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RESUMO GERAL

A inducdo de resisténcia consiste na ativagdo dos mecanismos de defesa
vegetal para o controle de pragas e doengas. Entender os fenomenos moleculares
envolvidos na interface patogeno e hospedeiro, bem como respostas das plantas
a eliciadores, tem demandado cada vez mais estudos. A expressdo génica ¢ a
protedmica tornaram-se ferramentas importantes para obter informagado sobre os
mecanismos apresentados pelas plantas sobre uma determinada condicdo de
estresse. O objetivo deste estudo foi analisar produtos indutores como
Acilbenzolar —S- Methyl (ASM) e o extrato a base de subprodutos da cadeia
produtiva do café- Greenforce CuCa, em mudas de Coffea arabica, cultivar
Mundo Novo 376/4, para os quais foi verificada a expressdo das enzimas de
defesa — lipoxigenase, catalase, glutationa peroxidase, quitinase por meio da
técnica qRT-PCR, as quais se mostraram mais expressas com os tratamentos,
sendo que o ASM responde mais rapidamente e o Greenforce Cuca tem efeito
menor, porém mais duradouro. Outro estudo foi realizado para verificar o perfil
proteico das plantas tratadas com estes produtos observando por meio de
eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. Foi possivel verificar a
abundancia de proteinas relacionadas a processos fotossintéticos e de defesa das
plantas. Também foi possivel notar que nas plantas tratadas com ASM houve
uma reducgdo na abundancia das proteinas ao longo das horas apds a aplicacdo
deste produto ¢ que o Greenforce CuCa teve uma abundancia crescente ao longo
das horas apds a aplicacdo para proteinas relacionadas a defesa e a processos
fotossintéticos. Em geral, os produtos testados apresentaram efeito indutor de
resisténcia em plantas evidenciado por meio dos resultados obtidos.

Palavras-chave: Indutor de resisténcia. Cercospora coffeicola. Espécies reativas
de oxigénio. Proteinas relacionadas a patogénese. Espectrometria de massas.
Expressao génica.



GENERAL ABSTRACT

The induction of resistance consists of the activation of plant defense
mechanisms for the control of pests and diseases. Understanding the molecular
phenomena involved in the pathogen and host interface, as well as the responses
of plants to eliciting products, has demanded ever more studies. Gene and
proteomic expressions have become important tools to obtain information
regarding the mechanisms presented by the plants over a certain stress condition.
The objective of this study was to analyze inducing products such as
Acibenzolar S- Methyl (ASM) and the extract based on byproducts of the
Greenforce Cuca coffee productive chain, on Coffea arabica seedlings, cultivar
Mundo Novo 376/4, of which were verified the expression of defense enzymes
lipoxygenase, catalase, glutathione peroxidase, by means of qRT-PCR, which
were more expressive with the treatments, with ASM responding faster and
Greenforce Cuca presenting slower, however more durable, effect. Another
study was conducted to determine the protein profile of the plants treated with
these products by means of two-dimensional electrophoresis and mass
spectrometry. It was possible to verify the abundance of proteins related to
photosynthetic processes and plant defense. We also noted that, in plants treated
with ASM, there was a reduction in the abundance of proteins over the hours
after applying this product and that the Greenforce Cuca presented a growing
abundance over the hours after application for proteins related to defense and to
photosynthetic processes. In general, the tested products presented inducing
effect for plant resistance, evidenced by the results obtained.

Keywords: Resistance inducer. Cercospora coffeicola. Oxygen reactive species.
Pathogenesis-related proteins. Mass spectrometry. Gene expression.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea sp.) ¢ amplamente cultivado em paises tropicais,
sendo uma das culturas mais tradicionais no Brasil. As espécies de cafeeiros
mais exploradas comercialmente sdo Coffea arabica L. (café arabica) e Coffea
canephora Pierre (café conilon ou robusta) representando, respectivamente,
71,2% e 28,8% da produgdo nacional (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2014). O seu cultivo ocorre principalmente
na regido Sudeste, onde estdo os trés maiores estados produtores: Minas Gerais,
Espirito Santo e Sdo Paulo, respectivamente. Em Minas Gerais, a produgdo
representa, em média, 53,3% de todo o café do Brasil, sendo que 98,8% dessa
produ¢do ¢ de café ardbica (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2014).

Diversos fatores biodticos e abidticos afetam a produtividade da cultura,
destacando-se as doengas, como a cercosporiose, causada pelo fungo
Cercospora coffeicola Berkley & Cooke (ROMERO et al., 2010; VENTURA et
al., 2007), um patdégeno necrotrofico, que é controlado por mecanismos de
resposta das plantas mediados pelo horménio jasmonato ou acido jasmonico,
que leva a sintese de varios compostos envolvidos no sistema de defesa das
plantas tais como, enzimas, compostos fendlicos e fitoalexinas (BUCHANNAN;
GRUISSEM; JONES, 2006; PIETERSE et al., 2014).

Este microrganismo ¢ responsavel por causar grandes prejuizos desde
1971 nas regides altas do Espirito Santo e Minas Gerais. Em condi¢des amenas
de temperatura e alta umidade, as quais sdo ideais para o desenvolvimento da
doenca, as perdas na produgio podem chegar até 30% (CARVALHO;
CHALFOUN, 2001).
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A utilizagdo de cultivares resistentes seria economicamente a alternativa
mais viavel, porém, os estudos ainda s3o iniciais para cercosporiose € nao
existem cultivares comerciais de cafeeiro resistentes a cercosporiose, existem
apenas cultivares que so mais ou menos susceptiveis ao patégeno, como € o
caso da cultivar de Coffea arabica, variedade Mundo Novo, que apresenta
susceptibilidade & Cercospora coffeicola (PATRICIO et al., 2010). Assim, a
principal medida de controle utilizada pelos produtores para esta doenga ¢ o
manejo quimico com a utilizagdo de fungicidas sist€émicos e protetores.
Entretanto, o uso indiscriminado de fungicidas pode causar danos ao meio
ambiente e aos seres vivos, além da possibilidade de surgimento de isolados do
patégeno resistentes a esses produtos (ABRAHAO et al., 2009).

Um dos maiores desafios tem sido determinar novos métodos, eficientes
¢ sustentaveis, que apresentem baixo impacto ambiental e baixa toxidez aos
seres vivos para o controle dessa importante doenga do cafeeiro. Diante disso, a
utilizagdo de produtos comerciais, principalmente, de formulagdes de
fertilizantes foliares, cuja composi¢do contenha extratos de plantas, vem
ganhando relevancia no manejo de doengas de plantas. Esses produtos podem
conter multiplos eliciadores capazes de ativar, de forma eficiente, os
mecanismos latentes de defesa das plantas (BUDZINSKI et al., 2011).

O indutor de resisténcia comercial mais utilizado ¢ o acibenzolar-S-metil
(ASM), que tem sido citado como um agente ativador dos mecanismos de defesa
de plantas, protegendo-as sistemicamente contra uma larga gama de doengas
causadas por fungos e bactérias, com reduzido ou nenhum efeito tdxico direto
contra estes fitopatogenos (FERNANDES et al., 2013; GUZZO et al., 2001;
RUESS et al., 1996).

Outros produtos que tém apresentado resultados significativos na
inducgdo de resisténcia sdo fertilizantes foliares, como fosfitos e formulagdes a

base de subprodutos da cadeia produtiva do café (COSTA et al., 2014;



15

GUIMARAES et al.,, 2014; OGOSHI et al., 2013). Estas formula¢des tém
apresentado controle significativo de doengas em cafeeiro, como a mancha-de-
phoma (BARGUIL et al., 2005; RESENDE et al., 2004; SANTOS et al., 2008),
a cercosporiose e a ferrugem (AMARAL, 2005; COSTA et al., 2014; PEREIRA,
et al., 2008), além de proporcionar aumento da expressdo de genes e enzimas
relacionadas a defesa de plantas em estudos com tomateiro e cafeeiro
(MEDEIROS et al., 2009; PEREIRA et al., 2008).

A inducdo de resisténcia em plantas consiste no aumento do nivel da
resisténcia por meio da utilizacdo de agentes externos (eliciadores), sem
qualquer alteragdo do genoma da planta, sendo estes agentes bidticos ou
abioticos (RESENDE et al.,, 2004). Em plantas tratadas com indutores de
resisténcia ocorrem diversas mudangas transcricionais e pds-traducionais. Estas
mudanc¢as que levam a ativag¢@o ou inibi¢do da expressdo de diversos genes e,
consequentemente, a producdo de diversas proteinas relacionadas a patogénese.
A compreensdo destas mudangas ainda esta sendo elucidada por meio de estudos
que buscam avaliar esses niveis de inibicdo, super expressdo e sintese
diferencial, que possibilitam as analises de suas propriedades, bem como seus
envolvimentos nas vias de sinalizagdo e de defesa de plantas (CAVALCANTI,
RESENDE, 2005).

A transcriptomica ou andlise do transcriptoma estuda a expressdo
diferencial de genes em um tecido especifico e em condi¢des fisioldgicas
diversas e de interesse. Alguns processos poés-transcricionais, como a sintese
proteica, a degradacdo, o processamento e a modificagdo pds-traducional, ndo
sdo considerados na transcriptomica. Assim, sdo necessarias abordagens
complementares, como os perfis de expressdo baseados no proteoma, para
compreender quais os elementos reguladores estdo envolvidos a nivel proteico
(JORRIN et al., 2006). Numa abordagem protedbmica ¢ possivel detectar

diferengas nas proteinas presentes no momento da amostragem e ainda
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identificar o envolvimento de diferentes isoformas da mesma proteina no
processo em estudo (MEHTA et al, 2008). Entender os mecanismos
moleculares envolvidos nas respostas das plantas ao ataque de patdgenos é cada
vez mais necessaria para se determinar as melhores formas de controle da
doenga, além de fornecer informacdes que auxiliem os estudos de

melhoramento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito dos indutores de resisténcia por meio da expressdo de
genes que codificam para proteinas envolvidas nas respostas de defesa das
plantas, bem como a abundéncia de proteinas presentes no perfil proteico dos

tratamentos com indutores.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a eficiéncia dos indutores no controle da cercosporiose em
mudas de Coffea arabica cv. Mundo Novo, selegdo 376/4;

b) Analisar os efeitos dos produtos Acilbenzolar-S-Methyl (ASM) e
formulag¢des a base de subprodutos da industria cafeeira, por meio da
expressdo de enzimas relacionadas a defesa das plantas;

¢) Identificar proteinas que sdo diferencialmente expressas em plantas
pulverizadas ASM e Greenforce CuCa envolvidas no sistema de

defesa das plantas
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 O cafeeiro

O cafeeiro, pertencente ao género Coffea, familia Rubiaceae, apresenta
mais de 100 espécies conhecidas (DAVIS et al.,, 2011). Dentre as espécies
cultivadas, Coffea arabica L. (café ardbica) e Coffea canephora Pierre (café
conilon ou robusta) sdo as mais importantes economicamente, sendo a primeira
responsdvel por 75% da producdo brasileira (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2014; PLECHAKOVA et al., 2009). E uma planta perene
de porte arbustivo ou arboreo com folhas persistentes e flores hermafroditas.

As primeiras sementes de café foram introduzidas no Brasil durante as
primeiras décadas do século XVII, vindas da Guiana Francesa para o norte do
pais, seguindo entdo para as regides localizadas ao sul do Brasil (ECCARDI;
SANDALJ, 2003). Hoje o café estd em quase todas as regides brasileiras: em
planaltos, cerrados e montanhas, sobre sistemas convencionais, florestais,
adensados, irrigados e organicos, presente em grandes e pequenas propriedades.
Neste ultimo caso, esta cultura ¢ produzida por agricultores familiares,
correspondendo a cerca de 25% da produgéo nacional e 30% da producio em
Minas Gerais, sendo uma das principais fontes de renda agricola e de
desenvolvimento social no pais ¢ no Estado (BUAINAIN; SABATTO, 2009).

Segundo o levantamento de safras realizado pela CONAB em dezembro
de 2014, a produg@o de café no Brasil foi em torno de 45,35 milhdes de sacas,
sendo que deste total, 71,2% correspondem ao café ardbica, e Minas Gerais
deteve 53,26% da producdo nacional de café, perfazendo um total de 98,8% da
variedade arabica.

Em relagdo as variedades de cafeeiro, o Instituto Agrondémico de

Campinas-IAC vem realizando cruzamentos e melhoramentos das espécies de
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cafeeiro ardbica visando a melhor qualidade da bebida, a alta produtividade ¢ a
resisténcia a pragas e doencas. Uma das cultivares bem difundidas ¢ a Mundo
Novo, resultante do cruzamento natural entre as cultivares Sumatra e Bourbon
Vermelho. Possui boa adaptacgio as regides altas, com elevada rusticidade, vigor
e produtividade. E uma planta com porte alto, caule fino, grande crescimento
vertical, requerendo controle por meio da poda, maturacdo precoce e uniforme.
Entretanto, esta cultivar apresenta susceptibilidade a ferrugem e a cercosporiose
(INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2015; PATRICIO et al.,
2010).

Devido aos custos elevados de produgdo do cafeeiro, hd a necessidade
de se eliminar as fontes de prejuizos na lavoura. Entre os fatores responsaveis
por perdas, desde o viveiro até o campo, destacam-se as doengas fingicas, como
¢ o caso da cercosporiose (Cercospora coffeicola Berkley & Cooke), que ¢
considerada uma das principais doengas desta cultura (ROMERO et al., 2010;
VENTURA et al., 2007).

Para assegurar a sustentabilidade dos sistemas produtivos de café, as
estratégias de manejo e controle das doengas levam em conta fatores genéticos
do hospedeiro, fatores evolutivos dos patdgenos e fatores epidemioldgicos das
doencas. Porém, essas estratégias devem ser aplicadas em escala temporal e
espacial, baseadas em experimentos e resultados das pesquisas cientificas

(VENTURA et al., 2007).
3.2 Cercosporiose do cafeeiro

A cercosporiose do cafeeiro estd entre uma das mais antigas e
importantes doengas desta cultura. Seu agente etioldgico, Cercospora coffeicola
Berkeley & Cooke, pode ser disseminado pelo vento, agua ou insetos

(MATIELLO et al., 2002). Também conhecida como mancha-de-olho-pardo, é
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uma doenga presente em todas as regides produtoras de café no Brasil. Os
sintomas da doenca s3o observados nas folhas, as quais apresentam pequenas
manchas de cor marrom escura, apresentando no centro uma lesdo cinza claro,
com anel arroxeado ou amarelado em volta, com aspecto de um halo. Provoca
desfolha e menor produtividade, além da depreciacdo da qualidade da bebida
devido a seca dos frutos (GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997,
POZZA, 2008).

Em plantas de cafeeiro infectadas, durante o desenvolvimento da
doenga, o patogeno produz uma toxina denominada cercosporina, a qual ¢
necessaria para a expressio dos sintomas (DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005;
GUSMAN et al., 2002). A cercosporina ¢ incluida no grupo quimico das
perilenequinonas, que contém compostos sintéticos e naturais de moléculas
fotossensibilizadoras (DAUB; EHRENSHAFT, 2000). Na presenca de luz, a
cercosporina torna-se ativa e é capaz de reagir com outras moléculas dentro da
célula vegetal, sendo o oxigénio o principal alvo de reag@o. Esse, ao reagir com
a cercosporina, promove a forma¢ao de substincias reativas de oxigénio, tais
como anion superoxido (O,), que sdo altamente toxicos, podendo interagir e
danificar o DNA, proteinas ¢ membranas, provocando a morte da célula
(DAUB; CHUNG, 2007). Daub, Herrero ¢ Chung (2005) verificaram que a
cercosporina provoca morte das células do hospedeiro, permitindo que o fungo
tenha acesso aos nutrientes nos espacos intercelulares por meio da peroxidagio
dos lipideos da membrana celular.

Para o controle da cercosporiose do cafeeiro, recomenda-se o controle
quimico utilizando fungicidas sistémicos e protetores. Entretanto, a utilizagio
indiscriminada de fungicidas tem causado danos ao meio ambiente e aos seres
Vivos (ABRAHAO et al., 2009; AMARAL et al.,, 2008). Uma alternativa
bastante promissora seria a utilizagdo de cultivares com resisténcia, porém, ndo

existem cultivares de cafeeiros resistentes a cercosporiose. Assim, um dos
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maiores desafios para os pesquisadores tem sido determinar métodos eficientes
de controle, que apresentem baixo impacto ambiental.

O controle da cercosporiose com extratos vegetais a base de subprodutos
da cadeia produtiva do café ¢ uma estratégia que vem sendo estudada. Pereira et
al. (2008) observaram que concentragdes crescentes do extrato de casca de café
apresentam efeito toxico in vitro ao crescimento micelial de Cercospora
coffeicola, porém ndo inibem a germinagdo dos conidios, além de conferir
protegdo parcial em plantas de cafeeiro desafiadas por C. coffeicola. Costa et al.
(2014) verificaram que o uso de extratos & base de subprodutos da cadeia
produtiva do café, também promoveu reducdo da doenga, além de reduzir a
desfolha e aumentar a produtividade.

O entendimento dos mecanismos de defesa relacionados a resisténcia
induzida contra o ataque de patogenos é fundamental para a redugdo do uso de
produtos quimicos. Entretanto, a maior parte do conhecimento nesta area de
pesquisa foi obtida por meio de estudos em plantas consideradas modelo, tais
como Arabidopsis e tomateiros (HAMMERSCHMIDT, 2009). Assim, novas
pesquisas devem ser realizadas para elucidar os mecanismos de defesa

envolvidos na indugdo de resisténcia de plantas de cafeeiros a C. coffeicola.

3.3 Resisténcia induzida

Os mecanismos de defesa induzidos podem ser localizados ou
sistémicos e se baseiam na capacidade do hospedeiro em reconhecer o patdgeno,
resultando na transducdo de sinais dentro da célula e na expressdo de varios
genes de defesa (GANESH et al., 2006; MONTESINOS et al., 2002). O
processo de sinalizagdo desenvolvido pelas células vegetais para reconhecer e
perceber os estimulos intrinsecos e/ ou extrinsecos na planta pode ser dividido

em trés etapas: (1) reconhecimento ou percep¢do do sinal, realizado por



22

receptores especificos ou inespecificos; (2) transducdo do sinal, que pode ser
feito por mensageiros secundarios, alteracdes nas fosforilagdes de proteinas e
por proteinas-G e; (3) traducdo do sinal, que consiste na ativacdo de genes que
induzem a sintese de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR),
proteinas de defesa e determinadas enzimas regulatorias envolvidas com a
producdo de fitoalexinas (CAMPOS et al., 2011).

A respeito dos compostos relacionados a resposta de defesa das plantas,
estdo o acimulo de peroxido de hidrogénio, de fitoalexinas (LATUNDE-DADA;
LUCAS, 2001; IRITT; FAORO, 2003) e de proteinas relacionadas a patogénese
(proteinas-PR) como, por exemplo, B-1,3-glucanases e quitinases (GUZZO et
al., 2004; SILVA et al., 2008; QUERINO et al., 2005), e também um aumento
na atividade de vérias enzimas, tais como lipoxigenase, fenilalanina amonia-
liase (FAL), chalcona isomerase, peroxidases e polifenoloxidases (KOHLER;
SCHWINDLING; CONRATH, 2002; RESENDE et al., 2002). Estas enzimas ¢
compostos desenvolvem nas plantas uma “imunidade” sistémica, por meio da
resisténcia sistémica adquirida (SAR), a qual ¢ mediada pelo acido salicilico
como sinalizador; e também por meio da resisténcia sist€émica induzida (ISR),
que ¢ mediada pelo acido jasmoénico, um hormdnio ativador do sistema de
defesa das plantas em resposta ao ataque de patdgenos necrotroficos como € o
caso da C. coffeicola (PIETERSE et al., 2014). Patégenos necrotréficos
destroem a célula hospedeira e utilizam os nutrientes do hospedeiro. A principal
via de resposta ao ataque deste tipo de patdgeno ¢ a do dcido jasmdnico, ou
jasmonato, que possui a enzima lipoxigenase como a enzima chave desta via
precursora da sintese do acido jasmonico, através do 4acido a-linolénico
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2006)

Em cafeeiro, foram encontrados genes envolvidos em diversos processos
relacionados & resisténcia de plantas contra fitopatégenos, como: formagdo de

espécies reativas de oxigénio, morte celular programada, sintese e transporte de
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metabdlitos antimicrobianos, percepcdo e transducdo de sinal, sintese de
proteinas relacionadas a patogénese, metabolismo de lipideos e a degradacédo
controlada de proteinas (GUZZO; HARAKAVA, 2007; GUZZO;
HARAKAVA; TSAI, 2009; GUZZO et al., 2001).

Indutores de resisténcia normalmente ndo apresentam ou apresentam
baixa ou nenhuma ac¢fo antimicrobiana direta sobre patdgenos (DURRANT;
DONG, 2004), mas atuam como moléculas sinalizadoras de respostas de defesa.
Ao serem reconhecidos pelas células vegetais, induzem a expressdo de genes
que codificam para a sintese de proteinas de resisténcia e na formacdo de
compostos envolvidos na resisténcia (DANTAS et al., 2004; METRAUX, 2001;
RYALS et al., 1996; SCHENK et al., 2000;).

Trabalhos evidenciam a acdo do acibenzolar-S-metil como indutor de
resisténcia em diferentes interagdes planta-patdgeno. A SAR foi ativada, apos a
aplicacdo do ASM, em diversas espécies vegetais como, por exemplo, na batata
(BOKSHI; MORRIS; DEVERALL, 2003), no feijoeiro (IRITI; FAORO, 2003),
no cacaueiro (RESENDE et al., 2002) e no cafeeiro (GUZZO et al., 2001;
GUZZO; HARAKAVA; TSAI 2009; MARCHI; BORGES; RESENDE, 2002;
PATRICIO et al., 2007).

Para a cultura do cafeeiro, o produto ASM induziu resisténcia local e
sistémica a ferrugem e aumentou a atividade das enzimas quitinase e B-1,3-
glucanase nos tecidos foliares (GUZZO; HARAKAVA; TSAI, 2009) ¢ em outro
estudo, o tratamento com BTH também provocou um aumento sistémico na
sintese de proteinas relacionadas a patogénese, no estresse oxidativo, e na parede
celular (NARDI et al.,, 2006). Na variedade ‘Catuai Vermelho’ também foi
constatada por Marchi, Borges e Resende (2002) a eficacia do ASM em reduzir
os sintomas da ferrugem alaranjada. A eficiéncia de reducdo da incidéncia e

severidade da doenga variou de 27,8 % a 100 % e de 45,7 % a 100 %,
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respectivamente, sendo que a menor dose do ASM foi responsdvel pelos
melhores resultados.

Na interagdo Coffea arabica — C. coffeicola, a SAR também foi ativada
pelo tratamento prévio das plantas suscetiveis com o indutor ASM, acarretando
uma diminui¢do dos sintomas da doenga em 55 %, verificado por meio do
aumento das enzimas B-1,3-glucanase e quitinase (PATRICIO et al., 2007).
Ainda com esta interacdo, o ASM foi capaz de proteger a planta contra a
cercosporiose por até 60 dias, no entanto, testes in vitro verificaram que o
mesmo ndo € capaz de impedir a germinagdo dos conidios de C. coffeicola
(GALDEANO et al., 2010), o que também comprova sua a¢do como indutor e
ndo diretamente sobre o patdgeno.

Uma forma de controle de doengas em plantas que vem ganhando
destaque é a utilizagdo de formulagdes que tém em sua composi¢do produtos
naturais, como extratos vegetais ou de subprodutos da cadeia produtiva do café,
como extratos de folhas ou de casca de frutos de cafeeiro. Resende et al. (2006)
e Resende et al. 2007) solicitaram o depdsito de patente para formulacio a base
de extratos de folhas e cascas de frutos de cafeeiro (Privilégio e Inovagdo
0603575-2 e P.I. 0705598-6). Tais formulagdes t€m 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 gréos (endocarpo,
mesocarpo e exocarpo). Estas formulagdes podem ser utilizadas com ou sem
espalhantes adesivos ou outros adjuvantes, para o controle de doengas no
cafeeiro (Phoma sp., Cercospora coffeicola e Hemileia vastatrix), cacaueiro,
algodoeiro e tomateiro (AMARAL, 2005; BARGUIL et al., 2005; COSTA et al.,
2014; MEDEIROS et al.,, 2009; RESENDE et al., 2004). Amaral (2005)
observou redugdes de 40% e 37% na incidéncia da cercosporiose em cafeeiros
de plantas tratadas com formulagdes a base de extrato de casca ¢ de folhas de

cafeeiros com ferrugem, respectivamente. Santos et al. (2008) observaram em
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campo que o tratamento com formulagdes a base de extrato de folhas de cafeeiro
reduziu a area abaixo da curva de progresso da mancha-de-phoma em 61%,
comparada a testemunha pulverizada com agua.

Concentracdes crescentes do extrato de casca de cafeeiro apresentaram
efeito toxico in vitro ao crescimento micelial de Cercospora coffeicola, porém
ndo inibiram a germinacdo dos conidios (PEREIRA et al., 2008). Costa et al.
(2014) verificaram que formulac¢des a base de subprodutos da industria de café
controlaram a cercosporiose em condi¢des de campo, além de promover uma

reducdo da desfolha e aumento de produtividade.

3.3.1 Proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR)

As proteinas relacionadas a patogénese sdo classificadas em 17 familias
¢ s3o numeradas na ordem em que foram descobertas (Tabela 1). As proteinas
PR foram classificadas com base nas suas caracteristicas de proteinas vegetais
induzidas ou relacionadas com situa¢des patologicas. Dessa forma, o termo
“proteinas relacionadas a patogénese” tornou-se mais abrangente, incluindo as
proteinas induzidas por microrganismos ou pelo ataque de insetos (VAN LOON;
REP; PIETERSE, 2006).
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Tabela 1 Principais familias das proteinas PR, propriedades, genes envolvidos
e plantas nas quais foram descobertas
Familias  Plantas em que Propriedades Gene
formam
descobertas

PR-1 Tabaco Desconhecida Ypr 1
PR-2 Tabaco B-1,3- glucanase Ypr2
PR-3 Tabaco Quitinase tipo I, I, IV, V, VI,  Ypr 3, Cbia
PR-4 Tabaco Quitinase tipo: I, II Ypr 4, Cbid
PR-5 Tabaco Taumatina —like/ Osmotina Yprs
PR-6 Tomate Inibidor de protease Ypr 6, Pis
PR-7 Tomate Endoproteinase Ypr7
PR-8 Curcubitacea Quitinase tipo 111 Ypr 8, Chib
PR-9 Tabaco Ypr 9, Prx
PR-10 Salsa Ribonuclease —like Ypr 10
PR-11 Tabaco Quitinase tipo [ Ypr 11, Cbic
PR-12 Rabanete Ypr 12
PR-13 Arabdopsis Ypr 13, Thi
PR-14 Cevada Proteina de transferéncia lipidica Ypr 14, Ltp
PR-15 Cevada Oxalato oxidase Ypr 15
PR-16 Cevada Oxalato oxidase like Ypr 16
PR-17 Tabaco Desconhecida Ypr 17

Fonte: adaptado de Van Loon, Rep e Pieterse (2006).

As proteinas PR constituem-se de proteinas de plantas que se acumulam

rapidamente nos tecidos vegetais apds o contato com patogenos ou ataque por

insetos herbivoros ou, também, em resposta ao tratamento com determinados

compostos quimicos (GUZZO; HARAKAVA; TSAI, 2009; VAN LOON et al.,

1994). Elas tém sido associadas a resisténcia induzida, acumulando-se em
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tecidos vegetais no local de aplicacdo de indutores bidticos ou abidticos
(CONRATH; PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002; PIETERSE et al., 2001;
RYALS et al., 1996). Elas também podem se acumular em locais de infeccio e
em sitios remotos, sendo sua produg@o estimulada por meio de eliciadores, a
partir do estabelecimento do contato com a planta. Sua sintese e acimulo
possuem carater de resposta ativa e sistémica, em casos de resposta induzida
(VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

Todas estas proteinas sd3o soliveis em meio acido, tém baixo peso
molecular e resistem a proteases (enzimas que decompdem proteinas). Tais
caracteristicas sdo importantes na funcionalidade destas proteinas, ja que estando
presentes no fluido intercelular, estdo sujeitas a condi¢des de baixo pH e agdo de
enzimas proteoliticas durante a patogénese, como resultado do colapso de
células hospedeiras e extravasamento do conteiido dos vactolos (SILVA et al.,
2008).

Algumas destas proteinas ja tém fungdo caracterizada, tais como:
quitinase (PR3, PR4, PR8 e PRI11) e p-1,3-glucanase (PR2), que estdo
envolvidas na hidrdlise das paredes das células fungicas; a peroxidase (PRY),
que pode atuar no enrijecimento da parede celular vegetal; e a oxalato oxidase
(PR15) que esta envolvida na transdugdo de sinais (PEREIRA et al., 2009a;
PEREIRA et al., 2009b; SILVA et al., 2008). Proteinas PR (Tabela 1) também
podem ser detectadas durante o desenvolvimento da planta ¢ em fase de
senescéncia (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006), o que pode indicar um
papel na prote¢do fisica, atuando sobre as estruturas celulares, a fim de
estabilizar membranas sensiveis ou macromoléculas (VAN LOON; VAN
STRIEN, 1999).

Estudos demonstraram que o efeito das proteinas PR ¢ aumentado
quando as plantas sfo tratadas com eliciadores de respostas de defesa ou

indutores de resisténcia (SCHWEIZER et al., 2000). Como exemplo, pode ser
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citada a utilizacdo do acido jasmonico (AJ), que é uma molécula sinalizadora
que desempenha um importante papel na resisténcia contra insetos ¢ doengas
causadas por patogenos necrotréficos, podendo ativar a expressdo de proteinas
antifingicas tais como, osmotina (PR5) e tionina (PR13) ou induzir acumulo de
enzimas relacionadas a sintese de fitoalexinas e possui também efeito direto

como antimicrobiano (PROST et al., 2005; VELLOSILLO et al., 2007).

3.3.2 Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sio moléculas reduzidas,
transitorias e altamente reativas, produzidas no caminho metabdlico de
transformagdo do oxigénio molecular (O,) em agua (H,O) (MEHDY et al,
1996). Pela adicdo de um simples elétron, o oxigénio molecular é convertido ao
radical ou anion superdxido (O;), um processo mediado por peroxidases ou
NAD(P)H oxidases associadas a membrana, ou por lipoxigenases a partir de
acidos graxos e O,. O superdxido formado pode passar por reagdes de 6xido-
reducdo ou ser "dismutado" e regenerar O, e perdxido de hidrogénio (H,0,), o
que pode ocorrer espontaneamente em pH neutro ou pela a¢do da enzima
superdxido dismutase (SOD). O H,0, formado pode sofrer diferentes
transformagdes: reduzido ao radical hidroxil (OH); convertido a H,O e O, pela
acdo da catalase (CAT); convertido a H,O pela oxidagio de moléculas
substratos, como ascorbato, via peroxidases (HEISER; OSSWALD, 2008).
Espécies reativas de oxigénio podem se acumular rapidamente no inicio do
processo infeccioso em interagdes patdgeno-hospedeiro compativeis ou
incompativeis, sendo um processo conhecido como explosdo oxidativa (LAMB;
DIXON, 1997).

Fitopatogenos e insetos, quando atacam as plantas, fazem com que estas

respondam de forma rapida com uma explosdo oxidativa, que constitui na
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producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente anion
superdxido (O,-) e perdxido de hidrogénio (H,O,) (HU et al., 2009). O acimulo
destas substancias nas células vegetais pode ser toxico tanto para a planta quanto
para os agentes estressores. O H,O, ¢ a principal espécie reativa de oxigénio que
aciona moléculas para a indug¢do de genes de defesa e a polimerizacdo de
proteinas que compdem a parede celular, além de estimular a produgdo de
enzimas antioxidativas ou de limpeza (LUKASIK; GOLAWSKA; WOJCICKA,
2012). Existe uma variedade de enzimas oxidativas utilizadas nestes
mecanismos que irdo decompor estas espécies reativas de oxigénio. Dentre elas
ha a superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa
redutase (GSH), peroxiredoxina (Prx), catalase (CAT), polifenol oxidase (PPO),
glutationa peroxidase (GPX), entre outras (MITTLER, 2002).

A catalase é responsavel pela inativagdo do H,O, formado durante a
conversdo do glicolato a glioxalato que ocorre durante a fotorrespiragédo, no qual
o peroxido é convertido pela enzima a H,O ¢ O, IGAMBERDIEV; LEA, 2002).
A catalase pode também decompor o peréxido formado durante a oxidagdo de
acidos graxos nos glioxissomos em tecidos de armazenamento de gordura
(HOLTMAN et al., 1994). A enzima ¢ preferencialmente encontrada nos
peroxissomos, mas também podem estar presentes em mitocondrias € no
citoplasma (MONTAVON; KUKIC; BORTILIK, 2006). Em geral as plantas
possuem trés genes codificadores da catalase, os quais sdo classificados de
acordo com os locais em que sdo expressos: classe I, codificam proteinas
presentes nos tecidos fotossintetizantes; os da classe Il estdo associados com os
tecidos vasculares; e os da classe III s3o mais expressos em tecidos reprodutivos
e sementes (MHAMDI et al., 2010).

As glutationas peroxidases pertencem a uma ampla familia de proteinas
que, ao longo dos anos, foram descobertas em quase todos os reinos

(PASSARDI et al, 2005). A enzima glutationa peroxidase possui uma
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caracteristica importante, apresentando um residuo de cisteina contendo selénio
covalentemente ligado ao restante da enzima (NAVROT et al., 2006). A
principal fungdo da GPX ¢ a elimina¢do de hidroperdxidos de fosfolipidos,
promovendo uma protecdo das membranas celulares (GUETA-DAHAN et al.,
1997).

Lipoxigenases sdo isoenzimas que catalisam a dioxigenag@o de acidos
graxos poliinsturados, originando moléculas reativas, com atividades
fisiologicas pronunciadas. Os produtos da via da lipoxigenase tém sido
associados com varias fungdes, como mno desenvolvimento vegetal
(KOLOMIETS et al., 2001) e ataque de patogenos (RANCE et al., 1998).

Em cafeeiros, foram verificados aumentos nas atividades da SOD, CAT
e APX em um clone tolerante a deficiéncia hidrica (PINHEIRO et al., 2005).
Outros estudos elucidaram a atividade das enzimas antioxidantes como uma
variavel promissora para diferenciar a qualidade dos cafés submetidos a
diferentes manejos pos-colheita (TAVEIRA et al., 2012). Em mudas de café
pulverizadas com fosfito de potdssio combinado com subproduto da
agroindustria do Citrus, observou-se o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e as taxas fotossintéticas foram mantidas na auséncia de agentes

patogénicos (FERNANDES et al., 2014).
3.4 Transcriptoma

A andlise da expressdo génica ¢ de fundamental importincia para o
estudo das vias metabolicas e de sinalizagdo, as quais sustentam processos
celulares e de desenvolvimento. Embora varios métodos tenham sido utilizados
para quantificar a expressdo génica, a PCR quantitativa em tempo real (qRT-
PCR) ¢ considerada uma técnica padrdo pela sua sensibilidade e especificidade

(BUSTIN et al., 2005).
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No estudo da expressdo de genes por meio desta técnica, Guzzo,
Harakava e Tsai (2009) quantificaram genes da - 1,3 glucanase relacionados a
SAR em cafeeiro, em que foram identificadas diferencas no perfil de expressio
dentro de 72 h apds o tratamento com ASM. Em outro estudo, a expressdo
temporal avaliada por qRT-PCR revelou que o gene codificador da p-1,3-
glucanase aumentou em cafeeiro tratado com ASM 48 e 72 horas apos
inoculagdo com C. coffeicola, quando comparado com as plantas controle
tratadas com agua ou apenas inoculadas com o patégeno nos mesmos intervalos
de tempo. Porém, esse gene foi ativado pela presenca de C. coffeicola em plantas
ndo tratadas com o indutor de resisténcia somente 7 dias apds inoculagdo
(GALDEANO, 2011).

Guzzo, Harakava e Tsai (2009) utilizaram a técnica de qRT-PCR para
avaliar a expressdo temporal do gene codificador de f-1,3-glucanase em
cafeeiros da cultivar Mundo Novo e tratados com ASM, na qual foi possivel
constatar que o aumento da expressdo ocorre a partir das primeiras 12 horas apds
o tratamento com o indutor de resisténcia e seu maior nivel de expressdo ocorreu
as 72 horas. Este trabalho demonstrou o efeito do ASM na ativagdo dos
mecanismos de defesa, neste caso, envolvendo a ativagdo de gene associado as
proteinas PR.

Estudos com genes que codificam proteinas funcionais bem como
proteinas regulatérias ou fatores de transcrigdo que estdo envolvidos na
regulacdo da transmissdo de sinais e expressdo génica estdo entre os principais
alvos das pesquisas sobre a fisiologia do cafeeiro (AGARWAL et al., 2006).

Sequéncias de genes encontrados em cafeeiro foram obtidas para as
espécies C. arabica, C. canephora e C. racemosa (MONTOYA et al., 2006;
PONCET et al, 2006; VIEIRA et al, 2006). Novas sequéncias sdo
constantemente depositadas e utilizadas em pesquisas para a identificacdo de

perfis de expressio que fornecem informagdes a respeito das respostas
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fisiolégicas das plantas em situagdes de estresses bidticos e abidticos, bem

como, relacionadas a qualidade da bebida (COSTA, 2014; VIEIRA et al., 2013).
3.5 Protedmica

A atividade proteica esta associada a fungdo do gene, uma vez que a
proteina € o produto final da regulacdo da atividade génica. Nesse sentido, a
protedmica visa caracterizar o conjunto de proteinas expressas em um dado
momento (WILKINS; SANCHEZ; WILLIAMS, 1996). Esta andlise ¢ uma
poderosa ferramenta, pois, diferentemente do que ocorre quando sdo utilizados
marcadores fenotipicos ou baseados em DNA, ela fornece informacio em nivel
molecular da variabilidade genética que ¢ efetivamente expressa no tecido em
estudo (PENNINGTON; DUNN, 2001), podendo ser aplicada com sucesso em
sequenciamento, quantificacdo de proteinas (AEBERSOLD; MANN, 2003).

O estudo sistematico do proteoma expresso nas células em condigdes
fisiologicas especificas tem por objetivo identificar e relacionar proteinas, bem
como caracterizar modificagdes pds traducionais ou interagdes proteina-proteina
(VAN WIJK, 2001). Elas também sao fisica e quimicamente mais complexas
que os acidos nucléicos, ¢ com interagdes funcionais que dependem da sua
estrutura tridimensional (JORRIN et al., 2006).

A capacidade em determinar a concentragdo absoluta de uma proteina
em uma mistura proteica complexa € crucial para a compreensdo de como as
proteinas interagem dentro da célula em resposta a uma alteragdo adaptativa
(SILVA et al., 20006). As proteinas podem sofrer modificagdes pds traducionais,
tais como a fosforilagdo, metilagdo, acetilagdo, clivagem proteolitica, entre
outras. Portanto, prever a estrutura final e fungdo de diferentes proteinas é um
desafio. Estudos recentes indicam que a correlagdo entre mRNA e os niveis de

proteina é inexplicavelmente baixa (JORRIN et al., 2006).
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Para a investigacdo da expressdo diferencial de proteinas em larga
escala, uma técnica que foi bastante aprimorada e vem sendo muito utilizada ¢ a
analise de proteinas por meio da eletroforese bidimensional (2D) em gel de
poliacrilamida. A técnica de eletroforese 2D oferece resolugdo para a andlise de
um mapa global, ou perfil de, teoricamente, todos os produtos génicos presentes
na célula num dado momento ou condi¢do experimental (O’FARREL, 1975).

Na eletroforese 2D, para promover a separacdo de misturas complexas
com melhor resolugdo, a massa e a carga das proteinas sdo separadas em duas
etapas: focalizag@o isoelétrica e eletroforese em gel de poliacrilamida. Essa
técnica ¢ capaz de separar centenas ou milhares de proteinas pelos seus pontos
isoelétricos e massas moleculares. O resultado da eletroforese 2D ¢ um perfil de
distribuicdo de spots formados por proteinas Unicas ou misturas simples de
proteinas (PENNINGTON; DUNN, 2001).

Muitos estudos protedmicos foram relatados utilizando a eletroforese
bidimensional em gel (2D) (CARPENTIER et al., 2008; GUERRA-
GUIMARAES, et al., 2009; LIVRAMENTO, 2014). No entanto, ¢ uma técnica
demorada, pois requer o uso de replicatas de géis, bem como procedimentos de
excisdo de gel e digestdo. Como forma de minimizar as limitagdes sofridas pela
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida, a cromatografia liquida tem
sido integrada com a espectrometria de massa (LC-MS) e compde uma nova
plataforma para analise do proteoma (MURAD; RECH, 2012). Neste tipo de
analise, a identificacdo e a quantificagdo das proteinas sdo obtidas a partir do
extrato proteico digerido com uma enzima proteolitica, sem a necessidade de
numerosos peptideos externos de referéncia ou de métodos de radiomarcacgio
(SILVA et al., 2006). No entanto, a espectrometria de massas ndo é uma analise
quantitativa porque peptideos proteoliticos exibem uma vasta gama de

propriedades fisico-quimicas, tais como tamanho, carga, hidrofobicidade, entre
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outras, que levam as grandes diferencas na resposta de espectrometria de massas
para uma precisa quantificacdo (BANTSCHEFF et al., 2007).

A identificacdo de proteinas por meio da espectrometria de massas
depende da digestdo proteolitica, que produz uma colegido de peptideos que sdo
ionizados por eletro nebulizacdo ou por dessor¢do a laser, auxiliado por uma
matriz (PENNINGTON; DUNN, 2001). Apdés a ionizagdo, analisadores de
massas detectam as relagdes massa/carga (m/z) e os espectros resultantes
relacionam a abundancia dos fragmentos versus a relagdo m/z, os quais sdo
entdo confrontados nos bancos de dados para a identificacdo das proteinas. As
analises podem ser realizadas a partir de fons de peptideos intactos
(espectrometria de massa ou MS) — fingerprint - ou de peptideos fragmentados
(espectrometria de massa em tandem ou MS/MS) (TWYMAN, 2004).

Estudos tém sido direcionados para a caracterizagdo da dindmica de
proteinas envolvidas no desenvolvimento da planta, juntamente com o genoma e
transcriptoma (CHEN; HARMON, 2006; ROBERTS, 2002; ROSSIGNOL et al.,
2006). O estudo das proteinas expressas na planta, tecidos e orgdos tem sido
aplicado para monitorar as altera¢cdes ou avaliar a influéncia dos estimulos
ambientais em padrdes de expressdo da proteina (AGARWAL et al., 2006), as
variagdes na resposta a eventos fisiolégicos (GALLARDO et al., 2001),
variagdes na interagcdo patdgeno-hospedeiro, incluindo o estudo das proteinas de
defesa em plantas (ALVARENGA et al., 2010; ELVIRA et al., 2008).

Estas técnicas tém sido utilizadas para estudos em cafeeiro, porém
muitas informagdes precisam ser acrescentadas ao aprimoramento da técnica,
dentre estas o enriquecimento dos bancos de dados (COSTA, 2014; GIL et al,,
2005; KOSHINO et al., 2008; LIVRAMENTO, 2008).

Em estudos com grdos de C. arabica submetidos a diferentes
processamentos e secagem, foram observadas diferencas significativas entre os

perfis proteicos de grios secos em terreiro e secador, demonstrando claramente
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os efeitos da temperatura sobre os peptideos (LIVRAMENTO, 2008). Para graos
de C. arabica em diferentes altitudes, foram observadas alteragdes entre os
perfis protéicos dos grios, independente do processamento pos-colheita ao qual
foi submetido. Estes resultados evidenciaram, pela primeira vez no cafeeiro, que
as condi¢des ambientais das diferentes altitudes estudadas (1000 e 1200m) tém
um impacto significativo para diferentes proteinas durante o desenvolvimento
dos grios e processamento, alterando sua presenca no perfil protéico dos graos
(LIVRAMENTO, 2014).

Taveira et al. (2012) realizaram andlises bioquimicas de gréos
processados por via seca ou via umida, por meio da eletroforese de proteinas
resistentes ao calor e de enzimas antioxidantes, ¢ elucidaram a ideia de que
proteinas podem ser marcadores de qualidade dos cafés.

Costa (2014), com proteinas diferencialmente expressas em raizes de
clones de C. canephora submetidos a deficiéncia hidrica, identificou 598
proteinas em raizes, o que representa cerca de 1% do proteoma conhecido do
cafeeiro. Quando integrou os perfis transcriptdmico e protedmico das raizes de
clones de cafeeiro (C. canephora) sensiveis e tolerantes ao estresse hidrico,
verificou diferenca de expressdo génica, bem como nos niveis de proteinas entre
as condi¢des avaliadas e esta expressao foi incrementada nos clones resistentes a
seca. Contudo, os estudos protedmicos em plantas ainda sdo recentes, precisando
de maiores informagdes visando ao maior entendimento dos aspectos

metabdlicos envolvidos nos sistemas de defesa das plantas.
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CERCOSPORIOSE DO CAFEEIRO: ANALISE DE GENES
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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito de indutores de
resisténcia, formulagdes a base de extratos vegetais e fungicida na
protecdo de mudas de cafeeiro no controle de Cercospora coffeicola. Os
tratamentos aplicados foram: Greenforce CuCa, Greenforce KP, ET64-S,
O Fulland®, ASM (acibenzolar-S-metil), ¢ como controle, o fungicida
Opera®. Foram realizadas avaliagdes semanais de incidéncia e severidade
da cercosporiose para calculo da area abaixo da curva de progresso da
incidéncia (AACPID) da doenca. Apds analise deste experimento, foram

escolhidos os dois melhores tratamentos, sendo instalado o segundo
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experimento para analise da expressdo génica das enzimas lipoxigenase,
catalase, glutationa peroxidase, quitinase. Observou-se que os produtos
Greenforce CuCa e ASM, na dose 0,05 g.L”, proporcionaram redugio da
AACPSD da cercosporiose similar ao fungicida sistémico Opera®. Ja
para a incidéncia da doenca, observou-se que a aplicagdo do fungicida
Opera® resultou em controle mais efetivo que os demais tratamentos
testados. Para o experimento de expressdo génica da resposta aos
indutores por 0, 24, 48 e 72 horas ap0s aplicacdo observou-se que a maior
expressdo dos genes que codificam as enzimas lipoxigenase e glutationa
peroxidase, ocorreu as 48 horas apos aplicagdo do Greenforce CuCa e as
24 horas para o ASM. Para catalase e quitinase, a maior expressiao
ocorreu as 24 horas apds o tratamento com ASM e as 24 e 48 horas apos
aplicagdo do produto Greenforce CuCa. Conclui-se que os produtos
testados induzem a resposta de defesa das plantas verificada por meio da
expressdo das enzimas lipoxigenase, catalase, glutationa peroxidase e
quitinase

Palavras-chaves: inducdo de resisténcia, espécies reativas de oxigénio,

PR- proteina, oxidagao de lipideos



39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

52

RESISTANCE INDUCTORS IN CONTROL OF COFFEE
CERCOSPORIOSE: ANALYSIS OF GENES RELATED TO

DEFENSE

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of resistance
inducers, plant extract-based formulations and fungicide over the
protection of coffee seedlings in controlling Cercospora coffeicola. The
treatments applied were: Greenforce CuCa, Greenforce KP, ET64-S, O
Fulland®, ASM (acibenzolar-S-methyl), and, as control, the fungicide
Opera”. We conducted weekly evaluations of incidence and severity of
cercosporiose to calculate the area under the curve of disease incidence
progress (AUCDIP). After the analysis of this experiment, the two best
treatments were chosen, subsequently installing the second experiment to
analyze the gene expression of enzymes lipoxygenase, catalase,
glutathione peroxidase, chitinase. We observed that the Greenforce and
ASM, in a dose of 0.05 g/ L, resulted in a reduction of AUCDIP of

cercosporiose, similar to the systemic fungicide Opera®™. For the incidence
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of the disease, we observed that the application of the fungicide Opera®
resulted in a more effective control than the other treatments tested. For
the experiment on gene expression of the response to the inducers, over 0,
24, 48 and 72 hours after the application, we observed that the highest
expression of the genes that encoded the enzymes lipoxygenase and
glutathione peroxidase, occurred 48 hours after the application of
Greenforce CuCa and 24 hours after the application of ASM. For
chitinase and catalase, the highest expression occurred 24 hours after the
treatment with ASM and 24 and 48 hours after the application Greenforce
CuCa. We concluded that the tested products induce plant defense,
verified by means of the expression of enzymes lipoxygenase, catalase,
glutathione peroxidase and chitinase

Keywords: resistance induction, oxygen reactive species, PR-protein,

lipid oxidation

1. INTRODUCAO

A cercosporiose, também conhecida como mancha circular,

mancha parda ou olho de pombo, ¢ uma doenca bastante antiga nos
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cafezais das Américas, e no Brasil sua ocorréncia data de 1887 (GODOY
et al, 1997). O agente causal dessa doenca ¢ o fungo Cercospora
coffeicola Berk & Cook e suas perdas na producdo podem atingir até¢ 30%
(CARVALHO; CHALFOUN, 2001). Espécies do género Cercospora
produzem a toxina cercosporina, que ¢ ativada na presenca de alta
intensidade luminosa (DAUB et al., 2005). Essa toxina resulta em necrose
da célula vegetal, que ¢ o sintoma tipico da doenca (DAUB;
EHRENSHAFT, 2000).

O controle da doenca deve-se iniciar com cuidados desde a
formag¢do das mudas, evitando condi¢des favoraveis a doenga por meio de
praticas culturais, tais como a formagao de viveiros em local bem drenado
e arejado, a utilizagdo de substratos com nutrientes balanceados, controle
da irrigacdo e do excesso de insolagdo nas mudas (CARVALHO;
CHALFOUN, 2001). Entretanto, a principal medida de controle ¢ a
utilizagdo de fungicidas de contato ou sistémicos, tanto em aplicag@o via
solo como foliar (PATRICIO; BRAGHINI, 2011). Porém, devido aos
prejuizos causados pela utilizagdo indiscriminada de fungicidas,
recentemente pesquisadores vém buscando medidas de controle

alternativo, como a utiliza¢do de indutores de resisténcia, fertilizantes
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foliares e formulagdes a base de extratos vegetais, que possuem
eliciadores que induzem resisténcia nas plantas.

Existem estudos elucidando a utilizagdo de produtos a base de
extratos vegetais para o controle de doengas em plantas, como o extrato
de camomila (Matricaria camomilla), nim (Azadirachta indica) e santa-
barbara (Melia azedarach), que reduzem a incidéncia da cercosporiose
nas folhas de cafeeiro (Coffea arabica) (COGO et al., 2011).

Os vegetais respondem ao estresse biotico e abiotico de varias
maneiras, dentre elas, formando uma explosdo oxidativa, que resulta em
um aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs), antes mesmo que
aparegam os sintomas na planta (PITZSCHKE; FORZANI; HIRT, 2006).
Estes processos oxidativos tém papel crucial nos estagios iniciais da
indugdo de respostas de defesa por meio da expressdao de genes de defesa
e respostas adaptativas (GECHEYV et al., 2006).

Todas as EROs sdo extremamente reativas e citotoxicas, o OH e o
O, produzidos sdo tdo reativos que suas produgdes devem ser
minimizadas rapidamente. O H,O, quando em alta concentracdo na célula
inibe a fixa¢do de carbono, uma vez que muitas enzimas do ciclo de

Calvin sdo extremamente sensiveis ao H,0, (SCANDALIOS, 2000).
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Essas moléculas causam peroxidacdo lipidica, desnaturagdo protéica, e
mutacdo no DNA podendo levar a disfungdes metabolicas irreparaveis e
até morte celular (SCANDALIOS, 2000). A inativacdo efetiva das EROs
exige a acdo de uma série de enzimas trabalhando em sincronia. Os
mecanismos de destrui¢do das EROs envolvem as enzimas antioxidantes
e pro-oxidantes, tais como: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), dehidroascorbato redutase (DHAR),
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase (GPX) (ALSCHER et al, 2002), além dos
antioxidantes ndo enzimaticos.

Diante da necessidade de entender melhor a agdo das formulagcdes
utilizadas como indutores de resisténcia, bem como a respostas das
plantas a estes produtos, objetivou-se neste trabalho avaliar indutores de
resisténcia, formulagdo a base de subprodutos da industria cafeeira na
protecdo de mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo contra C. coffeicola,
bem como avaliar as respostas destas plantas aos indutores de resisténcia

por meio da técnica de PCR em tempo real.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Preparo das mudas de cafeeiro

As sementes de cafeeiro da espécie Coffea arabica, cultivar
Mundo Novo, sele¢do 376/4, utilizadas por apresentarem susceptibilidade
a cercosporiose, foram adquiridas na Empresa de Pesquisa Agropecudria
de Minas Gerais (Epamig), Centro Tecnologico do Sul de Minas, Lavras,
MG, semeadas em bandejas de plastico contendo areia lavada e, na fase
de “orelha de onga”, foram transplantadas para sacos de polietileno de 2,0
kg contendo substrato composto por terra, areia e esterco bovino (2:1:1,
v/vIv).

As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo durante todo o
periodo experimental, irrigadas e adubadas periodicamente conforme

recomendacdo de Guimardes et al. (1999).

2.2 Obtencao do indculo e inoculacio de Cercospora coffeicola

Para obtencdo do indculo, oito discos de micélio de C.
coffeicola cultivadas em meio V8 foram depositados em 15 mL de
meio V8 liquido (20 mL de suco de V8 em 800 mL de agua

destilada), seguido de incubag¢do a 25 °C sob luz continua e
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agitacdo (110 rpm). Apos quatro dias, o meio V8 contendo o fungo
foi vertido em placas de Petri contendo meio agar-agua (2%). Estas
placas foram mantidas abertas, em BOD a 25 °C, sob luz continua.
Apbs secagem do meio (3-4 dias) foram adicionados 10 mL de
agua destilada esterilizada para a remoc¢ao dos conidios formados.
A 1inoculacdo foi realizada apenas para o experimento de
avaliagdo de produtos alternativos no controle da cercosporiose.
Foi realizada pulverizagdo foliar da suspensdo de conidios de C.
coffeicola (concentragio 2 x 10* conidios por mL). Apds a
inoculagdo as plantas foram mantidas em camara timida, por 24

horas.

2.3 Obtencao de formulacdes e produtos comerciais

As formulagdes a base de subprodutos da industria cafeeira
testadas neste trabalho foram: Greenforce CuCa, Greenforce KP e ET64-
DT, cedidos pela Agrofitness Tecnologia Agricola (empresa incubada na
Universidade Federal de Lavras). Também foi utilizado o produto
Fulland®, adquirido da Empresa Satis Ltda. Como padrdo de inducio de

resisténcia, foi escolhido o produto Bion® (acibenzolar-S-metil - ASM),
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adquirido da Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda e, como padrio de
controle convencional foi utilizado o fungicida Opera® (epoxiconazole +

azoxistrobina), adquirido da Basf SA.

2.4 Produtos alternativos na protecio de mudas de cafeeiro contra a
cercosporiose

Para o experimento de avaliagdo do controle da cercosporiose,
foram utilizados os tratamentos descritos na Tabela 1. As doses dos
produtos foram utilizadas seguindo as recomendacdes dos fabricantes,
exceto para o ASM, onde as doses utilizadas foram sugeridas de acordo
com estudos anteriores testes de dose e subdoses para mudas. As mudas
de cafeeiro, com quatro pares de folhas, foram pulverizadas com os
tratamentos até¢ o ponto de escorrimento, quinzenalmente, totalizando 3
aplicagdes. Sete dias apds a primeira aplicagcdo do produto foi realizada a
inoculagio com C. coffeicola, conforme metodologia descrita
anteriormente.

Foram realizadas avalia¢des semanais dos sintomas, verificando a
incidéncia ¢ severidade da cercosporiose, com o auxilio da escala

diagramatica proposta por Custddio et al. (2011). A partir desses dados,
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foi calculada a area abaixo da curva de progresso da incidéncia
(AACPID) da doenga em cada tratamento, segundo a formula de Shaner e

Finney (1977).

Tabela 1 Tratamentos e doses utilizados na protecdo de mudas de

cafeeiro contra a cercosporiose em casa de vegetagao

Tratamento Produto Dose (L)

1 ASM 0,05¢g
2 ASM 0.1g

3 Fulland® 5mL

4 Greenforce CuCa 1,53 mL
5 Greenforce KP 15mL
6 ET64 — Dioxido de Titanio 15 mL
7 Opera® 1,5mL

8 Testemunha inoculada -

®marca registrada

2.5 Estudo de expressio génica

Para o experimento de analise da expressdo génica da resposta das
plantas aos agentes indutores de resisténcia, foram utilizadas mudas de
cafeeiro produzidas conforme descrito no item 2.1, cultivadas em
condigdes controladas em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da UFLA, e transferidas para camara de crescimento

vegetal do tipo Fitotron, com 4 pares de folhas totalmente expandidas,
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aclimatadas por uma semana sob as seguintes condi¢des: temperatura
média de 25 °C, umidade relativa de 70% ¢ luminosidade de 12 horas
claro/escuro. A partir dos resultados do experimento anterior, foram
selecionados os tratamentos Greenforce CuCa ¢ ASM na dose 0,05gL"
para a realizacdo do experimento de expressdo génica, além da
testemunha pulverizada com agua. Os tratamentos foram aplicados em
uma unica dose, conforme tabela 1, até o ponto de escorrimento nas
folhas.

As coletas das folhas foram realizadas apds a aplicagdo dos
produtos nos tempos: 0, 24, 48 e 72 horas apds a aplicacdo (haa). Foram
coletados 2 pares de folhas superiores totalmente expandidas, em cada
tempo de coleta, envolvidas em papel aluminio, identificadas,
imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer, a -80 'C, até o momento das extracdes do RNA total.

O material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido e,
aproximadamente, 30 mg de cada amostra macerada foi utilizada para a
extragdo de RNA total, a qual foi realizada utilizando o kit SV Total RNA
Isolation System (Promega®), seguindo o protocolo do fabricante para

tecidos de plantas.
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As amostras que apresentaram alto grau de integridade e pureza
verificadas através de uma PCR convencional foram usadas para a sintese
de ¢cDNA, em que se utilizou o kit ‘SuperScript® III First-Strand
Synthesis SuperMix’ (Invitrogen), seguindo protocolo sugerido pelo
fabricante. As amostras (cDNA) foram armazenadas a -20 °C até o uso.

Primers especificos de genes de sinalizacdo e defesa na interacdo
cafeeiro-patégeno foram desenhados com o auxilio do software
Integrated DNA Technologies (IDT) (http://www.idtdna.com/site) e
sintetizados pela Sigma Aldrich (Tabela 2). Os genes utilizados neste
estudo foram selecionados a partir de estudos em café ardbica e apds
resultados positivos para ndo formagdo de dimeros, eficiéncia de
anelamento, verificados através de PCR convencional. Os genes GAPDH
e RPL7 foram utilizados como constitutivos, por serem estaveis e
constituintes normais das células, foram selecionados a partir dos estudos
de Barsalobres et al. (2009), além de também apresentarem eficientes nos
testes descritos acima.

A andlise da expressdo génica por qRT-PCR foi realizada em
sistema de detec¢do de sequéncias ABI PRISM 7500 Real-Time PCR

(Applied Biosystems), usando SYBR Green®.
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Para cada reagdo, as amostras que continham o cDNA foram
diluidas 10 vezes, adicionando 0,4 uL de cada par primer ¢ 5,0 uL de
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied BiosystemsTM). A
reacdo 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 e as condig¢des térmicas da
reacdo 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 (Versao 2.1).
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Tabela 2 Sequéncias dos primers utilizados para a analise de qRT-PCR.

Tamanho
Genes Sequéncia dos primers (5°-3°) do N° acesso
fragmento
Catalase (CAT) F: CAGGCACATGGATGGATCTGGTG
MN-SSH2-H06 R: 153 DQ124022*
TGGCTATGATTTGCTCCACCAACC
Glutationa .
idase (GPX) F: a
peg}x’ssm 10 GCGTGTCGAAGCAATTCTCGATTCT 172 DQ123923
) ) R: GTGGCCATCGTACGATCTGACC
Lipoxigenase (LPX)

F: CGGCGACTAATCCCTAATGAAA a
HT-SSHI-C08 R: GTCTAACCACGGCCAAGTATT 136 DQI23948

. F: GGAAGAAGTGGCAGCCTA b
Quitinase (CHI) R: GCAGGGTCAGGATAGGA 169 DQ124034

SGN-
F: TTGAAGGGCGGTGCAAA b
GAPDH R: AACATGGGTGCATCCTTGCT 59 U347734

F: GACCTTGCCCATGAGATCCTGAC
Rpl 7 R: 136
CCAGCATCGCCTCCTTCAACATAG

Legenda: *“Numero de acesso de acordo com o GenBank; "Numero de

SGN-
U351477°

acesso de acordo com SOL Genomics Network; F: sequéncia do primer

forward; R: sequéncia do primer reverse.

Os resultados foram normalizados usando CTs (ciclo Threshold)
obtidos para controles enddgenos presentes na mesma reagdo. O CT foi
determinado pelo numero de ciclos nos quais a fluorescéncia gerada
dentro de uma reagdo cruza a linha Threshold. O método usado foi o Cr

comparativo.
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A normalizagdo foi realizada utilizando-se a equagdo ACr = Cr
(gene alvo) - CT (controle endogeno). A calibragdo foi determinada pela
formula AACt = ACt (amostra) - ACr (calibrador). O calibrador ¢ uma
amostra usada como base para resultados de expressdo comparativa, neste
caso, o calibrador foi a testemunha em cada tempo de coleta. A
quantificacio relativa foi obtida pela formula 2% “ (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001).

2.6 Delineamento experimental

O experimento de avaliagdo do controle da cercosporiose em
mudas de cafeeiro foi instalado em delineamento de blocos casualizados
(DBC), com & tratamentos, trés blocos (repeticdes) e a parcela
experimental foi constituida por seis plantas. As mudas selecionadas
continham quatro pares de folhas totalmente expandidas, sendo que foram
selecionadas para avaliagdo apenas os dois pares de folhas superiores
totalmente expandidos. Este experimento foi repetido e as andlises
estatisticas foram feitas utilizando as médias dos dois experimentos. Os

resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparagao
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de médias realizada pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade
utilizando o programa estatistico Sisvar v. 4.3 (FERREIRA, 2000).

No experimento de expressdo génica, o delineamento
experimental utilizado foi blocos casualizados com 3 repeti¢des, 3 plantas
por parcela e 3 tratamentos, analisados em 4 tempos (0, 24, 48 ¢ 72 horas
apds aplicagcdo -haa), as folhas referentes as 3 plantas da parcela foram
misturadas, formando um pool, totalizando 36 amostras a serem
analisadas. As andlises dos efeitos das interacdes tratamento e tempo
foram feitas através do teste de Tukey, 5% de probabilidade utilizando o

software Sisvar v.4.3 (FERREIRA, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise da AACPID, observou-se que o fungicida Opera®
proporcionou um controle da doenga mais efetivo quando comparado aos
demais tratamentos testados (Figura 1). A aplicagdo do Greenforce CuCa
e do ASM na dose 0,05 g.L'I, também resultou em reducdo na severidade
da doenca, diferindo dos demais tratamentos. O fungicida Opera®

proporcionou controle de 77%, seguido do Greenforce CuCa com 38% e

ASM, na dose 0,05 g/L, com 35% (Figura 1).
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Figura 1 Efeito dos tratamentos sobre a cercosporiose em mudas de
cafeeiro. Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) e da
incidéncia (AACPI) da doenga. Controle da cercosporiose em
porcentagem apds os tratamentos com produtos quimicos e extratos a
base de subprodutos da cadeia produtiva do café. Barras com mesma letra
ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Os resultados para o experimento de expressao génica da resposta
aos indutores Greenforce CuCa e ASM ao longo de 0, 24, 48 ¢ 72 horas
apds os tratamentos estdo mostrados na Figura 2. De acordo com
resultados apresentados, pode-se observar que para os genes que
codificam as enzimas lipoxigenase e glutationa peroxidase, a maior
expressdo ocorreu as 48 horas, apos o tratamento com Greenforce CuCa
e, para o ASM a maior expressio ocorreu as 24 horas, correspondendo a 4
vezes mais que o tratamento greenforce CuCa no mesmo tempo,

observando um declinio com o passar das horas. J4 para os niveis
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transcritos dos genes que codificam as enzimas catalase e quitinase, a
maior expressdao ocorreu as 24 horas apds a aplicacdo do produto ASM,
correspondendo ao dobro da expressdo para Greenforce CuCa, no mesmo
periodo. Para o tratamento Greenforce CuCa, os maiores niveis de
expressdo ocorreram as 24 e 48 horas apos o tratamento. De uma maneira
geral, o produto Greenforce CuCa promove um aumento na expressao 48
horas apds a aplicacdo e o ASM tem respostas mais significativas as 24
horas.

A utilizagdo de indutores de resisténcia atua de maneira efetiva no
controle da cercosporiose do cafeeiro. Estudos comprovam que tanto em
campo quanto em casa de vegetacdo, o uso de produtos a base de extratos
provenientes da cadeia produtiva do café e o indutor ASM sao efetivos
agentes de controle contra doengas do café¢ (COSTA et al., 2014).

No trabalho de Patricio et al. (2007), foi observada uma
diminui¢do dos sintomas da cercosporiose em 55% com aplicacdo do
ASM, na dose 0,025g L enquanto que no presente trabalho o mesmo
produto proporcionou redu¢do dos sintomas em torno de 36% na dose de

0,05gL".
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Figura 2 Efeito dos tratamentos Greenforce CuCa e ASM em mudas de
cafeeiro. Expressdo relativa dos genes que codificam para as enzimas
lipoxigenase (A), catalase (B), glutationa peroxidase (C), quitinase (D),
nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas apos os tratamentos com os produtos. O
gene GAPDH e o RPL7 foram usados como controle endégeno. Barras de
erros representam o erro padrdo da média de trés repetigdes. As letras nas
barras de erros representam a analise os efeitos de cada produto aplicados
ao longo do tempo conforme Tukey 5% de probabilidade.
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Com relagdo as duas concentragdes do ASM testadas neste
trabalho, observou-se que a menor concentra¢io (0,05g L) proporcionou
maior controle da cercosporiose. Patricio et al. (2007) avaliaram o efeito

do ASM, nas concentragdes 25, 50 e 100 pg mL-1, na prote¢do de

cafeeiros 'Catuai' e 'Obatd' contra o fungo C. coffeicola; eles verificaram
um menor controle para a maior dose, correspondendo, respectivamente,
a uma protecdo de 47, 74 e 25%, nas aplica¢des em intervalo de 96 horas
entre tratamento e inoculagdo do patdgeno. Segundo Barguil et al. (2004),
a falta de resposta ao aumento da dosagem ¢ um indicativo da indugio de
resisténcia em plantas.

Em relagdo aos extratos a base de subprodutos da cadeia produtiva
do café, observou-se neste trabalho que o Greenforce CuCa proporcionou
uma significativa reducdo dos sintomas da doenga, com valores
equiparados ao controle quimico padrdo e ao indutor comercial ASM,
dado ndo evidenciado para o outro extrato ET-64 Dioxido de Titanio. Este
efeito pode ser atribuido a alguns dos componentes do Greenforce CuCa:
cobre e cdlcio, que supre a planta nestes elementos e pode intervir no
desenvolvimento da cercosporiose, uma vez que esta doenca tem relagdo

com o estado nutricional da planta (POZZA et al., 2000).
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Nos estudos de Amaral (2005), observou-se reducio na severidade
da cercosporiose de 40% e 37% em mudas tratadas com formulacdes a
base de extrato de casca de café e extrato de folhas de café com ferrugem,
respectivamente. Costa et al. (2014) verificaram que formulag@o a base de
subprodutos das industrias de café controla a cercosporiose em condi¢des
de campo, além de promover uma redu¢do da desfolha e aumento de
produtividade, o que comprova a atuagdo destes produtos em mudas e em
plantas adultas, corroborando com este estudo em que os niveis de
controle foram semelhantes.

Em estudos de mecanismos moleculares envolvidos na indugéo de
resisténcia de plantas contra patogenos, observa-se expressio de
diferentes genes de defesa, que estdo associados com a indugdo de
resisténcia em plantas (HAMMERSCHMIDT et al, 2001).
Semelhantemente, observou-se neste trabalho que os produtos ASM e
Greenforce CuCa induzem a expressao de genes de defesa em cafeeiro.

Os dados apresentados mostram que o Greenforce CuCa
proporcionou uma resposta rapida com a expressdo do gene que codifica
para a enzima lipoxigenase. Os tecidos vegetais, quando danificados

mecanicamente ou por patogenos, sofrem degradacdo de lipidios, cujos
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produtos iniciais sdo os hidroperdxidos resultantes da agdo das
lipoxigenases (SILVA et al, 2001). Os hidroperoxidos produzem
aldeidos, que inibem o crescimento de fungos, insetos e protozoarios na
planta (CROFT et al., 1993). A lipoxigenase ¢ uma enzima chave para a
formagdo do acido jasmonico, a partir do acido a-linolénico, levando a
formacdo do acido jasmonico, um importante hormdnio que sinaliza para
respostas a patdgenos necrotroficos (PIETERSE et al., 2014).

O mecanismo antioxidante ¢ importante para as plantas, uma vez
que expor as plantas a estresses bidticos e abioticos pode aumentar a
producdo das espécies reativas de oxigénio. Para sua propria protecdo
contra espécies intermediarias de oxigé€nio, as células das plantas e suas
organelas, como cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, empregam
um sistema de defesa antioxidante (HENG-MOSS et al., 2004).

Este sistema enzimdtico de defesa antioxidante tem limitado a
propagacdo dos processos oxidativos, permitindo que as células
mantenham a sua viabilidade contra a penetragdo de fungos em tecidos
vegetais (DJEBALI et al., 2011); que seria fundamental para o controle da
cercosporiose, uma vez que esta inicia sua penetragao cerca de 36 horas

apds a contato com os tecidos (SOUZA et al., 2011), indicando que
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quanto mais rapida for a defesa das plantas induzida pelos agentes
indutores, maior sera o sucesso de controle desta doenca.

Com relagdo ao gene que codifica a enzima catalase, o produto
ASM promoveu maior expressdo as 24 horas apds sua aplicagdo. Esta
enzima esta envolvida na decomposi¢c@o das espécies reativas de oxigénio
que sdo também uma das respostas de defesa associada a SAR
(ALVAREZ et al., 1998). Com relagdo ao produto Greenforce CuCa, sua
maior expressdo para catalase foi verificada 24 e¢ 48 horas apds a
aplicagdo.

Catalases sdo enzimas indispensdveis para desintoxificacdo das
células das plantas em condigdes de estresse, uma vez que elas sdo
responsaveis pela dismutagdo direta de H,O, em H,O e O,, removendo
este perdxido gerado nos peroxissomos por oxidases envolvidas na
oxidagdo de dacidos graxos, fotorespiracdo e catabolismo de purinas
(GILL; TUTEJA, 2010). Niveis elevados de H,O, sdo toxicos para a
planta, enquanto que as concentragdes mais baixas desempenham um
papel muito importante na transducdo de sinal nas plantas atacadas e nos

seus estressores bidticos, como fungos e insetos (PRASAD et al., 1994).
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Com relagdo a glutationa peroxidase, sua maior expressao ocorreu
também com o indutor ASM ap0s 24 horas de aplicagdo. Esta enzima atua
nos mecanismos antioxidantes eliminando as espécies reativas de
oxigénio. A glutationa ¢ um marcador da saude celular e sua queda ¢
indicativa de lesdo oxidante. A inativagdo efetiva das EROs exige a agdo
de uma série de enzimas trabalhando em sincronia, € neste caso a acdo
conjunta da CAT e GPX ¢ de fundamental importdncia para este
mecanismo.

A enzima quitinase apresentou maior expressdo com aplicacio
do ASM as 24 haa. Em estudos de expressdo génica relacionando o
indutor ASM, observa-se que para a quitinase, este agente induz uma
resposta rapida, logo nas primeiras horas apos a aplicagdo. Porém, para o
Greenforce CuCa, a quitinase teve uma expressao mais prolongada, fato
observado também nos perfis proteicos (capitulo 3). Extratos vegetais
apresentam atividade eliciadora em plantas, e sdo capazes de aumentar a
atividade de enzimas relacionadas a defesa induzida como a quitinase
(CAVALCANTI et al, 2005). Em estudos cujas plantas foram
posteriormente inoculadas com o patégeno, o ASM nao foi tao efetivo no

controle, porque a atividade da enzima ja havia baixado quando ocorreu o
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aparecimento dos sintomas (MARCHI et al., 2002). Provavelmente neste
caso, o Greenforce ofereceria protegdo mais duradoura, uma vez que a
quitinase foi super expressa por mais tempo.

Os dados apresentados neste trabalho, juntamente com as
pesquisas que estdo sendo feitas, evidenciam que a cercosporiose em
mudas pode ser controlada com agente de indug¢do de resisténcia,
incluindo os produtos a base de extratos provenientes da cadeia produtiva
do café, tornado uma ferramenta importante no manejo de doengas de
forma segura e menos toxica ao ambiente. Além disso, € possivel inferir
que o uso de eliciadores abioticos, como o Greenforce CuCa e ASM, ¢
capaz de ativar os mecanismos de defesa da planta através da produgao
expressiva de genes relacionados as enzimas do sistema antioxidante, que

protege a célula dos danos causados pelo patdgeno.

4. CONCLUSAO
O Greenforce CuCa e o ASM foram efetivos agentes de controle
da cercosporiose do cafeeiro, comparados ao fungicida padrio.
Greenforce CuCa e ASM atuam de forma diferente sobre a

expressdo de genes que codificam para enzimas relacionadas a
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resisténcia, sendo que o produto Greenforce CuCa promove uma maior
expressao da lipoxigenase as 48 haa, e o para 0 ASM a maior expressao
foi as 24 haa, para as enzimas glutationa peroxidase, catalase e da
quitinase.

Com relag@o aos genes que codificam para as enzimas de defesa
estudadas, o ASM ativa a expressdo mais rapida de genes, enquanto que o
Greenforce CuCa promoveu um aumento na expressdo destes genes de

forma mais lenta, porém mais duradoura.
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RESUMO

A andlise da protedomica vem sendo cada vez mais aplicada para
elucidar os mecanismos envolvidos na indugdo de resisténcia em plantas.
Assim, a realizacdo deste trabalho teve como objetivo analisar as
proteinas diferencialmente expressas em mudas de cafeeiro Coffea
arabica, cultivar Mundo Novo, apds aplicagdo de formulacido a base de
subprodutos da lavoura cafeeira (Greenforce CuCa), e de acibenzolar-S-
metil (ASM), visto que estes produtos induzem resisténcia no cafeeiro
contra doencas. Mudas de cafeeiro foram pulverizadas com Greenforce
CuCa, ASM e agua (testemunha) e o material foliar foi coletado as 0, 24,
48 e 72 horas ap06s a aplicacdo dos produtos. Foi realizada a extracdo das
proteinas totais das amostras e, em seguida, feita a eletroforese
bidimensional. Os spots diferencialmente expressos foram excisados dos
géis e realizada a espectrometria de massa para identificagdo dos mesmos.
Ap0s andlise dos géis, foi possivel encontrar 21 spots diferencialmente
expressos referentes ao tratamento Greeforce CuCa e 17 spots nos géis
referentes ao tratamentos ASM. No total destes spots, 51% das proteinas
apresentaram score significativo, sendo que destas, 47% correspondem ao
tratamento com ASM e 53% correspondem ao tratamento com
Greenforce CuCa. Na correlagdo de qual processo bioldgico as proteinas
identificadas fazem parte, observou-se que 44% das proteinas estdo
envolvidas em processos fotossintéticos, 28% relacionadas ao estresse
bidtico, 11% relacionadas a via glicolitica, 6% ao metabolismo
secundario, 6% relacionadas a regulagdo da transcricdo e 5% ao estresse
bidtico. Isto comprova que o Greenforce CuCa e o ASM proporcionam
alteragdes no metabolismo de mudas de cafeeiro, induzindo a expressdo
diferencial de proteinas de defesa.

Palavras chave: Protedmica; Inducdo de resisténcia; Espectrometria de
massas; Gel 2D.
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1 INTRODUCAO

As principais doengas fungicas do cafeeiro no Brasil (Coffea
arabica L.) sdo a ferrugem, causada por Hemileia vastatrix Berkeley &
Broome, e a cercosporiose, causada por Cercospora coffeicola Berkeley
& Cooke (VENTURA et al., 2007; ROMERO et al., 2010). A medida de
controle mais utilizada pelos produtores para estas doengas ¢ o manejo
quimico, com a utilizacdo de fungicidas sistémicos e protetores.
Entretanto, o uso indiscriminado de fungicidas pode causar danos ao meio
ambiente e aos seres vivos, além da possibilidade de surgimento de racas
e isolados dos patdgenos resistentes a estes produtos (AMARAL et al.,
2008; ABRAHAO et al, 2009). Assim, nos ultimos anos, tém se
intensificado pesquisas que buscam medidas alternativas de controle
destas doengas.

Estudos tém demonstrado que a utilizacdo de agentes que induzem
a resisténcia da planta, como o acibenzolar-S-metil (ASM) (GUZZO et
al., 2009, PATRICIO et al, 2007, GALDEANO et al, 2010) e
formulagdes a base de de subprodutos da cadeia produtiva do cafg,
provocam uma reducdo dos sintomas de doencas em cafeeiro e, em alguns
casos, melhoram o desenvolvimento e enfolhamento das plantas
(MONTEIRO, 2014; COSTA et al., 2014).

Diante do controle observado pela utilizacdo destes produtos,
surge a necessidade de entender os mecanismos envolvidos na resposta
das plantas aos mesmos. Estudos moleculares, como transcriptomica e
protedmica, sdo importantes ferramentas que estdo sendo cada vez mais

aplicadas e aprimoradas para elucidar os mecanismos envolvidos na
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inducgdo de resisténcia. Nos estudos de Possa (2015), com os indutores de
resisténcia Greenforce CuCa e Bion®, mostraram uma alteragio na
abundancia relativa de proteinas envolvidas no metabolismo energético
(fotossintese e respiracdo) e estresse/defesa, o que sugere alteracdes ao
nivel do metabolismo primario das células apds os tratamentos. Assim, a
analise protedmica pode complementar a transcriptomica, pois possibilita
identificar proteinas de uma célula ou tecido, bem como caracterizar
modifica¢des pds-traducionais ou interagdes proteina-proteina envolvidas
na resposta a estresses biodticos e abidticos (QUIRINO et al., 2010).

Em estudo do patossistema Arabidopsis thaliana-Plasmodiophora
brassicae realizado por Devos et al. (2006), foi possivel verificar que o
perfil proteico associado com defesa celular, metabolismo e diferenciagédo
celular, apresentou-se alterado entre raizes e caules infectados e ndo-
infectados. A identificagdo de proteinas expressas nas plantas ainda
carece de mais estudos (BINDSCHEDLER et al., 2006; YAN et al,
2006), uma vez que, os dados obtidos sdo cruciais para a melhoria das
anotagdes genOmicas, possibilitando a validagdo de ESTs (Expressed
Sequence Tags) por meio da comparagdo entre o gene transcrito € a
expressdo da proteina correspondente (VIEIRA et al., 2006).

Estudos recentes de protedmica em cafeeiro ressaltam o potencial
desta analise para uma melhor compreensdo e abordagem do que ocorre
no complexo celular durante a germinagdo, enchimento de gréos,
maturagdo das sementes e grdos de café (FRANCO et al 2010;
KOSHINO et al. 2008; GIL-AGUSTI et al. 2005; TAVEIRA et al., 2012;
LIVRAMENTO, 2014), além de outros processos importantes, como nos

mecanismos envolvidos na defesa das plantas de cafeeiro (GUERRA-
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GUIMARAES et al.,, 2009). Taveira et al. (2012), apds realizagdo de
andlises de grdos de café processados por via seca ou via umida,
elucidaram a ideia de que proteinas podem ser marcadores de qualidade
dos cafés, pois foram identificadas proteinas resistentes ao calor, por
eletroforese bidimensional.

Trabalhos relatam a andlise transcriptomica realizada em cafeeiro,
apds aplicacdo de ASM (GUZZO; HARAKAVA; TSAI 2009; NARDI et
al., 2006), e em tomateiro, apos aplicacdo de formulagdo a base de folhas
de cafeeiro (MEDEIROS et al., 2009), mostrando o efeito indutor de
resisténcia destes produtos. Visando o melhor entendimento do processo
de resposta das plantas a acdo do ASM e de formulacdo a base de
subprodutos da lavoura cafeeira (Greenforce CuCa), propos-se com este
trabalho analisar as proteinas diferencialmente expressas em mudas de

cafeeiro apos aplicagdo destes produtos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das mudas de cafeeiro

As sementes de cafeeiro da espécie Coffea arabica, cultivar
Mundo Novo, selecdo 376/4, foram adquiridas na Empresa de Pesquisa
Agropecudria de Minas Gerais (Epamig), Centro Tecnoldgico do Sul de
Minas, Lavras, MG, semeadas em bandejas de plastico contendo areia
lavada e, na fase de “orelha de onga”, foram transplantadas para sacos de
polietileno de 2,0 kg contendo substrato composto por terra, areia e
esterco bovino, na proporg¢do 2:1:1 (v/v/v).

As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo durante todo o
periodo experimental, irrigadas periodicamente e adubadas conforme
recomendacdo de Guimardes et al. (1999). Posteriormente foram
transferidas para o camara de crescimento do tipo Fitotron, mantidas a
25'C, umidade em torno de 70%, 12 horas claro/escuro para aclimatacio e

instalagdo do experimento.

2.2 Obtencao dos produtos

Utilizou-se a formulagdo a base de subprodutos da industria
cafeeira (Greenforce CuCa), cedida pela Agrofitness- Tecnologia
Agricola (empresa incubada na Universidade Federal de Lavras), na dose
1,53 mL/L", e o produto Bion® (acibenzolar-S-metil - ASM), na dose
0,05g/L", adquirido da Syngenta Protecio de Cultivos Ltda.
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2.3 Aplicacio dos tratamentos e coleta do material vegetal

Realizou-se a aplicagdo do ASM, do Greenforce CuCa e da agua
(testemunha) e, em seguida, foram realizadas as coletas do material nos
tempos: 0, 24, 48 e 72 horas apds a aplicagdo (haa) dos tratamentos.
Foram coletados 2 pares de folhas superiores totalmente expandidas, em
cada tempo de coleta, envolvidas em papel aluminio, identificadas,
imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer a -80 'C, até o momento da extracio das proteinas totais.

2.4 Extracio de proteinas totais

Para a obtengdo do extrato proteico, foi utilizado o protocolo
descrito por Ramagli (1999), adaptado para cafeeiro por Guimaraes et al.
(2009). O material foliar foi triturado em nitrogénio liquido, utilizando
almofariz e pistilo, até formar um pd fino. Em tubos contendo
aproximadamente um grama do macerado, para cada amostra bioldgica,
foi adicionado 1,5mL de tampdo de extra¢do (100mM de Tris-HCL pH
8,3, 5SmM EDTA, 100 mM KCL, 1% DTT e 250 mM de B-
mercaptoetanol). Esses tubos foram agitados por 20 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, para a precipitagdo das proteinas,
foram adicionados 1,5mL de solug@o de acido tricloroacético/acetona com
0,07% (v/v) de p-mercaptoetanol aos tubos, que foram mantidos em
overnight, por 12horas. Apods a precipitagio, as amostras foram
centrifugadas (20min, 4°C, 16.000 x g). O pellet formado foi lavado
quatro vezes com acetona e -mercaptoetanol (0,07% v/v). As amostras
foram filtradas em colunas do tipo PD SpinTrap G-25 (GE Healthcare

Life Sciences), seguindo recomendagdes do fabricante. A concentragdo de
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proteina de cada amostra foi estimada de acordo com Bradford (1976),
modificado por Ramagli (1999) e adaptado as placas de ELISA,
utilizando como padrdo albumina de soro bovino (BSA). Apds essa etapa

as amostras foram mantidas em freezer a -20°C, para posteriores analises.

2.5 Eletroforese bidimensional

As proteinas foram entdo separadas por focalizagdo isoelétrica
(IEF) utilizando fitas de gel de 13cm (Immobiline DryStrips), com
gradiente de pH ndo linear variando de 3 a 10. As tiras de gel foram
rehidratadas durante 14 horas a 20°C em tampao contendo tioureia 2M,
uréia 7M, 1,2% (v/v) do reagente DeStreak (Amersham Biosciences),
acrescido de tragos de azul de bromofenol, CHAPS 2% (p/v) e 0,5% do
tampao IPG (pH de 3 a 10 NL), para um volume final de 250ul de
solugdo e 100ug de proteinas.

Para a focalizacdo isoelétrica, as fitas foram posicionadas no
Manifold e cobertas com Cover Fluid (GE Healthcare). A focalizag¢ao
isoelétrica ocorreu a 20°C, a 300V, por 0,01 minuto; 3500V, por 1,5 hora;
3500V, por 4 horas utilizando sistema IPGpsor III- GE Helthcare. Ao
final da focalizagdo isoelétrica, as fitas foram armazenadas a -80°C para
posterior eletroforese de segunda dimenséo.

Antes da eletroforese de segunda dimensdo, as fitas de gel foram
equilibradas em 10 mL de solugdo contendo uréia 6 M, 30% (v/v) de
glicerol, 2% (w/v) SDS, Trizma base 75 mM pH 8,8 e com DTT 65 mM e
iodoacetamida 0,2M, sendo realizado em trés etapas: (1) tampdo com

DTT, em que as fitas foram deixadas em contato com a solugdo por 15



89

minutos; (2) tampao sem DDT e iodoacetamida, por 10 minutos; e (3) as
fitas foram mantidas em tampao com iodoacetamida por 15 minutos.

Para a realizagdo da eletroforese SDS-PAGE, as fitas de gel foram
colocadas no topo de géis de acrilamida 10% (v / v), com Bis acrilamida
40% 7,5mM, base Trizma 0,3mM, persulfato de amonio a 0,08% (w/v) e
0,04% (v/v) de TEMED. Tiras de gel foram seladas com agarose 1%
(w/v) de baixo ponto de fusdo, contendo agarose 0,2%, SDS, base Trizma
50 mM, 0,4M de glicina com trago de azul de bromofenol. Os géis foram
deixados durante 5 minutos para permitir a solidificagdo de agarose. A
eletroforese foi realizada a 20° C em tampao de SDS, glicina 95 mM,
Trizma base 12,5 mM, no Sistema Hoefer SE600 (GE Healthcare). As
condi¢des para a corrida foram: 15mA a 80V por 30 minutos, 25mA e
250V por 4,5 horas.

2.6 Coloraciao da proteina e analise dos géis 2D

Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250,
seguindo protocolo estabelecido para uso no laboratdrio Biotecnologia
Florestal da UFLA. Em seguida, os géis corados foram digitalizados
(ImageScanner Amersham Biosciences equipado com Ulmax MagiScan
4,6 no modo transmissivo com 300 dpi. Imagem). A andlise dos spots nos
géis foi realizada com ImageMaster 2D Platinum 5.0 (Amersham
Biosciences). Andlises de grupos, classes e teste estatistico foram entdo
realizadas pelo software teste t-Student (P <0,05) sendo considerados
diferencialmente abundantes os spots com Anova > 0,05, presente em

todas as amostras para cada tratamento.
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2.7 Identificaciio de proteinas por espectrometria de massa

Os spots diferencialmente expressos foram manualmente
excisados da mancha de Coomassie Blue no gel 2D, utilizando um
escalpelo estéril, desidratados com acetonitrila 100%, secos em speed vac
e tratados com a enzima tripsina (Promega®), a 58°C, por 30 minutos. Os
peptideos foram ressuspendidos em solucdo contendo acetronila 5% com
acido férmico 0,1%.

Para a espectrometria de massas, 40uL da solucdo peptidica foi
injetada, com o auxilio do injetor automatico (SL 20A HT), equipado
com um loop de 100pL, no UFLC (Modelo Prominence, marca
SHIMADZU). O sistema foi operado através do software Hystar (Bruker
Daltonik, v. 3.2.44.0). Uma pré-coluna de 5 mm analitica de 150 mmx75
um preenchida com fase estaciondria C18, 2,7 um (Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, Estados Unidos) foi utilizada para a separacdo dos
peptideos, conectada diretamente ao espectrdmetro de massa (tipo Q-
TOF, modelo micrOTOF QII, marca BRUKER DALTONICS). As
amostras foram injetadas através de um fluxo de 200 pL min~' em uma
solucdo a 5 % (v/v) acetonitrila e 0.1 % (v/v) AF em agua (Fluka, Buchs,
Suica). A fase mdvel (A) utilizada para separagdo foi um gradiente entre
agua, contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS Chromasolv-Fluka, e acetonitrila,
contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS Chromasolv-Fluka (B).

O fluxo para separagdo dos peptideos foi de 200 uL min . As
configuracdes utilizadas na espectrometria de massa foram: intervalo de
massa: 50-2500m/z; voltagem do spray: 2000 V; gas de secagem (N3)
temperatura: 180°C; fluxo: 9 L min'; funnel 1 RF 300.0 Vpp; funnel 2
RF 400.0 Vpp; Hexapolo RF 400.0 Vpp; energia do quadrupolo 5.0 eV;
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menor massa do quadrupolo 322.00 m/z; energia de colisdo 10.0 eV; RF
da colisdo 800.0 Vpp; tempo de transferéncia 150us; armazenamento pré-
pulso 5.0 us.

Os dados cromatograficos obtidos via LC-MS-MS foram
analisados com o software Bruker Data Analysis, version 4.0 (Build 253).
O espectro de MS/MS obtido utilizado para busca em banco de dados,
utilizando o software Biotools Version 3.2 (Bruker Daltonik).

Os espectros das amostras obtidas por MS e MS/MS foi submetido
a analise comparativa, utilizando-se o programa MASCOT
(http://www.mtrixscience.com), para a comparagdo das massas de
peptideos observados com bancos de dados e para a identificacdo das
proteinas mais provaveis. Os bancos de dados utilizados nas andlises
foram o do Genoma Café¢ (VIEIRA et al., 2006), do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e SWISSPROT 2010.

2.8 Instalaciio do experimento e delineamento experimental

Para o experimento de andlise protedmica da resposta das plantas
aos agentes indutores, foram utilizadas mudas de cafeeiro produzidas
conforme descrito no item 2.1, cultivadas em condi¢des controladas na
casa-de-vegetagdo do Departamento de Fitopatologia da UFLA, e
transferidas para camara de crescimento vegetal do tipo Fitotron, com 4
pares de folhas totalmente expandidas, aclimatadas por uma semana sob
as seguintes condigdes: temperatura média de 25°C, umidade relativa de
70% e luminosidade de 12 horas claro/escuro. O delineamento
experimental foi conduzido em blocos casualizados com 3 repeti¢des

constituidos de: 3 plantas por parcela (as folhas coletadas de cada planta
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foram juntadas formando o pool), com 3 tratamentos, analisados em 4

tempos (0, 24, 48 e 72 haa), totalizando 36 amostras a serem analisadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi analisado um total de 36 géis, sendo 12 para
cada tratamento: Greenforce CuCa, ASM e testemunha. Com o resultado
foi possivel verificar que a maioria das proteinas se concentraram nos géis
entre os pontos isoelétricos de 3-7 e com massas entre 20 e 100 kDa. Os
géis apresentaram uma média de 240 spots detectados.

Um total de 37 spots diferencialmente expressos nas imagens dos
géis de ambos os tratamentos foram excisados para o sequenciamento das
proteinas (ANEXO A). Destas, foram identificadas com score
significativo (acima do recomendado para cada proteina no que se refere a
confianga dos dados na sequencia peptidica) 51% das proteinas, sendo
que 47% correspondem ao tratamento com ASM, listadas na Tabela 1, e
53% correspondem ao tratamento com Greenforce CuCa, listadas na
Tabela 2.

Pode-se observar que ambos os tratamentos alteram a abundancia
das proteinas listadas, quando comparados com a testemunha, ao menos
em um periodo de tempo analisado. Em plantas tratadas com ASM, as
proteinas correspondentes aos spots 26b (Polypeptide fotossistem II 23
kDa) e 8b (Chitinase class III) tiveram sua abundéancia crescente ao longo
do tempo apos a aplicagdo do indutor. J4 as proteinas 50b (ATP syntase
subunit beta), 41b (Unknown), 11b (Full Sedoheptulose-1,7-bisphosphate
chloroplast) e 201b (Stromal Protein 70 kDa heat shock chloroplast)
tiveram sua maior abundancia a 0 haa, decrescendo ao longo do tempo. Ja

as proteinas 28b (Hypothetical Protein), 2b (ATP syntase chloroplast) e
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75b (Protein predicted) obtiveram suas maiores abundancias entre 24 e 48
haa (Tabela 1).

Para o tratamento Greenforce CuCa, as proteinas correspondentes
aos spots 20c (Glyceraldeide dehydrogenase phosphate), S1c (Chitinase
class III), 71c (Ribulose byphosphate) e 82c (Malate dehydrogenase
mitochondrial), tiveram sua abundancia crescente ao longo do tempo e as
demais proteinas, como 131c (Subunidade IV reaction central,
chloroplast), 7c (Rieske iron-sulphur protein precursor) 8c (Cytochrome
b6-f complex iron-sulfer subunit, chloroplastic), 50c (Isoflavone
reductase-like), 86c (Glyceraldeide 3-phosphate dehydrogenase, cytosol)
e 145c (Protein ribossomal L12, chloroplast), foram mais abundantes as
24 e/ou 48 haa, apresentando redugdo as 72 haa (Tabela 2). Este
comportamento da abundancia proteica evidencia o periodo e a
permanéncia de resposta ativada pelos indutores, que neste caso, ¢
evidenciado que o ASM promove uma resposta, mas esta ndo se mantem
ao longo do tempo. J& o Greenforce CuCa mostrou que as respostas se
iniciaram entre as 24 e que estas foram crescentes até as 72 haa para um

maior numero de proteinas analisadas neste trabalho.



Tabela 1 Proteinas diferencialmente abundantes encontradas em folhas de Coffea arabica L. cv. Mundo Novo
apds aplicacdo de acibenzolar-S-metil e identificadas por andlise dos peptideos por espectrometria de
massa por eletrospray

Legenda: IS - Identificagdo dos spots; IP — Identificagdo das proteinas; SE — score encontrado; GI — Identificagdo do acesso no

GenBank; Exp/Th Mr - Massa molecular (Mr) teérica (Th) e experimental (Exp) dos peptideos identificados; HAA: horas
apos aplicagdo, e (T) Testemunha.

Volume relativo das médias . Sequéncia dos Exp/
IS dos spots ao longo do tempo 1P SE  Organismo Gl peptideos Th Mr
.3
g .
s Polyptide L
266 51 fotossystem I 36 1 icotiana gil19896  K.EVEFPGQVLRY |172:6195
& tabacum 1172.6190
T o 23 kDa
) T 0 24 48 72
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04
g Protein PR . 1078.5338
28b <§o,z hypothetical 40  Vitis vinifera  gi|147861524 K.MSELENGKR.E 1078.5077

o

T 0 HEA 48 72
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“Tabela 1, continuag¢do”

Volume relativo das médias dos

Sequéncia dos  Exp/

1S spots ao longo do tempo 1P SE Organismo Gl peptideos Th Mr
.08
% 06
2 04 Stromal
s Protein 70 kDa o . R.NTTLPTSK 860.4605
201b é 0,2 heat shock 275 Spinacia oleracea  gi|1143427 3 860.4603
0 Chloroplast
T 0 HNA 48 72
E ATP syntase L . K.TVIDPSLV 1487.8229
2b : Chloroplast 132 Spinacia oleracea  gi|114584 AGFTIRY 14878348
T 0 HEA 48 72
Full
Sedoheptulose
11b 1,7 84 Triticum aestivum  gil1173347 <MESPGNL 936.4548
R.A 936.4487
byphosphate
Chloroplast
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“Tabela 1, continuag¢do”

Volume relativo das médias dos . Sequéncia dos Exp/
1S spots ao longo do tempo 1P SE Organismo Gl peptideos Th Mr
.08
206
s 04
4y & Unknown 150 Populous 4110488941 K-ENFEDLPEK.
$02 trichocarpa F
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75 Populous . K. TAGGLLTE
b %8 trichocarpa gil224141565 ATK.E
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8b 30 Coffea arabica gi18200080 LV
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“Tabela 1, conclusdo”

Volume relativo das médias , Sequéncia dos Exp/
IS dos spots ao longo do tempo 1P SE  Organismo Gl peptideos Th Mr
08
'fé 0,6
=04
g ATP syntase Coffea . 1006.578:
>0b £02 subunit beta arabica gi[7708197  K.LSIFETGIK.V 1006.569¢
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Tabela 2 Proteinas diferencialmente abundantes encontradas em folhas de Coffea arabica L. cv. Mundo Novo

apods aplicacdo de Greenforce CuCa e identificadas por analise dos peptideos por espectrometria de
massa por eletrospray
Legenda: IS - Identificagdo dos spots; IP — Identificagdo das proteinas; SE — score encontrado;, GI — Identificagdo do acesso

no GenBank; Exp/Th Mr - Massa molecular (Mr) teérica (Th) e experimental (Exp) dos peptideos identificados; HAA: horas
apos aplicagdo.

Volume relativo das médias . Sequéncia dos Exp/

I8 dos spots ao longo do tempo 1P Score> SE  Organismo Gl peptideos Th Mr
2

IE 15

o Glyceraldeide .

e 1 Y
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20c g 05 dehi((l)rsoizr::se 12 16  Coffea arabica | TGAAK A 14337514

R, phosp:

)

%1,5

g1 Chitinase class o R.TGVVDQVR. 872.4752
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T 0 HHMA 48 72
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“Tabela 2, continua¢do”

Volume relativo das médias . Sequéncia dos Exp/
IS dos spots ao longo do tempo 1P Score>  SE  Organismo Gl peptideos Th Mr
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“Tabela 2, continua¢do”
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Em andlise realizada com o auxilio do Software Mercator, por
meio do nimero de acesso no Genbank das proteinas identificadas, foi
possivel correlacionar estas ao processo bioldgico que estdo associadas
(Figura 1). As proteinas identificadas correspondem, em sua maioria, a
processos fotossintéticos, correspondendo a 44%, seguido de 28% de
proteinas envolvidas em resposta ao estresse abiotico, 11% correspondem
a via glicolitica, 6% ao metabolismo secundario, 6% relacionadas a

regulacdo da transcricdo e 5% ao estresse bidtico (Figura 1).

PROCESSO BIOLOGICO

M processos fotossinteticos
M via glicolitica

m estresse biotico

M estresse abiotico

m metabolismo secundario-

flavonoides
W regucdo da transcricdo

5%

Figura 1 Relagdo biologica das proteinas diferencialmente abundantes,
encontradas em folhas de Coffea arabica L. cv. Mundo Novo e
identificadas por analise dos peptideos em espectrometria de
massa por eletrospray. Andlise realizada no Programa Mercator,
acessado através do link: http://mapman.gabipd.org/web/guest/
mercator

Para a andlise relacionada aos componentes celulares (Figura 2),
nota-se uma correlagdo com a figura 1, visto que a maioria das proteinas
identificadas estd envolvida nos processos fotossintéticos. Pode-se

observar uma maior predominancia de proteinas que atuam nas organelas
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celulares e citosol, tais como mitocondrias, cloroplastos, tilacoides, entre
outras, correspondendo a 82% das proteinas identificadas. As demais
atuagdes proteicas foram no nucleo, sistema de endomembrana e
ribossomo, correspondendo cada componente celular a 6% das proteinas

totais identificadas (Figura 2).

COMPONENTE CELULAR

M organela
6%

A

M sistema de endomembrana
nucleo

W ribossomo

Figura 2 Localizagdo celular das proteinas diferencialmente abundantes,
encontradas em folhas de Coffea arabica L. cv. Mundo Novo, ¢
identificadas por analise dos peptideos por espectrometria de
massa por eletrospray. Analise realizada no Programa Mercator,
acessado através do link: http://mapman.gabipd.org/web/guest/
mercator

As proteinas tém funcdes bioquimicas e fisioldgicas fundamentais
no metabolismo dos organismos e qualquer alteragdo por meios bidticos e
abidticos interfere em seu perfil proteico. Os avangos na protedmica tém
possibilitado o estudo de processos biologicos dinamicos com a analise
sistematica do perfil proteico expresso sob determinada condigdo em um
organismo, ¢ ainda possibilita mapear os caminhos metabdlicos

(PANDEY; MANN, 2000; PATTERSON; AEBERSOLD, 2003).
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A maioria das proteinas identificadas apresentou homologia com
sequéncias de outras plantas, tais como Triticum aestivum, Cucumis
sativus, Nicotiana tabacum, Vitis vinifera, entre outras (Tabela 1 ¢ 2).
Essas espécies apresentam um grande nimero de sequéncias de proteinas
depositadas em bancos publicos, como o NCBI, e s6 a homologia indica
que essas proteinas sdo altamente conservadas entre as espécies lenhosas
e ndo lenhosas.

Cinco proteinas tiveram homologia com Coffea arabica. Um
estudo da evolugdo e composicdo gendmica de C. canephora revelou
consideravel conservagdo da microcolinearidade entre esta espécie ¢ V.
vinifera (GUYOT et al., 2009). Lin et al. (2005) também relataram um
alto nivel de conservagdo entre o genoma de C. canephora e de outras
espécies dicotiledoneas, tais como Solanum Iycopersicon e Populus
trichocarpa. Embora recentemente foi anunciado o sequenciamento
completo do genoma de C. canephora (DENOEUD et al., 2014), o
sistema de busca em banco de dados precisa ser atualizado para que
possam ser feitas as homologias, fato que até a realizagdo destas andlises
ainda ndo havia sido feito.

Em estudo do proteoma de plantas apds aplicagdo de eliciadores
abioticos, Hao et al. (2014) identificaram 37 proteinas em cotilédones de
pepino apos tratamento com glucohexaose. As proteinas identificadas
estavam envolvidas na fotossintese, respiracdo, traducdo, fosforilagdo e
antioxidante. Além disso, foi observado um acimulo de especies reativas
de oxigenio (EROs) ativando o mecanismo de resisténcia induzida e
abundéancia de NADPH oxidase, que inicia a explosdo oxidativaEm outro

estudo com aplicacdo de acido salicilico, observou-se abundancia de
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proteinas relacionadas a defesa, como peroxidases classe III e B-1,3-
glucanase, em videira (BELCHI-NAVARRO, et al., 2013).

Neste trabalho, observou-se que 44% das proteinas
diferencialmente expressas estdo relacionadas a processos fotossintéticos.
Isto ja era esperado, uma vez que o material em estudo foi folhas. Estudos
tém evidenciado esta abundancia de proteinas, em que a maioria das
proteinas identificadas estd relacionada a fotossintese. No estudo do
proteoma de folhas de Medicago truncatula, Castillejo et al. (2010)
observaram que 33% das proteinas identificadas atuam na fotossintese.
Na andlise do proteoma de folhas de videira, também foi identificado um
percentual de 20% (LIU et al, 2014), o que em ambos os estudos
correspondia a maioria das proteinas identificadas.

Ha uma correlacdo entre sistema fotossintético ¢ defesa das
plantas, principalmente em relagdo a processos oxidativos. Takahashi et
al. (2003), em experimento com Arabadopisis, concluiram que o consumo
de energia fotoquimica, como ATP e NADPH, através da via
fotorespiratoria, ajuda a evitar danos fotooxidativos no fotossistema II.
No presente trabalho, observou-se que a proteina Polipeptideo
fotossistema II (Spot 26b) foi diferencialmente expressa em folhas de
cafeeiro apos tratamento com ASM. O aumento da abundancia desta
proteina ao longo do tempo, possivelmente, ¢ devido a prote¢do da
maquinaria fotossintética contra estresses oxidativos. As plantas precisam
dissipar o excesso de energia luminosa, o que pode ser alcangado também
mediante aumento nos niveis de xantofilas e carotenos ou por atuagdo do

sistema de defesa antioxidativo (ASADA, 1999).
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Neste trabalho, foi observado, ao longo do tempo, maior
abundancia da proteina Malato desidrogenase mitocondrial (spot 82c) em
plantas tratadas com Greenforce CuCa. Esta proteina atua no ciclo do
acido citrico e na mitocondria, sendo que a conversdo de malato a
oxaloacetato ¢ catalisada por esta enzima.

Enzimas envolvidas na via glicolitica, como a Gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase, observada neste trabalho pelo spot 86c¢, apos
tratamento com Greenforce CuCa, também atuam no sistema de defesa
das plantas. Estudos verificaram um aumento dos niveis de metabdlitos
envolvidos na via glicolitica durante a interagdo incompativel entre
Phytophthora nicotianae ¢ Nicotiana tabacum (SCHARTE et al., 2005).

O aumento de enzimas relacionadas a resisténcia ¢ uma excelente
fonte de estudos protedmicos, visto que estas alteram o estado fisioldgico
da célula (KOLOMIETS et al. 2001). Proteinas relacionadas ao estresse
tém sido as mais estudas em café, principalmente em estudos protedmicos
relacionados ao estresse hidrico (COSTA, 2014, MARRACCINI et al,,
2012). No presente estudo, observou-se proteinas relacionadas ao estresse
bidtico e abidtico, que foram diferencialmente expressas, como as
proteinas que correspondem aos spots 201b (Proteina estromatica 70 kDa
heat shock cloroplasto), 51c e 8b (Quitinases classe III).

As quitinases sdo proteinas envolvidas no sistema de defesa de
varios organismos em resposta ao estresse biotico e abidtico (VAN
LOON, et al., 1994; KWON et al., 2007). Neste trabalho foi identificado
quitinase do tipo III em plantas tratadas com ASM e Greenforce CuCa,
através do spots 8b e Slc, respectivamente. Em ambos os tratamentos

foram observados aumento crescente da abundancia desta enzima ao
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longo do tempo. O spot 8 provavelmente se refere a uma isoforma, pois
ndo corresponde ao ponto isoelétrico comum a quitinase (GERRA-
GUIMARAES et al., 2009). Muitas proteinas sofrem modificagdes pos-
traducionais como remocao de peptideos sinais, fosforilagao, glicosilacao,
e entre outros que sdo extremamente importantes para atividade e
localizagdo sub-celular (KRISHNA; WOLD, 1993; GARAVELLI et al.,
2001).

As quitinases podem ser requisitadas tanto para a morfogénese das
paredes celulares como para a lise da quitina, quando hd demanda de
energia pela célula (GOODAY, 1977), o que explica o fato desta ser
encontrada nas testemunhas, embora menos abundante que nos demais
tratamentos. Em estudos de expressio de quitinases em condigdes
normais pode também ser devido ao fato de que estas enzimas também
estarem entre os genes mais expressos em café (LIN et al., 2005).

As quitinases sdo proteinas indicativas do estado de indugdo
(SILVA et al., 2004), e para este trabalho o Greenforce CuCa foi o maior
ativador do estado de inducdo quando se verifica os dados do perfil
proteico. Estudos protedmicos evidenciam os niveis de inibi¢do e de
superexpressao dessas proteinas focalizando o monitoramento e a analise
de suas propriedades e seus envolvimentos em redes moleculares de
sinalizacdo e defesa de plantas contra estresses (MONTI et al., 2005).

E evidente que este estudo mostra uma condigdo parcial sobre o
que acontece nas plantas sob uma determinada condi¢do. Problemas na
identificagdo de sequéncias em analises protedmicas estdo relacionados a
ndo produgdo de scores significativos, ja& que varios destes estdo

incompletos ou ndao foram estabelecidos nos bancos de dados (MEDINA
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et al., 2005). Scores com baixo valor também nao foram considerados por
seus resultados ndo serem confiaveis.

Este trabalho evidencia a presen¢a de proteinas relacionadas a
defesa das plantas que se mostraram abundantesapds tratamento com
indutores de resisténcia. No entanto, muitos peptideos nido apresentaram
homologia significativa nos bancos de dados pesquisados, ressaltando a
necessidade de aperfeicoar as técnicas empregadas e atualizar os dados

para um maior conhecimento.
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3 CONCLUSAO

O tratamento com indutores de resisténcia altera o perfil proteico
da maior parte das proteinas diferencialmente abundantes estdo
envolvidas em processos fossintéticos.

Foram encontradas proteinas relacionadas aos processos de defesa
das plantas em resposta a estresse biotico e abiotico, como a Chitinase
class III e a Stromal Protein heat shock;

ASM provocou aumento das proteinas Polyptide fotossystem II e
Chitinase Class III, comparado com a testemunha enquanto, o Greenforce
CuCa provocou aumento das proteinas GAPDH, Chitinase Class III,
Malate dehydrogenase mitochondrial e Ribulose bisphosphate

carboxilase, comparado a testemunha.
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ARTICLE 2 PROTEINS DIFFERENTIALLY EXPRESS IN
COFFEE (Coffea arabica L.) AFTER TREATMENT WITH
RESISTANCE INDUCERS

ABSTRACT

Proteomics has been increasingly applied to elucidate the mechanisms
involved in the resistance induction of plants. Thus, this work aimed to
analyze the differentially expressed proteins in Coffea arabica seedlings,
cultivar Mundo Novo, after the application of the sub products-based
formulation of coffee plantations (Greenforce CuCa), and acibenzolar-S-
methyl (ASM), as these products provide control of major diseases of the
coffee plantations and induce resistance., Coffee seedlings were sprayed
with Greenforce CuCa, ASM and water (control) and the leaf material
was collected 0, 24, 48 and 72 hours after the application of the products.
The extraction of total proteins of the samples was performed and then
taken to two-dimensional electrophoresis. The differentially expressed
spots were excised from the gels and mass spectrometry performed for
identification. After the analysis of the gels, 21 differentially expressed
spots were found in the gels related to the Greeforce Cuca treatment and
17 spots in the gels related to the ASM treatments. In all these spots, 51%
of the proteins showed a significant score, and of these, 47% correspond
to treatment with ASM and 53% correspond to treatment with Greenforce
CuCa. In the correlation of which biological process the identified
proteins are part of, it was observed that 44% of the proteins are involved
in the photosynthetic processes, 28% related to biotic stress, 11% related
to the glycolytic pathway, 6% related to secondary metabolism, 6%
related to transcriptional regulation and 5% to biotic stress. This proves
that the Greenforce CuCa and ASM provide changes in coffee seedlings
metabolism, inducing the differential expression of defense proteins.

Keywords: Proteomics. Resistance induction. Mass spectrometry. 2D gel.
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ANEXO A - Gel 2-DE corado com Colloidal Coomassie Blue G-250, representando proteinas
diferencialmente expressa de folhas cafeeiro apds o tratamento com indutores de resisténcia GreenForce CuCa
ou ASM. Os numeros indicados na imagem correspondem aos spots das proteinas isoladas do gel e,
subsequentemente identificadas (maiores detalhes, ver tabela 1)
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