilidade da cafeicultura (Cafeicultura, 2009).

Um dos principais obstaculos a producao do café ¢ a ocorréncia de uma
série de doengas causadas por fungos, tais como ferrugem-alaranjada, causada
por Hemileia vastatrix Berkeley & Broome; cercosporiose, causada por
Cercospora coffeicola Berk & Cook, antracnose-dos-frutos (CBD), causada por
Colletotrichum kahawae ¢ mancha-de-phoma, causada por Phoma spp., dentre
outras. Entre estas, a ferrugem-alaranjada é considerada a de maior importancia
no Brasil, por ser encontrada em todas as regides produtoras, ocasionando

perdas de até 45% da produgado (Zambolim & Vale, 2003).



2.2 Interacao Coffea arabica—Hemileia vastatrix

O fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br. ¢ o agente etiologico da
ferrugem-alaranjada do cafeeiro. Pertence a ordem Uredinales, familia
Pucciniaceae e classe Urediniomycetes. Uma caracteristica importante desse
patogeno € a biotrofia, ou seja, a dependéncia de células vivas do hospedeiro
para o desenvolvimento e a reprodugao.

Hemileia vastatrix foi descrito, inicialmente, por J. M. Berkeley, em
1868, no Ceildo, hoje Sri Lanka e o registro no Brasil ocorreu em 1970, no
estado da Bahia. Atualmente, estd presente na maioria das regides cafeeiras do
mundo e, das 40 ragas fisiologicas identificadas, a raga I ¢ a mais encontrada no
mundo (Zambolim et al., 2005).

O fungo desenvolve-se na superficie abaxial foliar, quando ha condigdes
de umidade e temperatura propicias para a germinacdo dos uredinidsporos,
geralmente 24 horas apds a infeccdo (Silva et al., 2002). Em seguida, ocorre
formacdo de tubos germinativos, apressérios e da hifa de penetracdo, a qual
atravessa o ostiolo do estomato e continua seu desenvolvimento na camara
subestomatica, colonizando as células subsidiarias € do mesofilo, formando
estruturas denominadas haustorios, responsaveis pela absor¢ao de nutrientes das
células do hospedeiro pelo patogeno (Zambolim et al., 2002).

Sucessivas sequéncias de sinais sdo requeridas para controlar o
desenvolvimento do fungo dentro da planta, mas a natureza desses sinais ¢é
desconhecida. Estudos moleculares confirmaram, em H. vastatrix, a presenga de
um gene homoélogo ao pmkl de Magnaporthe grisea, da familia MAPK, que
regula a formagdo do apressorio e o crescimento da hifa. A proteina codificada
por esse gene exerce papel importante nos mecanismos de sinalizagdo que
conduzem a forma¢do das estruturas de desenvolvimento de H. vastatrix

(Azinheira, 2005).



Estudos citoquimicos feitos por Silva et al. (1999) mostraram que,
durante a formagdo dos apressorios, a degradacdo da parede celular vegetal
esteve restrita ao sitio de penetragdo, com minimo dano as células do
hospedeiro, o que € um objetivo comum de fungos biotroficos.

Segundo Schulze & Panstruga (2003), as seguintes propriedades desse
fungo parecem ser notaveis: (a) estruturas de infeccdo altamente desenvolvidas,
(b) atividade secretora limitada, (c) camadas interfaciais com elevado teor de
carboidratos e proteinas que separam as membranas plasmaticas do fungo e da
planta, (d) presenca de haustdrios, (e) supressdo de longa duragdo das defesas do
hospedeiro e indugdo de genes especificos do hospedeiro para o estabelecimento
da biotrofia.

E importante considerar que as cultivares tradicionais de Coffea arabica
L. s3o susceptiveis a ferrugem, um dos motivos pelos quais a doenga ocasiona
decréscimos acentuados na produ¢@o. A cultivar Mundo Novo ¢ resultante de
uma recombinacdo procedente de um cruzamento natural entre as cultivares
Sumatra e Bourbon Vermelho de C. arabica. Essa cultivar tem elevada
capacidade de adaptacdo e € susceptivel a maioria das ragas de ferrugem
(Zambolim et al., 2002).

Os sintomas da doenga sdo caracterizados pela ocorréncia de manchas
cloréticas translicidas com 1-3 mm de didmetro na face abaxial do limbo foliar.
Essas manchas aumentam de tamanho rapidamente, atingindo de 1 a 2 cm de
diametro. Na face abaxial, desenvolvem-se massas pulverulentas de coloragdo
alaranjada, formadas por urediniosporos de H. vastatrix. Posteriormente, no
centro das lesoes, forma-se uma area necrdtica, na qual a esporulacdo ¢é reduzida
e chega a cessar. Ocasionalmente, o fungo pode atacar a extremidade do ramo
em desenvolvimento e os frutos verdes (Godoy et al., 1997). A perda de
produgdo atribuida a ferrugem do cafeeiro ocorre em fungdo da desfolha

prematura, que reduz a area fotossintética da planta, resultando em morte dos



ramos, comprometendo o florescimento, a producdo ¢ a qualidade fisica dos
graos de café (Chalfoun & Zambolim, 1985; Matiello et al., 2002).

O controle da ferrugem do cafeeiro ¢ intrincado. Aplicagdes sistematicas
de fungicidas cupricos e sistémicos, principalmente durante a estacdo chuvosa,
dependendo da severidade da doenga, t€ém gerado resultados satisfatdrios.
Comumente, sdo realizadas pulverizagdes foliares e aplicacdo via solo de
fungicidas sistémicos associados ou ndo a inseticidas. Porém, o uso inadequado
desses fungicidas pode selecionar novas racas fisiologicas resistentes do
patégeno (Agrios, 2005), o que ¢ um obstaculo para as cultivares portadoras de
genes de resisténcia a H. vastatrix, que vem sendo desenvolvidas para substituir

as cultivares tradicionais de C. arabica susceptivesis.

2.3 Conceitos de resisténcia a doengas

As plantas tém capacidade para reconhecer potenciais patdgenos
invasores e desenvolvem mecanismos de defesa elaborados para prote¢do ao
ataque dos mesmos. Esses mecanismos de defesa sdo eficientes, uma vez que as
plantas sdo resistentes & maioria dos patégenos. Por outro lado, os patégenos
desenvolvem estratégias para evitar seu reconhecimento ou conter os
mecanismos de defesa das plantas (Staskawicz, 2001). Alguns desses
mecanismos sdo constitutivamente expressos e fornecem barreiras fisicas e
quimicas, enquanto outros sio induzidos somente ap6s o contato com o
patogeno, o qual envolve vias interligadas de transdu¢do de sinal e a rapida
ativacdo da expressao génica (Heath, 2000).

A percepcao de patdogenos pelas plantas envolve o reconhecimento de
moléculas patogénicas ou originadas da injuria na planta. Essas moléculas sdo
chamadas elicitores ¢ podem ser peptideos, proteinas, esteroides ou de outra

natureza quimica (Durrant & Dong, 2004).



Elicitores tém baixo peso molecular, sdo encontrados em baixas
concentragdes ¢ podem apresentar diversas estruturas. Essas moléculas sdo
reconhecidas por proteinas transmembrana, que apresentam dominios
extracelulares e citoplasmaticos, responsaveis pelo processo de transdugdo do
sinal de reconhecimento, o qual ndo esta bem esclarecido (Peck, 2003). Sabe-se
que ocorrem numerosas mudangas celulares e que a ativagdo de cascatas de
sinalizacdo na membrana plasmatica leva a inducdo de redes interligadas de
moléculas sinalizadoras, tais como acido salicilico, acido jasmonico e 6xido
nitrico, para a formagdo rapida de respostas de defesa para limitar ou inibir a
dispersdo do patogeno pela planta (Harrison & Baldwin, 2004).

Resisténcia e suscetibilidade sdo o resultado de uma variagdo de tempo,
autonomia celular ou intensidade das respostas de defesa das plantas (Moraes,
1998). As interagdes planta-patdgeno sao classificadas em compativeis
(patégeno virulento e hospedeiro susceptivel) e em incompativeis (patogeno
avirulento e hospedeiro resistente). Nas interagdes incompativeis, o sistema de
defesa da planta ¢ eficientemente ativado, conduzindo a resisténcia, enquanto na
compatibilidade ndo ocorre ativagdo de defesa, ou esta ¢é tardia, condicionando a
doenga.

Os mecanismos de defesa podem ser estruturais ou bioquimicos e sdo
classificados em pré-formados e pos-formados. Os estruturais atuam como
barreiras fisicas que impedem a entrada e a dispersdo do patégeno nos tecidos
vegetais, enquanto os bioquimicos estabelecem condi¢des adversas ao
crescimento do patdogeno ou produzem substancias toxicas ao mesmo (Pascholati
& Leite, 1995).

Dentre os pré-formados estruturais, destacam-se presenga de cuticula,
acamulo de lignina, calcio e silicio na parede celular, formacdo de tricomas e

modificacdo da forma dos estomatos e dos vasos condutores (Alves, 2007). As



barreiras quimicas incluem fenois, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos
fenolicos, fitotoxinas, inibidores proteicos, entre outros.

Nos pos-formados ou induziveis estruturais pode ocorrer formagao de
papilas, tiloses, acimulo de minerais no sitio de infec¢do, camadas de cortiga e
abscisdo, entre outros. Entre os mecanismos de defesa pos-formados
bioquimicos, destacam-se as fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese
(PRPs), formacdo de espécies ativas de oxigénio (ROS) e resposta de
hipersensibilidade (HR) (Pascholati & Leite, 1995; Resende, 1996). Alguns
desses mecanismos serdo descritos em seguida.

De acordo com Johal et al. (1995), o grau de envolvimento dos fatores
estruturais e bioquimicos nas respostas de resisténcia da planta varia de acordo
com o patossistema e, num mesmo patossistema, de acordo com a idade da
planta hospedeira, do 6rgdo e ou tecido afetado, do estado nutricional e das
condi¢bes ambientais.

Os principais tipos de resisténcia sdo: a resisténcia local, a resisténcia
sistémica adquirida, conhecida como systemic acquired resistance (SAR) e a
resisténcia sistémica induzida, denominada induced systemic resistance (ISR). A
resisténcia local, conhecida como reagao de hipersensibilidade (HR), pode levar

a morte local das células situadas onde o elicitor ou indutor se instala.

2.3.1 Resisténcia local (HR)

A resisténcia local, ou resposta de hipersensibilidade (HR), apresenta-se
como um sistema de defesa localizado, caracterizado pela rapida necrose das
células nas proximidades do local de invasdo de patdgenos (virus, bactérias,
nematoides e fungos). As células vegetais necroticas ndo sdo as Unicas
responsaveis pela contencdo do desenvolvimento do patégeno; nelas ocorre
acumulo de metabdlitos toxicos, como fitoalexinas e fornecedores de elicitores

secundarios, os quais estimulam mecanismos de defesa nas células vegetais nas



proximidades do local de infecgdo (Keen, 1990). HR é também considerada
resposta de resisténcia, uma vez que ha maior produgdo de calose, deposicao de
compostos fendlicos e lignificacdo da parede celular na célula infectada,
limitando o crescimento do haustorio (Silva et al., 2002).

Em muitas interagdes biotroficas ou hemibiotréficas entre plantas e
patogenos flingicos, imediatamente ap6s o contato com o patdogeno ocorre
desintegracao do nicleo celular. Ao mesmo tempo, granulos marrons formam-se
no citoplasma, inicialmente ao redor do ponto de penetragdo do patogeno e,
posteriormente, em todo o citoplasma. A morte celular ocasiona degeneracao da
hifa do fungo e essa € a principal caracteristica estrutural celular detectada na
HR (Agrios, 2005). Durante a resisténcia local na interagdo cafeeiro-H.
vastatrix, foi observado aumento da atividade de algumas enzimas, como
lipoxigenase, peroxidase (Silva et al., 2002), fenilalanina amoénia-liase e as PR-
proteinas, quitinases e P-1,3-glucanases (Guzzo & Martins, 1996; Guerra-
Guimaraes et al., 2001). Nesse tipo de resposta ocorre aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio, conhecidas como reactive oxygen species (ROS),
tais como anion superoxido, perdxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila e
oxido nitrico (NO), entre outros. ROS participam como sinalizadores de
respostas de defesa e podem atuar direta ou indiretamente sobre o patégeno,

acarretando efeito toxico (Resende et al., 2003).

2.3.2 Resisténcia sistémica adquirida (SAR)

A resisténcia induzida (IR) pode ser ativada em plantas por uma série de
substancias, evitando ou atrasando a entrada ou a subsequente atividade do
patdégeno em seus tecidos, por meio de mecanismos de defesa proprios (Athayde
et al., 2005; Nojosa et al., 2005). A IR pode ser dividida em duas categorias, a
resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia sistémica induzida (ISR)

(Loon et al., 1998).
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Na SAR, a resisténcia desenvolve-se de forma sist€émica em resposta a
um patdgeno que causa uma lesdo necrética (HR) ou por aplicacdo exodgena de
acido salicilico ou compostos sintéticos, como o acibenzolar-S-metil (ASM) e o
acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA). No fendmeno SAR, a ativagdo do estado
de laténcia contra doengas ¢ induzida sistematicamente e a resisténcia expressa,
geralmente, ¢ efetiva contra um amplo espectro de patdogenos e estd associada a
producdo de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) em resposta a infeccao
por um patoégeno (Ramamoorthy et al., 2001). Muitas PRPs possuem atividade
antimicrobiana e sdo excelentes marcadores moleculares para a resposta de
resisténcia.

Na ISR, geralmente induzida por rizobactérias, ndo ha acaimulo de PRPs
e a sinalizagdo ndo ¢ salicilato dependente, parecendo haver outras rotas de
sinalizagdo mais associadas a jasmonatos ¢ etileno (Loon et al., 1998). Trabalhos
recentes tém mostrado que uma ampla variedade de hormonios vegetais, tais
como auxinas, giberelinas, acido absisico (ABA), citoquininas, acido salicilico
(AS), etileno e jasmonatos, desempenham papéis importantes nas respostas de
defesa das plantas aos estresses bidticos e abioticos. Infecgdes de plantas com
diversos patdgenos resultam em mudangas no nivel de varios hormdnios
vegetais (Adie et al., 2007).

O 4cido salicilico exerce papel crucial na defesa de plantas e esta
envolvido na ativagdo de respostas de defesa contra patogenos biotroficos e
hemibiotréficos, bem como no estabelecimento da resisténcia sistémica
adquirida (SAR). Diversos trabalhos confirmam que plantas mutantes
deficientes para o acimulo de AS apresentam maior susceptibilidade a
patdgenos biotroficos e hemibiotroficos. Recentemente, tem sido mostrado que
metil salicilato, o qual ¢ induzido durante a infec¢do com o patdégeno, atua como
um indutor mével de SAR em tabaco (Park et al., 2007). Niveis elevados de

acido salicilico em tecidos de planta desafiados com patégenos ou que entraram
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em contato com elicitores resultaram em indugdo de genes codificadores de
PRPs e resisténcia aumentada a uma ampla variedade de patéogenos. Embora as
vias de sinalizagdo de defesa mediadas por AS, etileno e jasmonatos sejam
geralmente antagonicas, tém sido relatadas evidéncias de interacdes sinérgicas
entre elas. Isso sugere que redes interligadas de sinalizacdo de defesa utilizadas
pelas plantas dependem da natureza do patdgeno e do seu mecanismo de
patogenicidade (Schenk et al., 2000; Mur et al., 2006; Bari & Jones, 2009).

As PRPs sdo proteinas de plantas que se acumulam rapidamente nos
tecidos vegetais apds o contacto com patdégenos ou em resposta ao tratamento
com determinados compostos quimicos ou a outros tipos de estresse (Loon et al.,
1994). Localizam-se no espaco intercelular, no vacuolo e na parede celular e
estdo presentes em diversas espécies de plantas pertencentes a diferentes
familias. A maioria dessas proteinas possui um peptideo-sinal na regido N-
terminal, responsavel por sua translocacdo através da membrana do reticulo
endoplasmaético para o vacuolo ou para o espago intercelular (Loon et al., 1997).
Essas proteinas apresentam propriedades fisico-quimicas tipicas, como baixo
peso molecular, estabilidade em meio acido e resisténcia a proteases, uma vez
que, nos locais para os quais elas sdo translocadas, encontram-se muitas enzimas
com atividade de protease acida. Atualmente, sdo classificadas em 17 familias
diferentes, com base na similaridade das sequéncias de aminoacidos e atividade
enzimatica ou biologica (Loon et al., 1999). As 17 familias de PRPs conhecidas

até o momento sdo apresentadas na Tabela 1.
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TABELA 1 Familias reconhecidas de proteinas relacionadas a patogénese.

Familias Membros representativos Propriedades

PR-1 PR-1 do fumo Antifungica

PR-2 PR-2 do fumo B-1,3-glucanase

PR-3 P, Q do fumo \(/)Ilfltmase tipos LI, IV, V, Vle
PR-4 'R' do fumo Quitinase tipos I e II
PR-5 S do fumo Tipo taumatina

PR-6 Inibidor I de tomate Inibidor de proteinase
PR-7 Pgo de tomate Endoproteinase

PR-8 Quitinase do pepino Quitinase tipo 111

PR-9 1?g;?§;%?zﬂ;?adora de Peroxidase

PR-10 'PR1' da salsa Tipo ribonuclease
PR-11 Quitinase 'classe V' do fumo Quitinase tipo [

PR-12 Rs-AFP3 de rabanete Defensina

PR-13 THI2.1 de Arabidopsis Tionina

PR-14 LTP4 de cevada tP;;?lt:tE:raér?;a de lipideos
PR-15 OxOa (germina) de cevada  Oxalato oxidase

PR-16 OxOLP de cevada Tipo oxalato oxidase
PR-17 PRp27 de fumo Desconhecida

Fonte: adaptado de Loon et al. (2006).

Diversos estudos confirmam que o acumulo dessas proteinas esta

associado com a SAR, por serem induzidas por patégenos. Enzimas que sdo

constitutivamente expressas, mas que t€m sua concentragdo aumentada na
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presenca do patdogeno ou por outra forma de estresse, como fatores ambientais,
tratamento com eliciadores endogenos e exdgenos e reguladores de crescimento,
também sdo consideradas PRPs, como, por exemplo, fenilalanina amonia-liase,
peroxidase e polifenol oxidase (Ferreira et al., 2007).

Entre as PRPs, encontram-se hidrolases, como as B-1,3-glucanases (EC
3.2.1.6) e quitinases (CHI; EC 3.2.1.14), que t€m sido relatadas principalmente
como inibidoras do crescimento fungico (Loon & Strien, 1999). Segundo Edreva
(2005), a toxicidade das PRPs geralmente ocorre em fungdo das capacidades de
hidrélise, inibi¢ao de proteinase e permeabilizagdo de membranas.

Estudos recentes t€ém mostrado que a superexpressdo de genes de
quitinases ¢ glucanases em plantas aumenta a resisténcia dessas plantas a
patogenos (Loon et al., 2006). Quitinases e B-1,3-glucanases sdo capazes de
degradar componentes das paredes celulares de muitos fungos.

As quitinases constituem o segundo maior grupo de proteinas
antifungicas, catalisam a hidrolise da ligacdo B-1,4 glicosidica presente em
biopolimeros de quitina, um importante componente da parede celular de
fungos, ocorrendo inibicdo do desenvolvimento destes. Os oligossacarideos
gerados desta hidrdlise atuam como elicitores para uma inducdo de resisténcia.
Plantas superiores sintetizam sete classes diferentes de quitinases, que diferem
quanto ao substrato, a estrutura e ao mecanismo de catdlise. Essas classes
pertencem a trés familias de PRPs: PR-3 (classes I, II, IV, VI e VII), PR-8
(classe IIT) e PR-11 (classe IV) (Burner et al., 1998).

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 II apresentam
atividade antifingica, uma vez que clivam glucana, um componente estrutural da
parede celular de fungos e oomicetos. Segundo Theis & Stahl (2004), p-1,3-
glucanases de classe II apresentam atividade antifingica quando atuam

sinergicamente com quitinases e §-1,3-glucanases de classe I.
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As peroxidases (POX; EC 1.11.1.7) sdo outra importante classe de
proteinas relacionadas a patogénese. Pertencem a familia PR-9 e também
participam de varios processos fisiologicos importantes. Catalisam a oxidagao e
a eventual polimerizac¢do de alcool hidroxicindmico em presen¢a de perdxido de
hidrogénio, originando lignina. Esse processo refor¢a a parede celular das
plantas em resposta ao ataque de patogenos (Loon & Strien, 1999). Essas
enzimas também participam da biossintese de etileno e da oxidagdo de
compostos fendlicos acumulados em resposta a infec¢ao (Schwan-Estrada et al.,
2008). Peroxidases também estdo envolvidas na geracdo de espécies reativas de
oxigénio e na oxirreducdo de varios substratos, usando peroxido de hidrogénio
(H,0,) (Kawaoka et al., 2003).

Em diferentes intera¢des planta-patégeno, a indug¢do de peroxidases tem
sido associada com resisténcia (Anguelova et al., 2002). Em estudo de Silva et
al. (2006), duas interagdes incompativeis entre Coffea arabica-H. vastatrix
foram comparadas com interacdes compativeis para elucidar se peroxidases
estdo, de fato, envolvidas na resisténcia do cafeeiro a ferrugem. Analises
celulares e bioquimicas foram conduzidas para analisar a localizagdo e a
atividade de peroxidases durante o periodo de infecgdo. Os resultados mostraram
que a incompatibilidade estd associada com o aumento da atividade de
peroxidases nas primeiras horas apos o contato com H. vastatrix. O trabalho
sugere, ainda, que esse aumento de atividade pode estar relacionado com as

resisténcias pré e pds-haustoriais e com a resposta de hipersensibilidade.

2.4 Inducéo de resisténcia

Indugdo de resisténcia é definida como a ativagdo da capacidade da
planta em se defender contra um amplo espectro de patégenos, apos estimulo
apropriado. O resultado do aumento da resisténcia devido a um agente indutor,

antes da infeccdo por um patogeno, ¢ chamado de resisténcia sistémica adquirida
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(SAR) ou resisténcia sistémica induzida (ISR), a qual ndo ¢é especifica e se
expressa em toda a planta apos ser induzida por elicitor. O carater ndo-especifico
da indugdo da resisténcia propicia um aumento simultaneo no nivel de
resisténcia basal para muitos patdgenos (Schwan-Estrada & Stangarlin, 2003).

Varios agentes podem induzir a produgdo de “sinais” no tecido vegetal e
a percepgdo se dd quando moléculas do agente indutor se ligam a moléculas
receptoras situadas, provavelmente, na membrana plasmadtica da célula vegetal.
Essas reagdes desencadeiam a ativagdo de varios mecanismos de defesa
(Resende, 1996). Os elicitores ou indutores de resisténcia podem ser bidticos ou
abioticos, ndo exibem atividade antimicrobiana direta ¢ sdo capazes de ativar os
mesmos mecanismos bioquimicos de defesa de SAR, ativados por patdgenos.

Elicitores bidticos podem ser enddgenos e exogenos € ¢ importante
diferencia-los. Os enddégenos ou constitutivos sao liberados pela planta, como
fragmentos de parede celular vegetal e os exdgenos sdo liberados pelo patdgeno.
Entre eles podem ser citados: fragmentos de parede celular do patdgeno e
substancias como glicoproteinas, oligopeptideos, lipopolissacarideos (LPS),
entre outros. LPS sdo os principais componentes estruturais de células
bacterianas (Resende et al., 2007b).

Em cafeeiro, substincias extraidas de esporos germinados induziram
aumento na atividade das enzimas peroxidases e polifenoloxidases e nos niveis
de compostos fendlicos, além de conferirem protecdo contra inoculagdes
posteriores de H. vastatrix (Maxemiuc—Naccache, 1983; Maxemiuc—Naccache
& Dietrich, 1985; Guzzo et al., 1987). Maximiuc-Naccache et al. (1992)
observaram aumentos nas atividades de quitinase e (-1,3 glucanase, trés dias
apos a inoculagdo com H. vastatrix em plantas resistentes, enquanto que, em
plantas suscetiveis, esse aumento s6 foi verificado apos 21 dias. Os mesmos
obtiveram resultados semelhantes utilizando extrato eliciador a partir de

urediniosporos. De acordo com Martins et al. (1985), esporos de outros fungos,
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como Puccinia psidii e Tranzschelia pruni-spinosae var. discolor, também
conferiram proteg¢do do cafeeiro contra H. vastatrix, observando percentuais de
controle de ferrugem superiores a 80%. A indugdo de resisténcia em café
também ja foi testada com o uso de Bacillus thuringiensis, em que inoculagdes
prévias induziram uma prote¢ao que durou até 36 dias (Roveratti et al., 1989).

Avangos nas pesquisas envolvendo RI em plantas vém sendo
acompanhados pelo surgimento de novos produtos comerciais que apresentam
maior eficacia, estabilidade e menor impacto ao ambiente, sendo capazes de
propiciar melhora na produtividade agricola, devido a redugdo de perdas
ocasionadas por patdgenos e, em alguns casos, incrementos no desenvolvimento
vegetativo (Resende et al., 2006).

O desenvolvimento mais recente neste campo dos ativadores de
resisténcia de plantas estd relacionado com a descoberta de um analogo
funcional do acido salicilico, o acibenzolar-S-metil (ASM). O acido salicilico
promove, nas células das plantas, a producdo de proteinas especificas
relacionadas com a patogé€nese. Além disso, foi constatado que ele se liga e inibe
a catalase, o que levaria a um aumento na concentragdo de perdxido de
hidrogénio (H,O,) ou de espécies reativas de oxigénio derivadas deste, que se
elevam durante a respiracdo, a fotossintese ou a resposta de hipersensibilidade.
H,0, pode ter atividade antimicrobiana direta contra patdgenos invasores € seus
derivados podem também atuar como intermediarios na cascata de sinalizagdo
para a expressdo de genes relacionados a defesa, entre eles genes codificadores
de PRPs (Col, 1999).

Em cafeeiro cultivar Mundo Novo e cultivar Catuai Vermelho M-99, a
aplica¢do do produto proporcionou prote¢do contra H. vastatrix (Guzzo et al.,
2001; Marchi et al., 2002). Esse efeito indutor do ASM contra ferrugem do
cafeeiro foi confirmado por Nojosa (2003), que obteve 52% de controle da

doenca em mudas de cafeeiro tratadas com ASM. Foi possivel observar, ainda,
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um aumento consideravel nos teores de clorofila a e b, nos teores de lignina e na
atividade de peroxidase. Segundo Martins et al. (1998), esse produto foi capaz
de induzir protegdo contra H. vastatrix por até 10 semanas, em condigdes
controladas.

Além do ASM, outros produtos disponiveis no mercado sdo capazes de
induzir resisténcia em plantas contra patéogeno, como fosfitos, INA (4cido 2,6
dicloroisnicotinico), Messenger®, que tem a proteina bacteriana harpina como
ingrediente ativo e Agro-Mos®, contendo um manano-oligossacarideo
fosforilado originado da parede celular de Saccharomyces cerevisae, entre
outros (Cavalcanti et al., 2004).

Muitos outros indutores comerciais de resisténcia a doengas tém sido
estudados com eficacia variavel. Alguns estudos tém confirmado o potencial de
extratos vegetais ativarem SAR. Extratos de plantas podem conter multiplos
elicitores. Um extrato obtido a partir de folhas de café (NEFID), coletadas na
superficie do solo, devido a doengas, colheita de frutos e outros tipos de estresse,
foi recentemente patenteado (INPI, protocolo n° 0000220604167501,
“Formulacdo para indug@o de resisténcia”..., agosto/2006) e, provavelmente,
contém multiplos elicitores de plantas e microrganismos e tem se mostrado
efetivo contra multiplos patégenos (Medeiros, 2009).

Trabalhos tém indicado o potencial de extratos de plantas no controle de
fitopatogenos, tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento
micelial e a germinagdo de esporos, quanto pela indugdo de fitoalexinas e PRPs,
indicando presenca de algum composto eliciador. Na cafeicultura, a utilizacdo de
extratos vegetais em campo ainda ¢ praticamente inexistente ¢ a maioria dos
trabalhos tem sido realizada in vitro ou em casa de vegetacdo. Segundo
Schnepfleitner et al. (1996), a utilizagdo de extratos de plantas medicinais, como
erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides), alecrim-pimenta (Lipia

sidoides) e erva-cidreira (Lippia alba), em experimentos visando verificar a
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germinacdo de urediniosporos de H. vastatrix, possibilitou observar que essa
germinacdo ndo passou de 5%.

A utilizagdo de extratos de casca de café e de folhas de café infectadas
com ferrugem proporcionou certa prote¢cdo de mudas de café contra os
patogenos Phoma costarricensis e Cercospora coffeicola (Resende et al. 2004;
Amaral, 2005). Foi observada diminuicdo na percentagem da mancha-de-phoma
de 20% e 38%, para extrato de casca de café e extrato de folhas de café com
ferrugem, respectivamente (Resende et al., 2004). Para cercosporiose, observou-
se diminui¢do na percentagem da doenca em 40% e 37% em plantas tratadas
com extrato de casca de café e extrato de folhas de café com ferrugem,
respectivamente (Amaral, 2005). Santos (2006) observou, em testes de campo,
que o extrato de folhas de café com ferrugem proporcionou uma diminuigdo na
porcentagem da cercosporiose do cafeeiro organico de 34,2% em relagdo ao
tratamento padrdo com o produto comercial Viga-café plus®. Como citado por
Medeiros (2009), plantas de algoddo pulverizadas com NEFID tiveram redugdo
na severidade da mancha-angular, causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum e esse resultado foi similar ao obtido pelo
tratamento com ASM (Ishida et al., 2007).

A aplicagdo de produtos indutores de resisténcia, especialmente aqueles
baseados em extratos e produtos naturais, representa uma alternativa promissora
e sustentavel para o controle de doengas que afetam as diversas cultivares. O
mecanismo de inducdo de resisténcia que esses produtos ativam, bem como a
natureza das respostas moleculares e bioquimicas de defesa, n3o estio

elucidados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Fonte de material
3.1.1 Plantas

Foram utilizadas no experimento plantas de Coffea arabica L. cultivar
Mundo Novo (selegdo MG-379-19), como materiais susceptiveis a Hemileia
vastatrix. As mudas foram produzidas a partir de sementes adquiridas da
Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais, Unidade Regional do Sul
de Minas (Epamig-Uresm) e semeadas em bandejas de isopor de 72 células,
contendo o substrato comercial Plantmax-café®. As mudas foram mantidas em
casa de vegetacdo, no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras (UFLA) e adubadas com 0,5 g de fertilizante de liberag@o lenta por
muda (formulagido 4-14-8 de NPK). A casa de vegetacdo possui um sistema de
nebulizagdo automatizado, por meio do qual foi possivel manter a umidade

relativa em, aproximadamente, 60%, a temperatura de 24+3°C.

3.1.2 Patdgeno

Urediniosporos de Hemileia vastatrix foram coletados a partir de
pustulas em folhas de plantas de café arabica cultivar Mundo Novo,
naturalmente infectadas, presentes em campo experimental da UFLA. A coleta
de urediniosporos foi realizada por meio da raspagem das pustulas, utilizando

pincel n° 1.

3.1.3 Preparo do in6culo de Hemileia vastatrix e inoculagéo

Apo6s a coleta, dois dias antes da inoculagdo, os urediniosporos foram
peneirados em peneiras de 0,149 mm, a fim de eliminar impurezas. Em seguida,
foram armazenados a temperatura de 5°C em dessecador, contendo, na parte

inferior, solugdo aquosa de 4cido sulfurico 32,6% (v/v), para manter a umidade
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relativa em torno de 50% (Zambolim & Chaves, 1974), até a realizacdo da
inoculagdo das mudas. Para a inoculago das plantas, realizou-se uma suspensio
de urediniosporos em agar agua 0,2% (v/v), a qual foi ajustada em
hemocitometro, para 15.000 urediniésporos viaveis por mL. O preparo do
inoéculo e as inoculagdes foram realizados em condi¢des de baixa intensidade
luminosa.

O processo de inoculacdo das mudas foi feito por meio da pulverizacao
da suspensdo até o ponto de escorrimento nas plantas, quando as mesmas ja
apresentavam 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, condigdes
favoraveis para a germinagdo dos urediniosporos. Nas plantas controle, nio

inoculadas, foram aplicadas a uma solugdo agar agua 0,2% (v/v) sem indculo.

3.2 Obtencao dos indutores de resisténcia

Os produtos utilizados no bioensaio de inducdo de resisténcia foram
acibenzolar-S-metil (ASM), comercialmente Bion® 500wg, da Syngenta
Protegdo de Cultivos (Sdo Paulo, SP) e NEFID, produto a base de extratos de
folhas de cafeeiro (Coffea arabica), coletadas da superficie do solo. Cem gramas
de folhas trituradas foram misturados com 1.000 mL de agua destilada. A
solucdo foi fervida e, posteriormente, filtrada em peneira de malha 400. O
filtrado de folhas foi acondicionado e estocado a temperatura de -20°C. A
formulagdo NEFID foi patenteada por Resende et al. (2006) (I.N.P.I., protocolo
n® 0000220604167501, “Formulagdo para indugdo de resisténcia”...,
agosto/2006).
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3.3 Bioensaio de inducéo de resisténcia em cafeeiro

O experimento de 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 2) e
3 repeticdes, sendo a parcela experimental constituida por 6 mudas, com cerca
de 4 meses de idade.

A resisténcia foi induzida por meio de pulverizagdes com ASM, a 0,2 g
i.a./L (Bion® 50WG Syngenta) ou com a formulagdo NEFID, referida no item
3.2 e, em plantas controle, as pulverizagdes foram realizadas com agua. A
pulverizagdo dos tratamentos foi realizada sete dias antes da inoculagdo das
mudas, descrita no item 3.1.3.

O material vegetal foi coletado nos seguintes tempos apds a
pulverizagdo com os indutores e inoculagdo com H. vastatrix: 12, 24, 48, 168,
192, 216 e 264 horas (Tabela 2), equivalentes a 0,5; 1; 2; 7; 8; 9 e 11 dias.
Assim, os tempos 0, 24, 48 e 96 horas apo6s a inoculacdo, correspondem,
exatamente, a 168, 192, 216 e 264 horas apds a pulverizagdo com os indutores,
devido a pulverizagdo dos tratamentos ter sido realizada sete dias antes da
inoculagdo das mudas, como mencionado acima.

Foram coletadas seis mudas/tempo/tratamento, utilizando-se Iuvas
descartaveis de latex e, imediatamente apos coletadas, as mudas foram enroladas
em papel aluminio, previamente identificados e congeladas em nitrogénio
liquido. Ao final de cada coleta, o material congelado foi armazenado em
freezer, a temperatura de -80°C, até 0 momento da maceragdo para a extra¢io de

RNA.
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TABELA 2 Tratamentos utilizados para o bioensaio de indugdo de resisténcia e
tempos de coleta apds a aplicacdo dos indutores.

TRATAMENTOS COM TEMPOS DE COLETA (HAP) ' ou

INDUTORES DE RESISTENCIA (HAI) 2

ASM 12; 24; 48; 168; 192; 216 ¢ 264 (HAP)

ASM COM INOCULACAO * 0; 12; 24; 48 (HAI)

NEFID 12; 24; 48; 168; 192; 216 ¢ 264 (HAP)

NEFID COM INOCULACAO* 0, 12, 24, 48 (HAI)

CONTROLE 12; 24; 48; 168; 180; 192; 216 € 264
(HAP)

CONTROLE COM INOCULACAO * | 0, 12, 24, 48, 96 (HAI)

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

" HAP (horas ap6s pulverizagio).

2 HAI (horas ap6s inoculagio).

Os experimentos descritos nos itens subsequentes foram realizados no

Laboratoério Central de Biologia Molecular (LCBM) da UFLA, inclusive as
analises de qRT-PCR.

3.4 Extracdo e quantificacdo do RNA total

Todos os materiais utilizados para extragdo (cadinhos e pistilos de
porcelana, microtubos e ponteiras, agua destilada) foram tratados com DEPC
(diethylpyrocarbonate) para inativar RNAses. Os materiais foram submersos em
DEPC 0,05% (v/v), overnight e autoclavados por 30 minutos. O DEPC inativa
RNAses, nucleases que degradam RNA. O procedimento foi realizado com a
utilizacdo de luvas de latex descartaveis.

Os RNAs totais de tecido vegetal de cafeeiro foram extraidos utilizando

TRI Reagent™ Solution (Applied Biosystems, USA), de acordo com as
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recomendagdes do fabricante. Inicialmente, quatro plantas representativas da
mesma amostra foram maceradas em nitrogénio liquido, até a obtencdo de um
p6 fino. Posteriormente, 100mg de tecido macerado foram colocados em
microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL e adicionou-se 1mL do TRI Reagent™.
Em seguida, realizou-se homogeneizagdo em voértex e a mistura foi incubada,
por 5 minutos, & temperatura de 25°C. Apods esse periodo, o material foi
submetido a centrifugacdo por 10 minutos, & temperatura de 4°C, a 12.000 x g.
O sobrenadante foi, entdo, transferido para um novo tubo, ao qual se
adicionaram 200uL de cloroféormio, a mistura foi homogeneizada por 15
segundos e, em seguida, incubada por 20 minutos, a temperatura ambiente. Foi,
entdo, realizada uma centrifugacdo durante 15 minutos, a temperatura de 4°C, a
12.000 x g. Apds a centrifugagdo, a fase superior contendo RNA foi transferida
para um novo tubo e adicionaram-se 500uL de isopropanol. Fez-se rapida
homogeneiza¢do por inversdo, seguida por incubagdo minima de 1 hora, a
temperatura de -20°C. Apds a incubacdo, a amostra foi centrifugada por 10
minutos, a temperatura de 4°C a 12.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado duas vezes, com ImL de etanol 75% (v/v) gelado, seguido de uma
centrifugagdo por 5 minutos, a temperatura de 4°C, a 7.500 x g. Apos a lavagem,
foi realizada a solubilizagdo do RNA. O pellet foi, finalmente, ressuspendido em
20uL de 4gua milli-Q autoclavada contendo 0,05% (v/v) de DEPC. Antes de
serem estocadas em freezer a temperatura de -80°C, as amostras foram tratadas
com inibidor de RNAse RNAse OUT (Invitrogen™). A integridade do RNA foi
visualizada em gel de agarose 1,2%, corado com brometo de etidio, sob luz
ultravioleta. As amostras foram quantificadas em espectrofotometro
NanoDrop™ Espectrophotometer ND-1000 (NanoDrop Technologies™) e, em
seguida, tratadas com DNAsel. Os RNAs de todas as amostras das trés

repeticdes biologicas foram isolados separadamente.
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3.4.1 Tratamento do RNA total com DNAse

As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse I (New England
BioLabs™), segundo especificagdes do fabricante, para a eliminagio de eventual
DNA presente. Uma reagdo contendo 10 pg de RNA total, 2U de enzima DNAse
I, 10uL de tampao de reagcdo 10X e agua milli-Q DEPC 0,05% (v/v), para
completar um volume final de 100uL, foi incubada, a temperatura de 37°C, por
30 minutos. Em seguida, o RNA total foi purificado da reagdo pela adigdo de
10puL de acetato de potassio 2M, mantendo-se os tubos no gelo durante 15
minutos e centrifugagdo a 14.000 x ¢, a temperatura de 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual se adicionaram 3
volumes de etanol 100% (v/v) gelado. A mistura foi incubada por 2 horas, a
temperatura de -80°C.

Apoés a incubagdo, a mistura foi submetida a centrifugagdo por 30
minutos, a 14.000 x g, a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado com 400pL de etanol 70% (v/v) gelado. Realizou-se mais uma
centrifugacdo a 14.000 x g, a temperatura de 4°C, por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco até a evaporacao total do alcool e,
posteriormente, ressuspendido em 20uL de dgua milli-Q autoclavada contendo
DEPC 0,05% (v/v).

As amostras tratadas com DNAse foram novamente quantificadas em
espectrofotdometro  NanoDrop™ Espectrophotometer ND-1000 (NanoDrop

Technologies™).

3.5 Sintese da primeira fita de cDNA
A partir dos RNAs tratados com DNAse [ foi sintetizada a primeira fita
de cDNA utilizando o kit SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen™),

seguindo protocolo sugerido pelo fabricante.
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Em microtubos estéreis, tratados com DEPC 0,05% (v/v), adicionou-se 1
pg de RNA total, tratado com DNAse, 3uM de primers randdmicos
(Invitrogen™) e 1 pl de mistura de dNTPs na concentragdo de 10uM. A mistura
foi aquecida a temperatura de 65°C, por 5 minutos e, imediatamente,
acondicionada em gelo, por 5 minutos. Em seguida, foi submetida a uma rapida
centrifugacao.

Ao mesmo tubo, acrescentaram-se 4pulL do tampao First-Strand 5X e 1
uM de DTT 0,1M, sendo realizada uma leve homogeneizacdo. Os tubos foram
incubados em banho-maria, a temperatura de 25°C, durante 2 minutos.
Adicionaram-se 1puL da enzima SuperScript [I™ 200U/uL ¢ agua DEPC 0,05%
(v/v) para completar o volume de reagdo para 20 pL. A mistura foi incubada a
temperatura de 25°C, por 2 minutos e, posteriormente, a 42°C, durante 50

minutos. Em seguida, as amostras foram armazenadas a -20°C.

3.6 Andlise quantitativa em tempo real da expressao dos genes CHI e POX
3.6.1 Busca in silico de sequéncias dos genes CHI, POX e UBI

As sequéncias de genes CHI, POX e UBI foram identificadas tendo
como fonte de dados o banco de ESTs (Expressed Sequence Tags), gerado pelo
projeto Genoma Brasileiro Café CAFEST (Vieira et al., 2006). O gene UBI
codifica para a proteina ubiquitina e foi utilizado como controle endégeno da
reacao de PCR em tempo real, descrita no item 3.6.3.

Por meio da interface Gene Project, foi possivel a procura por reads, a
montagem de clusters e a analise dos provaveis genes CHI, POX e UBI.

Inicialmente, realizou-se uma busca por palavra-chave (nome da
proteina), tendo em vista que todos os reads haviam sido previamente anotados
automaticamente por comparagdo com o banco de genes do National Center for

Biotechnology (NCBI).
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Um segundo tipo de busca foi realizado por meio da ferramenta Basic
Local Alignment Search (BLAST), utilizando-se sequéncias de genes CHI, POX
e UBI disponiveis no GenBank. Assim, por meio da ferramenta tBLASTN
(Altschul et al., 1997), foram comparados os aminoacidos da fita query com os
nucleotideos traduzidos do banco de dados e selecionados todos os reads que
apresentaram alinhamento significante (e-value>107).

Posteriormente, os reads encontrados foram agrupados (clustering),
formando os chamados EST-contigs de cada gene. Todos os EST-contigs
formados foram utilizados para uma nova busca no banco CAFEST, visando
encontrar novas sequéncias provaveis desses genes.

As sequéncias de nucleotideos de interesse foram comparadas com as
sequéncias de proteinas de banco de dados publicos (NCBI), utilizando-se, para
isso, o algoritmo BLASTX. Para classificar a parte funcional da proteina, bem
como sua matriz de leitura, foi utilizada a ferramenta Open Reading Frame
Finder (ORF FINDER). O alinhamento da sequéncia da proteina de interesse
com as proteinas disponiveis no NCBI foi realizado por meio do algoritmo
BLASTp (Altschul et al., 1997). Apos essas analises, detendo as sequéncias

corretas dos genes CHI, POX e UBI, os respectivos primers foram desenhados.

3.6.2 Desenho de primers

Os primers utilizados neste estudo foram desenhados utilizando o
programa Primer Express (versdao 2.0) (Appied Biosystems, USA) e estdo
descritos na Tabela 3. Primers especificos para os genes CHI, POX e UBI foram
desenhados a partir das sequéncias obtida in silico neste trabalho, por meio de
busca no banco CAFEST. O gene UBI foi utilizado como controle endégeno
constitutivo da reagdo. Os primers foram sintetizados pela empresa IDT
Integrated DNA Technologies (USA) e ressuspendidos em agua ultrapura para

manuten¢do em solucdo estoque 100nM.
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TABELA 3 Sequéncias dos primers utilizados para a analise de qRT-PCR e

tamanho dos amplicons.

Genes Sequéncias dos primers Tamanho do
amplicon (pb)

Quitinase F: 5> AACTGA ACT TAG CTG GCC ACTGT ¥ 72
(CHI) R: 5 CTG GCA AACCTCTAT CTGAGA ACTC3¥®

Peroxidase = F:5° GGA CAG TGA ATA TGC AGC AAA TCT3’ 83
(POX) R: 5 CCT GGA TCC ATT TCA ACT ATC GT 3’

Ubiquitina ~ F: 5> AAG GCC AAG ATC CAG GAC AA 3’ 69
(UBl) R: 5 TTG CTT TCC AGC GAA GATGA ¥

(R) sequéncia do primer reverse. (F) sequéncia do primer forward.

3.6.3gRT-PCR

A andlise da expressdo génica quantitativa por qRT-PCR foi realizada
em sistema de deteccdo de sequéncias ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems), usando SYBR Green, o qual se baseia na capacidade do
fluoréforo de intercalar as fitas duplas de cDNA. Realizou-se um pool de cDNA
das amostras referentes das trés repeticdes biologicas, usando as mesmas
quantidades de cDNA de cada amostra correspondente.

As condicdes térmicas da reag@o foram 2 minutos, a 50°C, 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 e

analisados no programa 7500 Fast Software (Versdo 2.1).
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Para cada reagdo, foram utilizados 80ng de cDNA, 0,4uL de cada primer
e 5,0 uL de Power SYBR"™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™). A
reagdo foi completada com 3,6 pul. de agua livre de nuclease (nuclease-free
water) (Ambion™), para um volume final 10,0 uL/amostra. As amostras foram
processadas em tréplicas. Os resultados foram normalizados usando Crs (ciclo
Threshold) obtidos para controles enddgenos presentes na mesma reagdo. O Cr
foi determinado pelo nimero de ciclos no qual a fluorescéncia gerada dentro de
uma reagdo cruza a linha Threshold. O método usado foi o Cr comparativo.

A normalizagdo foi realizada utilizando-se a equagdo ACt = Cr (gene
alvo) - Cr (controle endogeno). A calibrago foi determinada pela formula AACy
= ACr (amostra) - ACr (calibrador). O calibrador ¢ uma amostra usada como
base para resultados de expressdo comparativa. A quantificacdo relativa foi
obtida pela formula 2 ** €} (Livak & Schmittgen, 2001).

Apos serem analisados, os dados gerados pelo programa 7500 Fast
Software (Versdo 2.1) foram exportados para o programa Microsoft Excel, para
realizagdo dos calculos de ACr, AACr e da quantificagdo relativa (RQ) para a
posterior construgdo dos graficos.

Os primers foram desenhados para produzir pequenos amplicons (Tabela
3), menores que 100 pb, para maximizar a eficiéncia da amplificagdo. As
analises da curva de melting e da eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v) dos
produtos de amplificagdo confirmaram que os primers amplificaram um tnico
tipo de produto (dados ndo mostrados).

Para verificar o efeito dos indutores sobre a expressdo de cada gene, os
calculos de quantificacdo relativa foram realizados utilizando-se como
calibrador os dados obtidos a partir das amostras controle (pulverizadas com
agua) para um dado tempo de coleta. Os calculos de quantificacdo relativa para
verificar o efeito do patdgeno sobre a expressdo de cada gene em plantas

induzidas foram realizados utilizando-se, como calibradores, os dados obtidos a
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partir das amostras ndo inoculadas com patégeno por tratamento para um dado
tempo.

A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela expressdo do
gene UBI, utilizado como controle enddégeno para compensar variagdes internas
na PCR. Os resultados foram normalizados usando Crs (Ciclo Threshold)

obtidos para controles enddgenos presentes na mesma reagao.

3.6.4 Analises estatisticas

O experimento foi instalado segundo um delineamento em blocos
casualisados (DBC), com trés repeticdes bioldgicas. Foi realizada andlise de
variancia para comparar os niveis de expressdo génica induzidos por tratamento
por tempo de andlise, por meio do Test t (Bonferroni), a 5% de probabilidade.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico Sisvar”.
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4 RESULTADOS

A andlise quantitativa dos niveis de expressdo dos genes CHI ¢ POX
possibilitou o estudo da indugdo de resisténcia em mudas de cafeeiro (Coffea
arabica L.) contra o desenvolvimento de Hemileia vastatrix, pelo tratamento das
mudas com ASM e NEFID. O padrio de expressdo foi avaliado nos tempos 12,
24, 48, 168, 192, 216 ¢ 264 horas apo6s a pulverizacdo com indutores e

inocula¢do com o patogeno.

4.1 Expressdo quantitativa relativa dos genes CHI e POX em mudas de
cafeeiro induzidas por ASM e NEFID e néo inoculadas com Hemileia
vastatrix

O estudo do efeito dos indutores sobre a expressdo dos genes CHI e

POX em mudas de cafeeiro na auséncia do patdégeno, durante os sete tempos de

analise descritos em materiais ¢ métodos, revelou que a expressdo quantitativa

relativa do gene CHI foi maior em plantas tratadas com ASM que naquelas
tratadas com NEFID, as 24 e as 48 horas apds a pulveriza¢ao (HAP), havendo
diferencga estatisticamente significativa entre os dois indutores (Figura 1A). Em

plantas tratadas com ASM, o maior nivel de expressdo do gene CHI ocorreu 24

HAP. No periodo de 168 HAP, houve uma queda consideravel na expressdo do

gene CHI, em plantas tratadas com ASM e NEFID. Nos tempos seguintes de

analise, foi possivel observar um aumento da expressdo génica de CHI
significativamente maior em plantas tratadas com NEFID do que naquelas
induzidas por ASM, nos periodos de 192; 216 e 264 HAP. Neste ltimo tempo
de andlise, observou-se o maior nivel de expressdo do gene CHI, induzido por

NEFID (Figura 1A).

A expressao quantitativa relativa do gene POX foi maior em mudas de

cafeeiro tratadas com ASM nos tempos iniciais de analise, 24 ¢ 48 HAP. No
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periodo de 12 HAP, a expressdo ndo se diferenciou estatisticamente entre plantas
tratadas com ASM e NEFID (Figura 1B). De maneira inversa ao observado para
o gene CHI, no periodo de 168 HAP houve aumento na expressdo quantitativa
relativa do gene POX para ambos os tratamentos, mas, principalmente, em
plantas tratadas com NEFID, cujos niveis de expressdo do gene POX foram
significativamente maiores que os apresentados pelas plantas tratadas com ASM.
No entanto, 192 HAP houve decréscimo nos niveis de expressdo gé€nica para
ambos os tratamentos. No periodo seguinte de analise, 216 HAP, os niveis de
expressdo do gene POX sofrem um novo aumento significativo em plantas
tratadas com NEFID, atingindo os mesmos padrdes de expressdo génica do
periodo de 168 HAP. Os niveis de transcritos génicos de POX ndo se
mantiveram até o ultimo periodo de andlise, 264 HAP, no qual pode ser
observada uma queda expressiva, principalmente em plantas tratadas com
NEFID. Nesse tempo de analise ndo houve diferenga estatistica entre plantas
tratadas com ASM e aquelas tratadas com NEFID (Figura 1B).

As analises quantitativas da expressdo dos genes CHI ¢ POX referentes
as Figuras 1A e 1B sdo relativas a expressdo dos mesmos genes, em mudas de

cafeeiro pulverizadas com agua e nao inoculadas (controle).
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FIGURA 1 Perfil da expressio quantitativa relativa por PCR em tempo real (qRT-
PCR) dos genes CHI (EQRGCHI) (A) e POX (EQRGPOX) (B), nos
tempos 12, 24, 48, 168, 192, 216 e 264 horas apds pulveriza¢dao de mudas
de cafeeiro com ASM e NEFID, sem inoculagdo do patogeno. Colunas
representam a indug¢do média de transcritos relativos aos controles nio
induzidos e ndo inoculados, no mesmo periodo, com valores dados a
partir do pool de cDNA das trés repeti¢des biologicas. A abundancia de
transcritos génicos foi normalizada pela expressdo do gene UBI. Médias
seguidas pela mesma letra, nas colunas de um mesmo tempo, ndo diferem
entre si, a 5% de probabilidade, pelo Teste t — Bonferroni. HAP: horas
apos pulverizacao.
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4.2 Expressdo quantitativa relativa dos genes CHI e POX em mudas de
cafeeiro apos inducéo de resisténcia por ASM e NEFID e inoculagéo
com Hemileia vastatrix

A analise da expressdo quantitativa relativa dos genes CHI ¢ POX em
mudas pulverizadas com os indutores de resisténcia ASM e NEFID e inoculadas
com H. vastatrix foi feita nos tempos 0, 12, 24 ¢ 48 HAI com o patoégeno, a qual
ocorreu 168 horas ou 7 dias apds a pulverizacdo com os indutores. A expressdo
quantitativa dos genes CHI e POX ¢ relativa a expressdao dos mesmos genes em
plantas induzidas e ndo inoculadas, nos mesmos periodos de tempo apds a
pulverizagao.

O perfil de expressdo quantitativa relativa do gene CHI induzida pelo
patégeno em mudas tratadas com NEFID foi bastante distinto do perfil de
expressdo observado no tratamento com ASM (Figura 2A). A expressdo do gene
CHI foi significativamente maior nos tempos 0, 24 ¢ 48 HAI nas mudas tratadas
com NEFID em comparagdo com aquelas tratadas com ASM. O nivel maximo
de expressio do gene CHI induzida pelo patdgeno ocorreu em mudas
pulverizadas com NEFID, 48 horas apos a inoculagao (periodo referente a 216
HAP). A expressao do gene CHI nas plantas tratadas com ASM foi maior que
nas plantas tratadas com NEFID apenas no periodo de 12 HAI, periodo no qual a
expressdo induzida pelo patégeno nas plantas tratadas com NEFID foi muito
baixa (Figura 2A).

De modo semelhante ao observado para o gene CHI, o perfil de
expressdo do gene POX induzida pelo patdégeno foi significativamente maior em
mudas tratadas com NEFID, em comparagdo ao tratamento com ASM (Figura
2B). Para o gene POX, pode ser observado um aumento significativo nos niveis
de transcritos induzidos pelo patégeno em mudas tratadas com NEFID, 24 ¢ 48
HAI, sendo estes os periodos de expressdo maxima do gene POX. No momento

da inoculacdo, a expressdo génica de POX manteve-se baixa em ambos os

34



tratamentos. A expressdo do gene POX, induzida pelo patégeno em mudas
tratadas com ASM, foi maior que em plantas tratadas com NEFID apenas no
periodo de 12 HAI e manteve-se constante ao longo dos periodos analisados
(Figura 2B).
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Perfil da expressdo quantitativa relativa por PCR em tempo real (qRT-
PCR) dos genes CHI (EQRGCHI) (A) e POX (EQRGPOX) (B), nos
tempos 0, 12, 24, 48 horas apos a inoculagdo das mudas de cafeeiro com
H. vastatrix, equivalentes a 168, 180, 192 e 216 horas ap0s a pulverizagdo
com os indutores ASM e NEFID. Colunas representam a indugdo média
de transcritos génicos em plantas induzidas e inoculadas relativas aos
controles induzidos e ndo inoculados, no mesmo periodo, com valores
dados a partir do pool de cDNA das trés repeticdes biologicas. A
abundéncia de transcritos génicos foi normalizada pela expressdo do gene
UBI. Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas de um mesmo tempo,
ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo Teste t - Bonferroni.
HALI: horas ap0s a inoculagéo.
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4.3 Efeito da inoculacdo com Hemileia vastatrix sobre a expresséo
guantitativa relativa dos genes CHI e POX em mudas controle de
cafeeiro, pulverizadas com agua.

A andlise do efeito do patdgeno sobre a expressao quantitativa dos genes

CHI e POX em plantas controle, pulverizadas com agua e inoculadas com H.

vastatrix, mostra que os niveis de expressdo de ambos os genes foram maiores

no momento da inoculacdo, 0 HAI (168 HAP) e que, neste tempo, os niveis de
transcritos do gene CHI foram superiores aos do gene POX (Figura 3). Nos
tempos de analise sucessivos, observa-se uma queda na expressdo de ambos os
genes, principalmente do gene CHI, cuja expressdo se mantém constantemente
baixa até o ultimo periodo de tempo analisado, 96 HAI. A expressdo do gene
POX foi maior que a expressdo do gene CHI, nos periodos de tempo de 24 ¢ 48
HAI, havendo um decréscimo nos niveis de transcritos 96 HAI, tempo em que

os niveis de expressao dos dois genes se igualaram (Figura 3).
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FIGURA 3 Perfil da expressio quantitativa relativa por PCR em tempo real (qRT-
PCR) dos genes CHI e POX, nos tempos 0, 12, 24, 48 e 96 horas apds a
inoculagdo das mudas de cafeeiro com H. vastatrix. Colunas representam a
indu¢do média de transcritos gé€nicos em plantas controle pulverizadas
com agua e inoculadas relativas aos controles pulverizados com agua e
ndo inoculados, no mesmo periodo de tempo, com valores dados a partir
do pool de cDNA das trés repetigdes biologicas. A abundancia de
transcritos génicos foi normalizada pela expressio do gene UBI.
EQRGPOX/CHI (Expressdo quantitativa relativa dos genes POX e CHI).
HALI: horas ap0s a inoculagéo.

4.4 Efeito aditivo dos indutores e da inoculagdo com Hemileia vastatrix
sobre a expressdo quantitativa relativa dos genes CHI e POX em
cafeeiro

A anélise do efeito do indutor adicionado ao efeito do patégeno sobre a
expressdo quantitativa relativa dos genes CHI ¢ POX em mudas de cafeeiro
mostrou que, em plantas induzidas por ASM, ¢ possivel observar um pico
maximo de expressdo de ambos os genes, no momento da inoculacdo (0 HAI);

equivalente a 168 HAP (Figura 4A e 4B). No entanto, neste periodo de analise, o

efeito do patogeno sobre a expressdo do gene CHI foi maior que o efeito do

ASM, enquanto que para a expressdo do gene POX, pode ser observado o
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contrario, ou seja, o indutor exerceu maior efeito sobre a expressdo génica do
que o patdégeno (Figura 4B). Nos periodos seguintes de andlise, houve
decréscimo nos niveis de expressdo de ambos os genes e maior efeito do ASM
sobre a expressdao génica. Os niveis de transcritos de CHI tornam-se bastante
reduzidos 24 HAI, mas sofrem um aumento gradativo 48 ¢ 96 HAI, por efeito
gradual do ASM (Figura 4A). O perfil de expressdo do gene POX foi diferente
do perfil de expressdao do gene CHI, especialmente no periodo de 96 HAI,
quando os niveis de transcritos de POX sofrem reducdo expressiva (Figura 4B).
E importante considerar que ndo ocorreu supressio da expressdo génica por

efeito do patdgeno ou do indutor.
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FIGURA 4  Analise do efeito do indutor ASM adicionado ao efeito do patdgeno sobre
o perfil da expressdo quantitativa relativa por PCR em tempo real (qRT-
PCR) dos genes CHI (EQRGCHI) (A) e POX (EQRGGPOX) (B), nos
tempos 0, 12, 24, 48 e 96 horas ap6s inoculagdo das mudas de cafeeiro
com H. vastatrix, correspondentes a 168, 180, 192, 216 ¢ 264 horas apos
pulveriza¢do das mudas com ASM. Colunas representam a indu¢ao média
de transcritos génicos em plantas induzidas e inoculadas relativas aos
controles pulverizados com 4agua e ndo inoculados, no mesmo periodo,
com valores dados a partir do pool de cDNA das trés repeti¢oes
biologicas. A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela
expressdo do gene UBI. HAI: horas apés a inoculagio.
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Em mudas de cafeeiro induzidas por NEFID, o nivel maximo de
expressdo do gene CHI ocorreu 96 HAI (264 HAP) (Figura 5A). O efeito do
indutor sobre a expressdo génica foi consideravelmente maior que o efeito do
patogeno, nos periodos 24, 48 ¢ 96 HAI, sendo possivel observar aumento
gradativo da expressdo génica de CHI. No momento da inoculacdo, 0 HAI,
observa-se o menor nivel de expressdo génica, entretanto, o patdgeno exerceu
um efeito maior que o NEFID sobre os niveis de transcritos do gene CHI (Figura
5A). O efeito aditivo de NEFID/H. vastatrix para a expressdo do gene POX foi
distinto do perfil observado para o gene CHI. O NEFID apresentou efeito maior
sobre a expressdo génica de POX do que o patogeno, em todos os tempos
analisados (Figura 5B), sendo possivel observar dois picos de expressdao do gene
POX, 0 e 48 HAI. Nos periodos de 24 ¢ 96 HAI, houve redugdo na expressao
devido ao efeito de NEFID e do patéogeno, mas, nesses tempos, o indutor
exerceu maior efeito sobre a redugdo da expressdao génica (Figura 5B). Nessas
analises também ndo ocorreu supressdo da expressdo gé€nica por efeito do

patdégeno ou do indutor.
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FIGURA 5 Analise do efeito do indutor NEFID adicionado ao efeito do patdgeno sobre
o perfil da expressdo quantitativa relativa por PCR em tempo real (qRT-
PCR) dos genes CHI (EQRGCHI) (A) e POX (EQRGPOX) (B), nos
tempos 0, 12, 24, 48 ¢ 96 horas ap6s inoculagdo das mudas de cafeeiro
com H. vastatrix, correspondentes a 168, 180, 192, 216 ¢ 264 horas apos
pulverizagdo das mudas com NEFID. Colunas representam a inducao
média de transcritos génicos em plantas induzidas e inoculadas relativas
aos controles pulverizados com 4agua e ndo inoculados, no mesmo
periodo, com valores dados a partir do pool de cDNA das trés repeti¢cdes
biologicas. A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela
expressdo do gene UBI. HAI: horas apds a inoculagdo.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho foi estudado o perfil da expressdo de dois genes
importantes da resposta de defesa induzida, os genes CHI ¢ POX, em mudas de
cafeeiro cultivar Mundo Novo, susceptivel ao fungo H. vastatrix, em resposta
aos tratamentos com ASM e NEFID. ASM e outros indutores de resisténcia
podem controlar o desenvolvimento de fitopatégenos. Diante da exposi¢do a um
eliciador, os tecidos vegetais reagem mais rapida e eficientemente a tentativas de
infec¢@o por patdgenos e os mecanismos de defesa vegetal sdo também ativados
em tecidos ndo infectados (resisténcia sistémica adquirida, SAR), tornando a
planta resistente a infeccdes secundarias pelo mesmo patdégeno ou patdgenos
relacionados (Ryals et al., 1996). A SAR esta associada a uma ampla variedade
de genes de defesa. Dentre estes, destacam-se os genes que codificam para as
varias classes de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs), j& mencionadas
anteriormente. Devido a correlacdo entre a inducdo de genes que codificam para
PRPs e o desenvolvimento da resisténcia a doenga, esses genes sdo marcadores
moleculares utilizados para o estudo da resposta de defesa (Loon et al., 1997).

Diversos trabalhos confirmam que os genes CHI e POX tém sua
expressdo induzida ou ocorre acumulo das proteinas por eles codificadas em
resposta a indutores de resisténcia e a presenca de patdgenos em cafeeiro (Guzzo
& Martins, 1996; Amaral, 2005; Nardi et al., 2006) e em outras culturas (Baysal
et al., 2003; Buzi et al., 2004; Cavalcanti et al., 2006, Pereira, 2008; Costa,
2008; Medeiros, 2009), o que fundamenta a escolha desses genes para a analise
do perfil de expressdo mediante indugdo de resisténcia e presenca do patdgeno.

A analise do efeito de ASM e NEFID sobre o perfil da expressdo do
gene CHI, na auséncia do patdgeno, ao longo dos oito tempos apos a aplicagdo
dos indutores (Figura 1A), indica que estes ativaram a expressao génica de modo

distinto. ASM parece ter induzido a expressdo do gene CHI mais rapidamente
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que NEFID. As 24 HAP com ASM, ja se observaram niveis elevados de
transcritos do gene CHI e niveis baixos destes em plantas induzidas por NEFID.
E interessante notar que, quando os niveis de transcritos do gene CHI ativados
por ASM decrescem, nas plantas pulverizadas com NEFID ocorre aumento
gradativo da expressdo desse gene, que atinge nivel maximo 264 HAP.

A pressuposi¢cdo de que a indugdo do fenomeno de SAR por ASM ocorre
mais rapidamente, também foi considerada no trabalho de Marchi et al. (2002).
Foi possivel observar que o ASM ndo foi capaz de induzir resisténcia em
cafeeiro a H. vastatrix quando o intervalo entre aplicagdo do produto e
inoculagdo foi de sete dias. Isso, possivelmente, ocorreu porque os niveis de
PRPs induzidos por ASM ja estavam baixos 168 HAP, periodo em que, no
presente trabalho, foram observados niveis muito baixos de transcritos do gene
CHI induzidos por ASM (Figura 1A). Porém, ainda a respeito do trabalho de
Marchi et al. (2002), quando o indutor foi aplicado 3 dias antes da inoculagao, a
eficiéncia de reducdo da incidéncia da ferrugem variou de 27,81% para 100%.

Prosseguindo nas analises apenas do efeito dos indutores, os niveis de
expressao dos genes CHI e POX eliciados por NEFID se mantiveram mais altos
e em maior tempo do que aqueles eliciados por ASM, como indicado pelos picos
de expressdo consecutivos 216 e 264 HAI para o gene CHI e 168 e 216 HAP
para o gene POX (Figura 1B). Pode-se especular que diferentes sinais estejam
ativando diferentes vias de sinaliza¢do de defesa.

No processo de indugdo de resisténcia, o AS, do qual o ASM ¢ anélogo,
participa como uma molécula sinal capaz de inibir a catalase, levando a um
aumento na concentragdo de peroxido de hidrogénio (H,0O,), cujos derivados
podem atuar em cascatas de sinalizag@o para a expressdo de genes relacionados a
defesa. O AS é uma entre outras moléculas que operam como um sinal capaz de
desencadear a resisténcia induzida (Sticher et al., 1997). Em NEFID, uma

combinagdo de elicitores provenientes do patégeno inativado e de oligdbmeros
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tecido vegetal ativa sinais que estimulam respostas de defesa (Medeiros, 2009).
O acumulo de compostos fendlicos, presentes em grande quantidade no NEFID,
na parede celular da planta, pode explicar o aumento nos niveis de transcritos do
gene POX nas mudas pulverizadas com NEFID. Em estudos de Silva et al.
(2002), o aumento da atividade de peroxidase e de fenilalanina amonio-liase
(PAL) foi relacionado ao aciimulo tardio de compostos fendlicos e a lignificagdo
da parede celular em plantas de café inoculadas com H. vastatrix.

A resposta de defesa celular efetivada pelo patégeno, representada neste
trabalho pela expressdo de genes CHI e POX em mudas de cafeeiro induzidas
por ASM e NEFID, mostrou expressao rapida do gene CHI e em niveis mais
elevados que a expressdo do gene POX, no momento da inoculagdo (168 HAP)
(Figura 2A e 2B). Nas interagdes planta-patdégeno, a transcricdo aumentada de
numerosos genes que codificam PRPs pode ser monitorada logo nas primeiras
horas que seguem a inoculag¢do do patégeno (Maleck et al., 2000; Scheideler et
al., 2002). Diversos trabalhos sugerem que a rapidez dessas mudangas
transcricionais esteja ligada ao reconhecimento imediato de padrdes moleculares
associados ao patogeno (PAMPs) por proteinas receptoras das células da planta
hospedeira, logo que ocorre a germinagdo dos esporos do fungo na superficie da
folha (Heath, 1997; Mould et al., 2003), o que explica a expressdo rapida desses
genes nas primeiras horas ap6s a inoculagao.

Os picos de expressao de quitinase, induzidos pelo patogeno, observados
em plantas tratadas com NEFID 24 e 48 horas ap6s a inoculogdo, coincidem
exatamente com oS momentos em que ocorre a germina¢do da maioria dos
esporos e diferenciacdo dos apressorios no estomato das folhas de cafeeiro
susceptiveis (Ganesh et al., 2006). Silva et al. (2006) observaram, por analise
histoquimica, a presenga de numerosas hifas de penetragcdo 48 HAI de plantas de
cafeeiro susceptiveis. Silva et al. (1999) e Guerra-Guimaraes et al. (2001)

constataram que as paredes das hifas intracelulares e os haustérios de H.
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vastatrix contém B-1,3-glucanas e residuos de N-acetilglucosamina, mondmeros
formadores de quitina. As enzimas hidroliticas B-1,3-glucanases e quitinases
podem ter, entdo, um papel relevante na restrigdio do desenvolvimento do
patogeno em plantas de café induzidas a resisténcia, por degradarem as
estruturas de infecgdo de H. vastatrix. A indugdo de resisténcia de cafeeiro por
NEFID, de acordo com os niveis de transcritos do gene CHI induzidos, mostra-
se promissora para o controle da ferrugem do cafeeiro, embora seja fundamental
considerar a relevancia dos eventos pos-transcricionais de regulagdo da
expressdo génica. Amaral (2005) verificou que NEFID e um extrato vegetal
semelhante conferiram protecdo em mudas de cafeeiro contra Cercospora
coffeicola e promoveram aumento nas atividades das PRPs, peroxidase,
quitinase e B-1,3-glucanase.

Em experimento de campo, realizado por Toyota (2008), em cafeeiro
convencional, avaliando o efeito da aplicagdo de extratos vegetais sobre a
ferrugem, foi observada reducdo da severidade da doenga em 26%, promovida
pela aplicacdo de um produto muito semelhante ao NEFID. No trabalho de
Resende et al. (2007a), ocorreu aumento da atividade de peroxidases de
guaiacol, quitinases e § 1,3 glucanases em cacaueiro induzido por ASM e extrato
vegetal a partir de 4 até 18 dias apos a pulverizacdo, em relagdo a plantas ndo
induzidas, indicando uma ativacdo duradoura de respostas de defesa.

Em relacdo ao efeito do patdégeno sobre a inducao da expressdo do gene
CHI, em plantas induzidas por ASM, nos tempos aqui analisados foram
detectados baixos niveis de transcritos (Figura 2B). Esse resultado é condizente
com o observado por Guzzo et al. (2001), que detectaram aumento local e
sistémico da atividade de quitinase e B-1,3-glucanases e também expressdo dos
genes codificadores dessas hidrolases apenas 72 HAI em cafeeiro cultivar

Mundo Novo. E possivel que o aumento expressivo de transcritos desses genes,
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por efeito do patégeno, em plantas tratadas com ASM, ocorra em tempos
posteriores aos aqui analisados.

Guzzo (2004) sugere que, inicialmente apds a inoculagdo, ocorre maior
ativacdo de genes relacionados aos mecanismos iniciais de percepgdo e
transdugdo de sinais, que vao sinalizar a célula vegetal para induzir a expressdao
de genes e sintese subsequente de compostos de defesa. Entre estes genes, o
NPR1 esta envolvido na regulacdo da resisténcia induzida, uma vez que ha uma
ligagdo direita entre a atividade da proteina NPR1 e a regulagdo da expressdo de
genes codificadores de PRPs (Zhou et al., 2000). Seria interessante monitorar a
expressdo desse gene, concomitantemente com as analises de expressdo de genes
de PRPs, como os estudados nesse trabalho, pois, segundo o trabalho
desenvolvido por Pieterse et al. (2001) e Nawrath & Métraux (1999), plantas de
Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum deficientes no acimulo da AS ou da
proteina reguladora NPR1 sdo incapazes de desencadear a SAR e de ativar a
sintese de PRPs associadas a resisténcia sistémica.

Alguns estudos mostram o envolvimento da proteina NPR1 no processo
denominado sensibilizagdo ou priming caracterizado pela ativacdo rapida e
intensa de respostas de defesa celular, apés o contato com o patéogeno, em
plantas previamente induzidas (Conrath et al, 2002). Possivelmente, a
manuten¢do de um mecanismo de controle das respostas de defesa proporciona
economia de energia para a planta na ativacao de respostas de defesa, que ocorre
na presenca do patogeno.

O rapido aumento da expressdo do gene CHI potencializada por H.
vastatrix, em plantas tratadas com NEFID, observada entre 24 e¢ 48 HAI ¢ do
gene POX entre 12 e 24 HAI (Figura 2A e 2B) pode ser atribuido ao efeito
priming, bem como a expressdo rapida desses genes, observada no momento da
inoculagdo, em plantas ndo tratadas (Figura 3). Entretanto, é necessaria uma

maior investigagdo para certificar a ocorréncia desse efeito no presente estudo.
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A analise do efeito limitado do patéogeno sobre a expressdo génica
mostrou niveis mais elevados do gene POX nos tempos, 12, 24 ¢ 48 HAI e um
decréscimo na expressdo foi observado 96 HAI, em comparacdo com o gene
CHI (Figura 3). Esses resultados diferem do observado no trabalho realizado por
Pereira (2008), cujo resultado de uma das analises feitas, avaliando o efeito de
Crinipellis perniciosa sobre a expressdo destes mesmos genes em cacaueiro,
mostrou um possivel silenciamento do gene CHI na presenga do patdgeno. A
supressdo de defesa de plantas susceptiveis por patdogenos tem sido considerada
como uma das etapas chaves na patogénese (Nomura et al., 2005). Essa possivel
supressdo ndo foi observada neste trabalho, provavelmente por se tratarem de
patossistemas diferentes, com ativagdo de mecanismos de resisténcia distintos,
tanto em relagdo ao tempo de ativacdo quanto aos componentes envolvidos,
devido, principalmente, as diferencas genéticas existentes entre cacaueiro e
cafeeiro e entre os respectivos patdgenos.

Diversos estudos confirmam a importancia das peroxidases na defesa
contra infec¢des por patogenos, especialmente em infecgdes por fungos (Curts et
al., 1997) e, embora essas proteinas ndo tenham atividade direta sobre o
patégeno, POX ativadas por elicitores sdo parte de uma rede interligada de
defesa para conter o desenvolvimento do patogeno (Kang, 2009). As POX estdo
relacionadas com o processo de protecao antioxidativa catalisando a oxirredugdo
de componentes celulares como o peroxido de hidrogénio e também com o
aumento na sintese de lignina, que fortalece a parede celular contra a agdo de
enzimas liticas produzidas por alguns patdégenos (Kvaratskhelia et al., 1997).

No trabalho de Cavalcanti et al. (2006) foi observado aumento da
atividade de POX em plantas de tomate tratadas com extratos vegetais ¢ ASM e
inoculadas com Xantomonas vesicatoria, nas primeiras 4 horas apds o
tratamento, havendo acimulo dessa proteina até 72 horas apds o tratamento. No

presente trabalho, niveis elevados de expressdo do gene POX foram induzidos
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por efeito aditivo de ambos os indutores e do patdogeno no momento da
inoculagdo.

Os resultados deste trabalho mostraram efeito aditivo na expressdo de
genes CHI e POX na presenca de indutores e patégeno em mudas de cafeeiro
susceptiveis (Figuras 4 e 5). Para realizar essa analise, comparou-se a expressao
génica de plantas ndo tratadas com indutores e ndo inoculadas (controles) com
plantas tratadas e ndo inoculadas, obtendo-se apenas o efeito do indutor de
resisténcia sobre a expressao génica. Esse nivel de expressdo de ambos os genes
foi, entdo, comparado com a expressdo induzida apenas pelo efeito do patdgeno,
resultante da comparagdo entre as expressoes génicas em plantas nao tratadas e
ndo inoculadas, com plantas nao tratadas e inoculadas.

Analises semelhantes foram realizadas por Pereira (2008). Estudando o
patossistema cacaueiro/C. perniciosa, observou-se que os indutores ASM e
Agromos” atuaram no sentido de elevar os niveis de expressdo dos genes CHI e
POX, ao passo que o efeito do patégeno foi mais marcante para a supressdo da
defesa. Aqui, n3o houve supressio da defesa, conforme mencionado
anteriormente.

Os resultados do presente trabalho revelaram que o momento da
inoculagdo foi o unico tempo em que o efeito aditivo do patdgeno foi maior que
o efeito dos indutores sobre a expressdo do gene CHI (Figuras 4A e 5A). As
analises da expressdo do gene POX indicaram que ASM e NEFID tiveram maior
contribui¢do na indugdo da expressdo que H. vastatrix, em todos os tempos
analisados (Figuras 4B e 5B). Nao foi observado efeito apenas do patégeno ou
do indutor sobre o aumento dos niveis de transcritos dos genes CHI ¢ POX em

nenhum tempo analisado.
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6 CONCLUSOES

Os tratamentos com ASM e NEFID induziram a expressdo dos genes
CHI e POX em mudas de cafeeiro susceptiveis a ferrugem alaranjada, tendo os
perfis de expressdo sido bastante variados em relagdo ao indutor utilizado e ao
gene analisado.

ASM induziu a expressdo do gene CHI mais rapidamente que NEFID e
os maiores niveis de expressdo de ambos os genes ocorreram em plantas
induzidas por NEFID. A expressdo génica foi potencializada pelo patdogeno em
mudas de cafeeiro induzidas, observando-se variagdes entre os genes, 0s
indutores e os tempos analisados. O cafeeiro cultivar Mundo Novo, susceptivel a
ferrugem, eleva os niveis de transcritos dos genes CHI ¢ POX na presenga do
patégeno e auséncia de tratamento com indutores de resisténcia. Por fim,
conclui-se que, em todos os periodos apés a inoculagdo analisados, ocorreu
efeito aditivo dos indutores e do patdogeno sobre a expressdo dos genes CHI e
POX.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo revelaram que genes CHI e POX foram
induzidos em cafeeiro pelo tratamento com NEFID e com o indutor padrdo de
resisténcia ASM e que os perfis de expressdo génica diferiram entre os genes
analisados e entre os indutores utilizados.

Esses resultados despertam o interesse em estudos de confirmagdo da
eficiéncia de indutores de resisténcia, especialmente de extratos vegetais, em
ativar os mecanismos de defesa vegetal para o controle alternativo de doengas.

A ativacdo das respostas de defesa, bem como os mecanismos que as
envolvem, sdo complexos e, durante uma intima interacdo planta-patogeno, é
esperado detectar aumentos e decréscimos de niveis de expressao e atividade dos
diversos genes e proteinas envolvidos na defesa vegetal, durante todo o curso do
processo infeccioso.

Nao foi objetivo, com a realizacdo deste trabalho, analisar se a
resisténcia conferida por NEFID e ASM, verificada pela expressao dos genes
CHI e POX, confere protegido em cafeeiro contra H. vastatrix. Diversos estudos
confirmaram a eficiéncia do ASM em reduzir a severidade dos sintomas
causados por H. vastatrix em cafeeiro. Trabalhos do mesmo grupo de pesquisa ja
foram realizados com a finalidade de analisar a prote¢do de cafeeiro conferida
por NEFID contra a ferrugem e resultados satisfatorios foram obtidos. Além
disso, ja foram desenvolvidos estudos, no mesmo patossistema, de atividade
enzimatica de quitinases, peroxidases e de outras proteinas relacionadas a
patogénese, em condig¢des (tempos de analise e padroes comparativos) parecidas
com as estudadas no presente trabalho.

Com base nas consideragdes acima, torna-se clara a necessidade de

integrar esses conhecimentos e realizar outros estudos para elucidar as vias de
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sinalizacdo de defesa e¢ as proteinas ativadas por esses indutores para, entdo,
validd-los como potenciais produtos para aplicagdes praticas, especialmente

indutores de resisténcia alternativos, como o NEFID.
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