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RESUMO

A ferrugem alaranjada, causada pelo fungo Hemileia vastatrix, ¢ uma
das doencas mais destrutivas do cafeeiro, podendo ocasionar grandes perdas na
producdo. Diante disso, estudos vém sendo realizados a partir da perspectiva do
controle dessa doenca pela ativagdo de mecanismos de defesa inerentes as
plantas. A analise da expressdo de genes relacionados a defesa, assim como a
analise da atividade de enzimas de defesa, em resposta ao tratamento com
moléculas eliciadoras é uma ferramenta importante para estudar estes
mecanismos. Este trabalho foi realizado com o objetivo de analisar a expressdo
quantitativa de dois importantes genes, CAT e PAL, que codificam para as
proteinas catalase e fenilalanina amonia-liase, e avaliar a atividade destas
proteinas envolvidas no mecanismo de defesa induzida de plantas a patdégenos.
Avaliou-se o efeito do NEFID (extrato de folha de cafeeiro), fosfito de
manganés ¢ associacdo de NEFID + fosfito de cobre + fosfito de manganés em
mudas de cafeeiro suscetiveis 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
CAT e PAL foram induzidos em cafeeiro por todos os tratamentos, tendo os
perfis de expressao sido bastante variados em relagdo ao indutor utilizado e ao
periodo analisado, tanto na analise molecular quanto na analise bioquimica. Os
maiores niveis de expressdo dos genes CAT e PAL ocorreram em plantas
induzidas por NEFID sem inocula¢do com H. vastatrix. Apds a inoculagdo em
mudas de cafeeiro induzidas, observaram-se variagdes entre as expressoes destes
genes, dos indutores e os tempos analisados, e os maiores niveis de expressao
para os dois genes ocorreram em plantas tratadas com NEFID + fosfito de cobre
+ fosfito de manganés. A atividade da enzima PAL apresentou um perfil
diferente em relacdo a atividade da enzima CAT, de modo que hd uma menor
atividade da enzima PAL para a maioria dos periodos analisados.

Palavras-chave: Coffea arabica. Ferrugem do cafeeiro. Indugdo de resisténcia.
PCR em tempo real.



ABSTRACT

The coffee leaf rust, caused by Hemileia vastatrix, is one of the most
destructive disease of coffee, can cause great losses in production. Therefore,
studies are being conducted from the perspective of controlling this disease by
activating defense mechanisms inherent to the plants. Expression analysis of
defense-related genes, as well as, the analysis of the enzyme activity of defense,
in response to treatment with elicitors molecules is an important tool for
studying the mechanisms of induced resistance. This work was conducted to
analyze the quantitative expression of two important genes, CAT and PAL,
which encode to catalase and phenylalanine ammonia-lyase proteins, and
evaluate the activity of these proteins involved in the mechanism of induced
defense of plant to pathogens. We evaluated the effect of NEFID (coffee-leaf
extract formulation), manganese phosphite and association NEFID + copper
phosphite + manganese phosphite in coffee seedlings susceptible to rust,
inoculated and not inoculated with Hemileia vastatrix. To analyze the gene
expression profile, we used the technique of polymerase chain reaction in real
time (qQRT-PCR). The CAT and PAL genes were induced in coffee by all
treatments, with the expression profiles have been widely varied with respect to
the inducer used and the period analyzed, both in the molecular analysis as in
biochemical analysis. The highest levels of expression of CAT and PAL genes
found in plants induced by NEFID without inoculation with H. vastatrix. After
inoculation in induced coffee seedlings, were observed variations between the
expression of these genes, the inductors and the times analyzed, and the higher
levels of expression for both genes were found in plants treated with phosphite
NEFID + copper phosphite + manganese phosphite. The PAL activity showed a
different profile in relation to the CAT activity, so that there is less activity of
the enzyme PAL for most of the periods analyzed.

Keywords: Coffea arabica. Coffee leaf rust. Induced defense. Real time PCR.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor ¢ exportador de café do mundo. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (2012), estima-se que a
producdo de café para a safra de 2012 sera entre 48,97 ¢ 52,27 milhoes de sacas
de 60 quilos do produto beneficiado. O resultado representa um crescimento
entre 12,6% e 20,2%, quando comparado com a produ¢do obtida na temporada
anterior, que foi de 43,48 milhdes de sacas. Esse crescimento se deve,
principalmente ao ano de alta bienalidade.

Diversos fatores podem afetar a produtividade do cafeeiro e, dentre
esses fatores, destacam-se as doencas. A principal doenca do cafeeiro, a
ferrugem alaranjada, ¢ causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk & Br ¢
ocorre em todas as regides produtoras de café do mundo (VOSSEN, 2005). Para
minimizar os prejuizos causados, ¢ necessario desenvolver estratégias de
controle da ferrugem. Deste modo, o estudo e a caracterizagdo de mecanismos
de defesa do cafeeiro contra o patdogeno ¢ importante para o entendimento da
interacdo planta-patdégeno e desenvolvimento de estratégias de controle dessa
doenga. Quanto maior o conhecimento dos fatores que determinam a resisténcia,
mais eficaz sera o controle da doenca (SILVA et al., 2006).

Neste contexto, pode-se incluir a resisténcia induzida em plantas contra
patogenos, que esta associada a um conjunto de respostas de defesa. A ativagdo
dessas respostas em plantas depende da eficiéncia do hospedeiro em reconhecer
a presenca de patoégenos por meio de mecanismos de percepcao e transducdo de
sinais, que envolvem, entre outros, alteracdes transitorias no fluxo de ions
através da membrana plasmatica e mudangas no estado de fosforilagcdo de varias
proteinas. Como consequéncia desse processo, ocorre a ativagdo de fatores de
transcrigdo no nucleo da célula vegetal, com a expressdo subsequente de genes

de defesa. Outras respostas de resisténcia podem incluir alteragdes estruturais, o
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acimulo de espécies reativas de oxigénio, a sintese de outros metabdlitos
secundarios e a produgdo de uma ampla variedade de moléculas de defesa, tais
como proteinas antimicrobianas (SCHENK et al., 2000).

A resisténcia também pode ser ativada em plantas suscetiveis, apds a
infeccdo localizada por fitopatdégenos ou em resposta ao tratamento com agentes
biodticos ou abidticos, sendo conhecida como “resisténcia sist€émica adquirida”
(SAR) ou “resisténcia sistémica induzida” (ISR) (HAMMERSCHMIDT;
METRAUX; LOON, 2001; STICHER; MAUCHI-MANI; METRAUS, 1997). A
forma classica da SAR pode ser ativada pela exposicdo da planta alvo a
patoégenos virulentos, avirulentos e ndo-patdogenos ou pela utilizagdo de
moléculas eliciadoras, acido salicilico, acido 2,6 dicloro-isonicotinico (INA) ou
acido benzo-(1,23)-thiadiazole-7-carbotidico (BTH) (STICHER; MAUCHI-
MANI; METRAUS, 1997).

Diante disso, a perspectiva promissora do controle de doengas através da
ativacdo dos mecanismos de defesa inerentes das plantas, pela utilizagdo de
produtos biodticos ou abidticos, ndo toxicos, tem estimulado vasta pesquisa,
visando ao esclarecimento dos aspectos bioquimicos e moleculares envolvidos
na SAR. Tem sido demonstrado, em diferentes interagdes hospedeiro-patdogeno
estudadas, que a indu¢do da SAR resulta na ativacdo de diferentes mecanismos
bioquimicos de resisténcia (GUZZO, 2004). Uma das estratégias que tem sido
utilizada para elucidar as bases moleculares da resisténcia induzida envolve o
estudo da expressdo gé€nica em plantas, apds o tratamento com patdogenos,
eliciadores ou indutores quimicos ativadores da SAR (KOHLER;
SCHWINDLING; CONRATH, 2002; SCHENK et al., 2000; XIAO; TANG;
ZHOU, 2001).

A utilizagdo de fertilizantes foliares, como os fosfitos, tem ganhado
importancia no controle de doengas (DATNOFF; SEEBOLD; CORREA, 2001),

sendo citados na literatura como indutores de resisténcia. Outra forma de
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controle que pode ser utilizada e desperta o interesse dos especialistas da area ¢
o controle de doengas por meio da utilizagdo de produtos naturais com extratos
de plantas ou sub-produtos da cadeia produtiva do café (TOYOTA, 2008).

Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi estudar a expressdo de
genes ¢ a atividade de proteinas de defesa ativados em cafeeiro suscetivel a
ferrugem pela aplicacdo de indutores de resisténcia a base de extrato de folhas

de cafeeiro e fosfitos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da cultura do cafeeiro

O café ¢ uma das mais importantes fontes de divisas para o Brasil, sendo
o principal produtor e exportador desta commodity. A produg¢do de café é
essencial para cerca de 50 paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil,
representando assim uma contribui¢do importante para seu Produto Interno
Bruto (PIB) (INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION - ICO, 2012).

Essa cultura apresenta alguns problemas fitossanitarios, que causam
severas perdas quando ndo tomadas medidas de controle eficazes. Dentre as
doengas do cafeeiro, as principais sdo: ferrugem, causada por Hemileia vastatrix
Berk. & Br; cercosporiose, causada por Cercospora coffeicola Berk & Cooke;
antracnose dos frutos (CBD), causada por Colletotrichum kahawae Waller &
Bridge, ainda nio presente no Brasil; galhas causadas pelos nematoéides do
género Meloidogyne; mancha-de-Phoma, causada por Phoma tarda Boerema &
Bollen, entre outras (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

2.2 Interacéo Coffea arabica — Hemileia vastatrix

A ferrugem tem como agente causal o fungo Hemileia vastatrix, uma
doenga que pode levar a perdas de 30% na producdo de Coffea arabica se
nenhuma medida de controle for aplicada. Este agente patogénico estabelece
uma interacdo biotrofica com o hospedeiro e ¢ totalmente dependente
de células vivas das plantas para crescer e reproduzir (AZINHEIRA et al., 2010;
NUNES et al., 2009; RAMIRO et al., 2009; SILVA et al., 2006; TALHINHAS
etal., 2010).
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Infecgdes intensas desse patégeno no campo ocorrem, normalmente, nos
meses de dezembro a janeiro, com um grande progresso da doenca nos meses de
margo a abril. Ja na estacdo seca ocorre queda acentuada de folhas, reduzindo-se
a incidéncia da doenga (POZZA, 2008).

Segundo Zambolim e Vale (2003), a severidade da ferrugem e os
prejuizos ocasionados na producdo do cafeeiro, de modo geral, variam de regido
para regiao e de ano para ano em decorréncia da carga pendente dos cafeeiros ¢
das condicdes climaticas prevalecentes.

A ferrugem do cafeeiro ¢ de dificil controle, mas resultados satisfatorios
sdo obtidos pelo uso de fungicidas clpricos e sist€émicos, em aplicagdes
sistematicas durante a estagdo chuvosa, dependendo da severidade da doenca
(ZAMBOLIM et al.,, 2002). O controle ¢ comumente realizado mediante
pulverizagoes foliares e também por meio de aplicagdes via solo com fungicidas
sistémicos associados ou ndo a inseticidas. Porém, o uso inadequado destes
fungicidas pode selecionar novas ragas fisiologicas resistentes do patogeno
(AGRIOS, 2005).

A resisténcia do café contra H. vastatrix se desenvolve apds o contato
entre fungo e planta. O aciimulo de calose e lignina foi observado nas paredes
celulares tanto de plantas de café resistentes como suscetiveis, porém, esse
acumulo foi detectado mais rapidamente nas plantas resistentes que nas plantas
suscetiveis (MARTINS; MARIA; MORAES, 1985; RIJO; MEDEIROS;
RODRIGUES, 1982; RIJO; RODRIGUES, 1978). As fitoalexinas também
foram relacionadas com a resisténcia a ferrugem por alguns autores (GUEDES,
1983; MARTINS; ROVERATTI; MORAES, 1986; RODRIGUES;
BITTENCOURT; RIJO, 1975). Outros eventos bioquimicos/citologicos como
producdo de radicais livres, lignificacdo e encapsulamento do haustério, reagdo
de hipersensibilidade e produgdo de quitinases foram recentemente ressaltados

(SILVA; GUERRA-GUIMARAES; NICOLE, 2005). O acamulo de substancias
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do tipo fitoalexinas, lignina e proteinas de defesa é provavelmente apenas uma
parte da resposta de defesa do cafeeiro, porém estes e os demais mecanismos

dessa resisténcia ndo estdo claramente definidos.

2.3 Ativacgdo da expressao de genes de resisténcia

A andlise da expressdo génica ¢ de fundamental importacia para o
estudo das vias metabolicas e de sinalizagdo, as quais sustentam processos
celulares e de desenvolvimento. Embora varios métodos tém sido utilizados para
quantificar a expressdo génica, a reacdo em cadeia polimerase quantitativo em
tempo real (RT-qPCR) ¢é considerada o padrio pela sua sensibilidade,
especificidade, dindmica e capacidade de produgdo elevada (BUSTIN et al.,
2005; FREEMAN; WALKER; VRANA, 1999; UDVARDI; CZECHOWSKI;
SCHEIBLE, 2008). Esta técnica pode detectar quantidades muito baixas de um
transcrito alvo, mesmo se apenas poucas copias estiverem presentes na amostra
(WONG; MEDRANO, 2005).

Diferentes procedimentos para normalizar dados de RT-qPCR tém sido
propostos ao longo dos anos e evoluindo por meio de técnicas como o tamanho
da amostra, o RNA total ou quantificagdo de DNA genomico, ¢ controle de
moléculas artificiais, para técnicas que levam em conta variacdes da amostra,
tais como diferengas na quantidade e qualidade de RNA, e eficiéncias de
transcrigdo reversa ou PCR (CRUZ et al., 2009; HUGGETT et al., 2005; TESTE
et al., 2009; WALKER et al., 2009).

A identificacdo de genes de hospedeiros envolvidos em respostas de
defesa é importante para a elucidacdo dos mecanismos de resisténcia em plantas
contra fitopatdogenos. Nos ultimos anos, varios trabalhos foram realizados para
elucidar as vias de defesa de sinalizagdo em plantas que leva a resisténcia e que

sd0 acionados ap6s o reconhecimento de um agente patogénico ou por
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tratamento com eliciadores de respostas de defesa (GANESH et al., 2006;
GUZZO; HARAKAVA; TSAI, 2009; MEDEIROS et al., 2009). Neste sentido,
a analise de perfis de expressdo de genes em resposta a infecgdo e o tratamento
com moléculas de sinalizagdo fornece uma base para identificar as
caracteristicas comuns e / ou antagonistas entre vias de defesa (SCHENK et al.,

2000).

2.4 Resisténcia induzida em plantas contra patdégenos

A resisténcia em plantas contra doencas estd associada a eficiéncia do
hospedeiro em reconhecer a presenca de patégenos através de mecanismos de
percepcao e transdugdo de sinais (GUZZO; HARAKAVA, 2007). A resisténcia
induzida pode ser ativada em plantas por uma série de substancias, evitando ou
atrasando a entrada e/ou a subsequente atividade do patégeno em seus tecidos,
por meio de mecanismos de defesa proprios (ATHAYDE SOBRINHO;
FERREIRA; CAVALCANTI, 2005; NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005).
Cavalcanti et al. (2006) e Resende et al. (2004) mencionam que a resisténcia
induzida em plantas pode ocorrer por meio do tratamento com eliciadores de
origem bidtico (extratos vegetais, microrganismos ou parte desses) ou abidtico
(substancias quimicas).

Avangos na pesquisa envolvendo a indugo de resisténcia em plantas
vém sendo acompanhados pelo surgimento de novos produtos comerciais que
apresentam maior eficicia, estabilidade e menor impacto ao ambiente, sendo
capazes de propiciar melhorias na produtividade agricola, devido a redugdo de
perdas ocasionadas por estresses bidticos e abidticos, dentro do conceito de
amplo espectro de acdo, conferido por estes indutores. Neste contexto,
resultados promissores t€ém sido alcangcados com o uso do indutor quimico de

resisténcia acibenzolar S-metil (ASM, produto do grupo benzotiadiazole ou
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BTH). A aplica¢do do produto proporcionou prote¢do contra H. vastatrix em
mudas de cafeeiro das cultivares Mundo Novo e Catuai Vermelho M-99
(GUZZO et al., 2001; MARCHI; BORGES; RESENDE, 2002). Esse efeito
indutor do ASM contra a ferrugem também foi confirmado por Nojosa (2003),
quando o tratamento com ASM proporcionou uma percentagem de controle de
56,82% em folhas destacadas e de 52% em mudas de cafeeiro. Nas plantas
tratadas com ASM foi possivel observar um aumento consideravel nos teores de
clorofila a e b, nos teores de lignina e na atividade de peroxidase. Outros estudos
elucidaram a capacidade do ASM, em condi¢des controladas, de induzir
prote¢do contra H. vastatrix por até 10 semanas (MARTINS et al., 1998).

Com o advento do sequenciamento gendomico em larga escala e o
desenvolvimento de tecnologias como o microarranjo, por exemplo, ¢ possivel
agora monitorar a expressdo de milhares de genes simultaneamente (AHARONI;
VORST, 2001; SHERLOCK, 2000). Nardi et al. (2006), por meio da técnica de
microarranjo, observaram que a pulverizagdo com ASM em cafeeiro induziu a
expressdo de genes de defesa, tipicos da resisténcia sist€émica adquirida. A
principal resposta nas folhas foi a expressdo de genes relacionados a explosdo
oxidativa e ao aumento de barreiras fisicas e quimicas (glutationa-S-transferase,
superéxido dismutase, peroxidase, quitinase e lipoxigenase). Guzzo, Harakava e
Tsai (2009), por meio da técnica de PCR em tempo real, também identificaram
genes relacionados a SAR em cafeeiro a partir de mRNAs isolados de plantas
suscetiveis cultivar Mundo Novo apds o tratamento com ASM. Os genes
encontrados estdo envolvidos em diversos processos relacionados a resisténcia
contra fitopatdgenos como: formagao de espécies ativas de oxigénio, resposta de
hipersensibilidade, morte celular programada, sintese e transporte de metabdlitos
antimicrobianos, percep¢do e transdugcdo de sinal, sintese de proteinas
relacionadas & patogénese, metabolismo de lipidios, degradagdo controlada de

proteinas e manutencdo e desenvolvimento celular.
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Outra forma de controle de fungos patogénicos que tem despertado o
interesse dos especialistas ¢ baseada na utilizacdo de extratos vegetais (CHANG
et al.,, 2008). Existem varios relatos na literatura de diversas substancias de
origem biologica que agem como indutores de resisténcia. Extratos de plantas no
controle de fitopatégenos vém recebendo grande importancia nos trabalhos,
tanto por sua a¢do fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial ¢ a
germinacdo de esporos, quanto pela indug¢do de fitoalexinas e proteinas
relacionadas & patogénese (PRPs), indicando presenca de algum composto
eliciador (BARGUIL et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2006; MEDEIROS et
al., 2009; SANTOS et al., 2007).

Na cafeicultura, a maioria dos trabalhos com a utilizagdo de extratos
vegetais tem sido realizada in vitro ou em casa de vegetacdo, em campo foram
realizados poucos trabalhos. Resende et al. (2007) e Universidade Federal de
Lavras - UFLA (2006) solicitaram o deposito de patente para formulacdo a base
de extratos de folhas de café e formulacdo a base de cascas de frutos de café.
Tais formulagdes, as quais tém como principal matéria prima folhas de cafeeiro
que caem ao solo (devido a doengas, colheita de frutos, podas e outros estresses)
e subproduto do beneficiamento dos grdos (endocarpo, mesocarpo € exocarpo),
podem ser usadas com ou sem espalhantes-adesivos ou outros adjuvantes, para o
controle de doengas em varios cultivos.

A utilizagdo de extratos de casca de café e de folhas de café infectadas
com ferrugem proporcionou protegdo de mudas de café contra os patdégenos
Phoma costarricensis e Cercospora coffeicola (AMARAL, 2005; RESENDE et
al., 2004). 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,
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respectivamente (AMARAL, 2005). Em testes de campo, o extrato de folhas de
café com ferrugem proporcionou uma diminui¢do na porcentagem da
cercosporiose do cafeeiro organico de 34,2% em relagdo ao tratamento padrio
com o produto comercial Viga-café Plus®.

Em estudo realizado em cafeeiro Catuai Vermelho 1AC/144, Toyota
(2011) avaliou o efeito da aplicagdo de extratos vegetais sobre a ferrugem. O
NEFID (extrato de folha de cafeeiro) reduziu a severidade da doenga em 30% e
40%, no ano de 2009 e 2010, respectivamente, quando comparados a
testemunha. Em estudo similar, Monteiro (2011) avaliou a protecdo das mudas
de cafeeiro cultivar Mundo Novo contra ferrugem e aferiu que o uso do NEFID
apresentou 60% de reducdo da severidade da ferrugem em mudas de cafeeiro.

Conforme relatado, estudos com a resisténcia induzida no manejo de
doengas em cafeeiro por meio de extratos vegetais ja apresentam resultados
promissores. Além disso, a aplicacdo de formulagdes a base de extratos vegetais
associados a fosfitos t€m sido estudadas recentemente. Monteiro (2011), com o
objetivo de avaliar o efeito da associagdo NEFID + Fosfito de cobre + Fosfito de
manganés no manejo da ferrugem em mudas de cafeeiro, constatou a redugdo
em 84% severidade da ferrugem e apresentou 85% de inibicdo da germinacdo
dos esporos de H. vastatrix.

Os nutrientes minerais influenciam, de uma maneira ou de outra, a
incidéncia ou severidade da doenga. Muitos compostos produzidos através de
rotas metabdlicas secundarias sdo formados apos o contato com o patdgeno,
proporcionando maior resisténcia as doencas. Esses compostos sdo geralmente
enquadrados como fitoalexinas, que se acumulam ao redor dos sitios de
infeccdo, dependendo da disponibilidade dos varios nutrientes (GRAHAM;
WEBB, 1991).

Virios micronutrientes sdo cofatores de enzimas envolvidas na rota dos

fenilpropandides, principal rota de sintese de fitoalexinas (GRAHAM; WEBB,
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1991). Entre os produtos comercializados como fertilizantes foliares ricos em
micronutrientes, os fosfitos sdo aqueles mais frequentemente relatados na
literatura como indutores de respostas de defesa em plantas, incluindo a sintese
de fitoalexinas (JACKSON et al., 2000; NOJOSA, 2003; NOJOSA; RESENDE;
RESENDE, 2005). Os fosfitos tém sido formulados com sais de manganés,
cobre ou zinco, ¢ recomendados para o controle de oomicetos ¢ de fungos
causadores de podriddes do colo, raiz, troncos e frutos (RESENDE et al., 2008).

Diversos trabalhos tém apresentado resultados satisfatérios com a
utilizagao de fosfitos como possiveis eliciadores de resisténcia contra doengas do
cafeeiro. Em mudas de cafeeiro, produtos contendo fosfitos foram eficazes no
controle de Phoma costarricensis, reduzindo a severidade da mancha de phoma,
sem diferir em relacdo aos fungicidas tebuconazole e fosetyl-Al (NOJOSA,
2003; NOJOSA et al., 2009). Esses autores também observaram que a aplicacdo
de fosfitos nas mudas proporcionou acimulo de lignina e de fenodis soluveis.
Pulverizagdes de fosfitos de potassio, manganés e zinco em cafeeiros adultos por
dois anos consecutivos (de dezembro a julho) proporcionaram em ano de alta
produgdo, reducdes de 30% e 25%, respectivamente, na severidade da ferrugem
e cercosporiose; no ano de baixa produgdo, redugdes respectivas de 53% e 32%
na severidade da ferrugem e cercosporiose foram alcangadas. Como
consequéncia, aumentos de 26% e 44% no enfolhamento das plantas foram
detectados, nos anos de alta e baixa produtividade, respectivamente (RIBEIRO
JUNIOR, 2008). Utilizando-se pulverizagdes com fosfito de cobre, em ano de
baixa producdo, observou-se reducdo de 81% na severidade da ferrugem,
semelhante ao controle obtido com pulverizagbes com o fungicida
epoxiconazole + piraclostrobin (TOYOTA, 2008).

Em experimentos realizados com mudas de cafeeiro pulverizadas com
fosfitos de potassio, manganés e cobre e inoculadas com C. coffeicola, Ribeiro

Junior (2008) e Toyota (2008) verificaram maiores atividades das enzimas de
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defesa peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase e¢ aumento no teor de fenois
soluveis totais.

Diante do exposto, nota-se que estudos de resisténcia induzida em
cafeeiro ja apresentam resultados preliminares promissores. A aplicagdo de
produtos indutores de resisténcia, especialmente aqueles baseados em extratos e
produtos naturais, representa uma alternativa promissora e sustentdvel para o
controle de doencas que afetam as diversas cultivares. No entanto, 0 mecanismo
de indugao de resisténcia que esses produtos ativam, bem como a natureza das
respostas moleculares e bioquimicas de defesa de cafeeiro contra H. vastatrix,
ndo esta elucidado.

Dentre os fenomenos relevantes da resisténcia induzida, além do
aumento da expressdo de genes relacionados a defesa, estdo a reacdo de
hipersensibilidade, a producdo de compostos antimicrobianos, a explosdo
oxidativa e a ativacdo da rota dos fenilpropandides, que ¢ a via biossintética da

formacdo da lignina e outros metabolitos secundarios.

2.4.1 Exploséo oxidativa

A explosdo oxidativa é uma das respostas mais rapidas de defesa da
planta apds o reconhecimento do patogeno. Essa resposta corresponde a geragdo
de espécies ativas de oxigénio (EAO’s) (H,0,, O*, OH). As EAO’s ocorrem
normalmente no metabolismo celular, porém, quando acumuladas tornam-se
toxicas a célula (MOLLER, 2001). Para detoxificar essas EAQO’s acumuladas, a
célula dispde de varios mecanismos que estdo envolvidos na protecdo celular,
como as moléculas antioxidantes, enzimas simples, e um sistema mais complexo
de detoxificagdo. Conhecidos como ‘“scavengers”, varias enzimas reguladoras
impedem a acdo toxica das EAO’s a célula vegetal (RESENDE; SALGADO;
CHAVES, 2003).
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Trabalhos publicados recentemente obtiveram resultados positivos na
super expressdo de genes relacionados a explosdo oxidativa com o uso do
indutor de resisténcia ASM em cafeeiro (GUZZO; HARAKAVA; TSAI, 2009) e
a formulagdo a base de extrato de folhas de café (NEFID) em tomateiro
(MEDEIROS et al., 2009). Em plantas de café cultivar Mundo Novo, susceptivel
a quase todas as ragas de H. vastatrix, a maioria dos genes foram ativados pelo
ASM, codificando 18% de proteinas relacionadas a explosdo oxidativa e morte
celular (GUZZO; HARAKAVA; TSAI 2009). A explosao oxidativa esta entre
um dos maiores grupos com regulacdo alterada dos genes depois do tratamento
com a formulacdo NEFID em plantas de tomate (Solanum lycopersicum)
infectados com mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria), dos quais genes
como glutatione S-tranferase e superoxido dismutase foram detectados através
da técnica de microarranjo (MEDEIROS et al., 2009).

Durante a resposta de defesa, o primeiro passo da geragdo de EAO’s a
partir do oxigénio molecular (O,) ¢ a formag@o do radical ou anion superdxido
em um processo mediado, geralmente, pelas enzimas NADPH-oxidase ligada a
membrana plasmatica ou peroxidase ligada a parede celular (GRANT; LOAKE,
2000; MEHDY et al., 1996; OLMOS et al., 2003). O radical superdxido &
altamente toxico e pode rapidamente regenerar o oxigénio molecular ou ser
convertido a peroxido de hidrogénio pela enzima superdxido dismutase (SOD)
(Figura 1). As enzimas catalases atuam posteriormente, detoxificando o
peroxido de hidrogénio (APEL; HIRT, 2004).

As catalases (CAT) sdo enzimas que convertem o H,O, em H,O e O,
(Figura 1). As plantas possuem vdrias isoformas de catalase, as quais estdo
presentes nos peroxissomas e glioxissomas. S3o as principais enzimas de
detoxificagdo do H,O, em plantas e podem dismutar diretamente o H,O, ou

oxidar substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e acido formico. As
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enzimas CAT funcionam como canal de limpeza do H,O, celular

(BREUSEGEM et al., 2001).

Ativagdo de
genes de
prote¢io

SAGase —
Ativacio de AS-glicosideo

genes de
defesa
direta a

Alteracio do
status redox <A ‘ BA ‘ Rota de
microorganismos

+ BA-2H fenilpropanoides
0,
g - Y20, + H0O
20, ?’ 2
: ; SOD ‘: Catalase
+

2e r’v

0,”
2H
Fotorespiragio e _> H.,O ->-> HR (morte celular)

B-oxidacio

Cross-linking
das proteinas da
parede celular

J

Toxicidade

Peroxidase
NADPH
_ oxidase | M Ativacio de genes
. R +2H,0 \IO — de protecio e de

defesa celular

ngmﬁcagao ‘ I\O sintase 7 |

Figura 1 Interconexdes de perdxido de hidrogénio (H,0,), 6xido nitrico (NO) e
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2.4.2 Metabolismo de fenilpropanoides

O metabolismo dos fenilpropandides inclui uma série complexa de
caminhos bioquimicos que proporcionam as plantas milhares de combinagdes.
Muitos destes sdo intermediarios na sintese de substancias estruturais das
células, como a lignina (BOATRIGHT et al., 2004). Estes caminhos se
ramificam gerando varias substincias com fung¢des essenciais no
desenvolvimento da planta e interagdes ambientais, atuando enzimas
fundamentais para a biossintese da lignina (ALLINA et al., 1998). A biossintese
da lignina envolve uma série de enzimas, dentre elas a fenilalanina amonia-liase
(PAL).

A PAL esta relacionada com a resisténcia de plantas a patogenos,
notadamente, por estar envolvida no primeiro passo da sintese dos
fenilpropanodides, com participagdo de fenilalanina e sua conversdo em acido-
transcindmico, catalizada pela PAL, resultando em compostos como fitoalexinas
e, principalmente, lignina (Figura 2), que confere maior resisténcia a parede
celular das plantas aos patogenos (NAKAZAWA; NOZUE; YASUDA, 2001).

A atividade da PAL ¢ influenciada por varios fatores externos e internos,
como: hormdnios, niveis de nutrientes, luz, infecgdo por patdogenos e ferimentos.
A invasdo de fungos, por exemplo, induz a transcrigdo do mRNA que codifica
para essa enzima, aumentando assim sua sintese e, consequentemente,
estimulando a produgdo de compostos fenolicos (JONES, 1984).

O controle poés-transcricional parece exercer importante papel na
regulagdo da atividade da PAL, podendo estar associada com a fosforilagdo
desta enzima ou com a inibicdo pelo &cido cindmico, produto da reacdo
catalisada pela mesma. A partir do 4cido cindmico sdo produzidos diversos
fenilpropanoéides simples, via uma série de reagoes de hidroxilagdo, metilagdo e

desidratacdo, tais como os acidos p-cumarico, caféico, feralico, sinapico e as
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cumarinas simples, além dos acidos salicilico, benzoico e p-hidroxibenzodico

(DIXON; PAIVA, 1995).
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RESUMO

A indugdo de resisténcia em plantas é uma das abordagens promissoras
para o manejo da ferrugem alaranjada do cafeeiro (Coffea arabica). Esta
consiste na utilizagdo de agentes bidticos ou abiodticos, menos toxicos a0 homem
e ao meio ambiente, que ativem os mecanismos de defesa inerentes das plantas.
Desta forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a inducdo de
resisténcia na interagdo Coffea arabica - H. vastatrix, por meio de andlise
molecular e bioquimica. Foram utilizados os indutores NEFID (extrato de folha
de cafeeiro), fosfito de manganés e associacdo de NEFID + fosfito de cobre +
fosfito de manganés e caracterizou-se os niveis de expressdo quantitativa de dois
genes de defesa, CAT e PAL, que codificam para as proteinas catalase e
fenilalanina amonia-liase e avaliou-se a atividade dessas proteinas. Os genes
CAT e PAL foram induzidos em cafeeiro por todos os tratamentos, apresentando
perfis de expressdo bastante variados em relagdo ao indutor utilizado e ao
periodo analisado, tanto na analise molecular quanto na analise bioquimica. Os
maiores niveis de expressdo dos genes CAT e PAL ocorreram em plantas
induzidas por NEFID sem inoculagdo com H. vastatrix. Ap6s a inoculagdo em
mudas de cafeeiro induzidas, observaram-se variagdes entre as expressoes destes
genes, dos indutores e os tempos analisados, e os maiores niveis de expressao
para os dois genes ocorreram em plantas tratadas com NEFID + fosfito de cobre
+ fosfito de manganés. A atividade da enzima PAL apresentou um perfil
diferente em relacdo a atividade da enzima CAT, de modo que hd uma menor
atividade da enzima PAL para a maioria dos periodos analisados.

Palavras-chave: Coffea arabica. Ferrugem do cafeeiro. Indugdo de resisténcia.
PCR em tempo real.
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ABSTRACT

Induction of resistance in plants is one of the promising alternatives to
the control coffee leaf rust (Coffea arabica). This consists in the use of biotic
and abiotic agents, less harmful to human health and the environment, that
activate defense mechanisms inherent in the plants. In this work was executed in
order to evaluate the induction of resistance in the interaction C. arabica -
Hemileia vastatrix, by means of molecular and biochemical analysis. Were used
NEFID (coffee-leaf extract formulation), manganese phosphite and association
NEFID + copper phosphite + manganese phosphite and characterized
quantitative levels of expression of two defense genes, CAT and PAL, which
encoding the proteins catalase and phenylalanine ammonia-lyase and evaluated
the activity of these proteins. However, the expression profile of activated genes
was distinct for the three resistance inducers. The CAT and PAL genes were
induced in coffee by all treatments, exhibiting the expression profiles widely
varied with respect to the inducer used and the period analyzed, both in the
molecular analysis as in biochemical analysis. The highest levels of expression
of CAT and PAL genes found in plants induced by NEFID without inoculation
with H. vastatrix. After inoculation in induced coffee seedlings, were observed
variations between the expression of these genes, the inductors and the times
analyzed, and the higher levels of expression for both genes were found in plants
treated with phosphite NEFID + copper phosphite + manganese phosphite. The
PAL activity showed a different profile in relation to the CAT activity, so that
there is less activity of the enzyme PAL for most of the periods analyzed.

Keywords: Coffea arabica. Coffee leaf rust. Induced defense. Real time PCR.
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Introducéo

O café ¢ uma das mais importantes fontes de divisas para o Brasil, sendo
o principal produtor e exportador mundial desta commodity. A producdo de café
¢ essencial para cerca de 50 paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil,
representando assim uma contribui¢do importante para seu Produto Interno
Bruto (PIB) (INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION - ICO, 2012). No
entanto, existem alguns fatores que limitam a produtividade desta cultura, dentre
eles destaca-se a ferrugem alaranjada (Hemileia vastatrix Berkeley e Broome),
que pode ocasionar danos de até 50% da producdo caso ndo sejam tomadas
medidas de controle adequadas (ZAMBOLIM et al., 2002).

O controle quimico tem sido a pratica mais utilizada na protecao de
plantas contra patégenos por apresentar rapido efeito e ser de facil aplicagdo.
Entretanto, o uso intensivo destas moléculas pode levar a selecdo de novas racas
resistentes de patéogenos e a quebra da resisténcia genética de hospedeiros
(LORENZO et al., 2011). Portanto, uma estratégia eficaz e de menor impacto
ambiental para o manejo da ferrugem do cafeeiro ¢ a indugdo dos mecanismos
de defesa da planta. Trabalhos tém sido conduzidos com o intuito de testar novos
compostos eliciadores capazes de ativar, de forma eficiente, estes mecanismos.

Segundo Chang et al. (2008), o uso de produtos naturais no manejo de
doengas de plantas ¢ uma alternativa ao uso de fungicidas. Dentre as op¢des de
manejo, os extratos vegetais ricos em substincias bioativas sdo capazes de
atuarem como indutores de resisténcia, como exemplo, o extrato de casca de
café, no controle da mancha-de-phoma (BARGUIL et al., 2005), da
cercosporiose (AMARAL, 2005; SANTOS et al.,, 2007) ¢ da ferrugem-do-
cafeeiro (SANTOS et al.,, 2007). Outros possiveis ativadores de resisténcia
utilizados no controle de doengas de plantas sdo os fosfitos. Apesar de serem

registrados como fertilizantes foliares, aparentemente possuem modo de agdo
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duplo no controle de doengas de plantas, agindo diretamente sobre patogenos e
também indiretamente, induzindo respostas de defesa na planta (DATNOFF;
SEEBOLD; CORREA, 2001; NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005).

Diante disso, os objetivos da realizacdo deste trabalho foram estudar a
expressao de genes que codificam para a catalase e fenilalanina amonia liase e a
atividade dessas enzimas ativados em mudas de cafeeiro suscetivel por indutores

de resisténcia a base de extrato de folhas de cafeeiro e fosfitos.

Material e métodos

Obtencdo do material vegetal

O bioensaio de inducdo de resisténcia foi conduzido em casa de
vegetacdo utilizando mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo selecio MG-379-
19, como material suscetivel a H. vastatrix.

Sementes para formacdo das mudas foram adquiridas da Estacdo
Experimental da Epamig, Centro Tecnolégico do Sul de Minas, Lavras, MG, e
semeadas em bandejas de isopor (72 células) contendo o substrato Vida Verde®.
As mudas foram mantidas em casa de vegetagdo durante todo o periodo
experimental até sua utilizagdo, quando apresentaram trés a quatro pares de

folhas definitivas.

Obtencéo do in6culo de H. vastatrix

Folhas naturalmente infectadas com H. vastatrix foram coletadas em
lavouras cafeeiras no municipio de Lavras, MG. Em seguida, os uredinidsporos
foram retirados das folhas mediante raspagem, utilizando-se um pincel de ponta
macia (n° 1), e acondicionados em microtubos de 2,0 mL, por um periodo

maximo de 48 horas, até a utilizagao.



41

Para a inoculagdo, foi preparada uma suspensao de uredinidsporos de H.
vastatrix, na concentragdo de 1 x 10° urediniésporos mL"' de 4gua destilada.
Antes da inoculagdo, a viabilidade do indculo foi testada, determinando-se a
percentagem de urediniésporos germinados em ldminas escavadas contendo

agua destilada e mantidas no escuro por 14 horas a 22°C.

Obtencéo dos indutores

A formulagdo a base de folhas de cafeeiro (NEFID) foi processada no
Laboratorio de Fisiologia do Parasitismo da UFLA, sendo a mesma ajustada
para grau Brix (% de solidos soluveis) = 1.5. A forma de processamento ¢ a
composi¢do da mesma encontram-se sob sigilo de patente (UNIVERSIDADE
FEDERAL DE LAVRAS - UFLA, 2006).

Foram utilizados também produtos comerciais a base de fosfito de cobre
Fulland® (20% de P,Os e 4% Cu), adquirido da empresa Sudoeste Agropecus
Ltda. e o fosfito de manganés, Reforce® Mn (51,0% de P,Os e 9,7% de Mn),
adquirido da Agrichem do Brasil Ltda.

Bioensaio de inducdo de resisténcia em cafeeiro e inoculacdo com Hemileia
vastatrix

As mudas de cafeeiro foram pulverizadas com NEFID, fosfito de
manganés (5,0 mL L") e com a mistura NEFID + fosfito cobre (2,5 mL L) +
fosfito de manganés (2,5 mL L), e como testemunha utilizou-se plantas
pulverizadas apenas com agua.

A inoculagdo com H. vastatrix foi realizada 168 horas (sete dias) apds a
pulverizagdo dos tratamentos, por meio da pulverizacdo nas folhas da suspensdo
de uredinidésporos.

O material vegetal para analise da expressdo génica foi coletado nos

tempos de 12, 24, 72, 180, 192, 216 e 240 horas apos a aplicacdo dos
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tratamentos. Os tempos de coleta das amostras foliares para analise bioquimica
foram realizados 12, 24, 48, 72, 168, 180, 192, 216, 240 ¢ 336 horas apés a
aplicag@o dos produtos.

Em cada tempo foram coletadas folhas de sete mudas de cafeeiro por
parcela, em cada tempo de coleta, que foram envolvidas em papel aluminio,
identificadas, imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer, a -80 "C, até o momento do isolamento do RNA total e preparo do
material para as analises bioquimicas.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao do Departamento de
Fitopatologia da UFLA, em delineamento de blocos casualizados, com trés
repetigoes e sete plantas (trés mudas para as analises bioquimicas e quatro

mudas para as analises moleculares) por repeti¢cdo para cada tempo de coleta.

Extragéo e quantificacdo do RNA total

Os materiais utilizados na extragdo (cadinhos, pistilos, ponteiras, tubos,
etc) foram submersos em DEPC (diethylpyrocarbonate) 0,05% (v/v) overnight e
autoclavados por 20 minutos para inativar RNAses.

Os RNAs s totais de tecido vegetal de cafeeiro foram extraidos utilizando
o protocolo Pine Tree descrito por Chang, Puryear e Cairney (1993) e adaptado
para microextragdo neste experimento. Em cada microtubo, contendo
aproximadamente 100 mg do material macerado em nitrogénio liquido, foram
adicionados 1 mL de tampdo de extracio [2% (p/v) CTAB
(cethyltrimethylammonium bromide), 2% (p/v) PVP (polivinilpirrolidona), 100
mM de Tris-HCL, 25 mM de EDTA, 2 M de NaCl] e 20 uL de B-
mercaptoetanol. Em seguida, realizou-se homogeneiza¢do em vortex e a mistura
foi incubada por 20 minutos, a temperatura de 65 °C. Apds esse periodo, foram
adicionados 1mL de solugdo de cloroféormio:alcool isoamilico (24:1) e, em

seguida, agitadas e centrifugadas por trinta minutos, a 12.000 g, a temperatura de
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4° C. O sobrenadante foi, entdo, transferido para um novo tubo, ao qual se
adicionou o mesmo volume da solugdo cloroféormio: alcool isoamilico (24:1),
seguido de homogeneizagdo e novamente centrifugacdo por trinta minutos, a
12.000 g, a temperatura de 4° C. A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo, e adicionado Y4 do volume de cloreto de litio a 10 M e fez-se rapida
homogeneizag¢do por inversdo. As amostras foram deixadas overnight a 20 °C,
para a precipitacdo. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 30
minutos, a 12.000 g, a temperatura de 4° C e o sobrenadante descartado. O pellet
formado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% (v/v), seguido de uma
centrifugacdo por 10 minutos, a 12.000 g, a temperatura de 4 °C. Apods a
lavagem, realizou-se a solubilizagdo do RNA. O pellet foi ressuspendido em 20
pL de agua milli-Q autoclavada e armazenadas em freezer a -80° C. A
integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 1,0%, corado com
GelRed™.

As amostras foram quantificadas em espectrofotdometro NanoDropTM

Espectrophotometer ND-100 (NanoDrop Technologies ™).

Tratamento com DNAse

As amostras de RNA total foram tratadas com TURBO" DNase I
(Ambion), segundo especificagdes do fabricante, para a eliminacdo de eventual
DNA presente.

A integridade do RNA foi verificada através de uma PCR convencional
(controle negativo) para constatar a pureza das amostras, ou seja, a auséncia de
bandas no gel, comprovando a inexisténcia de DNA. As amostras contaminadas
foram retratadas com o inibidor Turbo DNA-free Kit (Ambion), conforme as
especificagdes do fabricante, para eliminagao de contaminagdo de DNA residual.
A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 1,0%, corado com

GelRed™.
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As amostras tratadas com DNAse foram novamente quantificadas em
espectrofotometro  NanoDropTM Espectrophotometer ND-1000 (NanoDrop
TechnologiesTM).

Sintese de cDNA

As amostras que apresentaram alto grau de integridade e pureza foram
usadas para a sintese de cDNA utilizando-se o kit ‘SuperScript® III First-Strand
Synthesis SuperMix’(Invitrogen), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante.

As amostras foram armazenadas a -20°C até o uso.

Desenho de primers para 0s genes catalase e fenilalanina ammonia-liase de
cafeeiro

Utilizando o programa ‘Primer3’, primers adequados para PCR
quantitativo em tempo real foram desenhados especificamente para os genes
catalase e fenilalanina amonia-liase de cafeeiro (Tabela 1). Além desses genes,
foram desenhados primers para amplificar genes que foram usados como
controle constitutivo nas reagdes de RT-qPCR. Os genes escolhidos codificam
proteinas ‘housekeeping’ de fungdes constitutivas e presentes em niveis
similares nas diferentes fases como gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) ¢ 14-3-3 (BARSALOBRES-CAVALLARI et al, 2009). Os

amplicons apresentaram tamanhos entre 80 e 150 pares de bases.
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Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados para a analise de qRT-PCR.

Genes Sequéncia dos primers Referéncias
CAT F: 5> GCAGCTGGAAACTACCCTGA 3’ Guzzo, Harakava e Tsai
R: 5> AAGCCAAGCTGCTCATTCTC 3’ (2009)
PAL F: 5> GATGGGAAAGGGCACTGATA 3° Kretschmar e Baumann
R: 5> GATGCCAGAGTACCCCTGAA 3’ (1999)
GAPD F: 5 TTGAAGGGCGGTGCAAA 3’ Barsalobres-Cavallari et
H R: 5> AACATGGGTGCATCCTTGCT 3’ al. (2009)
14-3-3 F: 5> TGTGCTCTTTAGCTTCCAAACG 3’ Barsalobres-Cavallari et
R: 5> CTTCACGAGACATATTGTCTTACTCAAA 3’ al. (2009)

(CAT) catalase. (PAL) fenilalanina amonia liase. (GAPDH) gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase. (14-3-3) proteina. (R) sequéncia do primer reverse. (F)
sequéncia do primer forward.

Anélise quantitativa em tempo real da expressdo de genes de defesa

A analise da expressdo génica quantitativa por qRT-PCR foi realizada
em sistema de deteccdo de sequéncias ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems) do Laboratério Central de Biologia Molecular da UFLA,
usando SYBR Green®, o qual se baseia na capacidade do fluoroforo de intercalar
as fitas duplas de cDNA. As condi¢des térmicas da reagdo foram 2 minutos, a
50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C ¢ 1
minuto a 60°C, finalizando com 15 segundos a 95°C. Os dados gerados foram
armazenados e analisados no programa 7500 Fast Software (Versao 2.1).

Para cada reagdo, foram utilizados 80 ng de cDNA, 0,4 uL de cada
primer e 5,0 pL de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
BiosystemsTM). A reacao foi completada com 3,6 puL de agua livre de nuclease
(nuclease-free water) (Ambion™), para um volume final de 10,0 pL por
amostra. As amostras foram processadas em tréplicas. Os resultados foram

normalizados usando CTs (ciclo Threshold) obtidos para controles enddgenos
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presentes na mesma reagdo. O CT foi determinado pelo nimero de ciclos no
qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reagdo cruza a linha Threshold. O
método usado foi o Ct comparativo.

A normalizagdo foi realizada utilizando-se a equagdo ACt = Cr (gene
alvo) - CT (controle enddgeno). A calibragdo foi determinada pela férmula
AACt = ACt (amostra) - ACr (calibrador). O calibrador ¢ uma amostra usada
como base para resultados de expressao comparativa, neste caso, o calibrador foi
a testemunha em cada tempo de coleta. A quantificagdo relativa foi obtida pela
formula 2 24 €} (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Apds serem analisados, os dados gerados pelo programa 7500 Fast
Software (Versao 2.1) foram exportados para o programa Microsoft Excel, para
realizacao dos calculos de ACr, AACt e da quantificagdo relativa (RQ) para a
posterior constru¢ao dos graficos.

Para verificar o efeito dos indutores sobre a expressdao de cada gene, os
calculos de quantificagdo relativa foram realizados utilizando-se como
calibrador os dados obtidos a partir das amostras controle, pulverizadas com
agua para os tratamentos ndo inoculados, e para os tratamentos inoculados,
plantas pulverizadas com agua e inoculadas com o patdégeno, para os respectivos
tempos de coleta.

A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela expressdo do
gene 14-3-3 e GAPDH utilizados como controle endégeno para compensar
variagdes internas na PCR. Os resultados foram normalizados usando Crs (Ciclo

Threshold) obtidos para controles endégenos presentes na mesma reagao.

Extracéo e analises enzimaticas
Para as analises enzimaticas, cada amostra congelada foi pesada (1 g) e
triturada em nitrogénio liquido com almofariz e pistilo, até¢ a obtengao de um po

fino. Posteriormente, adicionaram-se 6 mL de tampao acetato de sédio 50 mM
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pH 5,2, 1 mM de EDTA, 1 mM de B-mercaptoetanol e agitou-se por 20
segundos. O extrato obtido foi centrifugado (12.000 g por 15 minutos a 4 °C) € o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C, para posterior analise.

A proteina total do extrato enzimatico foi mensurada de acordo com o
método de Bradford (1976), usando uma curva padrdo de albumina sérica
bovina. A atividade da catalase (CAT; EC 1.11.1.6) foi determinada seguindo o
método de Havir e McHale (1987), utilizando o coeficiente de extingdo molar de
39,4 mM™ ecm™, sendo expressa como pmol de H,O, oxidado por miligrama de
proteina por minuto. A atividade da fenilalanina amoénia-liase (PAL, EC 4.3.1.5)
foi medida de acordo com Mori, Sakurai e Sakuta (2001) e os valores foram
expressos em umol de acido-transcindmico miligrama de proteina por minuto,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 30,5 mM 'cm .

As médias das atividades enzimadticas, em cada tempo de coleta, quando
significativas pelo teste F, foram comparadas pelo teste Tukey (p O 0,05)
utilizando-se o programa SAS V 9.0 (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM
INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 1999).

Resultados

Expressdo quantitativa relativa dos genes CAT e PAL em folhas de mudas
de cafeeiro induzidos por NEFID, NEFID + fosfito cobre + fosfito de
manganeés e fosfito de manganés e ndo inoculadas com H. vastatrix

O estudo do efeito dos indutores sobre a expressdo dos genes CAT e
PAL em mudas de cafeeiro na auséncia do patdégeno, durante os tempos de
coleta, revelou que a expressao quantitativa relativa do gene CAT foi maior em
plantas tratadas com NEFID em relacdo aos demais tratamentos 12, 72, 192, 216

e 240 horas apos a pulverizacdo (HAP) (Figura 3A). Esse mesmo tratamento
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apresentou o maior nivel de expressdo as 216 HAP para o gene CAT, no entanto,
nos periodos de 24 ¢ 180 HAP houve uma queda expressdo desse gene e, no
ultimo tempo de analise, observou-se uma queda consideravel na sua expressao
em relacdo a testemunha. Plantas tratadas com a combinagdo NEFID + fosfito de
cobre + fosfito de manganés, no periodo de 24 HAP, ¢ plantas tratadas com
fosfito de manganés as 180 HAP, apresentaram maior expressao do gene CAT
do que os demais tratamentos. (Figura 3A).

A expressao do gene PAL foi maior em mudas de cafeeiro tratadas com
NEFID nos tempos de 72 e 216 HAP, como observado para o gene CAT, esse
mesmo tratamento proporcionou o maior nivel de expressdo para o gene PAL as
216 HAP. Nos periodos de 12 e 192 HAP, a expressao foi similar entre plantas
tratadas com NEFID e NEFID + fosfito de cobre + fosfito de manganés, além
disso, a expressdo de ambas foi superior em relacdo ao tratamento fosfito de
manganés (Figura 3B). Para o fosfito de manganés, apenas no tempo de 24 HAP
houve uma superexpressdo desse gene, para os demais tempos de coleta, houve
uma subexpressdo. No periodo de 240 HAP observou-se uma redugdo da
expressdao do gene PAL para todos os tratamentos. Além disso, ¢ possivel
observar que no ultimo tempo de analise, o nivel de expressdo génica foi similar

entre todos os tratamentos (Figura 3B).
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Figura 3 Perfil da expressao quantitativa relativa por PCR em tempo real (qQRT-
PCR) dos genes CAT (EQRGCAT) (A) e PAL (EQRGPAL) (B), nos
tempos 12, 24, 72, 180, 192, 216 e 240 horas apods pulverizagdo de
mudas de cafeeiro com NEFID, NEFID + fosfito cobre + fosfito de
manganés ¢ fosfito de manganés, sem inoculagdo do patdgeno.
Colunas representam a inducdo média de transcritos relativos aos
controles ndo induzidos e nio inoculados, no mesmo periodo, com
valores dados a partir da média de cDNA dos trés blocos. A
abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela expressdo dos
genes GAPDH e 14-3-3
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Expressdo quantitativa relativa dos genes CAT e PAL em folhas de mudas
de cafeeiro pulverizadas com NEFID, NEFID + fosfito cobre + fosfito de
manganés e fosfito de manganés e inoculadas com H. vastatrix.

Apo6s a inoculagdo, realizada aos 168 HAP, a expressdo do gene
CAT foi significativamente maior no tempo 24 horas apds a inoculagdo (HAI),
que corresponde a 192 HAP, nas mudas tratadas com NEFID e NEFID + fosfito
cobre + fosfito de manganés em comparagdo com o fosfito de manganés, no qual
apresentou-se subexpresso. O nivel maximo de expressdo do gene CAT induzida
pelo patogeno ocorreu em mudas pulverizadas com NEFID + fosfito cobre +
fosfito de manganés, 24 horas apods a inoculacao (periodo referente a 192 HAP).
Nos demais tempos, 12, 48 ¢ 72 HAI, foi observada uma subexpressdo desse
para todos os tratamentos (Figura 4A).

A expressdo do gene PAL foi inferior, em relagdo a testemunha
inoculada, no periodo de 12 HAI, para todos os tratamentos (Figura 4B), no
entanto, foi observado um aumento significativo nos niveis de transcritos em
mudas tratadas com NEFID e fosfito de manganés as 48 HAI. No periodo de 72
HAI, apenas as plantas tratadas com a combinagdo NEFID + fosfito cobre +
fosfito de manganés aumentaram o nivel de expressdo do gene PAL, os demais

tratamentos apresentaram uma redugdo. (Figura 4B).
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Figura 4 Perfil da expressao quantitativa relativa por PCR em tempo real (qQRT-
PCR) dos genes CAT (EQRGCAT) (A) e PAL (EQRGPAL) (B), nos
tempos 12, 24, 48 e 72 horas apods a inoculagdo das mudas de cafeeiro
com H. vastatrix, equivalentes a 180, 192, 216 e 240 horas apds a
pulverizagdo com os indutores NEFID, NEFID + fosfito cobre +
fosfito de manganés e fosfito de manganés. Colunas representam a
inducdo média de transcritos génicos em plantas induzidas e
inoculadas relativas aos controles induzidos e ndo inoculados, no
mesmo periodo, com valores dados a partir da média de cDNA dos trés
blocos. A abundéncia de transcritos gé€nicos foi normalizada pela
expressao dos genes GAPDH ¢ 14-3-3
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Atividade das enzimas CAT e PAL em folhas de mudas de cafeeiro
pulverizadas com NEFID, NEFID + fosfito cobre + fosfito de manganés e
fosfito de manganés e néo inoculadas com H. vastatrix

A atividade da enzima catalase (CAT), na primeira avaliagdo, 12 horas
ap6s a pulverizacdo (HAP), apresentou-se maior em plantas tratadas com
NEFID, no qual obteve atividade duas vezes maior em relacdo a testemunha
(Figura 5A). No periodo seguinte, 24 HAP, todos os tratamentos apresentaram
uma atividade superior em relagéio a testemunha. As 48 HAP, apenas as plantas
tratadas com fosfito de manganés apresentaram atividade da CAT superior a
testemunha (Figura 5A). No periodo de 72 HAP, somente as plantas tratadas
com NEFID tiveram aumento consideravel na atividade da CAT, pois
apresentou-se duas vezes maior em relacdo aos demais tratamentos e a
testemunha. As 180 e 192 HAP, as plantas pulverizadas somente com &gua
apresentaram atividade desta enzima superior em relacdo aos demais tratamentos
analisados. Entretanto, no periodo de 216 HAP, a atividade da CAT aumentou
para todos os tratamentos, principalmente para NEFID + fosfito cobre + fosfito
de manganés, no qual apresentou atividade duas vezes maior em relagdo aos
demais tratamentos e a testemunha. No periodo de 240 HAP, NEFID e NEFID +
fosfito cobre + fosfito de manganés tiveram atividade inferior a testemunha. No
ultimo tempo analisado, somente as plantas tratadas com NEFID apresentaram
atividade da CAT superior a testemunha (Figura 5A).

A atividade da fenilalanina amonia liase (PAL) apresentou um perfil
diferente em relagdo a atividade da CAT. No periodo de 12 e 48 HAP, todos os
tratamentos proporcionaram atividade da PAL inferior a testemunha, no entanto,
no periodo de 24 HAP, houve um aumento dessa atividade para todos os
tratamentos (Figura 5B). Plantas tratadas com fosfito de manganés apresentaram
maxima atividade da PAL no periodo de 72 HAP, sendo duas vezes maior em

relacdo aos demais tratamentos que se mantiveram proximo a atividade
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observada na testemunha (Figura 5B). No periodo de 168 HAP, houve um pico
da atividade da PAL, e todos os tratamentos apresentaram atividade pouco
superior a testemunha. As 180 HAP, somente as mudas de cafeeiro tratadas com
NEFID apresentaram uma atividade superior a testemunha (Figura 5B). Ja as
192 HAP, todos os tratamentos proporcionaram aumento da atividade da PAL,
mas apenas as plantas tratadas com a combinagdo NEFID + fosfito de cobre +
fosfito de manganés apresentaram aumento significativo em relacdo a
testemunha. No periodo de 216 HAP, todos os tratamentos analisados ndo se
diferenciaram a testemunha, mas as 240 HAP, as plantas tratadas com a
combinagdo NEFID + fosfito de cobre + fosfito de manganés, novamente
apresentaram aumento em relagdo a testemunha e aos demais tratamentos. No
ultimo periodo analisado, o perfil dos tratamentos foi semelhante entre os

tratamentos, € pouco superior a testemunha.
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Figura 5 Atividade da catalase (CAT) (umol de peroxido de hidrogénio por mg
de proteina por minuto) (A) e fenilalanina amonia liase (PAL) (umol
de acido trans-cindmico por mg de proteina por minuto) (B), nos
tempos 12, 24, 48, 72, 168, 180, 192, 216, 240 e 336 horas apds a
pulverizagdo com os indutores NEFID, NEFID + fosfito cobre +
fosfito de manganés e fosfito de manganés
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Atividade das enzimas CAT e PAL em folhas de mudas de cafeeiro apds
pulverizacdo com NEFID, NEFID + fosfito cobre + fosfito de manganés e
fosfito de manganés e inoculagdo com H. vastatrix

As mudas de cafeeiro tratadas com NEFID + fosfito cobre + fosfito de
manganés e fosfito de manganés isoladamente apresentaram atividade da enzima
CAT superior em relagdo a testemunha no periodo de 12 horas apos inoculagao
(HAI) (Figura 6A). Nos periodos de 24 a 72 HAP, todos os tratamentos
apresentaram atividade desta enzima inferior a testemunha e, somente no ultimo
periodo analisado, plantas tratadas com fosfito de manganés apresentaram
atividade da CAT duas vezes maior em relagdo a testemunha e aos demais
tratamentos (Figura 6A).

A atividade da enzima PAL nos periodos de 12 a 48 HAI foi superior em
relacdo a testemunha para todos os tratamentos. Porém, nos periodos seguintes,
72 e 168 HAP, todos os tratamentos apresentaram atividade desta enzima

inferior a testemunha.
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Figura 6 Atividade da catalase (CAT) (umol de perdxido de hidrogénio por mg
de proteina por minuto) (A) e fenilalanina amdnia liases (PAL) (umol
de 4cido trans-cindmico por mg de proteina por minuto) (B), nos
tempos nos tempos 12, 24, 48, 72 e 168 horas apods a inoculagio das
mudas de cafeeiro com H. vastatrix, equivalentes a 180, 192, 216, 240
e 336 horas apds a pulverizagdo com os indutores NEFID, NEFID +
fosfito cobre + fosfito de manganés e fosfito de manganés
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Discussao

O perfil de expressdo dos genes PAL e CAT e a atividade destas
enzimas, importantes componentes das rea¢des de defesa induzida em mudas de
cafeeiro cultivar Mundo Novo, susceptivel ao fungo H. vastatrix, foram
estudados no presente trabalho em resposta a pulverizagdo com os indutores
NEFID, mistura NEFID + fosfito de cobre + fosfito de manganés e fosfito de
mangangs.

Monteiro (2011) avaliou o efeito de extratos vegetais associados a
fosfitos no manejo da ferrugem em mudas de cafeeiro, e os tratamentos que
apresentaram os melhores resultados foram utilizados neste presente trabalho. A
associacdo dos indutores de resisténcia NEFID + fosfito de cobre + fosfito de
manganés proporcionou 84% de controle da ferrugem em mudas do cafeeiro, o
uso do NEFID apresentou 60% de reducédo da severidade da ferrugem em mudas
de cafeeiro e o tratamento com fosfito de manganés proporcionou 70% de
controle da ferrugem em mudas de cafeeiro.

As espécies ativas de oxigénio (EAOs) podem contribuir para o refor¢o
da resisténcia a doengas nos tecidos vegetais. Entretanto, altas concentra¢des de
H,0,, uma EAO, podem causar peroxidacdo lipidica e levar a perda da
integridade da membrana do 6rgdo da planta. EAOs nos tecidos vegetais podem
ser eliminadas pela enzima CAT, que atua eliminando os efeitos nocivos do
excesso de H,O, sobre os tecidos vegetais (LAMB; DIXON, 1997). O aumento
na atividade de enzimas antioxidantes como a CAT pode traduzir uma protegdo
da planta contra ataque do patégeno. No presente estudo, a atividade da CAT em
mudas tratadas com NEFID, sem inoculagdo com H. vastatrix, foi superior em
relagdo a testemunha sem inoculagdo as 12, 24, 72, e 336 HAP (Figura 5A).
Pulverizagdes com o NEFID aumentaram a atividade da CAT possivelmente

pelo fato de que este extrato de folhas de cafeeiro infectadas possui eliciadores
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que imitam o ataque do patdgeno. Estes eliciadores sdo reconhecidos pelas
plantas de cafeeiro, que ativam suas respostas de defesa, tais como o aumento na
atividade de enzimas de defesa, que também foi observado pela aplicacdo de
formulac¢des a base de extratos de folhas e de casca de frutos de café contra
doencas do cafeeiro e também do tomateiro (MEDEIROS et al., 2009;
PEREIRA et al., 2008).

O aumento da atividade da CAT em mudas tratadas com a mistura dos
indutores NEFID + fosfito de cobre + fosfito de manganés e fosfito de manganés
aplicado isoladamente e inoculadas com H. vastatrix foi observado no periodo
de 12 HAI, mas nos tempos seguintes, 24 e 48 HAI, ocorreu um decréscimo na
atividade dessa enzima, comparando com a testemunha (Figura 6A). Diante
disso, podemos analisar que alguns mecanismos de resisténcia sdo ativados apos
a inoculagdo das plantas com agentes patogénicos. Em plantas resistentes essa
ativacdo de respostas de defesa a agentes patogénicos € rapida, impedindo ou
reduzindo a coloniza¢do, o que ndo ocorre em plantas suscetiveis, pois esse
processo € lento. O tratamento prévio com indutores de resisténcia pode preparar
plantas suscetiveis, por meio da ativagdo rapida de respostas de defesa, e assim
reduzir a intensidade de doengas causadas por esses patdgenos. Esse preparo ou
sensibilizagdo, também chamado de priming, também foi demonstrado em
Arabidopsis thaliana (CONRATH; PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002).

Neste estudo o gene CAT apresentou perfil de expressdo distinto quando
os indutores de resisténcia NEFID, NEFID + fosfito de cobre + fosfito de
manganés foram aplicados. Este gene apresentou maior nivel de expressdo as 12,
72,192, 216 e 240 horas ap6s a pulverizagao com NEFID em relagdo aos demais
indutores (Figura 3A). Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de Nardi
et al. (2006), que observaram inducdo da expressdo de genes de defesa
relacionados a explosao oxidativa trabalhando com mudas de -cafeeiro

pulverizadas com eliciadores abidticos. No entanto, ap6s inoculagdo com H.
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vastatrix, apenas com NEFID e a combinagdo NEFID + fosfito de cobre +
fosfito de manganés, as plantas apresentaram maior expressdao do gene CAT e,
somente no periodo de 24 HAI, o nivel de expressdo da combinacdo dos
indutores foi quase duas vezes maior que o nivel proporcionado pela aplicacdo
do NEFID isoladamente (Figura 4A). Na interagdo incompativel de C. arabica -
H. vastatrix, a grande liberagdo de H,O, pode ser um dos primeiros sinais de
reconhecimento bem sucedido do patogeno (RAMIRO et al.,, 2009). Neste
estudo, foi possivel observar que o fosfito de manganés aplicado sozinho nao foi
capaz de induzir a expressao do gene CAT em cafeeiro. Apos a inoculagdo com
H. vastatrix, a repressdo deste gene pode ser atribuida ao silenciamento génico,
que se refere a uma série de mecanismos por meio dos quais a expressao de um
ou mais genes ¢ regulada negativamente (VAUCHERET et al., 2001).

O perfil da expressdo do gene e a atividade da enzima CAT nas plantas
de cafeeiro ndo inoculadas pode ter sido influenciado pelo metil-salicilato a
partir da inoculagdo de H. vastatrix. O metil-salicilato ¢ um composto volatil que
atua na defesa das plantas, sendo liberado em maior quantidade quando a planta
sofre ataque de patdgenos. Este composto € transmitido para partes distantes da
planta e também para plantas adjacentes (SHULAEV; SILVERMA; RASKIN,
1997).

A fenilalanina amoénia liase (PAL) ¢ uma das principais enzimas que
atuam na formagdo dos precursores da lignina, a qual atua na resposta de defesa
das plantas por reforcar as paredes celulares contra invasdo dos patogenos,
catalisando a desaminagdo da fenilalanina a &cido trans-cindmico (RAES et al.,
2003). A atividade da enzima PAL apresentou um perfil diferente em relagdo a
atividade da enzima CAT, de modo que ha uma menor atividade da enzima PAL
para a maioria dos periodos analisados. Esta tendéncia de queda na atividade da
PAL durante o experimento foi relatada também por Cavalcanti et al. (2006) em

plantas de tomateiro desafiadas com Xantomonas vesicatoria. Analisando todos
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os tratamentos, a atividade da PAL se mostrou superior em relagdo a testemunha
somente nos periodos 24, 72, 168, 192 e 336 HAP (Figura 5B), no qual ¢é
observada uma atividade maxima desta enzima no tempo de 72 HAP em plantas
tratadas com fosfito de manganés (Figura 5B). Silva et al. (2002), estudando a
atividade da PAL em C. arabica, em diferentes tempos apos inocula¢do com H.
vastatrix, observou um pico de atividade aos dois dias apos inoculagdo que foi
relacionado ao inicio da morte celular e outro pico aos cinco dias apds
inoculagdo e foi relacionado com acumulagdo tardia de compostos fendlicos e
lignificagio da parede celular do hospedeiro (GUERRA-GUIMARAES;
GUEDES, 1993; SILVA et al., 1998), este trabalho pode justificar o perfil de
oscilagdo desta enzima. A atividade da PAL foi potencializada por H. vastatrix
em plantas tratadas com NEFID as 12 e 48 HAI e com NEFID + fosfito de cobre
+ fosfito de manganés as 24 HAI, este resultado pode ser atribuido ao efeito
priming.

A expressdo do gene PAL foi avaliada e, em geral, antes da inoculagao,
manteve superior nas plantas pulverizadas com NEFID nos periodos de 72 ¢ 216
HAP em relagdo a testemunha (Figura 3B). Em plantas tratadas com o extrato
NEFID, uma combinagdo de elicitores provenientes do patégeno inativado e de
oligomeros de tecido vegetal, ativaram sinais que estimulam respostas de defesa
na cultura do tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria (MEDEIROS, 2009).
No presente estudo, apos a inoculagdo com H. vastatrix, o perfil de expressdo do
gene PAL se mostrou de maneira inversa ao perfil do gene CAT. Pode-se
observar que ocorreu um aumento da expressdo do gene PAL a partir das 48
HAI, no entanto, em plantas induzidas por NEFID, foram detectados baixos
niveis de transcritos (Figura 4B). Silva et al. (2006) observaram, por analise
histoquimica, a presen¢a de numerosas hifas de penetragdo 48 HAI de plantas de
cafeeiro susceptiveis, o que poderia justificar esse aumento da expressao da PAL

nesse instante. Além disso, um nivel maximo de expressdo do gene PAL foi
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observado 48 HAI para as mudas de cafeeiro tratadas com fosfito de manganés e
as 72 HAI para as plantas tratadas com a combina¢do NEFID + fosfito de cobre
+ fosfito de manganés (Figura 4B). Guzzo (2004) sugere que, inicialmente apos
a inoculagdo, ocorre maior ativagdo de genes relacionados aos mecanismos
iniciais de percepg¢do ¢ transducdo de sinais, que vao sinalizar a célula vegetal
para induzir a expressao de genes e sintese subsequente de compostos de defesa.

Diante dos dados apresentados, foi observado que os enzimaticos nao se
correlacionaram com a expressdo génica. Desta forma, podemos inferir que
existem vérias isoformas para as enzimas CAT e PAL. Entretanto, os primers
foram desenhados para uma isoforma especifica de cada gene estudado. Ja a
atividade enzimatica detectou varias isoformas, ou seja, varios produtos génicos,
que estdo ali representados.

A ativacdo das respostas de defesa ¢ complexa e, durante uma interagdo
planta-patégeno, ¢ esperado detectar aumentos e decréscimos de niveis de
expressdo ¢ atividade dos diversos genes e proteinas envolvidos na defesa
vegetal, durante todo o curso do processo infeccioso.

A inducdo de resisténcia de cafeeiro por NEFID, de acordo com os
niveis de transcritos dos genes CAT e PAL 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.

Conclusdes

Os tratamentos com NEFID, NEFID + fosfito de cobre + fosfito de
manganés e fosfito de manganés induziram a expressdo dos genes CAT e PAL
em mudas de cafeeiro susceptiveis a ferrugem, tendo estes genes os perfis de

expressao variados em relagao ao indutor utilizado e ao periodo analisado.
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Os maiores niveis de expressdo dos genes CAT e PAL ocorreram em
plantas induzidas por NEFID sem inoculagdo com H. vastatrix. Apos a
inoculagdo em mudas de cafeeiro induzidas, observaram-se variagdes entre as
expressoes destes genes, dos indutores e os tempos analisados, ¢ 0s maiores
niveis de expressdo para os dois genes ocorreram em plantas tratadas com
NEFID + fosfito de cobre + fosfito de manganés.

A atividade da enzima PAL apresentou um perfil diferente em relagdo a
atividade da enzima CAT, de modo que ha uma menor atividade da enzima PAL
para a maioria dos periodos analisados. Folhas de cafeeiro tratadas com fosfito
de manganés, ndo inoculadas com H. vastatrix, apresentaram aumento na
atividade de PAL as 72 HAP, o que diferenciou o perfil, no qual se manteve
similar nos demais tempos. Maior atividade da CAT foi observada em folhas de
cafeeiro, ndo inoculadas com H. vastatrix, tratadas com NEFID e fosfito de
manganés as 24 HAP e NEFID + fosfito de cobre + fosfito de manganés as 216
HAP.

No primeiro periodo, 12 HAI, foi observado aumento na atividade para

as enzimas CAT e PAL induzidas por todos os tratamentos analisados.
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