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GALDEANO, D. M. INDUCAO DE RESISTENCIA E EXPRESSAO DE GENES DE DEFESA
EM CAFEEIRO A Cercospora coffeicola. Sdo Paulo. 2010. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

Uma das abordagens promissoras para o controle de Cercospora coffeicola Berkeley &
Cooke, agente causal da cercosporiose do cafeeiro, consiste na utilizagdo de agentes
bidticos ou abidticos, menos toxicos ao homem e ao meio ambiente, que atuem como
indutores de resisténcia ativando os mecanismos de defesa inerentes das plantas. Desta
forma, os objetivos deste trabalho foram determinar a inducdo de resisténcia em cafeeiro
suscetivel a cercosporiose utilizando os agentes bidticos, Bacillus thuringiensis (Bt), o
produto comercial Dipel PM® & base de Bt, polissacarideos extraidos de Saccharomyces
cerevisiae e proteina harpina, e 0 agente abidtico, acibenzolar-S-metil (ASM), além da
caracterizacdo de genes associados a indugéo de resisténcia na interacdo Coffea arabica —
C. coffeicola. Para isso, cafeeiros suscetiveis ao patdégeno foram tratados com os agentes e
ap6s 72 h inoculados com uma suspensdo de conidios de C. coffeicola, sendo
posteriormente avaliados quanto a severidade 30 e 60 dias apés a inoculacdo do patégeno.
Foi constatado que o ASM (25, 50, 100 e 200 ug mL™), o produto Dipel PM® (5, 10 e 20 mg
mL™), os polissacarideos de S. cerevisiae (400 Eq pg de manose mL™) e a proteina harpina
(7,5; 15 e 30 ug mL™) protegeram os cafeeiros ‘Mundo Novo’ contra cercosporiose, quando
avaliados 30 dias ap6ds a inoculagdo com o patdgeno. No entanto, somente o ASM, a 200 pg
mL™, protegeu as plantas de cafeeiro contra C. coffeicola 60 dias ap6s a inoculacdo do
patdgeno. Entretanto, quando a proteina harpina (15 pg mL™) e os polissacarideos de S.
cerevisiae (400 Eq pug de manose mL™) foram re-aplicados nas plantas 30 dias apés um
tratamento prévio com 0s estes agentes, protegeram o0s cafeeiros contra cercosporiose
quando os sintomas foram avaliados 60 dias ap6s a inoculagdo com C. coffeicola. Contudo,

0 ASM protegeu os cafeeiros contra a doenca com uma ou duas aplicacbes foliares na
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concentragdo de 200 pg mL™. Os ensaios in vitro revelaram que o ASM, os polissacarideos
de S. cerevisiae e a harpina nao inibiram o desenvolvimento micelial de C. coffeicola. Além
disso, os metabdlitos volateis produzidos por B. thuringiensis néao interferiram diretamente
no desenvolvimento de C. coffeicola, porém, os compostos da bactéria, difusiveis no meio
de cultura, o inibiram in vitro. O ASM, a harpina e os polissacarideos de S. cerevisiae ndo
inibiram a germinacéo dos conidios de C. coffeicola in vitro, porém, as concentragfes 30 e
120 pg mL™* de harpina estimularam significativamente a germinacéo dos mesmos. Tendo
sido comprovada a protecdo em cafeeiro a cercosporiose pela aplicacdo de ASM e proteina
harpina, estes indutores foram utilizados nos estudos de expressdo génica. A expressao
temporal avaliada por RT-PCR quantitativo revelou que o gene codificador de B-1,3-
glucanase aumentou acentuadamente em cafeeiro tratado com ASM, 48 e 72 h apos a
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 n&o tratadas com o indutor de
resisténcia somente 7 dias ap0s a inocula¢do. A proteina harpina induziu a expresséao do
gene codificador de ACC oxidase em cafeeiro sem a presenca do patdégeno, enquanto que
em cafeeiro tratado com ASM, a expressdo desse gene aumentou apenas 72 h apés a
inoculagdo com C. coffeicola. O aumento quantitativo da expresséo dos genes codificadores
de ascorbato peroxidase e proteina LRR ocorreu pela presenca de C. coffeicola ap6s 48 h

em plantas apenas inoculadas.

Palavras-chave: Cercosporiose, Bacillus thuringiensis, acibenzolar-S-metil, harpina,

Saccharomyces cerevisiae, qRT-PCR
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GALDEANO, D. M. INDUCTION OF RESISTANCE AND DEFENSE GENE EXPRESSION IN
COFFEE AGAINST Cercospora coffeicola. Sdo Paulo. 2010. Dissertation (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

ABSTRACT

A promising alternative to control brown eye spot caused by Cercospora coffeicola Berkeley
& Cooke in coffee plants, consist in the use of biotic or abiotic agents, less harmful to human
health and the environment, that act as inducers of natural disease resistance in plants. In
this sense, this study has the purpose to verify the induction of resistance in susceptible
coffee plants to brown eye spot employing as biotic agents, Bacillus thuringiensis (Bt), the
commercial Bt formulation Dipel PM®, polysaccharides extracted from Saccharomyces
cerevisiae and harpin protein, and as abiotic agent, the synthetic compound acibenzolar-S-
methyl (ASM), besides the characterization of the genes associated with induction of
resistance on the interaction Coffea arabica — C. coffeicola. For the studies, susceptible
coffee plants ‘Mundo Novo’ were treated with the agents and after 72 h inoculated with a
suspension of C. coffeicola conidia and the symptoms were evaluated 30 and 60 days after
the inoculation with the pathogen. The results revealed that ASM (25, 50, 100 and 200 pg
mL™), Dipel PM® (5, 10 and 20 mg mL™), polysaccharides from S. cerevisiae (400 Eq pg of
mannose mL™) and the harpin protein (7,5; 15 and 30 pg mL™) protected the coffee plants
against brown eye spot, when evaluated 30 days after inoculation with the pathogen.
However, only the ASM, 200 pg mL™, protected the coffee plants against C. coffeicola 60
days after inoculation with the pathogen. On the other hand, when the harpin protein (15 pg
mL™) and the polysaccharides from S. cerevisiae (400 Eq pg of mannose mL™) were re-
applied on plants previously treated with these agents 30 days before, the coffee plants were
protected against brown eye spot, even when the symptoms were evaluated 60 days after
inoculation with C. coffeicola. Nevertheless, the ASM protected the coffee plants against the

disease with one or twice foliar applications in the concentration of 200 pg mL™. The in vitro
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assays revealed that the ASM, the polysaccharides from S. cerevisiae and the harpin protein
did not inhibit the mycelial growth of C. coffeicola. Moreover, the volatile metabolites
produced by B. thuringiensis did not directly affect the mycelial growth of C. coffeicola in
culture medium, while bacterial diffusible compounds inhibited it. The ASM, harpin protein
and polysaccharides from S. cerevisiae did not inhibit the in vitro germination of C. coffeicola
conidia. However, the concentrations of harpin 30 and 120 pg mL™ significantly stimulated
the germination of the pathogen. Since the ability of ASM and harpin as resistance inducers
in coffee plants against brown eye spot was verified, these inducers were employed in gene
expression studies. The temporal gene expression evaluated by quantitative RT-PCR
revealed that the gene encoding p-1,3-glucanase markedly increased in coffee plants treated
with ASM, 48 and 72 h after inoculation with C. coffeicola, when compared with control plants
treated with water or just inoculated with the pathogen in the same time intervals. However, a
gquantitative increase in the expression of this gene was also detected in non-induced plants
only 7 days after pathogen inoculation. In the harpin-treated coffee plants, the relative
expression level of ACC oxidase transcripts markedly occurred 72 h after the resistance-
inducer treatment, while in ASM-treated plants, the expression level of this gene increased
only 72 h after inoculation with C. coffeicola. Increased quantitative expression of genes
encoding ascorbate peroxidase and LRR protein was induced by C. coffeicola in non-treated

plants, 48 h after inoculation.

Keywords: Brown eye spot, Bacillus thuringiensis, acibenzolar-S-methyl, harpin,

Saccharomyces cerevisiae, gRT-PCR.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior exportador e o segundo consumidor mundial de café, sendo que
0s maiores Estados produtores sdo Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parana
(CONAB, 2009).

Para que o Brasil continue a liderar a producao e exportacao do café é necesséria a
modernizacdo da producdo, tanto pelo uso de cultivares com boas caracteristicas
agrondmicas, como pelo controle fitossanitario e cuidados na pos-colheita (PEREIRA, 2006),
pois a deficiéncia nutricional, 0 manejo inadequado da lavoura, as pragas e as doencas séo
0S principais responsaveis pela redugdo da qualidade e da produtividade do cafeeiro
(JUNIOR et al., 2003).

Dentre as doengas que atingem o cafeeiro, a cercosporiose é uma das mais antigas
e importantes. Seu agente etiolégico, Cercospora coffeicola Berkeley & Cooke, disseminado
por vento, agua ou insetos, esta presente de forma endémica em quase todas as regides
gue apresentam condi¢cdes favoraveis ao seu desenvolvimento (MATIELLO, 2002). Os
principais prejuizos ocasionados pela cercosporiose consistem na queda de folhas e
raquitismo das mudas em condi¢cdes de viveiro e, em lavouras novas, acarreta queda de
folhas, de frutos e a seca de ramos produtivos, ap0s as primeiras producdes. Em lavouras
adultas, causa amadurecimento precoce, queda prematura e chochamento dos frutos,
depreciando a qualidade do café (CARVALHO; DA CUNHA; MOURA, 2008).

Essa doenca vem sendo controlada pelo manejo e praticas culturais e/ou pela
aplicacdo de fungicidas de contato e/ou sistémicos, como os triazoéis, estrobirulinas e outros.
Porém, um dos maiores desafios para os pesquisadores tem sido desenvolver e estabelecer
métodos eficientes de controle de pragas e doencas de baixo impacto ambiental. Nesse
contexto, a inducdo de resisténcia em plantas constitui-se em uma importante ferramenta
para 0 manejo fitossanitario sustentavel e integrado, através da utilizagdo de produtos
biéticos ou abidticos, menos toxicos ao homem e ao meio ambiente, que atuam como
indutores dos mecanismos de defesa inerentes das plantas (STANGARLIN; PASCHOLATI,
1994; RYALS et al., 1996; GUZZO et al., 2001).

A resisténcia ativada em plantas normalmente suscetiveis a um determinado
patdégeno, em resposta a aplicagdo de diferentes produtos ou microrganismos, € conhecida
como resisténcia sistémica adquirida ou resisténcia induzida e vem sendo demonstrada em
vérias interagfes planta-patdgeno, podendo resultar em uma protecdo sistémica a longo
prazo contra uma ampla variedade de patégenos (METRAUX, 2001; HAMMERSCHMIDT;
METRAUX; VAN LOON, 2001).

Diversos indutores de resisténcia abioticos vém sendo utilizados nesses estudos,



como por exemplo, o composto éster S-metil do &cido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico
(acibenzolar-S-metil, ASM). A aplicacdo prévia de ASM em plantas resulta na ativacédo de
diversos mecanismos de defesa, conferindo protecdo sistémica contra diferentes patégenos
em Varias culturas, como o feijoeiro, cacaueiro e cafeeiro (GUZZO et al., 2001; RESENDE et
al., 2002; IRITI; FAORO, 2003a; PATRICIO et al., 2007; NOJOSA et al., 2009). Diferentes
agentes bidticos apresentam, também, efeitos significativos como ativadores de
mecanismos de defesa de plantas protegendo-as contra o efeito de diversas doengas como,
por exemplo, a proteina harpina isolada de Erwinia amylovora, a levedura Saccharomyces
cerevisiae e a bactéria anaerdbica facultativa Bacillus thuringiensis (ROVERATTI,
TEIXEIRA; MORAES, 1989; CAPDEVILLE et al., 2003; BONALDO; PASCHOLATI;
ROMEIRO, 2005; PICCININ; DI PIERO; PASCHOLATI, 2005; CIA, 2005).

As bases bioquimicas e moleculares envolvidas na inducdo de resisténcia em
plantas vém sendo investigadas em diversas interagfes planta-patégeno, como também as
vias sinalizadoras que resultam no aumento de resisténcia a pragas e doencas. Entretanto,
h& ainda uma insuficiéncia de estudos relacionados ao modo de agédo de produtos que
atuam como indutores de resisténcia e aos mecanismos moleculares envolvidos na ativagéo
de respostas de defesa. Em cafeeiro, a elucidacdo desses aspectos contribuira para o
emprego de agentes bidticos e abibticos como indutores de resisténcia visando o manejo
integrado de pragas e doencas, sem causar danos ao meio ambiente.

2. OBJETIVOS

Tendo em vista o exposto, este trabalho teve como objetivos:

1- Avaliar os efeitos dos agentes bidticos Bacillus thuringiensis, polissacarideos de
Saccharomyces cerevisiae e proteina harpina, e do indutor abidtico, acibenzolar-S-metil
(ASM), na protecao de cafeeiro contra Cercospora coffeicola.

2- Avaliar os efeitos de B. thuringiensis, de polissacarideos de S. cerevisiae e da proteina
harpina, e do agente abidtico ASM, no crescimento micelial e germinacéo de conidios de C.
coffeicola.

3- Avaliar a expressdo temporal e quantitativa de genes envolvidos na resisténcia ativada
em cafeeiro pelos indutores mais efetivos, em folhas de plantas induzidas a resisténcia e/ou

inoculadas com o patégeno C. coffeicola, utilizando-se primers especificos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Botanica e Origem

O café pertence a familia das Rubiaceas, género Coffea L. e este compreende 103
espécies. As espécies desse género podem ser agrupadas em dois subgéneros: Baracoffea
(J.-F. Leroy) J.-F. Leroy (8 espécies) e Coffea (95 espécies), sendo esse a de maior
importancia econbmica, pois abrange as espécies mais cultivadas para o consumo do café,
C. arabica e C. canephora (DAVIS et al., 2006; MAURIN et al., 2007).

O porte das plantas de café é arbustivo ou arbéreo, de caule lenhoso, lignificado, reto
e quase cilindrico. Os ramos sdo dimérficos e podem ser classificados como ortotrépicos
(crescem em sentido vertical formando hastes e troncos) ou plagiotrépicos (crescem na
horizontal saindo das hastes). As folhas sdo opostas, coriaceas e persistentes, tendo a
coloracdo verde escura e brilhante na regido adaxial e na abaxial € mais clara e opaca. As
flores sdo hermafroditas e de cor branca, podendo ser amareladas ou rosa claro; o fruto
quando maduro é, normalmente, vermelho ou amarelo e € classificado como drupa
contendo, normalmente, duas sementes (MATIELLO, 2002).

O café é uma planta nativa da Etidpia, pais do leste da Africa, e apesar de existir
aproximadamente ha mil anos, o primeiro registro comprovado da existéncia do café é
datado do século XV (SMITH, 1985) quando, casualmente, pastores de cabras perceberam
gue quando os animais comiam daquela pequena cereja (o fruto do café) tornavam-se mais
espertos e resistentes (RELVAS, 1997).

A histéria do cultivo de café comecou no Oriente Médio com a espécie C. arabica e
chegou a Europa levado por navegantes e aventureiros holandeses, alemées e italianos
(NEVES, 1974). Em 1718, devido ao intenso comércio maritimo holandés, o café chegou ao
continente Americano (FERRAO, 2004) e, Eccardi e Sandalj (2003) relataram que as
primeiras sementes de café foram introduzidas no Brasil durante as primeiras décadas do
século XVII, a partir das Guianas Francesas para o norte do pais, seguindo entédo para as

regides localizadas no sul.

3.2. Importancia econémica

O mercado mundial do café movimenta anualmente bilhdes de dodlares, situando esta
cultura como uma das mais importantes do comércio mundial de produtos agropecuarios e
despertando cada vez mais o interesse dos agricultores em aumentar a produtividade e

reduzir os custos de producéo.



O café representa uma fonte significativa de renda para varios paises da América
Latina, Africa e Asia (DA MATTA, 2004). O Brasil € o maior produtor e exportador mundial,
com 36,2% da producdo total, seguido do Vietnd, com 12,6%, da Coldombia, com 8,3%, e da
Etiopia e Indonésia, com 4,8% e 4,6%, respectivamente (ICO, 2009).

A producéo total de café (ardbica e conilon) na safra 2009 indica que o Brasil colheu
47 milhdes de sacas de 60 quilos de café beneficiado, sendo que a producdo de arabica
representa 72,5% (28,3 milhdes de sacas de café beneficiado) da producao do Pais, e tem
como maior produtor o Estado de Minas Gerais, com 66% (18,97 milh8es de sacas de café
beneficiado). O café conilon (robusta) participa da producéo nacional com 27,51% (10,75
milhdes de sacas de café beneficiado) e o Estado do Espirito Santo se destaca como o
maior produtor dessa variedade, com 70,3%, correspondendo a 7,55 milhbes de sacas de
café beneficiado (CONAB, 2009).

Nos ultimos 16 anos o consumo de café praticamente dobrou no Brasil, tornando o
brasileiro o segundo consumidor mundial (PEREIRA, 2006; FILHO, 2007). Considerando-se
o periodo de apuracéo da Associacao Brasileira da Industria de Café (ABIC), que ocorreu de
novembro a outubro, os brasileiros consumiram 17,7 milhdes de sacas em 2008,
representando um crescimento de 3,4% em relagdo ao ano de 2007, quando o consumo foi
de 17,1 milhdes de sacas (ABIC, 2009). Estes aspectos do mercado revelam um quadro
com boas perspectivas para aqueles que estejam vinculados ao processo produtivo do café.

Para que o Brasil continue a liderar a producao e exportacao do café é necesséria a
modernizagdo da producgdo, tanto pelo uso de cultivares com boas caracteristicas
agrondmicas, como pelo controle fitossanitario e cuidados na p6s-colheita (PEREIRA, 2006),
pois a deficiéncia nutricional, 0 manejo inadequado da lavoura, as pragas e as doencas séo
0S principais responsaveis pela reducdo de qualidade e da produtividade do cafeeiro
(JUNIOR et al., 2003).

3.3. Cercosporiose do cafeeiro

Os ataques severos de pragas e doencgas, crescentes ao longo dos ultimos anos
devido aos desequilibrios climaticos e outros, causam grandes perdas na producdo e
qualidade do café, exigindo despesas adicionais de 15% a 20% no manejo dos cafezais
(MATIELLO et al., 2002). Entre as principais doengas que atingem o cafeeiro, pode-se citar
a cercosporiose (Cercospora coffeicola Berkeley & Cooke.), a ferrugem do café (Hemileia
vastatrix Berkeley & Broome), a mancha areolada (Pseudomonas syringae pv. garcae
Young, Dye & Wilkie), a requeima (Phoma costarricensis Echandi) (PATRICIO et al., 2007),
a rhizoctoniose (Thanatephorus cucumeris), o mal-dos-quatro anos (Rosellinia spp.), a
antracnose (Colletrotrichum coffeanum) (GALLI; CARVALHO, 1980; GODOY; BERGAMIN;



SALGADO, 1997), e o amarelinho (Xylella fastidiosa) (MATIELLO et al., 2002).

A cercosporiose, conhecida como mancha-de-olho-pardo, mancha-circular, olho-de-
pomba ou olho-pardo, causada pelo fungo necrotréfico C. coffeicola, € uma das doencas
mais antigas do cafeeiro. Atualmente, sua ocorréncia é endémica, estando presente em
todas as regides cafeeiras do Brasil e do Mundo (CARVALHO; CHALFOUN, 1998; JUNIOR
et al., 2003), ocasionando perdas na produtividade, além de afetar o tipo e a qualidade do
café produzido (CARVALHO; DA CUNHA; MOURA, 2008).

Seu agente etioldgico pertence a classe dos Hyphomycetes, ordem Moniliales,
familia Dematiaceae. Crous e Braun (2003) mencionam a existéncia de fase sexual do
patdgeno, a qual corresponderia a Mycosphaerella coffeicola. No entanto, segundo Martins
(2007), ndo ha trabalhos que confirmem a relacdo entre as duas espécies. As estruturas
reprodutivas de C. coffeicola, conidiéforos e conidios, formam-se no centro das lesGes em
ambas as faces das folhas (ZAMBOLIM et al., 1997; MARTINS, 2007). Os conidiéforos sédo
cilindricos, septados e de coloracdo pélida a marrom, agrupados em fasciculos e
conformacgéo de esporodoquios. Na extremidade dos conidi6éforos formam-se os conidios
hialinos e multisseptados, de extremidade afilada, com 100-270 um de comprimento e 3-4
pum de didmetro (CHUPP, 1953).

Em meio de cultura as colbnias apresentam coloracdo micelial distinta dependendo
das condi¢bes de luminosidade. Quando sdo mantidas no escuro as colbnias variam de
preto-esverdeado, no inicio do desenvolvimento, a branco leitoso até pardo no final; porém,
na presenca de luz pode haver producdo do pigmento cercosporina, de cor vermelha, e,
consequentemente, a cor do micélio varia de vermelho claro a intenso, dependendo do
isolado em questdo (DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005; MARTINS, 2007).

A cercosporina, toxina produzida por fungos do género Cercospora, € incluida no
grupo quimico das perylenequinonas, o qual inclui compostos sintéticos e naturais de
moléculas fotossensibilizadoras (DAUB; EHRENSHAFT, 2000) e a principal caracteristica do
grupo é a capacidade de absorver energia luminosa. Na presenca de luz, a cercosporina
torna-se excitada e capaz de reagir com outras moléculas sendo o principal alvo de reacdo o
oxigénio. Esse, ao reagir com a cercosporina, € convertido em espécies de oxigénio
reativas, altamente toxicas por poderem interagir e degradar macromoléculas como DNA e
proteinas (DAUB, 1982), além de danificarem as membranas celulares do hospedeiro. As
células danificadas pela cercosporina mostram um acumulo de produtos da peroxidacéo de
lipideos e um aumento acentuado na taxa de conversdo de acidos graxos saturados para
insaturados. De fato, estudos sobre a infec¢cdo de plantas por espécies de Cercospora
mostraram uma forte correlacdo entre a severidade da doenca e alta intensidade de luz e
duracédo do periodo diurno. Por exemplo, poucas lesées sao produzidas por C. coffeicola em

folhas de cafeeiro sombreadas. Echandi (1959), antes mesmo da descoberta da



cercosporina, ja havia evidenciado a importancia da luminosidade na ocorréncia e
desenvolvimento da cercosporiose em cafeeiro. A cercosporina pode ser isolada de lesdes
em plantas infectadas por espécies do género Cercospora, evidenciando sua producéo
durante o desenvolvimento da doenca, sendo necessaria para a expressdo dos sintomas
(DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005). Embora seja claro que a cercosporina € necessaria
para o desenvolvimento normal da doenca, a forma especifica de atuacdo dessa toxina nao
€ completamente conhecida. Daub; Herrero; Chung (2005) aventaram a hip6tese de que a
cercosporina mata as células do hospedeiro e permite acesso aos nutrientes através da
peroxidacdo dos lipideos da membrana celular, levando a liberacdo de nutrientes para os
espacos intercelulares onde as hifas do fungo se desenvolvem.

Em cafeeiro, a esporulagdo do fungo pode ocorrer em toda a regido abaxial do limbo
foliar e nos frutos, formando esporoddquios e sendo disseminados por vento, agua ou
insetos (ECHANDI, 1959; GODOQOY; BERGAMIN; SALGADO, 1997). Custodio (2008) relata
que os conidios de C. coffeicola podem sobreviver por mais de sete semanas em folhas
destacadas e permanecer viaveis por quase nove meses na superficie foliar, aguardando
condi¢Bes favoraveis para poder invadir as células do hospedeiro.

O conidio emite tubo germinativo que penetra pelas aberturas estomatais
(ZAMBOLIM et al., 1997) e coloniza os tecidos inter e intracelularmente por meio das hifas.
As células, ao redor do ponto de penetracdo, sao plasmolisadas até ficarem translicidas e
delimitadas unicamente pelas paredes celulares (FERNANDEZ-BORRERO, 1982). Os
sintomas da doencga nas folhas manifestam-se como manchas de configuragdo circular, com
0,5 a 1,5 cm de didametro, de coloracdo pardo-clara ou marrom-escura, com centro branco-
acinzentado, envolvidas por anel arroxeado e apresentando um pequeno halo amarelado
(GALLI; CARVALHO, 1980; GODOY; BERGAMIN; SALGADO, 1997). No centro das lesbes,
em estadio mais avancado, geralmente sdo observadas pequenas pontuacdes pretas, que
constituem as estruturas de frutificacdo do fungo. As folhas atacadas caem rapidamente,
ocorrendo desfolha e seca nos ramos (ECHANDI, 1959). Em condi¢Bes de viveiro, causa
desfolha intensa, provocando atraso no desenvolvimento e raquitismo das plantas,
tornando-as improprias para o plantio (POZZA et al., 2001; JUNIOR et al., 2003; BOTELHO
et al., 2005).

Nos frutos, as lesbes comecam a aparecer quando estes estdo ainda pequenos,
aumentando o ataque no inicio da granagdo. As lesBes permanecem até o amadurecimento
dos frutos e seu aparecimento ocorre principalmente nas partes expostas a insolacdo
(ECHANDI, 1959). A medida que as manchas envelhecem, assumem um aspecto
ressecado e escuro, fazendo com que a casca, nessa parte, fique aderente a semente, o
que, em ataques mais severos, causa 0 seu chochamento (GODOY; BERGAMIN;

SALGADO, 1997), mas em alguns casos, pode ocorrer queda prematura dos frutos



(ECHANDI, 1959; MATIELLO et al., 2002).

Os prejuizos com a doenca ganharam maior importancia econémica nos ultimos
anos, devido a 30% de perda no rendimento (JUNIOR et al., 2003) culminando na
depreciacao do café, tornando-se, portanto, um problema sério para a economia.

As medidas de controle da doenca de carater preventivo incluem cuidados na
formacdo das mudas, procurando-se evitar condi¢cdes favoraveis a doenca por meio de
praticas culturais, como formacédo de viveiros em local bem drenado e arejado, utilizacdo de
substratos balanceados em nutrientes, com boas propriedades fisicas, controle da irrigacdo
e do excesso de insolacdo nas mudas (GODOY; BERGAMIN; SALGADO, 1997). O controle
quimico da doenca é realizado através de aplicacbes de fungicidas protetores cupricos
alternados com fungicidas sistémicos. S&o bastante utilizados os fungicidas dos grupos
guimicos triaz6is e estrobirulinas, visando o controle simultineo da cercosporiose e
ferrugem alaranjada (MATIELLO et al., 2002; PEREIRA, 2006). Entretanto, pelo seu efeito
na microbiota, eliminando inimigos naturais, pode levar ao agravamento de outras doencgas
e pragas do cafeeiro (MATIELLO et al., 2002; ZAMBOLIM et al., 2002).

Um dos maiores desafios para os pesquisadores tem sido determinar métodos
eficientes de controle, porém de baixo impacto ambiental e uma das abordagens consiste na
utilizacdo de cultivares com resisténcia a patdégenos, porém, até o momento, ndo existem
cultivares de café resistentes a cercosporiose. Entretanto, ha também a perspectiva
promissora do controle de doencas pela ativagdo dos mecanismos de defesa inerentes das
plantas, através da aplicacdo prévia de produtos bibticos (microorganismos viaveis ou
inativados) (STANGARLIN; PASCHOLATI, 1994) ou abidticos, ndo tdxicos, que atuam como
indutores de resisténcia (RYALS et al., 1996; GUZZO et al., 2001; MARTINATI et al., 2007),
compondo dessa forma um manejo adequado, focalizando a reducdo de custos e perdas
ocasionadas pela presenca de patdégenos (CAVALCANTI; RESENDE, 2004).

3.4. Inducéo de resisténcia

Os primeiros relatos de inducdo de resisténcia foram descritos por Beauverie (1901)
e Ray (1901) que observaram o fendbmeno em begbnias pelo uso de isolados atenuados de
Botrytis cinerea e relacionaram a indugédo com as condi¢des ambientais de cultivo. No Brasil,
os primeiros estudos de inducéo de resisténcia foram desenvolvidos pela Dr®. Walkyria B. C.
Moraes ao usar urediniosporos inativados de H. vastatrix em plantas de cafeeiro contra a
ferrugem alaranjada (MORAES et al, 1976; BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

A inducdo de resisténcia envolve a ativagdo de mecanismos de defesa latentes
existente em plantas suscetiveis, ocorrendo naturalmente como resultado de uma infecgdo

limitada do patégeno, particularmente quando a planta desenvolve uma reacdo de



hipersensibilidade (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998), ou em resposta ao tratamento
com agentes bidticos ou abibticos, sendo conhecida como resisténcia sistémica adquirida
(SAR — “Systemic acquired resistance”) ou indugéo de resisténcia sistémica (ISR — “Induced
systemic resistance”) (HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001). A SAR tem sido
demonstrada em varias interacdes hospedeiro-patégeno, conferindo protecao sistémica de
longa duragdo e amplo espectro, sendo efetiva contra doencas causadas por diferentes
agentes bioticos, tais como, virus, bactérias e fungos (ZHANG et al., 2003; DURRANT;
DONG, 2004). O efeito protetor observado nas plantas depende das condicdes de luz,
temperatura, das concentracfes do indutor e do in6culo utilizadas e de um intervalo de
tempo entre o tratamento inicial com os indutores de resisténcia e a inoculacdo subsequente
com o patégeno (MADAMANCHI; KUC, 1991; KUC, 1995).

O fendmeno da SAR implica, também, na producdo de um sinal liberado a partir do
sitio inicial de penetracdo do patdogeno ou do local de aplicagdo do indutor e sua posterior
translocacdo para outras partes da planta, ativando reacbes de defesa e impedindo, a
distancia, uma posterior infecgédo do patdgeno (METRAUX, 2001). A resisténcia induzida é
um fendmeno bioldgico complexo (DANTAS et al., 2004) que envolve a ativacdo de
diferentes vias sinalizadoras de respostas de defesa mediadas especialmente por &cido
salicilico (PIETERSE et al., 1998; CLARKE et al., 1998), acido jasménico e/ou etileno
(RESENDE et al., 2007). A resisténcia sistémica pode também ser induzida por rizobactérias
(PIETERSE et al., 1998; PIETERSE et al., 2001; RESENDE et al., 2007), que normalmente
ativam nas plantas uma cascata de sinalizacdo de defesas mediada pelo acido jasmdnico
e/ou etileno, tal como as linhagens de Pseudomonas fluorescens (PIETERSE et al., 2001).

Sabe-se que as vias de sinalizacdo mediadas pelo acido salicilico, etileno e &cido
jasmadnico interagem de diferentes formas entre si nas respostas de defesa (LORENZO;
SOLANO, 2005). Por exemplo, Lorenzo et al. (2003) constataram em Arabidopsis que o
fator de transcricio ERF-1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR-1), relacionado com a
expressao de genes de defesa, € induzido tanto em resposta ao acido jasménico como ao
etileno. Apesar de ERF-1 ser ativado por qualquer uma das vias, mutacdes que bloqueiam
uma delas limitam a expressdo de ERF-1. Além disso, a inducdo simultdnea destas vias
potencializa a expressdo de ERF-1, o que sugere que este fator de transcricdo € um
integrador das vias do etileno e do acido jasmonico, fato este também observado por
Berrocal-Lobo, Molina e Solano (2002) em plantas de Arabidopsis na resisténcia ativada
contra patdégenos necrotréficos como Botritys cinerea e Plectosphaerella cucumerina.

Liu et al. (2008) observaram que em plantas de pepino tratadas com acido salicilico
houve resisténcia local ao patdgeno Colletotrichum orbiculare, porém quando tratadas com
acido jasmoénico as plantas apresentaram aumento de sintomas locais e sistémicos da

doenca em relacdo ao controle tratado com agua. Os mesmos autores confirmaram a



presenca de quitinase, enzima relacionada a defesa de plantas, nas folhas tratadas com
acido salicilico, porém, a mesma enzima nao foi detectada nas plantas tratadas com &cido
jasmonico. Nikki et al. (1998) demonstraram que aplicacdes exdgenas de acido jasmémico
em folhas de tabaco promoveram a supresséo de genes regulados pelo &cido salicilico, do
mesmo modo que a aplicagdo de 4cido salicilico ou de seus analogos suprimiu a expressao
de genes regulados pelo acido jasménico, o que demonstra uma acao antagOnica entre as
duas vias. Spoel et al. (2003) verificaram que parte deste antagonismo se deve ao fato de
gue o0 aumento nos niveis de acido salicilico na célula reduz a expressédo do gene LOX2 que
codifica a enzima lipoxigenase 2 (LOX-2), enzima chave na rota dos octadecanodides
responsavel pela producdo de acido jasmonico e afirmaram que a supressdo de genes
como LOX2, pelo aumento nos niveis de AS, pode estar relacionado a participagdo da
proteina NPR1 envolvida na expressdo de genes que codificam proteinas de defesa das

plantas relacionadas a patogénese, como a PR-1 (CLARKE et al., 2000).

3.5. Mecanismos bioquimicos envolvidos nainducéo de resisténcia

A resisténcia de plantas contra doencas esta associada a um conjunto de respostas
ativadas no hospedeiro, apés o0 contato com agentes bibticos, patogénicos ou ndo, ou
abioticos. A ativacao dessas respostas em plantas depende da eficiéncia do hospedeiro em
reconhecer a presenca desses agentes através de mecanismos de percepcao e transducao
de sinais, que envolvem alteracdes transitérias no fluxo de ions através da membrana
plasmatica e mudancas no estado de fosforilacdo de algumas proteinas (VAN LOON; VAN
STRIEN, 1999).

Estudos relacionados a resisténcia de plantas contra doencas detectaram o acumulo
de peréxido de hidrogénio, de fitoalexinas (LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001; IRITI; FAORO,
2003a) e de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas—RP) como, por exemplo, -1,3-
glucanases e quitinases (GUZZO, 2004; QUERINO et al., 2005; SILVA; PASCHOLATI,
BEDENDO, 2007), que podem se constituir em excelentes marcadores moleculares de
resposta de defesa (SHULAEV; LEON; RASKIN, 1995; RESENDE et al., 2007), e também
um aumento na atividade de vérias enzimas, tais como lipoxigenase, fenilalanina aménia-
liase (FAL), chalcona isomerase, peroxidases, polifenol oxidases, arginina descarboxilase,
aleno Oxido sintase, ubiquitina ligases, acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano oxidase
(KOHLER; SCHWINDLING; CONRATH, 2002; RESENDE et al., 2002; MATHOOKO, 2004;
LEQUEU et al., 2005; WALTERS; COWLEY; MITCHELL, 2002; PROST et al.,, 2005;
VELLOSILLO et al.,, 2007). Outros mecanismos de resisténcia ativados em plantas estdo
relacionados a alteragdes estruturais, levando ao fortalecimento da parede celular vegetal

pelo depdsito de calose e lignina ou pela formacao de papila junto a parede celular no sitio
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de penetragdo do patdgeno. Outro mecanismo de resisténcia € a resposta de
hipersensibilidade que resulta na morte localizada de células do hospedeiro no sitio de
infeccdo (BENHAMOU; BELANGER, 1998).

As proteinas-RP sao definidas como proteinas codificadas pela planta hospedeira e
induzidas especificamente em um estado patoldgico ou em situacdes correlatas (VAN LOON
et al., 1994; GUZZO; HARAKAVA; TSAIl, 2004). Entende-se por situacbes correlatas a
processos infecciosos, os estados induzidos em plantas por agentes quimicos ou fisicos que
simulam o efeito de patdégenos. De fato, o acimulo de proteinas-RP em plantas tem sido
observado ndo apenas apds 0 ataque de patdgenos ou parasitas como nematbides ou
insetos fit6fagos e herbivoros, como também em resposta ao tratamento com compostos
quimicos indutores de resisténcia (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; AMARAL, 2005; SILVA,
PASCHOLATI; BEDENDO, 2007).

Entre as proteinas-RP mais pesquisadas estdo as B-1,3-glucanases e as quitinases,
pertencentes as familias PR-2 e PR-3, respectivamente, que possuem atividade hidrolitica,
quebrando polimeros estruturais presentes nas paredes dos patégenos (GUZZO; MARTINS,
1996; KIM; HWANG, 1997; SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007; PEREIRA et al.,
2009a; PEREIRA et al., 2009b). O acumulo e a sintese destas duas enzimas em tecidos
vegetais foram detectados em plantas de tomate, soja, pepino e café, estando associadas a
resisténcia induzida contra Ralstonia solanacearum, Phaksopsora pachyrhizi, Colletotrichum
lindemuthianum e Hemileia vastatrix, respectivamente (GUZZO; MARTINS, 1996; SILVA;
PASCHOLATI; BEDENDO, 2007; PEREIRA et al., 2009a; PEREIRA et al., 2009b).

Outra enzima utilizada como marcador molecular em estudos de ativagdo de
mecanismos de defesa das plantas é a acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC)
oxidase, pois € responsavel pela conversdo do acido 1-aminociclopropano-1-caboxilato
(ACC) em etileno, este sendo um sinalizador para as respostas de defesa das plantas
(WANG; LI; ECKER, 2002). Esta enzima foi detectada proxima dos estagios iniciais de
desenvolvimento de lesGes em folhas de tabaco em resposta a doengas causadas por TMV
(Tobacco mosaic virus) (DE LAAT; VAN LOON, 1983) e Phytophthora infestans (SPANU,;
BOLLER, 1989). Recentemente, HUKKANEN et al. (2008) detectaram o aumento da ACC
oxidase em plantas de amora artica ‘Mespi’ tratadas com ASM e apontaram este aumento
da atividade enzimatica como sendo um fator importante na estratégia de controle da
doenca causada por Peronospora sparsa, ja que ndo existem cultivares resistentes a este
patdégeno. Além disso, Yu et al. (2009) observaram que em tomates previamente tratados
com metil jasmonato houve aumento da atividade da ACC oxidase quando inoculados com
Botrytis cinerea, ativando a biossintese do etileno como resposta de defesa ao patégeno.

Existem também proteinas com um dominio de ligacdo a nucleotideos (NBS) na

regido N-terminal, e com uma regido de repeticdes ricas em leucina (LRR) no C-terminal que
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estdo envolvidas em uma série de mecanismos de defesa nas plantas, como a ativacao da
explosdo oxidativa, o fluxo de ions célcio e as cascatas de proteinas quinases, associadas a
inducao de genes relacionados a patogénese e a resposta de hipersensibilidade (VAN DER
BIEZEN; JONES, 1998; PEYYALA; FARMAN, 2006). Essas proteinas estdo associadas aos
mecanismos de reconhecimento nas interagcbes planta-patdégeno e conferem resisténcia a
uma ampla gama de patégenos, incluindo bactérias, fungos, virus e nematoides (WANG et
al., 1999).

Além disso, a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o0 anion
superéxido (O;) e o perédxido de hidrogénio (H,0,), é freqientemente uma das primeiras
respostas de defesa ativadas em plantas e pode ser responsavel por desencadear o inicio
da resposta de hipersensibilidade (GRANT; LOAKE, 2000). A producdo de EROs pode
resultar em um dano consideravel ndo apenas para o patégeno, mas também para o
hospedeiro, e requer que as células vegetais ativem um conjunto de mecanismos de
protecdo contra o estresse oxidativo (BREUSEGEM et al., 2001; HAMMOND-KOSACK;
JONES, 1996). Apdés a producdo de EROs pode ocorrer a transcricdo de genes
codificadores de enzimas antioxidantes nos tecidos adjacentes ao sitio de infecgdo, como a
catalase, glutationa-S-transferase (GST) e ascorbato peroxidase (SCANDALIOS, 2005).

Tanto a catalase como a ascorbato peroxidase protegem as células vegetais dos
efeitos toxicos do peroxido de hidrogénio, convertendo esse composto em agua. Enquanto
gque a catalase elimina a maior parte ou porcéo livre de H,O,, a ascorbato peroxidase
remove esse composto dos tecidos vegetais nos locais inacessiveis a catalase, devido a sua
alta afinidade por H,O, e a sua presenca em diferentes localizacbes sub-celulares
(BREUSEGEM et al., 2001). Shetty et al. (2003) observaram em um cultivar resistente de
trigo inoculado com Septoria tritici, um acumulo de H,O,, que foi correlacionado com a
limitagcdo do desenvolvimento desse patdégeno nos tecidos vegetais. Além disso, através dos
padrées de aumento na expressao de gene codificador de catalase e na atividade
enzimatica foi possivel inferir que a catalase teve um papel regulador no acamulo de H,O,
durante a resposta de resisténcia ativada nas plantas. Recentemente, Deepak et al. (2008)
ao tratarem plantas de pepino com o indutor de resisténcia ASM e inocularem Colletotrichum
orbiculare detectaram a presenca de ascorbato peroxidase, indicando que a producéo desta

enzima ocorre quando as plantas séo tratadas com o indutor.
3.6. Genes envolvidos na inducédo de resisténcia
A identificacdo de genes de hospedeiros envolvidos em respostas de defesa é

importante para a elucidacdo dos mecanismos de resisténcia em plantas contra

fitopatdgenos.
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Estudos realizados especialmente com Arabidopsis permitiram uma melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na indugéo de resisténcia. Foi
demonstrado, em vérias interacdes hospedeiro-patégeno, que a expressao de diferentes
genes de defesa esta associada com a indugdo de resisténcia sistémica
(HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001). Alguns dos genes induzidos codificam
proteinas LRR, e também proteinas envolvidas no metabolismo de compostos fendlicos e
fitoalexinas, tais como FAL, chalcona sintase e peroxidases (KOHLER, SCHWINDLING;
CONRATH, 2002) ou proteinas com propriedades antimicrobianas, como as proteinas-RP,
quitinases, B-1,3-glucanases e defensinas. Outros genes correspondem a proteinas
relacionadas ao fortalecimento da parede celular, como glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina e genes que codificam a enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase
(ACC). Também foi observada a expressao de genes codificadores de proteinas envolvidas
nas vias de transducdo de sinal que levam & ativacdo do estado de resisténcia, como a
proteina quinase da familia MAP-quinase induzida em plantas de fumo por &cido salicilico
(HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001). Ainda, genes envolvidos na
degradacdo controlada de proteinas tém sido associados a regulagdo da expressao da
resisténcia induzida, como aqueles ativados em plantas de fumo apds o tratamento com
acido salicilico ou elicitinas (ETIENNE et al., 2000; LEQUEU et al., 2005).

Por exemplo, o gene L6 do linho, que confere resisténcia ao agente causal da
ferrugem (Melampsora lini) nessa planta, especificamente as racas fisiologicas portadoras
do gene de aviruléncia AL6, codifica uma proteina intracelular TIR-NBS-LRR (HAMMOND-
KOSACK; JONES, 2000). Dabbas et al. (2006) detectaram em variedade resistente de
cana-de-agUcar, a expressao de genes codificadores de proteinas LRR quando a planta foi
inoculada com a bactéria patogénica Xanthomonas albilineans. Recentemente, Xu et al.
(2009) isolaram dois genes codificadores de proteinas com dominio LRR em tabaco em
resposta a presenca do patégeno Pseudomonas syringae pv. tabaci. Guzzo, Harakava e
Tsai (2009) isolaram cinco clones de cDNA em cafeeiro ‘Hibrido de Timor’, resistente a H.
vastatrix, que apresentaram similaridade com genes isolados de outras plantas
codificadores de proteinas de resisténcia, por exemplo, do tipo LRR de arroz, NBS-LRR de
Solanum acaule ou com dominio TIR-NBS-LRR de linho. Esses genes isolados de ‘Hibrido
de Timor’ foram ativados em resposta a presenca do patdgeno H. vastatrix e podem
representar genes-R, envolvidos nos mecanismos especificos de reconhecimento, que
conferem resisténcia em cafeeiro as ragas fisioldégicas de patdgenos, portadoras de genes
correspondentes & aviruléncia.

No mecanismo de inducéo de resisténcia pode ocorrer também a ativacao de genes
relacionados a regulacdo do nivel de espécies reativas de oxigénio. Por exemplo,

Huckelhoven, Dechert e Kogel (2001) analisaram o nivel de expressédo do gene codificador
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de ascorbato peroxidase em cevada, apos a inoculagdo com Blumeria graminis f.sp. hordei
e observaram o aumento da expressao deste gene na planta inoculada com o patégeno.
Guzzo, Harakava e Tsai (2009) isolaram o gene codificador de ascorbato peroxidase em
cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com ASM e apontaram a ativacdo desta enzima como um
mecanismo de protecao celular frente ao elicitor abiotico.

Outro gene importante para caracterizar a ativacao de resisténcia em plantas é o
gene codificador da enzima ACC oxidase, responsavel pela conversdo de ACC em etileno.
Guzzo, Harakava e Tsai (2009) detectaram um clone de cDNA em cafeeiro ‘Hibrido de
Timor’ inoculado com H. vastatrix, similar ao gene codificador de ACC oxidase isolado de
plantas de tomate, demonstrando que a enzima ACC oxidase pode ter sido ativada no
cultivar resistente em resposta ao patdégeno. Iriti e Faoro (2003b) utilizaram a técnica
molecular Northern Blot, para analisar a expressédo temporal do gene de ACC oxidase em
plantas de feijao tratadas com ASM, e constataram que 0 aumento de expressdo do gene
ocorre a partir das 6 h apds o tratamento com o indutor, atingindo um pico maximo de
expressao apds 12 h e decaindo para niveis iguais as plantas tratadas com agua destilada
72 h ap6s o tratamento.

O fendmeno da resisténcia induzida também pode ser associado com a ativacédo de
genes codificadores de proteinas-RP, por exemplo, a B-1,3-glucanase (PR-2). Cheong, Kim
e Chun (2000) isolaram de soja um gene codificador de B-1,3-glucanase e a expressao
deste gene pdde ser induzida por peroxido de hidrogénio, por um elicitor proveniente de
Phytophthora parasitica var. nicotiane, e também, por inoculagdo com um isolado avirulento
de Pseudomonas syringae pv. glycinea e ferimentos. Xu e Tian (2008) constataram o
aumento da expressdo do gene codificador de [B-1,3-glucanase em frutos de cerejeira
inoculados com Penicillium expansum, e previamente tratados com &cido salicilico exégeno.
Guzzo, Harakava, Tsai (2009) utilizaram a técnica de RT-PCR quantitativo para avaliar a
expressao temporal do gene codificador de B-1,3-glucanase em cafeeiros ‘Mundo Novo’
tratados com ASM e constataram que 0 aumento da expressao ocorre a partir das primeiras
12 h ap6s o tratamento com o indutor de resisténcia e chega a um pico maximo de
expressao apoés 72 h do tratamento, demonstrando a importancia do ASM na ativacdo dos
mecanismos de defesa, neste caso, envolvendo a ativagdo de gene associado as proteinas-
RP.

3.7. Acibenzolar-S-metil (ASM)
O acibenzolar-S-metil (ASM) ou éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7

carbotiico, € um composto derivado do benzotiadiazole (BTH) e comercializado como Bion®

(Syngenta, Basel, Suica) e Actigard® (Syngenta, Carolina do Norte, EUA). Conhecido como
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ativador quimico de respostas de defesa em plantas, é o indutor de resisténcia abiético mais
bem estudado, apresentando amplo espectro de acdo contra fungos, virus e bactérias. A
resisténcia ativada pelo ASM em monocotileddéneas tem longa duracdo, sendo um pouco
mais breve em dicotiledoneas (RYALS et al., 1996; ROMEIRO, 2007).

O ASM ativa a expressédo de genes associados a resisténcia sistémica adquirida e ao
acumulo de proteinas relacionadas a patogénese ativadas pelo &cido salicilico (AS), ndo é
fitotoxico, ndo apresenta agdo antimicrobiana e € sistémico, sendo rapidamente absorvido e
translocado nas plantas (OOSTENDORP et al., 2001; RUESS et al., 1996).

Lawton et al. (1996) verificaram que o0 ASM quando aplicado em Arabdopsis thaliana,
72 h antes da inoculacdo com patdégenos, reduziu os sintomas das doencas causadas pelo
fungo Phytophthora parasitica, pela bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato e pelo
Turnip crinkle virus (TCV). Pappu et al. (2000) observaram que o ASM reduziu os sintomas
de Tomato spotted wilt virus (TSWV) em cultivo de tabaco.

Terry e Joyce (2000) pulverizaram plantas de morangueiro com ASM na expectativa
de induzir SAR, conseguindo retardar por dois dias o aparecimento do mofo cinzento no
periodo de pds-colheita, 0 que representa aumento de 15 a 20% no periodo de conservagao
de frutos. O efeito do ASM na inducdo de resisténcia e no controle pés-colheita de
antracnose em mamao foi verificado por Cia (2005). O indutor além de reduzir em mais de
50% a incidéncia e a severidade da doenca, estimulou a atividade das enzimas peroxidase,
quitinase e B-1,3-glucanase, e ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos.

Marchi, Borges e Resende (2002) verificaram a eficacia do ASM em cafeeiro Catuai
Vermelho, na reducdo de sintomas de ferrugem alaranjada. Guzzo et al. (2001) e Guzzo et
al. (2004) constataram que o ASM, na concentragéo de 200 ug mL™, promoveu a inducéo de
resisténcia local e sistémica a H. vastatrix em tecidos foliares de cafeeiro cv. Mundo Novo.
Patricio et al. (2007) observaram que na interacdo Coffea arabica — C. coffeicola, a SAR
pdde ser ativada pelo tratamento prévio das plantas suscetiveis com o indutor ASM,

acarretando na diminui¢do dos sintomas.

3.8. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis € uma bactéria cosmopolita, sendo encontrada em diversos
substratos como, por exemplo, solo, 4gua, superficie de plantas, insetos mortos e gréaos
armazenados. As células desta bactéria tém forma de bastonete (HABIB; ANDRADE, 1998),
€ gram-positiva e aerobica, podendo facultativamente crescer em anaerobiose entre 10 a 40
°C. Como caracteristica peculiar, esse microrganismo sintetiza inclusbes protéicas
cristalinas quando em esporulacdo que sdo extremamente toxicas a diversas ordens de
insetos (MONNERAT; BRAVO, 2000).
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Além de apresentar efeito inseticida, B. thuringiensis foi apontado como um potencial
indutor de resisténcia por Roveratti, Teixeira e Moraes (1989), que observaram o efeito
protetor do produto comercial Thuricide HD, & base de B. thuringiensis, reduzindo o tamanho
das lesbes da ferrugem alaranjada em cafeeiros suscetiveis a H. vastatrix. Posteriormente,
Guzzo e Martins (1996) demonstraram que B. thuringiensis protegeu plantas de cafeeiro a
H. vastatrix e constataram o aumento da atividade das enzimas (3-1,3-glucanase e quitinase
apos a aplicacdo da bactéria na concentracdo de 50 mg mL™, sendo utilizado o produto
comercial Thuricide HD. Recentemente, Jesus, Guzzo e Harakava (2008) observaram
reducdo de 66,3% dos sintomas de ferrugem alaranjada, em cafeeiros tratados com B.
thuringiensis isolado do inseticida biolégico Dipel PM®, e houve a ativacdo de genes
codificadores de arginina descarboxilase, ascorbato peroxidase, aleno o6xido sintase,
proteina LRR, quitinase e 3-1,3-glucanase, envolvidos na inducdo de resisténcia (JESUS,
2009).

3.9. Saccharomyces cerevisiae

Diversos sédo os trabalhos que mostram o potencial de S. cerevisiae em controlar
doencas de plantas. S. cerevisiae apresenta a capacidade de sintetizar compostos
antibiéticos, habilidade de competicdo por espagco e nutrientes no filoplano de muitas
espécies vegetais, além de possuir elicitores na parede celular (ROVERATTI; TEIXEIRA,
MORAES, 1989; LOPEZ, 1991; STANGARLIN; PASCHOLATI, 1994; RONCATTO;
PASCHOLATI, 1998; FIALHO, 2004; PICCININ; DI PIERO; PASCHOLATI, 2005; CIA, 2005;
BORO, 2009). E um fungo unicelular ascomiceto que pode formar ascos sem a producéo de
ascocarpos e o crescimento da colénia ocorre por brotacdo das células, ndo havendo
producdo de micélio (AGRIOS, 2004). Seu habitat natural € a superficie de frutas,
entretanto, tem sido utilizado pelo homem na producé@o de bebidas alcodlicas, etanol e na
panificagdo (FIALHO, 2004).

Silva e Pascholati (1992) observaram que o filtrado de cultivo de leveduras inibiu a
germinagdo de esporos e a formacdo de apressorios por Colletotrichum graminicola e
protegeu plantas de milho contra o patdgeno. Fialho (2004) verificou efeito direto de S.
cerevisiae sobre o0 patégeno Guignardia citricarpa, agente causal da mancha preta dos
citros, inibindo em 73% o crescimento micelial do fungo in vitro.

A aplicacao de filtrados de cultivo de S. cerevisiae em folhas de cafeeiro, 72 h antes
da inoculagdo com H. vastatrix, induziu resisténcia ao patdgeno (MARTINS et al., 1985).
Posteriormente, Roveratti (1989), utilizando o fermento bioldgico comercial Fleischmann®,
encontrou correlacdo entre a protecao das plantas de café e reducdo do numero de

urediniosporos de H. vastatrix presentes na superficie foliar, além da inibicdo na germinacao
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dos que restaram nas folhas, sem evidenciar a inducdo de resisténcia. Segundo a mesma
autora, a maior reducdo na severidade da ferrugem alaranjada foi obtida quando o
tratamento com a levedura foi efetuado até duas semanas antes da inoculagdo com H.
vastatrix, utilizando-se concentrages iguais ou maiores que 20 mg mL™ do produto
comercial. Cia (2005), aplicando esta mesma concentragdo do produto comercial em
mamao, 24 h antes da inoculagdo com Colletotrichum gloeosporioides, observou redugéo na
incidéncia da antracnose nos frutos, mas néo constatou alteracdes das atividades de (3-1,3-

glucanases e quitinases.

3.10. Proteina harpina

A harpina pertence a uma classe de proteinas produzidas por algumas bactérias
fitopatogénicas, como Erwinia amylovora (WEI et al., 1992) e espécies de Pseudomonas,
Ralstonia e Xanthomonas (HE; HUANG; COLLMER, 1993). A primeira proteina harpina
(HrpN) foi isolada de E. amylovora, agente causal da queima da macieira, é composta por
403 aminoacidos e tem massa molecular de 44 kD. E termoestavel podendo suportar
temperatura de 100 °C por 10 min, rica em glicina, solivel em &gua, porém ndo possuli
atividade enzimética conhecida. Dong et al. (1999) e Clarke et al. (2005) demonstraram que
a proteina harpina ativa a sintese de moléculas sinalizadoras, como o acido salicilico, o
acido jasmonico e o etileno, e induz resisténcia sistémica em plantas contra varias doencas
causadas por fungos, bactérias e virus, bem como contra alguns insetos herbivoros
(CAPDEVILLE et al., 2003; PENG et al., 2003).

Foi demonstrado que a harpina induz resposta de hipersensibilidade em plantas,
sendo codificada por um grupo de genes denominados “hypersensitive response and
pathogenicity” (hrp) (TERRY, JOYCE, 2004). Foi ainda observado que a proteina acelera o
desenvolvimento vegetal (aumento da biomassa radicular e foliar, antecipa¢éo da maturagéo
e aumento no nimero de frutos) e afeta processos fisioldgicos basicos importantes para o
desenvolvimento vegetal, incluindo o aumento da atividade fotossintética e absorcdo de
nutrientes (EDEN BIOSCIENCE, 2002).

Em varias culturas examinadas, tais como, fumo, citros, algodao, batata e tomate foi
identificada uma proteina receptora que se liga a harpina (HrBP1). Essa interagdo ativa
multiplas vias de transducgéo de sinais, que levam a ativacdo de genes de defesa (TERRY;
JOYCE, 2004). Devido ao potencial no controle de doencas de plantas, a harpina de E.
amylovora foi comercializada nos Estados Unidos com o nome Messenger® (EDEN
Bioscience Corporation, 2008), porém em 2009, a proteina harpina passou a ser
comercializada pela empresa Plant Health Care, Inc, com o nome ProAct™ (PLANT
HEALTH CARE, 2009).
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Danner et al. (2008) utilizaram produtos comerciais contendo proteina harpina na
concentracdo de 80 mg L™ em péssegos e apds 12 h do tratamento, efetuaram a inoculagéo
com Monilinia fructicola. Ap6s 60 h da inoculagéo verificaram a reducdo dos sintomas nos
frutos e o aumento da atividade da FAL.

Yang et al. (2005) observaram que a proteina harpina, aplicada na concentragcédo de
90 mg L™* em cultivares de meldo Hami inoculadas com Trichothecium roseum, reduziu o
didmetro das lesdes nos frutos inoculados, ndo ocasionando fitotoxicidade e efeito fungicida
ao patdgeno in vitro.

Capdeville et al. (2002) verificaram reducéo dos sintomas de bolor azul, causado por
Penicillium expansum, em frutos de macieira tratados com harpina nas concentra¢des de 10
a 80 ug mL™ e em trés intervalos de tempo entre o tratamento e a inoculagdo do patdgeno
(24, 48 e 96 h). O melhor resultado obtido foi com a concentracéo de 80 ug mL™ aplicada 96
h antes da inoculagédo. Posteriormente, Capdeville et al. (2003) demonstraram que as
concentracdes 80 e 160 pg mL™ de proteina harpina, utilizadas nos intervalos de tempo 48 e
96 h entre tratamento e inoculagdo com o patdégeno, foram significativas na redugéo da
doenca nos frutos. Recentemente, Capdeville et al. (2008) verificaram que em frutos de
macieira tratados com harpina houve um atraso na germinacéo de esporos de P. expansum

e na colonizacao dos tecidos vegetais.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Foram utilizadas mudas de Coffea arabica L. cultivar Mundo Novo, linhagem IAC
388-17-1, obtidas a partir de sementes fornecidas pela Cooperativa Escola dos Alunos da
ETE Dep. Paulo Ornellas Carvalho de Barros (Garca, SP). O plantio foi feito inicialmente em
areia esterilizada ou substrato vegetal em sementeiras, sendo depois transferidas para uma
mistura de terra vegetal e esterco de galinha (250 L/2,5 L), acrescida de 1.250 g de
superfosfato simples, 250 g de calcario calcitico e 250 g de cloreto de potassio e mantidas
em casa de vegetacdo do Laboratdrio de Bioquimica Fitopatologica do Instituto Bioldgico,
S&do Paulo, SP, a temperatura ambiente (24 a 29 °C), recebendo adubacdo mensal por
irrigagdo com solucao de sulfato de aménio, superfosfato simples e cloreto de potassio (25 g
/50 g /10 g em 10 L de agua, para 300 mudas). As plantas foram utilizadas quando atingiram

seis a oito pares de folhas totalmente expandidas (cerca de oito meses de idade) (Figura 1).
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Figura 1. Estadios de desenvolvimento de cafeeiro ‘Mundo Novo’, do plantio das sementes
até a formacao de mudas. A: “Palito de fosforo”; B: “Orelha de onga”; C: Pares de
folhas verdadeiras.

4.2. Patégeno

Foi utilizado nos experimentos, o isolado IBLF78 de C. coffeicola pertencente a
colecdo do Laboratério de Fitopatologia do Centro Experimental Central do Instituto
Bioldgico, Campinas, SP, obtido de lesdes foliares de cafeeiros na regido de Franca, SP. O
fungo foi mantido em meio de batata-dextrose-agar (BDA) (extrato de 200 g de batata, 20 g
de dextrose, 20 g de agar e agua destilada, quantidade suficiente para 1.000 mL) em placas
de Petri a 27 °C e preservado através do método de Castellani (DHINGRA; SINCLAIR,
1995).

4.3. Obtencédo dos agentes bidticos e abiotico
4.3.1. Acibenzolar-S-metil (ASM)
Foram utilizadas nos ensaios suspensfes aquosas preparadas a partir do produto

comercial Bion®500WG (Syngenta, Basel, Suica) em p6 molhavel contendo 50% de
ingrediente ativo (i.a.) (éster S-metil do &cido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotibico,
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acibenzolar-S-metil, ASM) nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200 pg de i.a. mL™ de agua
destilada esterilizada.
Para os ensaios in vitro as suspensdes aquosas do produto foram filtradas em

membrana Millipore® de 0,22 um imediatamente antes do uso.

4.3.2. Bacillus thuringiensis

Nos ensaios in vivo foram utilizadas suspensfes aquosas da formulacdo comercial
Dipel PM®, a base de Bacillus thuringiensis Berliner var. kurstaki, linhagem HD-1 (16.000
Unidades Internacionais de Poténcia (Ul) mg™, 32 g i.a kg™) (Abbott Laboratories, North
Chicago, IL, EUA) nas concentracdes de 5, 10 e 20 mg mL™ preparadas com agua destilada
esterilizada.

Foi também utilizado nos experimentos o isolado de B. thuringiensis obtido a partir do
produto comercial Dipel PM®. Primeiramente foi preparada uma suspensdo do produto
comercial Dipel PM® na concentracdo de 10 mg mL™ em agua deionizada esterilizada, sendo
mantida em agua aquecida a 80 °C por 20 min, para eliminar as células vegetativas e
organismos contaminantes, uma vez que as bactérias do género Bacillus sdo resistentes a
temperaturas elevadas. ApoOs este periodo, aliquotas de 10 pL da suspensdo foram
depositadas e espalhadas com alca de Drigalsky sobre a superficie de placas de Petri
contendo meio de cultura nutriente agar (NA) (3 g de extrato de carne, 5 g de peptona, 15 g
de agar e agua destilada, quantidade suficiente para 1.000 mL), e essas foram incubadas
em estufa a 30 °C por 24 h.

Apbés o crescimento das colénias de B. thuringiensis, foram preparadas as
suspensdes aquosas nas concentracdes de 4,5 x 10° e 6,0 x 10° Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) mL™ em &gua deionizada esterilizada, segundo a escala de McFarland, para

que fossem utilizadas nos ensaios in vivo e in vitro.

4.3.3. Extrato de Saccharomyces cerevisiae

Foi utilizada nos experimentos a fracdo polissacaridica ndo-dialisivel obtida de
extrato solivel em agua de células autolisadas da levedura S. cerevisiae (Difco, EUA),
empregada nas concentragdes de 400, 800 e 1.200 equivalentes pg de manose mL™.

Para tanto, 25 g do extrato comercial de levedura foram dissolvidos, sob agitagéo,
em 125 mL de agua destilada esterilizada. Em seguida, acrescentou-se, aos poucos, 500
mL de etanol absoluto e o frasco com a suspenséao foi mantido em gelo, sob agitacéo, para
ocorrer a precipitacdo dos polissacarideos. A suspensdo, com uma concentracdo final de

etanol 80% (v/v), foi mantida por 4 dias a 4 °C para a total sedimentacdo do precipitado.
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ApGs este periodo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento gomoso foi novamente
suspendido em 125 mL de agua destilada esterilizada. A solugéo foi novamente precipitada
em etanol 80% (v/v) e o sedimento final foi dissolvido em 100 mL de agua destilada
esterilizada.

A solucdo foi submetida a didlise durante 7 dias em membranas Spectra/Por®
(Spectrum Laboratories, Inc. CA, USA), com capacidade de excluir moléculas com massa
molecular menor que 8.000 Daltons, e mantida sob agitacdo a 4 °C, efetuando-se trocas
didrias da agua destilada externa.

No final do processo, o extrato liquido foi retirado do interior das membranas de
didlise, e o precipitado formado foi removido por filtragdo utilizando sequencialmente
membranas de 1,2; 0,8; 0,45 e 0,22 um, resultando na obtengdo do extrato de levedura
bruto mantido a -20 °C.

Apoés a filtracdo, a concentragdo de carboidratos presente no extrato bruto foi
determinada por meio do método de antrona segundo Dische (1962). Em tubos de ensaio
foram adicionados 500 pL de solugcédo de extrato bruto diluidas previamente e 1 mL de
antrona 2% em &acido sulfurico concentrado. A mistura foi agitada rapidamente e, em
seguida, aquecida em &gua fervente a 100 °C por 16 min. Ap6s o resfriamento, foi
determinada a absorbancia a 625 nm, em espectrofotdbmetro Pharmacia Biotech Ultrospec
2000 UVIVIS. Através da curva padréo preparada com manose comercial PA (Merck) com
concentragbes variando de 25 a 100 pug mL™, foi determinada a concentracdo de
carboidratos no extrato de levedura, a qual foi expressa em equivalentes pg de manose por
mL (Eq pg de manose mL ™). O filtrado bruto foi diluido com agua destilada esterilizada para
as concentracdes de 400, 800 e 1.200 Eq ng de manose mL™, utilizadas nos experimentos

in vivo e in vitro.

4.3.4. Proteina harpina

Foram utilizadas, para os ensaios in vivo e in vitro, suspensfes aquosas contendo o
ingrediente ativo proteina harpina, preparadas em agua deionizada esterilizada a partir do
produto comercial Messenger® (3% de proteina harpina) (EDEN Bioscience Corporation,
Bothell, EUA), nas concentragfes de 7,5; 15; 30; 60 e 120 pg i.a. mL™. Para os ensaios in
vitro, as suspensdes aquosas do produto foram filtradas em membrana Millipore® de 0,22

pm imediatamente antes do uso.
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4.4. Obtencéo do in6culo

Para propiciar a esporulacdo adequada do fungo in vitro, quatro discos de 1 cm de
didmetro de micélio do fungo crescido em meio BDA foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura V8-agar (100 ml de suco comercial de vegetais V-8, 3 g de
carbonato de calcio, 15 g de agar e agua destilada, quantidade suficiente para 1.000 mL).
As placas foram mantidas por 10 dias em camara B.O.D. a 25 °C sob regime de luz continua
(SOARES, 2003). Apos este periodo, recortou-se com estilete a area total das col6nias
crescidas no meio, as quais foram transferidas para um almofariz de porcelana e
maceradas, com o auxilio de um pistilo, em agua destilada esterilizada. A suspensao obtida
foi uniformemente distribuida sobre a superficie de meio de cultura V8-agar, com o auxilio
de uma alga de vidro. Em seguida, as placas foram mantidas em B.O.D. a 25 °C sob regime
de luz continua, durante 7 dias. Os conidios formados foram, entdo, removidos da superficie
do meio de cultura com pincel de cerdas macias e 4gua destilada esterilizada e a suspenséo
resultante foi filtrada em uma peneira plastica para remocdo de fragmentos do meio de
cultura. A concentracdo de conidios foi determinada em camara de Neubauer e

posteriormente ajustada para 2 x 10* conidios mL™ para a inoculacéo nas plantas.

4.5. Avaliacéo do efeito dos agentes bidticos e abidtico na protecdo de plantas

de cafeeiro contra C. coffeicola

Plantas de café cv. Mundo Novo foram previamente lavadas em agua corrente e
apos a secagem, os 2° 3% e 4% pares de folhas (a partir do apice das plantas), foram
aspergidos, nas superficies abaxiais e adaxiais, por meio de um atomizador de plastico, com
as diferentes concentracfes dos agentes bidticos e abibticos descritas no item 4.3. até o
ponto de escorrimento. Todas as preparacdes foram submetidas a agitagdo por 10 min
antes da aplicacdo nas plantas. As plantas controle foram aspergidas com agua destilada
esterilizada.

As plantas foram mantidas por 72 h em temperatura ambiente e apds este periodo,
0s mesmos pares e superficies foliares tratadas anteriormente foram inoculadas, por
aspersdo, com a suspensao de conidios de C. coffeicola preparada conforme descrito no
item 4.4., acrescida de uma gota de Tween 20 para 100 mL de in6culo. Imediatamente apds
a inoculacdo, as plantas foram mantidas por 7 dias em camara a £ 24 °C com umidade
relativa de 100%, em fotoperiodo de 12 h e, em seguida, transferidas para casa de
vegetacao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado utilizando-se

grupos de 10 a 15 plantas por tratamento. Foram realizadas duas avaliacdes, nas folhas
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tratadas e inoculadas, a partir do aparecimento dos primeiros sintomas na testemunha, em
média 30 dias apoOs a inoculacdo (d.a.i.) com um intervalo, aproximadamente, de 30 dias
entre a 1° e a 2° avaliacéo.

A protecao foi quantificada como reducdo da severidade da doencga (nUmero médio
de lesBes por folha/planta) e expressa como porcentagem do controle de acordo com
Moraes et al. (1976), obtida por meio da equacdo adaptada:

%P =(Slem C—-Slem TI) X 100
(Slem C)

Em que:
%P= porcentagem de protegéo, Sl= severidade de infec¢do, C= folhas de cafeeiro apenas

inoculadas, Tl= folhas de cafeeiro tratadas e inoculadas.

4.6. Avaliacao do efeito dos agentes bidticos e abiético quando re-aplicados em
cafeeiro na protecao contra C. coffeicola

Plantas de café cv. Mundo Novo foram previamente lavadas em agua corrente e ap0s
a secagem, os 2%, 3% e 4 pares de folhas (a partir do 4pice das plantas), foram aspergidos,
nas superficies abaxiais e adaxiais, por meio de um atomizador de plastico, com as
diferentes concentracdes dos tratamentos (400 Eq pg de manose mL™ do extrato de S.
cerevisiae, 200 pg mL™ de ASM e 15 ug mL* de proteina harpina) até o ponto de
escorrimento. Todas as preparacfes foram submetidas a agitacdo por 10 min antes da
aplicacdo nas plantas. As plantas controle foram aspergidas com &gua destilada
esterilizada. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
utilizando-se grupos de 20 plantas por tratamento.

As plantas foram mantidas por 72 h em temperatura ambiente e ap0s este periodo,
0s mesmos pares e superficies foliares tratadas anteriormente foram inoculadas, por
aspersdo, com a suspensao de conidios de C. coffeicola preparada conforme descrito no
item 4.4., acrescida de uma gota de Tween 20 para 100 mL de in6culo. Imediatamente ap6s
a inoculacdo, as plantas foram mantidas por 7 dias em camara a £ 24 °C com umidade
relativa de 100%, em fotoperiodo de 12 h e, em seguida, transferidas para casa de
vegetacao.

Apdés 30 dias da inoculagdo com o patdgeno, 10 plantas de cada parcela,
previamente tratadas e inoculadas com o patégeno foram retratadas com as preparacdes
utilizando-se as mesmas concentracoes.

Foi realizada uma avaliacdo, nas folhas tratadas, retratadas e inoculadas, com 70
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dias apos a inoculacao (d.a.i.).

A protecao foi quantificada como reducéo da severidade da doenga (nUmero médio
de lesdes por folha/planta) e expressa como porcentagem do controle de acordo com
Moraes et al. (1976) descrita no item 4.5.

4.7. Avaliacdo do efeito dos agentes bidticos e abidtico sobre o crescimento

micelial de C. coffeicola
Foram realizados ensaios in vitro com o objetivo de avaliar o efeito direto dos
agentes bidticos e abidtico descritos no item 4.3 no crescimento micelial de C. coffeicola em

meio de cultura BDA.

Incorporacao e espalhamento em meio de cultura BDA

O extrato de levedura bruto, as suspensfes aquosas de proteina harpina e ASM
foram previamente filtradas em membranas de 0,45 e 0,22 um e, em seguida, incorporadas
em meio BDA para que estivessem nas mesmas concentra¢des descritas no item 4.3, com
excecdo da concentracéo 120 ug mL™ de harpina. Apés a incorporacéo dos agentes bidticos
e abidtico em BDA, cada solucado foi homogeneizada e vertida em cinco placas de Petri para
cada tratamento. Como testemunha foi misturada ao meio BDA &gua deionizada
esterilizada.

Para avaliar o efeito da concentracdo de 120 pg mL™ de harpina sobre o crescimento
micelial de C. coffeicola, foi realizado um ensaio adicional com todas as concentracdes de
harpina descritas no item 4.3.5 previamente filtradas em membranas 0,45 e 0,22 um,
utilizando-se por tratamento cinco placas contendo meio BDA. Em seguida, no centro de
cada placa foram aplicadas aliquotas de 200 pL de cada concentracdo de harpina,
espalhadas na superficie do meio com al¢ca de Drigalsky. Como testemunha, agua
deionizada esterilizada foi espalhada sobre o meio BDA.

Em seguida, para todos os ensaios descritos, no centro de cada placa foi depositado
um disco de meio de cultura de 1 cm de diametro contendo micélio de C. coffeicola,
posicionado de forma que o fungo entrasse diretamente em contato com o meio. As placas
foram mantidas em B.O.D. a 25 °C, em fotoperiodo de 12 h, por 20 dias.

Foi utilizado nos experimentos o delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de uma placa.

As avaliacdes foram efetuadas pela medida do didmetro da colénia do fungo (cm),
10, 15 e 20 dias ap6s a deposicao dos discos de micélio sobre o meio BDA e, em seguida,
foi calculado o indice de crescimento micelial (ICM) e o crescimento micelial, determinado

pela adaptacdo da férmula proposta por Maguire (1962):
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sendo,
ICM = indice de crescimento micelial; C;, C,, C, = média do didmetro do micélio na primeira,

segunda e ultima avaliagdo; N1, N2, N, = nimero de dias ap0s a transferéncia do micélio.

Aplicacdo de B. thuringiensis pela técnica de risca em meio de cultura

O efeito direto de B. thuringiensis no crescimento micelial de C. coffeicola foi avaliado
em dois experimentos distintos. No primeiro ensaio, discos de micélio de 1 cm de diametro
de C. coffeicola foram depositados na extremidade de placas de Petri (6,0 cm de didametro)
sobre meio BDA e mantidas em camara B.O.D. a 25 °C, fotoperiodo de 12 horas, por 5 dias.
Em seguida, foram aplicados, a 1 cm de distancia da borda do micélio, 20 yL de cada
concentracdo de B. thuringiensis preparadas conforme o item 4.3.3, com o auxilio de alga de
platina distribuindo-as de um lado a outro do meio de cultura em uma linha reta. A seguir, as
placas foram incubadas em B.O.D. a 25 °C, em fotoperiodo de 12 h, durante 20 dias,
utilizando-se como controle, &gua deionizada esterilizada ao invés da suspenséo bacteriana.
Foram realizadas trés avaliag6es, 10, 15 e 20 dias apds a incubacao das placas na camara
B.O.D., determinando-se a medida do didmetro da colbénia do fungo (cm) e, em seguida,

calculando-se o ICM.

Producédo de metabdlitos volateis por B. thuringiensis

No segundo ensaio foi avaliado o efeito in vitro de compostos volateis produzidos por
B. thuringiensis no crescimento micelial de C. coffeicola em meio BDA. Para tanto, discos de
micélio de 1 cm de diametro de C. coffeicola foram depositados no centro da superficie de
placas de Petri contendo meio de cultivo e incubadas por 5 dias em camara B.O.D. a 25 °C,
em fotoperiodo de 12 h. Separadamente, 20 L das suspensdes aquosas de B. thuringiensis
nas concentracdes de 4,5 e 6,0 x 10® UFC mL™ foram assepticamente depositadas sobre
meio BDA e espalhadas uniformemente com alca de Drigalsky e as placas foram incubadas
por 24 h, a 27 °C. Como controle, 4gua deionizada esterilizada foi utilizada ao invés das
suspensodes bacterianas. As placas contendo o fungo e as coldnias de B. thuringiensis foram
justapostas e seladas com fita adesiva e, em seguida, incubadas em B.O.D., a 25 °C, em
fotoperiodo de 12 h, por 20 dias. Foram realizadas trés avalia¢des, 10, 15 e 20 dias apos a
incubacado das placas na camara B.O.D., determinando-se a medida do didmetro da coldnia

do fungo (cm) e, em seguida, calculando-se o ICM.
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4.8. Avaliacdo do efeito dos agentes bidticos e abidtico na germinacdo de

conidios de C. coffeicola

Foi realizado ensaio in vitro com o objetivo de avaliar o efeito direto da proteina
harpina, do extrato de S. cerevisiae e do ASM na germinacgéo de conidios de C. coffeicola.
Os tratamentos utilizados foram: 25, 50, 100 e 200 pg mL™*de ASM; 7,5; 15, 30 e 120 pg mL°
! de proteina harpina e 400 Eq pug de manose mL™, além de agua deionizada esterilizada
como testemunha. Os ensaios foram realizados segundo metodologia descrita por Soares
(2003).

Foram utilizadas placas de Petri estéreis, de 9 cm de diametro, as quais foram
adicionados os tratamentos incorporados em meio de cultura V8-agar e apoés a solidificagédo
do meio, foram depositados trés discos de meio BDA contendo micélio de C. coffeicola, com
1 cm de didmetro, em cada placa por tratamento. Em seguida, as placas foram incubadas
por 9 dias em B.O.D. a 25 °C, em fotoperiodo de 24 h.

Depois deste periodo, as areas totais das colénias crescidas nas placas de cada um
dos tratamentos foram retiradas, com o auxilio de um estilete, e transferidas para tubos
Falcon (capacidade de 50 mL) contendo 10 mL de agua deionizada esterilizada acrescida
de uma gota de Tween 20. Os tubos foram submetidos a agitacao vigorosa por 1 min em um
agitador do tipo Vortex. As suspensdes obtidas foram filtradas em gaze dupla para a
remoc¢ao dos fragmentos do meio de cultura e a concentragdo de conidios de C. coffeicola
foi determinada em camara de Neubauer e, por fim, ajustada para uma concentracéo final
de 1,5 x 10* conidios mL™.

Aliquotas de 0,75 mL desta suspenséo de conidios foram transferidas para placas de
Petri esterilizadas de 9 cm de didmetro contendo 12,5 mL de agar-agua 2%, e espalhadas
sobre a superficie do meio com o auxilio da alga de Drigalsky. As placas foram mantidas em
B.O.D. a 25 °C em fotoperiodo de 24 h e apés este periodo, a germinacdo foi paralisada
com azul de lactofenol. O nimero de esporos germinados foi aferido aleatoriamente numa
amostra de 100 conidios por placa por tratamento, com o auxilio de um microscopio 6ptico,
aumento de 100X. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado utilizando-se

trés repeticdes por tratamento.

4.9. Estudos moleculares

4.9.1. Tratamento das plantas de café ‘Mundo Novo’ com acibenzolar-S-metil e

proteina harpina e inoculagdo com C. coffeicola para a extracdo de RNA total

Plantas de café ‘Mundo Novo’ foram tratadas com o ASM e a proteina harpina nas
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concentragdes de 200 ug mL™ e 15 pg mL™ de ingrediente ativo, respectivamente. Os 2%,
3% e 4° pares de folhas das plantas foram lavados previamente com agua corrente, € em
seguida, apds a secagem natural das folhas, o agente bibtico e o abiético foram aspergidos
nas superficies abaxiais e adaxiais com o auxilio de um atomizador de plastico. As plantas
controle foram aspergidas apenas com agua deionizada esterilizada.

Para a inoculagdo das plantas tratadas com os agentes e plantas controle, foi
utilizado o0 mesmo procedimento descrito no item 4.4.

Para a extracdo de RNAs totais foram realizados os seguintes tratamentos: plantas
controle tratadas com agua deionizada esterilizada, plantas somente tratadas por 72 h com
ASM ou proteina harpina, plantas tratadas por 72 h e inoculadas, sendo que, depois da
inoculagdo com o patégeno, as extracdes foram feitas em 48 h, 72 h e 7 dias, e plantas
somente inoculadas com C. coffeicola, sendo que as extragdes foram feitas apds 48 h, 72 h

e 7 dias.

4.9.2. Extragdo de RNAs totais

As folhas tratadas conforme descrito no item 4.9.1. foram destacadas
separadamente, sendo entdo, lavadas com &gua corrente, seguida de agua deionizada
esterilizada, e secas suavemente com algodéao esterilizado. Amostras de folhas, 100 mg de
massa fresca de cada tratamento, foram imediatamente trituradas com pistilo em almofariz
gelado contendo nitrogénio liquido. O pé fino resultante da trituracao foi homogeneizado em
microtubos de 1,5 mL contendo 1 mL do reagente TRIzol® (Life Technologies, Grand Island,
New York) para a extracdo de RNA total, seguindo-se o procedimento descrito no manual do
fabricante.

Os microtubos contendo o homogeneizado permaneceram por 5 min a temperatura
ambiente. Em seguida, o material insoltivel foi removido por centrifugacdo a 12.000 g
durante 10 min a 4 °C e apds a extracdo do sobrenadante com 200 pL de cloroférmio, o
RNA presente na fase aquosa foi precipitado com 500 uL de alcool isopropilico. No final do
procedimento, apés a lavagem do sedimento com 1 mL de etanol 75%, seguida de secagem
sob vacuo por 5 min, o RNA extraido foi dissolvido em 50 pL de agua deionizada esterilizada
por 10 min a 55 °C.

Determinou-se a concentracdo de RNA das amostras em espectrofotometro a 260
nm e apenas as amostras que apresentaram uma relagdo de Ajso/Azg0 = 1.8 foram utilizadas
para a sintese de DNA complementar (cCDNA).

A integridade e qualidade dos RNAs extraidos das diferentes amostras foram
observadas em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio, em tampéo TAE pH 8,3

(Tris-acido acético-EDTA; Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM). O gel foi submetido a corrente
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de 90 V por 30 min, tendo como marcador de peso molecular DNA Ladder® 1kb
(Invitrogen™). Os produtos da reacdo foram visualizados por sistema de imagens
computadorizada acoplada com uma camara (Alphamager™ 1220 Documentation &
Analysis, Alpha Innotech Co., CA, EUA).

4.9.3. Digestdo com Deoxyribonuclease |, Amplification Grade (DNase | Amp
Grade)

Previamente a sintese de cDNA, as amostras de RNA foram tratadas com a enzima
Deoxyribonuclease 1, Amplification Grade (DNase |, Amp Grade) (Invitrogen™, Carlsbad,
CA, EUA) para a digestdo de DNA contaminante.

Para a digestdo de DNA foi preparada em microtubos de 0,5 mL, mantidos no gelo, a
seguinte mistura de reacao: 2 ug de RNA de cada amostra; 2 yL de 10X DNase | Reaction
Buffer; 1 uL de DNase | Amp Grade (1 U/uL), completando com agua deionizada esterilizada
para o volume de 20 pL, seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante. As amostras
foram incubadas por 15 min em temperatura ambiente. A DNase | Amp Grade foi inativada
com 2 uL de EDTA 25 mM pH 8,0, sendo os microtubos incubados por 10 min a 65 °C em
termociclador PTC-100™ (Programmable Thermal Controller - MJ Research Inc, Watertown,
MA, EUA).

4.9.4. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit SuperScript II™ (Invitrogen™). Aliquotas
de 22 pL de cada amostra tratada com DNase | Amp Grade conforme descrito no item
4.9.3., contendo 2 pg de RNA total obtido a partir das folhas de plantas tratadas e controles
(item 4.9.2.), foram misturadas com 1 pL de oligo (dT),, (50 uM) e 1 yL de dNTPs 10 mM.
Apds a incubacdo a 65 °C por 5 min, em termociclador PTC-100™, as amostras foram
mantidas no gelo por 1 min e, em seguida, foram acrescentados a cada tubo, 6,375 uL de
5X First-Strand Buffer, 1 pL de DTT 0,1 M e 0,5 pL da enzima SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase (200 U/pL). Em termociclador, as amostras foram submetidas ao seguinte
programa: 25 °C por 5 min, seguido de 50 °C por 60 min e aquecimento a 70 °C por 15 min
para inativar a enzima.

No final da reacdo as amostras contendo os cDNAs foram diluidas com agua

deionizada esterilizada para um volume de 200 pL e mantidas a -20 °C.
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4.9.5. Sintese de primers de genes de cafeeiro

Baseados nas sequéncias de genes, isolados de plantas de café Mundo Novo e
Hibrido de Timor, através da técnica de hibridizacdo subtrativa por supresséo, e depositadas
no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.html) (GUZZO; HARAKAVA; TSAI,
2009), foram desenhados primers para a amplificacdo dos seguintes genes relacionados a

resisténcia: &cido 1-carboxilico-1-aminociclopropano oxidase (ACC oxidase) (HT-ACCoxi-F
e HT-ACCoxi-R); glucanase (MN-GLU-F e MN-GLU-R), proteina com repeticbes ricas em
leucina (MN-LRR-F e MN-LRR-R) e ascorbato peroxidase (MN-AscPe-F e MN-AscPe-R)
(Tabela 1).

Os primers foram desenhados utilizando o programa DNA calculator da Sigma-

Genosys (www.sigma-genosys.com), que permitiu determinar as temperaturas de

anelamento e determinar a presenca de estruturas secundarias indesejaveis.

Os primers especificos (forward-F e reverse-R) foram sintetizados pela empresa
Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, lowa, EUA). Os primers foram previamente
testados usando como molde DNA gendmico extraido de folhas de cafeeiro cv. Mundo

Novo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.html
http://www.sigma-genosys.com/
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Tabela 1. Sequéncias de primers de genes de cafeeiro para as analises de expressao
génica temporal por RT-PCR quantitativo.

Gene? GenBank® Designacéo dos Sequiéncias de Primers (5-3’) Tamanho  Tm
primers (op)° (°C)
HT-SSH1-B09 DQ123946 HT-ACCoxi-F GGGACACAACACACAGACAC 215 61,65
HT-ACCoxi-R TCACCAACTCAAAGAAACCC 61,50
MN-SSH3-B11 DQ124021 MN-AscPe-F TCCGCTAATAGTGGCTTGA 201 60,93
MN-AscPe-R ATTAGCATCAGGCAGTCTCC 60,80

Coffea arabica

B-1,3-glucanase, AY389812 MN-GLU-F CTTCTTTGATGGGGCTGCTAA 255 65,12
acidic (bgl)
MN-GLU-R ATATAACCAGGCCGAAGTGGG 65,69
MN-SSH3-C07  DQ124056 MN-LRR-F AGTAGAGCTGTGGGATTGGG 203 62,98
MN-LRR-R GAACTTCTCCAACGACCCTT 62,01

Clones de cDNA obtidos de RNAs extraidos de cafeeiro ‘Mundo Novo' (MN) e ‘Hibrido de Timor’
(HT). Coffea arabica B-1,3-glucanase, acidic (bgl): sequéncia completa de cDNA de gene de B-1,3-
glucanase isolado de cafeeiro MN. ®Numeros de acesso de sequéncias de cafeeiro no GenBank
isoladas por hibridizacao subtrativa por supressdo (SSH) ou pela técnica RACE (“Rapid Amplification
of cDNA Ends”) (AY389812) “Tamanho dos produtos de amplificacdo dos genes de cafeeiro.

4.9.6. Amplificagdo com primers especificos dos genes de cafeeiro

Para verificar a ocorréncia de amplificacdo dos cDNA, sintetizados conforme descrito
no item 4.9.4., com os primers especificos dos genes de cafeeiro (Tabela 1), foram
utilizados 3 pL de cada amostra. Foram acrescidos a mistura de reacdo, 16 uL de agua
deionizada esterilizada, 0,25 pL de enzima GoTaq® DNA polimerase (5 U/ pL) (Promega,
Madison, WI, EUA), 0,25 pL de dNTPs mix (10 mM), 5 uL de 5X Green GoTaq® Reaction
Buffer, 0,25 uL dos primers especificos (forward-F e reverse-R) (10 uM).

A reacdo de amplificacdo foi realizada no termociclador PTC-100™ utilizando-se o
programa: um ciclo de 94 °C por 2 min, seguido de 42 ciclos de 94 °C por 10 s, anelamento
de 55 a 62 °C, dependendo do gene a ser estudado (Tabela 1), seguido de 72 °C por 30 s e
temperatura de extenséo final a 72 °C durante 7 min.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
contendo brometo de etidio (1%), em tampé&o TAE pH 8,3. O gel foi submetido a corrente de
90 V por 30 min, tendo como marcador de peso molecular DNA Ladder® 100 pb

(Invitrogen™). Os produtos da reacdo foram visualizados por sistema de imagens
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computadorizada acoplada com uma camara (Alphamager™ 1220 Documentation &
Analysis).

4.9.7. Analise quantitativa (QRT-PCR) da expressdao de genes de cafeeiro por

PCR em tempo real

As analises por PCR quantitativo (qRT-PCR) foram realizadas no aparelho
“LightCycler® 480 Instrument” (Idaho Technology Inc., Salt Lake City, UT, EUA).

Para as reacbes de gRT-PCR foram utilizados 3 pL de cDNA de cada amostra
sintetizados conforme descrito no item 4.9.4. e primers especificos dos genes de cafeeiro
(Tabela 1). Foram acrescidos a reacgédo, 5,8 puL de agua deionizada esterilizada, 10 pyL de
FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) (2x concentrated) (Roche® Diagnostics
GmbH, Roche Applied Science, Manheim, Alemanha), 0,6 pL dos primers especificos
(forward-F e reverse-R) (10 uM). O volume final da reacao foi de 20 yL. As gRT-PCR foram
realizadas utilizando o seguinte programa: 1 ciclo de 2 min a 50 °C, seguido de
desnaturagdo a 95 °C por 10 min e em seguida, 45 ciclos a 95 °C por 15 s, anelamento a 56
°C até 60 °C por 30 s, dependendo do gene a ser estudado (Tabela 1), e extenséo de 60 °C
por 30 s. A especificidade de reacéo foi confirmada pela obtencéo de curvas de dissociacéo
para cada reacao.

Como normalizador interno da reacao foi utilizado o gene ubiquitina (housekeeping
gene) amplificado utilizando os primers especificos de cafeeiro (forward-F: 5'-
GTGGAGGAGAAAGAAGGAAT-3" e reverse-R: 5-ACAAGAGCATATTCCCAAAG-3’)
desenhados a partir de uma sequéncia de C. arabica presente no GenBank com o nimero
de acesso AF297089.

Todas as reacbes de qRT-PCR foram realizadas com trés repeticdes e o calculo
utilizado foi pelo método AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), onde CT é definido como o
namero de ciclos necessérios para alcancar o limiar de detec¢éo de fluorescéncia. Os niveis
de expressdo R foram calculados da seguinte forma: R = 22T onde AACT é igual a (ACT
da amostra — ACT do calibrador) = [(CT da amostra — CT do housekeeping gene) — (CT do
calibrador — CT do housekeeping gene)]. As amostras controle que consistiram de plantas

tratadas com &gua destilada esterelizada foram utilizadas como calibradores.
4.10. Andlise dos resultados
Os resultados obtidos foram analisados empregando-se software estatistico Assistat

versdo 7.5 Beta (2008) desenvolvido pelo Prof. Dr. Francisco de Assis, do Departamento de

Engenharia Agricola do Centro de Tecnologia e Recursos Naturais da Universidade Federal
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de Campina Grande (UFCG). Os dados foram submetidos & analise de variancia, sendo que
nos ensaios in vitro aplicou-se o teste de Tukey e in vivo o teste t, ambos com 5% de
probabilidade (P < 0,05). Todos os experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo dos efeitos dos agentes bidticos e abidtico na protecdo de

cafeeiros a cercosporiose e no desenvolvimento de C. coffeicolain vitro

5.1.1. Avaliag&o do efeito do acibenzolar-S-metil in vivo

Os testes de inducgdo de resisténcia realizados em plantas de café cv. Mundo Novo
tratadas previamente com o produto comercial Bion®, nas concentracdes de 25, 50, 100 e
200 ug mL* do ingrediente ativo ASM, aplicadas 72 h antes da inoculag&o com C. coffeicola,
e avaliadas 30 dias apOs a inoculacdo, evidenciaram reducdo dos sintomas da doenca
(Figura 2) e protecao significativa a cercosporiose de 49,3; 49,5; 69,4 e 80,5% (Tabela 2),
respectivamente. Os dados obtidos corroboram com aqueles relatados por Patricio et at.
(2007), que avaliaram o efeito do ASM nas concentracbes de 25, 50 e 100 pg mL™ na
protecdo de cafeeiro ‘Catuai’ e ‘Obatd’ a C. coffeicola e constataram protecdo de 47, 74 e
25%, respectivamente, quando aplicadas nas plantas em um intervalo de 96 h entre
tratamento e inoculacdo com o patégeno. Venancio et al. (2000) também relataram a
eficiéncia de ASM no controle de C. coffeicola em mudas de cafeeiro, onde 0 menor nimero
de lesdes foi observado em plantas tratadas com 25 pg mL™ do ingrediente ativo. Amaral
(2005) demonstrou que a concentracéo de 200 pg mL™ do ingrediente ativo ASM aplicada 7
dias antes da inoculagdo com C. coffeicola, em cafeeiros ‘Topazio’, diminuiu em 47% os

sintomas da cercosporiose em relagdo ao controle aspergido com agua.
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Tabela 2. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com acibenzolar

S-metil (ASM), 72 h antes da inoculagéo com Cercospora coffeicola’.

ASM (ug mL™)? Namero médio de lesdes por folha® Protecao (%)*
25 4,63 + 1,00 49,3
50 4,61 +1,28° 49,5
100 2,79+0,61° 69,4
200 1,78 £ 0,49° 80,5
0 9,13 + 2,44%
CV (%) 61,04

'Avaliacao realizada 30 dias apés a inoculagéo.

2Soluc;()es aquosas do produto comercial Bion® nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pug mL™ de
ingrediente ativo (ASM); controle tratado com 4gua.

*Médias * erro padrédo seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a anélise estatistica os dados foram transformados pela funcéo Vx.

“*Determinada em relacdo ao controle.
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Figura 2. Folhas de cafeeiro suscetivel ‘Mundo Novo’ tratadas com acibenzolar-S-metil
(ASM), 72 h antes da inoculacdo de C. coffeicola, e avaliadas 30 dias apos a
inoculacdo do patégeno. A, B, C, D e E: 0, 25, 50, 100 e 200 pg mL™ de ASM,
respectivamente.

Guzzo et al. (2001), em trabalho com mudas de cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratadas com
ASM nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pg mL™, aspergidas 72 h antes da inoculacéo
com H. vastatrix, demonstraram que a partir da concentracdo de 25 pg mL™ do ingrediente
ativo, a reducdo de sintomas foi acima de 86%, atingindo 97% na concentracdo de 200 ug
mL™. Nojosa et al. (2009) demonstraram que a utilizacdo de ASM na concentracdo de 0,1 g
L™ do produto comercial reduziu a severidade da doenca conhecida como mancha de
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Phoma, causada pelo patégeno Phoma costarricensis, em mudas de cafeeiro. Esses
estudos evidenciam a acéo significativa do indutor de resisténcia abiético ASM na protecéo
de cafeeiro contra doengas causadas por diferentes fungos fitopatogénicos. Diversos relatos
da literatura indicam o carater inespecifico da inducdo de resisténcia, evidenciando que a
ativacdo de respostas de defesa em diferentes culturas a uma ampla gama de patdgenos,
pode ser induzida apds o tratamento com um mesmo agente indutor. ASM conferiu prote¢céo
em plantas de fumo (70 a 97%, na concentracdo de 1200 uM) contra o virus TMV, os fungos
Cercospora nicotianae, Peronospora tabacina, Phytophthora parasitica e as bactérias
Erwinia carotovora e Pseudomonas syringae pv. tabaci (Friedrich et al., 1996), enquanto que
em Arabidopsis thaliana, promoveu reducéo nos sintomas das doencas causadas pelo fungo
P. parasitica, pela bactéria P. syringae pv. tomato e pelo virus TCV (Turnip Crinkle virus)
(Lawton et al., 1996).

No presente estudo, as plantas tratadas com 200 pg mL™* de ASM apresentaram
59,8% de protecdo quando avaliadas 60 dias apds a inoculagdo com C. coffeicola, porém as
concentracdes de 25, 50 e 100 pg i.a. mL™ apresentaram de 30,7 a 46,6% de protecdo e
estatisticamente ndo diferiram do controle (Tabela 3 e Figura 3). Gurgel et al. (2005)
verificaram que mudas de tomateiro tratadas com ASM, nas concentracdes de 25 e 50 mg L”
! do produto comercial e avaliadas 43 dias apés a inoculacdo de Fusarium oxysporum n&o
diferenciaram significativamente do controle quanto a severidade da doenca, demonstrando
que o efeito do ASM na inducéo de resisténcia depende do patossistema em estudo.

Tabela 3. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com acibenzolar-

S-metil (ASM), 72 h antes da inoculagdo com Cercospora coffeicola®.

ASM (ug mL™)? Numero médio de lesdes por folha® Protecao (%)*
25 12,39 + 2,58% 46,6
50 16,08 * 3,33% 30,7
100 13,78 £ 2,78% 40,6
200 9,34+227" 59,8
0 23,21 + 4,80°
CV (%) 52,91

'Avaliacao realizada 60 dias apés a inoculagéo.

Solucdes aquosas do produto comercial Bion® nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pg mL™ de
ingrediente ativo (ASM); controle tratado com agua.

*Médias + erro padrao seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a andlise estatistica os dados foram transformados pela fungéo Vx.

*Determinada em relagdo ao controle.
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Figura 3. Folhas de cafeeiro suscetivel ‘Mundo Novo’' tratadas com acibenzolar-S-metil
(ASM), 72 h antes da inoculacédo de C. coffeicola, e avaliadas 60 dias apés a
inoculagdo do patégeno. A, B, C, D e E: 0, 25, 50, 100 e 200 pug mL™* de ASM,
respectivamente.

De acordo com os resultados apresentados nas tabelas 2 e 3, a maior concentragao
de ASM, 200 pg mL™, foi a que proporcionou maior protecdo mais duradoura de cafeeiro
contra cercosporiose. Entretanto, o efeito da inducdo de resisténcia ndo amplia com o
aumento das doses do indutor e sim, de acordo com Sticher et al. (1997) e Loon et al.
(1998), se o indutor é bidtico, ha necessidade de uma quantidade minima de células em
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contato com a planta para haver indugéo, mas, uma vez expressa a resisténcia, aumentos
da quantidade de células do indutor ndo correspondem a aumentos na resisténcia. No caso
de indutores abidticos 0 mesmo se aplica. Por exemplo, Rodrigues et al. (2000) trabalhando
com o ASM e indugdo de resisténcia a Xanthomonas campestris pv. phaseoli em feijoeiro
também confirmaram a validade deste critério. Barilli, Sillero e Rubiales (2009) constataram
gue a inducdo da SAR em ervilha a Uromyces pisi, agente causal da ferrugem, observada
em resposta a aplicacao exdégena dos indutores abibéticos, acido salicilico (5, 7, 8,5 e 10mM),
ASM (1, 5 e 10mM) e &cido B-aminobutirico (BABA) (5, 10, 20 e 50 mM), foi similar com
todas as concentracdes utilizadas. Entretanto, Capdeville et al. (2002) verificaram que
tratamentos de macéas com solu¢Bes aquosas de harpina nas concentracdes de 10, 20, 40 e
80 pg ml™ resultaram em uma resposta de indugéo de resisténcia a Penicillium expansum
concentracdo-dependente. Embora todas as concentragfes utilizadas tenham sido eficazes
em reduzir a severidade da doencga, o efeito mais acentuado foi observado com a
concentracdo de 80 pg ml'. Latunde-Dada e Lucas (2001) também observaram que
plantulas de feijdo caupi, Vigna unguiculata, foram protegidas contra Colletotrichum
destructivum, quando as sementes foram tratadas com Bion® (ASM) nas concentracdes de
5, 10, 15 e 20 ppm, sendo que o efeito de indugdo de resisténcia ocorreu de forma dose-
dependente. Similarmente, nessa interacdo, a concentracdo mais elevada de Bion® (20
ppm) foi a mais efetiva.

5.1.2. Avaliac&o do efeito in vitro do acibenzolar-S-metil sobre C. coffeicola

As concentracdes de ASM de 25, 50, 100 e 200 pg mL™ n&o inibiram o crescimento
micelial (Tabela 4 e Figura 4) de C. coffeicola in vitro, quando avaliadas 20 dias ap6s a
deposicao do disco de BDA contendo o micélio do fungo. Além disso, ndo houve diferencas
significativas dos indices de crescimento micelial do patégeno na presenca de ASM em
relagdo ao controle (Figura 5). Estes dados corroboram com o0s resultados observados por
Pereira et al. (2008) ao verificarem que o ASM néo afetou o crescimento micelial in vitro de
C. coffeicola em meio de cultura contendo 0,1 g i.a. L™ do produto comercial e ndo alterou o

desenvolvimento do patégeno na superficie de folhas de cafeeiro.
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Tabela 4. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola sob diferentes concentracfes de
acibenzolar-S-metil (ASM)™.

ASM (ug mL™)? Crescimento micelial (cm)® Inibicdo (%)*
25 4,32 +0,09%
50 4,34 +0,12%
100 4,75 + 0,09°
200 4,57 £0,12%
0 4,24 +0,10°
CV (%) 5,30

1Avalia<;z?10 realizada 20 dias ap6s a deposicéo de discos de BDA contendo o micélio do fungo.
’Solucdes aquosas do produto comercial Bion® nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pg mL™* de
ingrediente ativo (ASM) incorporado em meio de cultura BDA; controle: 4gua deionizada esterilizada
incorporada ao meio BDA.

*Medida do diametro micelial. Médias + erro padrdo seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

“Determinada em relacéo ao controle.

Figura 4. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola em BDA acrescido de acibenzolar-
S-metil (ASM). A, B, C, D e E: 0, 25, 50, 100 e 200 pg mL™ de ASM,
respectivamente.
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Figura 5. indice de crescimento micelial (ICM) de Cercospora coffeicola sob diferentes
concentracdes de acibenzolar-S-metil (ASM). As concentra¢des de 25, 50, 100 e

200 pg de ingrediente ativo (i.a.) mL™ foram incorporadas em meio BDA. ™- ndo
significativo.

As concentracdes de ASM também néo afetaram a germinacao, in vitro, dos conidios
de C. coffeicola, com excecéo da concentracido de 50 pg mL™ de ingrediente ativo, que
estimulou significativamente a germinagdo dos conidios em 15,6% em comparacdo ao
controle (Tabela 5). Patricio et al. (2007) demonstraram que as concentragées de 25, 50 e
100 ug mL™ de ASM n&o apresentaram efeito direto sobre a germinacdo dos conidios de C.
coffeicola obtendo de 64 a 69% de conidios germinados nos tratamentos e 79% no controle.
Pereira et al. (2008) também constataram que o ASM nao apresentou qualquer alteracao na
germinacdo de C. coffeicola na superficie de folhas de cafeeiro. Nojosa et al. (2009)
demonstraram que as concentracdes 0,025 e 0,05 g L™ de ASM néo inibiram a germinacéo
dos conidios de P. costarricensis in vitro. Querino et al. (2005) constataram que as
concentragdes 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,25 mg mL™ de ASM n&o inibiram a germinacédo dos
conidios de Fusarium oxysporum f. sp. cubensis in vitro, porém a concentra¢do 0,50 mg mL"

! de ASM inibiu a germinac&o dos mesmos quando comparado com a testemunha.
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Tabela 5. Germinacgdo in vitro de conidios de Cercospora coffeicola sob diferentes
concentragcdes de acibenzolar-S-metil (ASM).

ASM Numero total de Germinacdao de Estimulo na
(ug mL™? conidios conidios germinagéo de
germinados? (% do controle)® conidios
(% do controle)*
25 72,0 +1,5% 102,7 2,7
50 81,1+24% 115,7 15,7
100 72,7 £2,4%° 103,7 3,7
200 75,7 £2,7% 108,0 8,0
0 70,1+ 1,6
CV (%) 5,08

1So|uc;6es aquosas do produto comercial Bion® nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pg mL™ de
ingrediente ativo (ASM) incorporado em meio de cultura V8; controle: agua deionizada esterilizada
incorporada ao meio V8.

2 J o T ~ , T .

Médias * erro padrdo do numero de conidios germinados nos tratamentos e no controle observados
em placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua 2%. Médias * erro padrédo seguidas por letras
distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
3Porcentagem de germinacdo de conidios de C. coffeicola em contato com o ASM, calculada em
relagéo ao controle.

4 . ~

Determinada em relagéo ao controle.

E conhecido que os agentes indutores de resisténcia ndo apresentam ac&o
antimicrobiana direta sobre patégenos, mas induzem a expressao de genes de defesa das
plantas, ativando, nas mesmas, a producdo de compostos que impedem ou dificultam o
estabelecimento e/ou desenvolvimento de patdégenos. Assim, no presente trabalho, o ASM
aplicado 72 h antes da inoculagdo com o patdégeno, pode ter ativado genes codificadores de
compostos de defesa resultando na protecdo parcial das plantas a cercosporiose, uma vez
gue ndo foi observada qualquer acdo direta do ASM sobre C. coffeicola.

Os resultados obtidos mostram-se promissores, pois 0 ASM além de ser eficiente no
controle de H. vastatrix e P. costarricensis, também protegeu plantas de café contra C.
coffeicola, sendo uma alternativa importante no manejo destas doencas (RUESS et al.,
1996; MOLINA; HUNT; RYALS, 1998; PATRICIO et al., 2007, NOJOSA et al., 2009).

5.1.3. Avaliacdo do efeito do produto comercial Dipel PM®in vivo
As plantas tratadas com a formulacdo comercial a base de B. thuringiensis, Dipel

PM®, nas concentracdes de 5, 10 e 20 mg mL™ e avaliadas 30 dias ap6s a inoculagdo com

C. coffeicola, demonstraram protecdo de 73,3; 77,6 e 79,4%, respectivamente, em relacédo
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ao controle (Tabela 6). Estes resultados corroboram com os obtidos por Roveratti, Teixeira e
Moraes (1989), que verificaram protecédo de 69,1 a 96,4% em plantas de cafeeiro ‘Mundo
Novo’' suscetiveis a ferrugem alaranjada, previamente tratadas com o produto comercial
Thuricide HD a base de B. thuringiensis var. kurstaki, nas concentracées de 5, 10 e 20 mg
mL™. Jesus (2009) também constatou que o produto comercial Dipel PM®, na concentragéo
de 20 mg mL™, reduziu a severidade da ferrugem alaranjada de 79 a 90% em cafeeiro
suscetivel a doenca, além de ter ativado genes codificadores de arginina descarboxilase,
ascorbato peroxidase, aleno 6xido sintase e proteina LRR, e das proteinas relacionadas a
patogénese, quitinase e f-1,3-glucanase, envolvidas nos mecanismos de indugédo de
resisténcia neste patossistema (GUZZO; MARTINS, 1996).

Tabela 6. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com o produto

comercial Dipel PM®, 72 h antes da inoculacdo com Cercospora coffeicola’.

Dipel PM® (mg mL™)? Numero médio de lesées por folha® Protec&o (%)*
5 0,44 +0,09° 73,3
10 0,37 +0,09° 77,6
20 0,34 £0,10° 79,4
0 1,65 + 0,61°
CV (%) 62,50

'Avaliacao realizada 30 dias apés a inoculagéo.

2Suspens()es aquosas do produto comercial Dipel PM® nas concentracfes de 5, 10 e 20 mg mL™;
controle tratado com agua.

*Médias + erro padrdo seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a andlise estatistica os dados foram transformados pela fungéo Vx.

“Determinada em relag&o ao controle.

Entretanto, as mesmas plantas tratadas com Dipel PM® nas concentracoes de 5, 10
e 20 mg mL™, quando avaliadas 60 dias apds a inoculacdo com C. coffeicola, apresentaram
de 8,9 a 28,4% de prote¢do, ndo diferindo significativamente do controle (Tabela 7). Estes
resultados demonstram que o efeito protetor do Dipel PM® & cercosporiose ndo perdurou
nas plantas tratadas e que, provavelmente, os conidios de C. coffeicola presentes nas folhas
germinaram e colonizaram os tecidos foliares ocasionando um maior nimero de lesées nos
cafeeiros no decorrer do tempo.

Uma explicacdo para esse fato pode estar relacionada a capacidade de
sobrevivéncia dos conidios de C. coffeicola, os quais podem permanecer viaveis por quase
nove meses na superficie foliar, aguardando condi¢bes favoraveis para poder invadir as

células do hospedeiro (CUSTODIO, 2008). Essa caracteristica do patégeno pode também
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ter interferido na protecdo a cercosporiose ativada por ASM em cafeeiro, pois quando as
plantas foram tratadas com esse indutor e avaliadas 60 dias apds a inoculacdo, apenas a
concentracdo de 200 pg mL™ mostrou-se eficaz.

Tabela 7. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com o produto

comercial Dipel PM®, 72 h antes da inoculacdo com Cercospora coffeicola®.

Dipel PM® (mg mL™)? Numero médio de lesées por folha® Protec&o (%)*
5 10,92 + 2,75 8,9
10 8,59 + 2,01 28,4
20 10,98 +2,17¢ 8,4
0 11,99 + 2,592 ---
CV (%) 34,85

'Avaliacao realizada 60 dias apés a inoculagéo.

2Suspens()es aquosas do produto comercial Dipel PM® nas concentragfes de 5, 10 e 20 mg mL™;
Controle: plantas tratadas com agua.

*Médias + erro padrdo seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a andlise estatistica os dados foram transformados pela fungéo Vx.

“Determinada em relacdo ao controle.

5.1.4. Avaliacdo do efeito in vivo de Bacillus thuringiensis isolado do produto
comercial Dipel PM®

Nas plantas tratadas com diferentes concentragbes do isolado de B. thuringiensis,
proveniente do produto comercial Dipel PM®, foi observada protecdo de 52,9% a
cercosporiose apenas para a concentracdo de 4,5 x 10° UFC mL™, porém, ndo diferiu
significativamente do controle quando a severidade foi avaliada 30 dias ap6s a inoculacdo
com o patdgeno (Tabela 8 e Figura 6). Quando as plantas foram avaliadas 60 dias apés a
inoculagdo com o patdgeno observou-se um aumento no nimero de lesGes nas folhas dos
cafeeiros tratados com B. thuringiensis e no controle, ndo havendo protecao significativa a

cercosporiose (Tabela 9).
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Tabela 8. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com Bacillus
thuringiensis isolado do produto comercial Dipel PM®, 72 h antes da inoculacéo

com Cercospora coffeicola’.

B. thuringiensis (x10® UFC mL™)? Namero médio de lesdes por Protecéo (%)*

folha®
4,5 6,38 +2,12° 52,9
6,0 17,91 + 4,55°
0 13,54 + 3,43%
CV (%) 48,31

1Avaliac;ao realizada 30 dias ap0s a inoculagéo.
’Suspensdes aquosas nas concentracdes de 4,5 e 6,0 x 10° unidades formadoras de coldnia (UFC)

mL" de B. thuringiensis isolado do produto comercial Dipel PM®; controle: plantas tratadas com agua.
*Médias + erro padréo seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <

0,05). Para a andlise estatistica os dados foram transformados pela fung&o Vx.
“*Determinada em relacdo ao controle.

Figura 6. Folhas de cafeeiro suscetivel ‘Mundo Novo’ tratadas com Bacillus thuringiensis
(Bt), 72 h antes da inoculacdo de Cercospora coffeicola e avaliadas 30 dias apds
a inoculacdo do patégeno. A, B e C: 0, 4,5 e 6,0 x 10° unidades formadoras de

colénia mL™, respectivamente, de Bt isolado do produto comercial Dipel PM®.
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Tabela 9. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com Bacillus
thuringiensis isolado do produto comercial Dipel PM®, 72 h antes da inoculac&o
com Cercospora coffeicola’.

B. thuringiensis (x10° UFC mL™)?*  Ndmero médio de lesdes por folha®  Protecéo (%)*

4,5 40,39 + 5,13 13,7

6,0 47,28 + 6,03

0 46,79 + 5,75
CV (%) 20,94

'Avaliacao realizada 60 dias apés a inoculagéo.

2Suspens()es aquosas nas concentracdes de 4,5 e 6,0 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC)
mL™ de B. thuringiensis isolado do produto comercial Dipel PM®; controle: plantas tratadas com agua.

*Médias * erro padrédo seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a anélise estatistica os dados foram transformados pela funcéo Vx.

“*Determinada em relacdo ao controle.

Estes dados diferem dos apresentados por Jesus (2009) na interacdo cafeeiro - H.
vastatrix, na qual as mesmas concentragfes de B. thuringiensis, 4,5 e 6,0 x 10® UFC mL?,
conferiram protecdo de 80% e 78%, respectivamente, a ferrugem alaranjada. Cia (2005)
evidenciou também o potencial desse microrganismo no controle da antrachose do
mamoeiro.

A auséncia de protecdo a cercosporiose evidenciada pelos resultados obtidos no
presente trabalho pode estar relacionada com a substéncia toxica cercosporina, produzida
por espécies de Cercospora contra varios microrganismos (ROMEIRO, 2007). O oxigénio ao
reagir com a cercosporina, excitada pela presen¢a de energia luminosa, € convertido em
espécies reativas de oxigénio, altamente téxicas para microrganismos (DAUB; CHUNG,
2007), podendo estar agindo diretamente sobre B. thuringiensis. Embora tenham sido
observados efeitos positivos com o Dipel PM®, inertes presentes na formulacdo do produto
podem ter interferido na acdo da cercosporina sobre o Bt ou contribuido para o efeito
protetor observado. Entretanto, no presente trabalho, ndo foram realizados experimentos

para comprovar essas hipoéteses.

5.1.5. Avaliacdo do efeito in vitro de Bacillus thuringiensis isolado do produto

comercial Dipel PM®

Nos testes in vitro realizados para avaliar o efeito de compostos volateis e difusiveis
produzidos por B. thuringiensis, isolado do produto comercial Dipel PM®, sobre o

crescimento micelial de C. coffeicola, ndo foi observada reducdo no desenvolvimento do



44

micélio do patégeno, em contato com o0s compostos volateis produzidos pela bactéria
(Tabela 10; Figuras 7 e 9). Porém, houve uma inibicdo parcial significativa do crescimento
micelial do fungo em contato com o0s compostos produzidos pela bactéria, nas
concentracdes de 4,5 e 6,0 x 10° UFC mL™, difundidos no meio de cultura (Tabela 10 e
Figura 8). Além disso, o ICM foi significativo, demonstrando que existe uma relacdo entre a
concentracdo bacteriana e o didmetro micelial do patdégeno (Figura 9).

Tabela 10. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola sob diferentes concentracdes de

Bacillus thuringiensis®.

Efeito de compostos difusiveis Efeito de compostos volateis

B. thuringiensis
8 -1\2 i .
(x10° UFC mL™) Crescimento Inibicio (%)* Crescimento

o,
micelial (cm)® micelial (cm)® ~ "PiGa0 (%)

4,5 4,32 +0,21" 25,1 5,56 + 0,06°

6,0 4,82 +0,16 16,5 5,44 + 0,08

0 577+0,17° 5,45 + 0,02°
CV (%) 9,07 264

'Avaliacdo realizada 25 dias ap6s a deposicdo de discos de micélio em meio BDA.

2Suspensﬁes aguosas nas concentragfes de 4,5 e 6,0 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC)
mL™" de B. thuringiensis (Bt) isolado do produto comercial Dipel PM®. As suspensdes bacterianas
foram espalhadas ou riscadas em meio BDA, para o estudo do efeito de compostos volateis ou
difusiveis produzidos por Bt, respectivamente; controle: meio BDA sem a presenca da bactéria.
*Medida do diametro micelial. Médias * erro padrdo seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si a 5%, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

*Determinada em relagdo ao controle.

Figura 7. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola, em BDA, exposto a compostos
volateis produzidos por Bacillus thuringiensis (Bt), isolado de produto comercial
Dipel PM®. A: Controle; B e C: 4,5 e 6,0 x 10° UFC de Bt mL™, respectivamente.
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Figura 8. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola, em BDA, exposto a compostos
difusiveis produzidos por Bacillus thuringiensis (Bt), isolado de produto comercial
Dipel PM®. A: Controle; B e C: 4,5 e 6,0 x 10° UFC de Bt mL™, respectivamente.
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Figura 9. indice de crescimento micelial (ICM) de Cercospora coffeicola sob compostos
difusiveis e volateis produzidos por Bacillus thuringiensis (Bt), isolado de produto
comercial Dipel PM®, utilizado nas concentracdes 4,5, 6,0 e 9,0 x 10® unidades
formadoras de colénia (UFC) mL™. *- significativo a 5%:; "- ndo significativo.

Vieira, Romeiro e Mizubuti (2004) observaram inibicdo in vitro de crescimento de
fungos e fitobactérias patogénicos ao tomateiro pelo agente de biocontrole Bacillus cereus.
Porém, Cia (2005) evidenciou que o produto comercial & base de B. thuringiensis, DimyPel®,
na concentracdo de 7,5 mg mL™, ndo inibiu o desenvolvimento de Colletotrichum
gloeosporioides, in vitro.

Possivelmente, o isolado de B. thuringiensis, nas concentracbes de 4,5 e 6 x 10°
UFC mL™, atuou no controle de C. coffeicola in vitro por meio da antibiose, competic&o por
espaco e/ou nutrientes na avaliacdo do efeito dos compostos difusiveis no meio. Entretanto,
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guando as mesmas concentracfes de Bt foram aplicadas em cafeeiro ndo foi observado
efeito protetor a cercosporiose.

5.1.6. Avaliacdo do efeito dos polissacarideos extraidos de Saccharomyces

cerevisiae in vivo

Os testes realizados em plantas de café ‘Mundo Novo’ tratados previamente com os
polissacarideos de S. cerevisiae, nas concentracdes de 400, 800 e 1200 Eq pg de manose
mL™, aplicadas 72 h antes da inoculagcdo com C. coffeicola, e avaliadas 30 dias apds a
inoculacéo, evidenciaram reducéo parcial dos sintomas da doenca (Figura 10) de 86,4; 39,3
e 40,9%, respectivamente. Porém, apenas a concentracéo de 400 Eq pug de manose mL™ foi
significativa na protecdo a cercosporiose em relagdo ao controle (Tabela 11).

Os dados obtidos corroboram com os de Martins (1988) que ao utilizar S. cerevisiae
obteve protecdo em plantas de cafeeiro a H. vastatrix. Bonaldo (2005) e Piccinin, Di Piero e
Pascholati (2005) relataram que a levedura reduziu significativamente a antracnose em
sorgo e melhorou a produtividade da cultura. Cia (2005) observou que S. cerevisiae, na
concentracdo de 20 mg mL™, protegeu os frutos de mamoeiro contra a antracnose, quando
aplicado 24 h antes da inoculacdo do patégeno. Boro (2009) relatou que o extrato bruto da
levedura, na concentracio de 200 Eq pug de manose mL™, protegeu localmente folhas de
maracujazeiro amarelo contra Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Zanardo,
Pascholati e Fialho (2009) demonstraram que suspensdes dos extratos brutos autoclavados
de S. cerevisiae reduziram a severidade de antracnose em plantulas de pepineiro entre 82 a
86% e as fracOes resultantes da precipitacdo etandlica em 98%. Fernandes, Santos e
Ventura (2005) observaram que o extrato bruto da levedura autoclavado apresentou
atividade elicitora, sendo capaz de induzir respostas associadas a defesa em mudas de
mamoeiro do grupo ‘Solo’, ‘Golden’ e ‘Sunrise Solo’, havendo maior concentracdo de
compostos fendlicos e aumento significativo da atividade de peroxidases nas plantas
tratadas.

As células e preparacbes de S. cerevisiae contém elicitores, os quais ativam 0s
mecanismos de defesa da planta, contribuindo para o controle de doencas (HAHN;
ALBERSHEIM, 1978; WULLF; PASCHOLATI, 1999). Lopez (1991) demonstrou que plantas
de sorgo pré-tratadas com o extrato de leveduras apresentaram aumento no acumulo de
compostos fenolicos em resposta a inoculacdo com Colletotrichum sublineolum, sugerindo
que a levedura pode modificar o metabolismo da planta no sentido de induzir resisténcia

contra o patégeno.
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Tabela 11. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com

polissacarideos extraidos de Saccharomyces cerevisiae, 72 h antes da
inoculagéo com Cercospora coffeicola’.

S. cerevisiae Numero médio de lesdes por folha® Protec&o (%)*
(Eq pg de manose mL™)?
400 2,19+0,28° 86,4
800 9,79 + 3,63 39,3
1200 9,53 + 1,68 40,9
0 16,13 + 3,34%
CV (%) 31,55

1Avalia(;t?lo realizada 30 dias ap0s a inoculagéo.

’Extrato bruto de S. cerevisiae nas concentracdes de 400, 800 e 1200 Eq pg de manose mL™,
controle tratado com agua.

*Médias + erro padrao seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <

0,05). Para a andlise estatistica os dados foram transformados pela fungéo Vx.
“*Determinada em relagdo ao controle.

Figura 10. Folhas de cafeeiro suscetivel ‘Mundo Novo’ tratadas com polissacarideos
extraidos de Saccharomyces cerevisiae, 72 h antes da inoculacdo de
Cercospora coffeicola e avaliadas 30 dias ap6és a inoculacéo do patégeno. A, B,
C e D: 0, 400, 800 e 1200 Eq pg de manose mL™, respectivamente.

As mesmas plantas tratadas com os polissacarideos extraidos de S. cerevisiae e

avaliadas 60 dias apods a inoculagdo com C. coffeicola ndo apresentaram protecao
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significativa em relagéo ao controle; apenas a concentracdo de 400 Eq pg de manose mL™
proporcionou reducdo de 45,7% nos sintomas de cercosporiose (Tabela 12), porém
estatisticamente nao diferiu do controle, tendo ocorrido um aumento significativo no nimero
médio de lesdes nas folhas dos cafeeiros (Figura 11), independentemente dos tratamentos.
Estes resultados sugerem que a protecdo contra cercosporiose nos cafeeiros tratados nédo
perdurou por muito tempo havendo, possivelmente, a necessidade de re-aplicacdo do
extrato, pois a planta estaria retornando ao seu metabolismo normal ndo desviando sua

energia para a ativacao de respostas de defesa (LOPEZ, 1991).

Tabela 12. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com
polissacarideos extraidos de Saccharomyces cerevisiae, 72 h antes da
inoculagdo com Cercospora coffeicola’.

S. cerevisiae Numero médio de lesdes por folha® Protecao (%)*
(Eq pg de manose mL™)?
400 25,11 + 2,26° 45,7
800 43,63 + 6,57 5,6
1200 57,83 + 14,39 -
0 46,22 + 6,32%
CV (%) 18,01

1Ava|iagéo realizada 60 dias ap0s a inoculagéo.

“Extrato bruto de S. cerevisiae nas concentracdes de 400, 800 e 1200 Eq pg de manose mL™,
controle tratado com agua.

*Médias * erro padrédo seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a anélise estatistica os dados foram transformados pela funcéo Vx.

*Determinada em relagdo ao controle.
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Figura 11. Folhas de cafeeiro suscetivel ‘Mundo Novo’ tratadas com polissacarideos
extraidos de Saccharomyces cerevisiae, 72 h antes da inoculagdo de Cercospora
coffeicola e avaliadas 60 dias apés a inoculagédo do patégeno. A, B, C e D: 0, 400,
800 e 1200 Eq pg de manose mL™, respectivamente.

5.1.7. Avaliacdo do efeito dos polissacarideos extraidos de Saccharomyces

cerevisiae in vitro

Todas as concentracfes de polissacarideos extraidos de S. cerevisiae utilizados nos
testes in vitro ndo demonstraram efeito direto sobre o crescimento micelial de C. coffeicola
avaliadas 20 dias ap6s a deposicdo do disco de BDA contendo o micélio do fungo (Tabela
13 e Figura 12). Além disso, ndo houve diferencas significativas nos indices de crescimento
micelial do patdgeno nos tratamentos em relagdo ao controle (Figura 13) e também néo
houve efeito direto significativo na germinac&o dos conidios do patdgeno em contato com a
concentracéio de 400 Eq pg de manose mL™ em relac&o ao controle (Tabela 14).

Estes resultados corroboram com os dados obtidos por Jesus (2009) e Boro (2009)
em ensaios in vitro. As mesmas concentragbes de polissacarideos extraidos de S.
cerevisiae ndo interferiram diretamente na germinacdo de urediniosporos de H. vastatrix e
no crescimento de colbnias de X. axonopodis pv. passiflorae, embora tenham reduzido
significativamente as severidades da ferrugem alaranjada e bacteriose avaliadas em

cafeeiro e maracujazeiro amarelo, respectivamente.
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Tabela 13. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola sob diferentes concentragdes de
polissacarideos extraidos de Saccharomyces cerevisiae’.

S. cerevisiae Crescimento micelial (cm)® Inibigéo (%)*
(Eq pg de manose mL™)?

400 5,27 + 0,72
800 5,75 + 0,40
1200 5,22 + 0,02
0 5,57 + 0,12
CV (%) 9,88

!Avaliacéo realizada 20 dias apds a deposicéo de discos de BDA contendo o micélio do fungo.
’Extrato bruto de S. cerevisiae nas concentrac6es de 400, 800 e 1200 Eq pg de manose mL™
incorporadas em meio BDA, controle: fungo crescido em meio BDA na auséncia de levedura.

*Medida do diametro micelial. Médias + erro padrdo seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

“Determinada em relacéo ao controle.

Figura 12. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola em BDA acrescido de
polissacarideos extraidos de Saccharomyces cerevisiae. A, B, C e D: 0, 400,
800 e 1200 Eq pug de manose mL™, respectivamente.
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Figura 13. indice de crescimento micelial (ICM) de Cercospora coffeicola sob diferentes
concentracdes de polissacarideos extraidos de Saccharomyces cerevisiae. As
concentragdes de 400, 800 e 1200 Eq ug de manose mL™ foram incorporadas
em meio BDA. "™- ndo significativo.

Tabela 14. Germinacgdo in vitro de conidios de Cercospora coffeicola na presenca de

Saccharomyces cerevisiae.

S. cerevisiae Numero total de  Germinagao de Estimulo na
(Eq pg de manose mL™)* conidios conidios germinacéo de conidios
germinados® (% do controle)® (% do controle)*
400 74,33 £1,3° 103,4 3.4
0 71,82 £ 1,4° --- —--
CV (%) 3,94

1Solugélo aquosa de polissacarideos extraidos de S. cerevisiae na concentracdo de 400 Eq pg mL*
incorporada em meio de cultura V8; controle: agua deionizada esterilizada incorporada ao meio V8.
*Médias + erro padrdo do nimero de conidios germinados nos tratamentos e no controle observados
em placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua 2%. Médias * erro padrdo seguidas por letras
distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3Porcentagem de germinacdo de conidios de C. coffeicola em contato com os polissacarideos
extraidos de S. cerevisiae, calculada em rela¢é@o ao controle.

“Determinada em relacdo ao controle.

5.1.8. Avaliacéo do efeito da proteina harpina in vivo

Os testes realizados em plantas de café ‘Mundo Novo’ tratadas previamente com o
produto comercial Messenger®, nas concentragbes de 7,5; 15; 30; 60 e 120 pg mL™ de
proteina harpina, aplicadas 72 h antes da inoculagdo com C. coffeicola, e avaliadas 30 dias

apos a inoculacao, evidenciaram reducao dos sintomas da doenca e protecdo significativa a
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cercosporiose de 66,0; 73,9 e 65,1% nas concentracbes de 7,5; 15 e 30 pg mL™,
respectivamente. A concentracdo de 60 pug mL* de proteina harpina ndo diferiu
significativamente do controle, enquanto a concentracdo de 120 pg mL* aumentou
significativamente o numero de lesdes de cercosporiose nas folhas do cafeeiro (Figura 14 e
Tabela 15).

Estes dados corroboram com Danner et al. (2008) que observaram reducgédo de
sintomas em péssegos tratados em poés-colheita com 80 mg L™ de proteina harpina, 12 h
antes da inoculagcdo com o patégeno Monilinia fructicola, e a ativacdo de mecanismos
relacionados a resisténcia dos frutos, além de comprovarem que os teores de proteinas
totais, acUcares totais, fendis totais e a atividade da fenilalanina amoénia-liase aumentaram
nos frutos tratados. Yang et al. (2005) verificaram que meldes tratados, apés a colheita, com
90 mg L' de harpina apresentaram inducdo de resisténcia local e sistémica contra
Trichothecium roseum e associaram esta protecdo com a ativagdo de peroxidase e
quitinase. Capdeville et al. (2002) verificaram que magcés tratadas com 80 pug mL™ de
harpina, 96 h antes da inoculacdo com Penicillium expansum, reduziram os sintomas de
bolor azul.

Entretanto, Boro (2009) e Jesus (2009) relataram que a aplicacéo foliar de diferentes
concentracdes de harpina ndo protegeu o maracujazeiro amarelo e cafeeiro a mancha

bacteriana e ferrugem alaranjada, respectivamente.

Tabela 15. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com proteina

harpina, 72 h antes da inoculacdo com Cercospora coffeicola’.

Harpina (ug mL™)? Numero médio de lesdes por folha® Protecéo (%)*
7,5 4,85+ 1,88° 66,0
15 3,72+1,17° 73,9
30 4,98 + 1,24° 65,1
60 11,62 + 2,60 18,5
120 32,66 + 6,16° ---
0 14,26 +2,81°
CV (%) 42,70

'Avaliacéo realizada 30 dias apés a inocula%éo.
Solucdes aquosas do produto Messenger® nas concentragdes de 7,5; 15; 30; 60 e 120 ug mL™ de
Eroteina harpina, controle tratado com agua.

Médias + erro padréo seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a andlise estatistica os dados foram transformados pela funcéo Vx.
*Determinada em relacéo ao controle.
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Figura 14. Folhas de cafeeiro suscetivel ‘Mundo Novo’ tratadas com proteina harpina 72 h
antes da inoculacdo de Cercospora coffeicola e avaliadas 30 dias apos a
inoculagéo do patégeno. A, B, C, D, E e F: 0; 7,5; 15; 30; 60 e 120 ug mL™ de
proteina harpina, respectivamente.

Quando a avaliacdo das plantas de cafeeiro, tratadas com harpina e inoculadas com
C. coffeicola apdés 72 h, foi feita 60 dias apds a inoculagédo, a severidade em todos os
tratamentos aumentou consideravelmente (Figura 15) e ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle. A concentracdo de 120 pg mL™ de harpina demonstrou
a maior média de lesbes de cercosporiose por folha (Tabela 16), como ja havia sido
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observado na avaliacdo feita 30 dias ap0s a inoculacdo com o patdbgeno e aumentou
significativamente a severidade da doenca (68%) em relacdo ao controle. Estes resultados
sugerem que o efeito protetor da proteina harpina em cafeeiro contra cercosporiose néao
persiste nas plantas tratadas apdés 60 dias, pois, possivelmente, estas podem estar
retornando ao seu metabolismo normal (LOPEZ, 1991), havendo a possibilidade de que
uma nova aplicacdo da proteina seja necessaria para ativar novamente 0s mecanismos de

defesa da planta.

Tabela 16. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com proteina

harpina, 72 h antes da inoculacdo com Cercospora coffeicola’.

Harpina (ug mL™)? Numero médio de lesdes por folha® Protecao (%)*
7,5 38,36 £ 9,19" 3,7
15 30,02 +9,57° 24,6
30 25,63 + 4,68" 35,6
60 42,69 + 5,34°
120 66,96 + 8,29°
0 39,83 £ 5,49"
CV (%) 68,56

'Avaliacéo realizada 60 dias ap6s a inoculagéo.
2Solugﬁes aquosas do produto Messenger nas concentracdes de 7,5; 15; 30; 60 e 120 ug mL™ de
Eroteina harpina, controle tratado com agua.

Médias + erro padrao seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a anélise estatistica os dados foram transformados pela funcéo Vx.
“Determinada em relacdo ao controle.
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Figura 15. Folhas de cafeeiro suscetivel ‘Mundo Novo’ tratadas com proteina harpina 72 h
antes da inoculacdo de Cercospora coffeicola e avaliadas 60 dias apés a
inoculagéo do patégeno. A, B, C, D, E e F: 0; 7,5; 15; 30; 60 e 120 ug mL™ de
proteina harpina, respectivamente.

5.1.9. Avaliacéo do efeito da proteina harpina in vitro

As concentracdes de harpina utilizadas nos testes in vitro, espalhadas ou

incorporadas em meio BDA, ndo demonstraram efeito direto sobre o crescimento micelial de
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C. coffeicola avaliado 20 dias apés a deposicdo do disco de BDA contendo o micélio do
fungo (Tabela 17; Figuras 16 e 17). Estes resultados corroboraram com os dados obtidos
por Yang et al. (2005) que ndo evidenciaram efeito direto da proteina harpina no
desenvolvimento do fungo Trichothecium roseum in vitro.

Porém, houve diferencas significativas nos ICM do patégeno nas concentracdes de
harpina avaliadas. Quando as concentracdes de harpina foram incorporadas no meio de
cultura ndo houve efeito no ICM (Figura 19), porém, quando a proteina foi espalhada sobre
0 meio de cultura houve interacdo significativa da concentracdo da harpina com o
crescimento micelial do patégeno ao longo do tempo (Figura 18) demonstrando que a
medida que aumenta a concentracédo da proteina ho meio de cultura aumenta o crescimento
micelial. Nesse casso, o0 método por espalhamento pode ter propiciado maior contato do
micélio do patégeno com a proteina harpina.

Em relacdo a germinagéo in vitro dos conidios de C. coffeicola, os resultados
revelaram que as duas maiores concentracbes de harpina avaliadas estimularam
significativamente a germinacdo do patdogeno em relagdo ao controle (Tabela 18). Estes
dados corroboram com Boro (2009) e Jesus (2009) que verificaram que a concentracdo de
120 pg mL™* de harpina estimulou o desenvolvimento de coldnias de X. axonopodis pv.
passiflorae e a germinacéo de urediniosporos de H. vastatrix in vitro.

Tabela 17. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola sob diferentes concentra¢des de

harpina®.
Espalhado sobre o meio de cultura Incorporado em meio de cultura
Harpina
12 Crescimento Inibicdo (%)* Crescimento Inibicdo (%)*
(g mL™)
micelial (cm)® micelial (cm)®
7,5 532+0,15" 5,63 + 0,21°
15 5,11 + 0,16 5,80 + 0,05
30 5,43 + 0,04 5,78 + 0,21°
60 5,45 + 0,30 5,20 + 0,20°
120 5,55 + 0,06
0 5,11 + 0,09 5,55+ 0,17°
CV (%) 4,33 5,72

1Avaliagéo realizada 20 dias ap0s a deposicéo de discos de BDA contendo o micélio do fungo.
2Solug(”)es aquosas do produto Messenger® nas concentracdes de 7,5; 15; 30; 60 e 120 pg mL™ de
g)roteina harpinaincorporadas ou espalhadas em meio de cultura BDA, controle: meio BDA.

Medida do diametro micelial. Médias + erro padrdo seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Determinada em relagdo ao controle.
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Figura 16. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola em BDA, exposto a diferentes
concentracdes de harpina incorporadas no meio. A, B, C, D e E: 0; 7,5; 15; 30 e
60 pg mL™ de proteina harpina, respectivamente.

Figura 17. Crescimento micelial de Cercospora coffeicola em BDA, exposto a diferentes
concentracdes de harpina espalhadas sobre o meio. A, B, C, D, Ee F: 0; 7,5; 15;
30; 60 e 120 pg mL™ de proteina harpina, respectivamente.
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Figura 18. indice de crescimento micelial (ICM) de Cercospora coffeicola sob diferentes
concentragdes de harpina. As concentragdes 7,5; 15; 30; 60 e 120 ug mL™? de
proteina harpina do produto comercial Messenger® foram espalhadas em meio
BDA. *- significativo a 5%.
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Figura 19. indice de crescimento micelial (ICM) de Cercospora coffeicola sob diferentes
concentragbes de harpina. As concentragbes 7,5; 15; 30 e 60 pug mL™ de
proteina harpina do produto comercial Messenger® foram incorporadas em meio
BDA. "™ — néo significativo.
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Tabela 18. Germinacdo in vitro de conidios de Cercospora coffeicola sob diferentes
concentracdes da proteina harpina.

Harpina Numero total de  Germinag¢do de Estimulo na germinacao
(g mL™H? conidios conidios de conidios
; 2
germinados (% do controle)® (% do controle)*

7,5 73,67 +0,7° 102,6 2,6

15 73,36 £ 0,3 102,1 2,1

30 86,73 + 1,0° 120,8 20,8

120 85,60 + 1,1° 119,2 19,2

0 71,82 +1,4°
CV (%) 2,80

'Solugdes aquosas do produto comercial Messenger® nas concentracdes de 7,5; 15; 30 e 120 ug mL™
de harpina incorporada em meio de cultura V8; controle: 4gua deionizada esterilizada incorporada ao
meio V8.

’Médias + erro padrdo do nimero de conidios germinados nos tratamentos e no controle observados
em placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua 2%. Médias * erro padréo seguidas por letras
distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3Porcentagem de germinagdo de conidios de C. coffeicola em contato com a proteina harpina,
calculada em relacdo ao controle.

“*Determinada em relacdo ao controle.

O aumento no numero de lesdes de cercosporiose em cafeeiros previamente
tratados com 120 ug mL™ de harpina, em relagéo ao controle, pode estar associado com o
estimulo na germinacdo dos conidios do patdégeno na presenca da proteina, e com a
fitotoxicidade ocasionada nas folhas pelo tratamento, pois alguns indutores de resisténcia,
dependendo da concentragdo, podem agir na planta reduzindo seu desenvolvimento ou
aumentando a suscetibilidade a doencas. Romero, Neves e Leite (2001) relataram que a
pulverizacdo de plantas de berinjela com ASM, em campo, semanalmente, visando o
controle de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, reduziu a producéo de uma das seis
cultivares testadas. Em contraposicdo, sintomas de fitotoxidez ndo foram observados por
Zahid, Smith e Guest (2000) 14 semanas ap0s pulverizarem mudas de esséncias florestais
(Pinus radiata, Banksia integrifolia e Isopogon cuneatus) com ASM, nas concentracdes de
1,0 e 2,5 pg L™ Cole (1999), trabalhando com fumo, encontrou eficiéncia do ASM contra
bactérias e fungos patogénicos, mas o composto revelou-se moderadamente toxico ao
hospedeiro. Latunde-Dada e Lucas (2001) verificaram que o tratamento de sementes de
feijdo caupi com ASM, 7 dias antes da inoculacdo foliar com o patégeno, protegeu as
plantulas contra antracnose causada por C. destructivum. Enquanto que nenhum efeito
fitotéxico foi observado nas plantulas tratadas com concentracdes de ASM até 20 ppm, o

tratamento com concentragdes maiores do composto resultou em atrofia das plantulas e
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afetou adversamente o aumento foliar.

Lustosa, Romeiro e Maia (1999) expuseram sementes de tomateiro (imerséo por 12
h) em solu¢cdes com diferentes concentragbes de ASM, e sementes tratadas com agua
serviram como controle. Cinco a dez dias apdés o tratamento foi feita a avaliagéo
observando-se melhor percentual de germinacdo das sementes nado tratadas (94%),
seguidas daquelas expostas as concentracdes de 25, 50 e 125 ug mL™, que resultaram em
porcentagens de germinacdo de, respectivamente, 82, 77 e 54%, enquanto que nas
concentracdes de 250 a 1000 pg mL™, as porcentagens de germinacdo foram iguais ou
inferiores a 5%. Entretanto, Yang et al. (2005) nao verificaram qualquer efeito fitotéxico em
meldes quando a harpina foi aplicada nas concentracdes de 30, 60, 90, 120 e 200 mg L™.

Maia, Romeiro e Lustosa (2000), também estudando a fitotoxidez de diferentes
concentracbes de ASM a tomateiro, observaram que ela aumentava diretamente com o
aumento da concentraco, sugerindo que 125 pug mL™ era uma concentragéo aceitavel, por
proporcionar 50% menos de lesdes de X. axonopodis pv. vesicatoria em relacdo a
testemunha e niveis aceitaveis de fitotoxidez. Segundo esses autores, aos 16 dias apés a
semeadura, plantulas foram pulverizadas com o ativador (0, 25, 50, 125, 250, 500, 1000 mg
mL™") e, oito dias depois, foram avaliados parametros como altura, nimero de folhas,
namero de folhas com putativos sintomas de toxidez, peso da matéria fresca e da matéria
seca da parte aérea. Os autores concluiram que a exposi¢do de plantas a concentracfes
menores que 500 pg mL™" n&o induz toxidez severa e que tentativas de controle pelo uso do
ASM em pulverizagbes devem ser realizadas com concentra¢des do indutor de resisténcia
dentro desses limites. Romeiro et al. (1999) avaliaram o efeito de ASM em plantas de
feijoeiro, aplicando o produto em pulverizagfes, 15 dias apds a germinacdo, em diferentes
concentracdes e observaram que o aumento da fitotoxidez nas plantas era devido as

maiores concentracdes de ASM utilizadas.

5.1.10. Avaliacdo dos efeitos de ASM, proteina harpina e polissacarideos
extraidos de S. cerevisiae quando re-aplicados em cafeeiro na protecdo contra C.

coffeicola

Os testes de indugéo de resisténcia realizados em plantas de café ‘Mundo Novo’
tratadas previamente com as solucdes aquosas dos produtos comerciais Bion® (200 pg i.a.
mL™") e Messenger® (15 pg de harpina mL™), além dos polissacarideos extraidos de S.
cerevisiae (400 Eq pg de manose mL™), aplicadas 72 h antes da inoculagdo com C.
coffeicola, e avaliadas 70 dias ap0s a inoculacao, evidenciaram que apenas o ASM protegeu
significativamente o cafeeiro contra a cercosporiose em 48,3% em relacéo ao controle.

Porém, quando os mesmos tratamentos foram aspergidos novamente nas folhas, 30



61

dias apds a inoculagdo com o patégeno, pdde-se observar protecao significativa contra a
doenca de 50,2; 42,5 e 46,4% nas plantas tratadas com ASM, proteina harpina e
polissacarideos de S. cerevisiae, respectivamente (Tabela 19 e Figura 20). Pode-se
observar na tabela 19 que os cafeeiros tratados com ASM, uma ou duas vezes, ndo
diferiram significamente entre si, mas demonstraram protecdo significativa em relagdo ao
controle. Estes dados demonstram que o ASM, na concentracdo 200 pg de i.a. mL™,
provavelmente, deve ter algum efeito residual, aplicado uma vez, fazendo com que a defesa
no cafeeiro continue sendo ativada, mesmo 70 dias apds a inoculacdo, fato este que nao
ocorreu em relacdo aos tratamentos com a proteina harpina e os polissacarideos extraidos
de S. cerevisiae quando aplicados apenas uma vez.

Os resultados corroboraram com os estudos observados por Patricio et al. (2007),
gue tratou cafeeiros com o ASM quatro dias antes da inoculagdo com C. coffeicola e apés
30 dias aplicou novamente o produto nas plantas obtendo a protecéo de 25 a 74%. Mazaro
(2007), ao aplicar ASM semanalmente em morango observou protecdo significativa contra
mancha-de-micosferela (Myscosphaerella fragariae), mancha-de-dendrofoma
(Dendrophoma obscurans) e flor-preta (Colletotrichum acutacum). Além disso, demonstrou
que o tratamento com ASM nao interferiu sobre a massa média dos frutos e produtividade e
induziu a producéo de proteinas-RP. Isso demonstrou que o indutor, nas concentracdes e
frequéncia de aplicacbes avaliadas, ndo comprometeu a produtividade com perdas
metabdlicas, fato possivel quando se faz uso de indutores de resisténcia, devido a desvios

de rotas metabdlicas para a sintese de compostos de defesa (HEIL; BOSTOCK, 2002).
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Tabela 19. Severidade de cercosporiose em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com ASM,
proteina harpina e polissacarideos extraidos de S. cerevisiae, 72 h antes e 30
dias ap6s a inoculagdo com Cercospora coffeicola®.

5 Numero de Numero médio de lesdes por Protecao
Tratamentos ) 3 . 5
aplicacbes folha (%)
200 pg mL™ de ASM 1 2,76 + 0,45° 48,3
2 2,66 +0,39° 50,2
15 ug mL™ de harpina 1 5,35 + 0,082
2 3,07 £ 0,38" 42,5
400 Eq pg de manose mL™
S. cerevisiae 1 7,33£1,43°
2 2,86 +0,40° 46,4
Controle 5,34 + 0,622
CV (%) 28,31

1Ava|iagéo realizada 70 dias apds a inoculacao.

’Solucbes aquosas dos produtos Bion® e Messenger® nas concentracdes de 200 e 15 ug mL™ de
ASM e proteina harpina, respectivamente; e de polissacarideos extraidos de S. cerevisiae na
concentracado de 400 Eq pg de manose mL™; controle tratado com agua.

*Numero de aplicacbes dos tratamentos: 1 —aplicacdo dos tratamentos 72 h antes da inocula¢do do
patdégeno; 2 —aplicacdo 72 h antes e 30 dias apés a inoculagéo do patdgeno.

*Médias + erro padréo seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste t (P <
0,05). Para a anélise estatistica os dados foram transformados pela funcéo Vx.

®Determinada em relacdo ao controle.

Piccinin, Di Piero e Pascholati (2005) avaliaram o efeito de S. cerevisiae, aplicado
semanalmente, na produtividade de sorgo e na severidade de doengas foliares como
antracnose e mancha foliar, causadas pelos fitopatdgenos Colletotrichum sublineolum e
Exserohilum turcicum, e observaram que houve reducéo na velocidade de progresso das
duas doencas. Esse atraso na evolucdo dos sintomas de antracnose e mancha foliar pode
ter contribuido para o aumento de produtividade verificado em plantas de sorgo tratadas
semanalmente com a levedura.

Porém, uma desvantagem apontada para a inducéo de resisténcia é que a ativacao
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dos mecanismos de defesa desviaria parte da energia utilizada no metabolismo normal da
planta, comprometendo a produtividade. Essa desvantagem é contestada por alguns
autores que afirmam que o indutor leva a planta a um estado de alerta, e a energia para
defesa é gasta apenas quando ocorre o reconhecimento do fitopatogeno pela planta
induzida, sendo este mecanismo denominado de preparo ou sensibilizacdo (“priming”),
demonstrado em Arabidopsis (PIGA et al., 1997; KOHLER et al., 2002; CONRATH et al.,
2006).
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Figura 20. Folhas de cafeeiro suscetivel ‘Mundo Novo’ tratadas com ASM, proteina harpina
polissacarideos extraidos de S. cerevisiae 72 h e 30 dias ap0s a inoculacéo de
C. coffeicola. A: controle; aplicagdo 72 h antes da inoculacdo com o patégeno: B
(200 pg mL™* de ASM), D (15 pg mL™ de proteina harpina), F (400 Eq ug de
manose mL™ S. cerevisiae); aplicacdo 72 h antes e 30 dias apés a inoculacdo do
patégeno: C (200 pg mL™ de ASM), E (15 pg mL™ de proteina harpina), G (400
Eq pg de manose mL™). Todos os tratamentos foram avaliados 70 dias ap6s a
inoculag&o do patégeno.
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5.2. Estudos Moleculares

5.2.1. Eletroforese de RNAs de cafeeiro ‘Mundo Novo’ extraidos de plantas

controle ou tratadas com ASM ou proteina harpina

Os RNAs totais dos cafeeiros ‘Mundo Novo’' controle ou tratados com o ASM e a
proteina harpina, nas concentragdes 200 ug mL™ e 15 ug mL™, respectivamente, em agua
deionizada esterilizada, foram extraidos por meio da utilizacdo do reagente TRIzol®, como
demonstra a eletroforese em gel de agarose 0,8% representada na Figura 21. Pode-se
observar nesta figura duas bandas mais fortes que s&o caracteristicas de RNAs

ribossémicos de células vegetais, 25S e 17S.

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
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Figura 21. Eletroforese em gel de agarose (0,8%), corado com brometo de etideo, de RNAs
extraidos de folhas de cafeeiro ‘Mundo Novo’ aspergidas ou ndo com ASM e
proteina harpina nas concentra¢des 200 ug mL™ e 15 pg mL™, respectivamente.
(M) Marcador de peso molecular 1Kb; (1) Tratamento com &gua deionizada
esterelizada; (2) plantas somente tratadas com ASM, sendo o RNA extraido apés
72 h; (3) plantas somente tratadas com proteina harpina, sendo o RNA extraido
apos 72 h; (4) plantas tratadas com ASM e inoculadas apds 72 h, sendo que,
depois da inoculacdo as extracdes foram feitas em 48 h; (5) 72 h; (6) 7 dias; (7)
plantas tratadas com proteina harpina e inoculadas ap6s 72 h, sendo que, depois
da inoculacdo as extracdes foram feitas em 48 h; (8) 72 h; (9) 7 dias; (10), (11) e
(12) plantas somente inoculadas, sendo o RNA extraido apos 48 h, 72 h e 7 dias,
respectivamente.
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5.2.2. Analise da expressao de genes por qRT-PCR

5.2.2.1. Analise da expressdo do gene codificador da proteina com dominios

ricos em leucina (LRR)

De acordo com a Figura 22 pode-se observar que ndo houve aumento da expressao
do gene codificador da proteina com dominios ricos em leucina (LRR) quando as plantas
foram tratadas com o ASM e a proteina harpina, quando tratadas e inoculadas, ou somente
inoculadas, porém ocorreu um pequeno aumento apdés 48 h nos cafeeiros apenas
inoculados. Estes resultados contrastaram com os de Jesus (2009) que observou, por meio
da técnica RT-PCR semi-quantitativo, um aumento de expressdo do gene LRR em cafeeiro,
especialmente 72 h apds o tratamento com ASM e 72 h e 96 h ap0s a inoculagdo com H.
vastatrix, nas plantas previamente tratadas com o agente abiodtico. Este resultado foi
semelhante as plantas tratadas com o agente bidtico Bacillus thuringiensis, isolado do
produto comercial Dipel PM®, diferenciando, apenas, na resposta de cafeeiro ao tratamento
com o isolado bacteriano ap6s 72 h. Portanto, enquanto o ASM estimulou a expressao do
gene-LRR sem a presenca do patdégeno, a ativacdo do mesmo, na planta tratada com o B.
thuringiensis, s6 foi constatada apos a inducao seguida da inoculacdo de H. vastatrix. A
utilizacdo deste agente bidtico poderia ser uma estratégia vantajosa devido a um menor
custo metabdlico para a planta, ja que a ativacdo das respostas de defesa s6 ocorreria na

presenca do patégeno e ndo apenas com o agente bidtico.
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Figura 22. Andlise do nivel de expressdo do gene codificador da proteina com dominios
ricos em leucina (LRR). (1) Tratamento com agua deionizada esterelizada; (2)
plantas somente tratadas com ASM, sendo o RNA extraido ap6s 72 h; (3)
plantas tratadas com ASM e inoculadas apdés 72 h, sendo que, depois da
inoculagéo as extragdes foram feitas em 48 h; (4) 72 h; (5) 7 dias; (6) plantas
somente tratadas com proteina harpina, sendo o RNA extraido apds 72 h; (7)
plantas tratadas com proteina harpina e inoculadas apds 72 h, sendo que,
depois da inoculagéo as extragdes foram feitas em 48 h; (8) 72 h; (9) 7 dias; (10),
(11) e (12) plantas somente inoculadas, sendo o RNA extraido apds 48 h, 72 h e
7 dias, respectivamente.*Niveis normalizados da expressao do gene LRR.

De Nardi et al. (2006), ao utilizarem a técnica de microarray, ndo detectaram
mudancas no perfil de expresséo de 48 genes da familia LRR de cafeeiro tratado com ASM.
Porém, Guzzo, Tsai e Harakava (2009) constataram, por meio da técnica de qRT-PCR, o
aumento significativo da expressao do gene LRR em plantas de cafeeiro ‘Hibrido de Timor’,
resistente a ferrugem alaranjada do cafeeiro, 48 h apés a inoculacdo do patégeno H.
vastatrix.

Ninchuk et al. (2003) e Belkhadir, Subramaniam e Dangl (2004) propdem modelos
que demonstraram que as proteinas codificadas pelos genes R podem atuar como
receptores diretos ou indiretos de proteinas codificadas pelos patégenos, ou, ainda, como
sensores, detectando alteragfes celulares provocadas por proteinas do patdégeno. Somssich
e Hahbroch (1998) afirmaram que com este reconhecimento, a ativacdo de vias de
transducado de sinais relacionadas a diversos mecanismos de defesa levam a restricdo do

patdégeno no sitio de infeccao.

5.2.2.2. Analise da expressao do gene codificador de ACC oxidase

Em relacdo a expressao quantitativa do gene ACC oxidase, pode-se observar na
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Figura 23 que houve aumento na expressdo do gene de cafeeiro 72 h apds a inoculacao
com C. coffeicola nas plantas previamente tratadas com ASM e um aumento de 3,4 vezes,
em relagdo ao controle, em plantas 72 h apds o tratamento com a proteina harpina. Os
dados demonstraram que nas plantas tratadas com o ASM ocorre 0 aumento da expressao
do gene da ACC oxidase apo6s 72 h da inoculagédo do patdgeno, e, neste caso pode estar
ocorrendo o fenébmeno denominado de “priming”, onde a planta tratada com algum elicitor,
no caso o ASM, precisa da presenca do patdgeno para poder expressar o gene de defesa
estudado (CONRATH et. al., 2002; GOELLNER; CONRATH, 2008). Além deste fato, pode
ser observado que as plantas apenas inoculadas com o patégeno ndo demonstraram
aumento na expressdo do gene ACC oxidase em qualquer intervalo de tempo estudado, isto
€, apenas a presenca de C. coffeicola na planta ndo é suficiente para ativar este gene. Estes
dados demonstram que, provavelmente, estd ocorrendo a ativacdo de mecanismos de
defesa da planta mediados pela via do etileno, isto porque, ACC oxidase é uma enzima
chave na producdo do etileno. A expressdo do gene ACC oxidase pode ser regulada
também, por fatores ambientais, e durante processos fisioldégicos associados ao

desenvolvimento vegetal (Song et al., 2005).

Nivel de Expressédo*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Amostras

Figura 23. Analise do nivel de expressao do gene codificador de ACC oxidase. (1)
Tratamento com agua deionizada esterelizada; (2) plantas somente tratadas
com ASM, sendo o RNA extraido apos 72 h; (3) plantas tratadas com ASM e
inoculadas ap6s 72 h, sendo que, depois da inoculacdo as extracbes foram
feitas em 48 h; (4) 72 h; (5) 7 dias; (6) plantas somente tratadas com proteina
harpina, sendo o0 RNA extraido apos 72 h; (7) plantas tratadas com proteina
harpina e inoculadas apds 72 h, sendo que, depois da inoculagédo as extracdes
foram feitas em 48 h; (8) 72 h; (9) 7 dias; (10), (11) e (12) plantas somente
inoculadas, sendo o RNA extraido ap6s 48 h, 72 h e 7 dias,
respectivamente.*Niveis normalizados da expresséo do gene de ACC oxidase.
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Iriti e Faoro (2003b) observaram em plantas de feijoeiro tratadas com ASM, na
concentracdo 0,3 mM, aumento na expressdo do gene ACC oxidase entre 6 e 48 h apGs o
tratamento com o indutor. Entretanto, 72 h apds o tratamento, a expressao do gene diminuiu
ndo diferindo das plantas controle tratadas com agua. Herman, Restrepo e Smart (2007)
demonstraram o efeito do ASM na expressao de genes de defesa em plantas de tomate, por
meio da técnica qRT-PCR, e constataram que houve aumento na expressao do gene
codificador da proteina bésica PR-1, resposta mediada pela producdo de etileno, 3 dias
apos as plantas serem tratadas com ASM, sendo que este efeito persistiu até 20 dias apds a
aplicacdo do indutor de resisténcia.

Porém, no presente estudo, as plantas tratadas com proteina harpina durante 72 h
apresentaram um comportamento distinto das tratadas com ASM por 72 h, ocorrendo um
aumento na expressao do gene ACC oxidase. Entretanto, nas plantas inoculadas com o
patdgeno, previamante tratadas com a proteina, ndo houve aumento na expressao do gene,
demonstrando que para ocorrer ativacdo deste gene pelo tratamento com a proteina
harpina, o cafeeiro ndo necessita da presenca do patdogeno. Esses resultados sugerem que
em cafeeiro, a indugdo de resisténcia mediada por harpina e ASM ocorre através de vias
sinalizadoras distintas. Dong et al. (2004) observaram em plantas de Arabidopsis tratadas
com harpina, aumentos na expressao dos genes codificadores das proteinas EIN2 e EIN5,
relacionadas a resisténcia a insetos e promoc¢ao de crescimento, respectivamente, e, ambos
0s genes tem sua ativagdo mediada pelo etileno. Assim, concluiram que a proteina harpina
em Arabidopsis poderia estar atuando na ativagcéo da via sinalizadora deste fitohérmonio.

A harpina é conhecida por ativar uma MAP-quinase em folhas de tabaco (ADAM et
al., 1997) e duas MAP-quinases em células de Arabidopsis (DESIKAN et al., 1999). Hahn e
Harter (2009) propuseram um modelo da ativacdo da via do etileno, demonstrando que a
partir de um estresse bidtico ou abiotico, ocorreria a ativagdo de MAP-quinases que sao
capazes de fosforilar duas isoformas de ACC sintase e estas enzimas participam, junto com

a ACC oxidase, na sintese de etileno.

5.2.2.3. Analise da expressao do gene codificador de B-1,3-glucanase

Dentre as proteinas-RP, as mais estudadas sédo as 3-1,3-glucanases e quitinases,
que possuem atividade hidrolitica sobre polimeros estruturais presentes nas paredes de
fitopatdégenos, tendo como conseqiéncia, o enfraguecimento das mesmas, podendo
acarretar na morte desses microrganismos, e a atividade dessas proteinas-RP podem ser
aumentadas quando as plantas sao tratadas com agentes biéticos e abio6ticos considerados
indutores de resisténcia (GUZZO; MARTINS, 1996; LABANCA, 2002).

Na avaliacao feita da expressdo do gene codificador de B-1,3-glucanase, pode-se
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observar na Figura 24 que ndo ocorreu aumento na expressdo do gene em plantas tratadas
e tratadas e inoculadas com a proteina harpina e o patégeno, respectivamente. Todavia,
ocorreu aumento na expressao deste gene, 48 e 72 h apés a inoculacao do patégeno, nas
plantas previamente tratadas com ASM. No entanto, este aumento de expressao néo foi
detectado nas plantas apenas tratadas por 72 h com este indutor de resisténcia. Por outro
lado, Guzzo, Harakava e Tsai (2009) observaram aumento significativo na expressédo do
gene codificador de [3-1,3-glucanase em cafeeiros ‘Mundo Novo’, 72 h apoés o tratamento
com ASM, na concentracado de 950 M.

As plantas somente inoculadas com o patégeno, apés 48 e 72 h, ndo demonstraram
aumento da expressdo, ocorrendo este aumento nas plantas, apenas 7 dias apés a
inoculagdo com C. coffeicola, fato este diferente do observado 7 dias apés a inoculagdo em
plantas previamente tratadas com ASM. Diante destes dados, pode ter ocorrido o efeito de
‘priming”, sendo que as plantas apenas tratadas com o indutor de resisténcia n&o
apresentaram aumento de expressdo de genes de defesa, e sim, apenas quando foram
posteriormente inoculadas com o patégeno. Além disso, houve a resposta de defesa mais
rapida das plantas, previamente tratadas com ASM, associada ao aumento da expresséao do
gene da B-1,3-glucanase (48 e 72 h), em relagdo as plantas somente inoculadas com o
patdégeno, sendo que 0 aumento da expressao ocorreu apenas 7 dias apos a inoculagéo

com o patégeno.
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Figura 24. Analise do nivel de expressdo do gene codificador de B-1,3-glucanase. (1)
Tratamento com agua deionizada esterelizada; (2) plantas somente tratadas com
ASM, sendo o RNA extraido ap6s 72 h; (3) plantas tratadas com ASM e
inoculadas apos 72 h, sendo que, depois da inoculagéo as extracdes foram feitas
em 48 h; (4) 72 h; (5) 7 dias; (6) plantas somente tratadas com proteina harpina,
sendo o RNA extraido apods 72 h; (7) plantas tratadas com proteina harpina e
inoculadas apos 72 h, sendo que, depois da inoculagéo as extracdes foram feitas
em 48 h; (8) 72 h; (9) 7 dias; (10), (11) e (12) plantas somente inoculadas, sendo
0 RNA extraido ap0s 48 h, 72 h e 7 dias, respectivamente.*Niveis normalizados
da expressao do gene de 3-1,3-glucanase.

Estes resultados corroboram com os dados observados por Conrath, Pieterse e
Mauch-Mani (2002) em Arabidopsis e Hwang et al. (1997) em pimenta. Conrath et al. (2006),
detectou em plantas de Arabidopsis inoculadas com P. syringae pv. tomato, previamente
tratadas com o BABA, aumento da expressdo do gene PR-1 6 h apds a inoculacdo do
patdgeno, sendo que as plantas somente inoculadas com a bactéria demonstraram esse
efeito apenas 24 h apdés a inoculagéo. Faize, Faize e Ishii (2009) demonstraram que o pré-
tratamento de folhas de péra japonesa com ASM reduziu significamente a severidade da
sarna causada pelo fungo patogénico Venturia nashicola. Embora este pré-tratamento das
plantas tenha resultado na ativagdo de gene codificador de PR-1, esse efeito foi bastante
acentuado quando as plantas foram tratadas com o indutor de resisténcia e inoculadas com
o patégeno, indicando um possivel efeito de “priming” na ativacdo de proteinas-RP.
Recentemente, Jesus (2009) observou o mesmo fendbmeno, por meio da técnica RT-PCR
semi-quantitativo, sendo que em cafeeiros ‘Mundo Novo’ tratados com ASM e inoculados
com H. vastatrix houve um aumento na expressao do gene codificador de -1,3-glucanase
apos 72 h.

Segundo Heil e Baldwin (2002), plantas em um estado “ativado” por indutores de
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resisténcia, nas quais as expressfes de genes sO ocorrem apds a inoculacdo por
patdgenos, ndo seriam oneradas por custos metabdlicos decorrentes de respostas de
defesa constantemente ativadas na SAR.

5.2.2.4. Analise da expressao do gene codificador de ascobarto peroxidase

As ascorbato peroxidases exercem importantes funcdes na defesa antioxidante em
plantas, removendo peréxidos, incluindo o peroxido de hidrogénio gerado pelas reacbes de
oxi-reducBes causadas por estresses ambientais como salinidade, frio, intoxicacdo por
metais, seca, calor, ozbnio, alta intensidade luminosa e ataque por fitopatbgenos
(YOSHIMURA et al., 2000).

De acordo com a figura 25 pode-se observar que ndo houve aumento da expressao
do gene de ascorbato peroxidase quando as plantas sdo tratadas com o ASM e a proteina
harpina, ou tratadas e inoculadas, ou somente inoculadas, porém, ocorre um pequeno
aumento nos cafeeiros tratados com a proteina harpina e alta expressdo do gene em

plantas apenas inoculadas com o patdgeno apds 48 h.
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Figura 25. Analise do nivel de expressao do gene codificador de ascorbato peroxidase. (1)
Tratamento com agua deionizada esterelizada; (2) plantas somente tratadas com
ASM, sendo o RNA extraido ap6s 72 h; (3) plantas tratadas com ASM e
inoculadas apds 72 h, sendo que, depois da inoculacdo as extracfes foram feitas
em 48 h; (4) 72 h; (5) 7 dias; (6) plantas somente tratadas com proteina harpina,
sendo 0 RNA extraido apés 72 h; (7) plantas tratadas com proteina harpina e
inoculadas apds 72 h, sendo que, depois da inoculacdo as extracfes foram feitas
em 48 h; (8) 72 h; (9) 7 dias; (10), (11) e (12) plantas somente inoculadas, sendo
0 RNA extraido apds 48 h, 72 h e 7 dias, respectivamente.*Niveis normalizados
da expressao do gene de ascorbato peroxidase.
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Wendehenne et al. (1998) verificaram em plantas de tabaco tratadas com ASM, a
diminuicdo da atividade da enzima ascorbato proxidase e apontam que componentes
quimicos do produto comercial utilizado, tendo o ASM como ingrediente ativo, podem agir,
parcialmente, alterando caracteristicas de 6xido-reducdo na célula, acarretando aumento de
peroxido de hidrogénio. Cao e Jiang (2006) demonstraram que a avitidade da peroxidase
em péras foi temporariamente reduzida pelo ASM previamente aspergido nas plantas.

6. CONCLUSOES

1. O ASM (25, 50, 100 ou 200 pg mL™), o produto comercial Dipel PM® (5, 10 ou 20
mg mL™), os polissacarideos extraidos de Saccharomyces cerevisiae (400 Eq pg
de manose mL™) e a proteina harpina (7,5; 15 ou 30 ug mL™") protegem as
plantas de cafeeiros ‘Mundo Novo’ contra cercosporiose, quando avaliadas 30
dias apos a inoculagdo com Cercospora coffeicola. No entanto, somente o ASM,
a 200 ug mL™, protege plantas de cafeeiro contra C. coffeicola ap6s 60 dias da
inoculagéo do patégeno.

2. O ASM, os polissacarideos extraidos de S. cerevisiae e a proteina harpina ndo
inibem o desenvolvimento micelial de C. coffeicola.

3. Os metabolitos volateis dos isolados de B. thuringiensis néo interferem
diretamente no desenvolvimento de C. coffeicola, porém os compostos da
bactéria, difusiveis no meio, o inibem in vitro.

4. O ASM, a proteina harpina e os polissacarideos extraidos de S. cerevisiae ndo
inibem a germinacao dos conidios de C. coffeicola, porém as concentracdes 30 e
120 pg mL™ de proteina harpina estimulam significamente a germinacao.

5. A proteina harpina (15 pg mL™) e os polissacarideos extraidos de S. cerevisiae
(400 Eq pg de manose mL™?) quando re-aplicados, apés 30 dias de um
tratamento prévio com estes agentes, protegem cafeeiros contra cercosporiose.
O ASM protege os cafeeiros contra cercosporiose com uma ou duas aplicagbes
com o indutor de resisténcia.

6. A expressdo do gene codificador de B-1,3-glucanase aumentou acentuadamente
em cafeeiro ‘Mundo Novo’ tratado com ASM, 48 e 72 h apds a inoculagao com C.
coffeicola.

7. O gene codificador de B-1,3-glucanase esta envolvido na inducéo de resisténcia,
associado ao efeito de “priming”, em cafeeiro ‘Mundo Novo’ a C. coffeicola

ativado por acibenzolar-S-metil quando na presenca do patégeno.
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8. A expressdo do gene codificador de ACC oxidase, aumenta em cafeeiro ‘Mundo
Novo’ quando tratado com a proteina harpina, sem a presenca do patdgeno. Em
cafeeiro tratado com ASM, a expressdo desse gene aumenta apenas 72 h apés a
inoculag&o com C. coffeicola.

9. Os genes codificadores de ascorbato peroxidase, LRR e B-1,3-glucanase em
cafeeiro ‘Mundo Novo’ sdo ativados pela presenca de C. coffeicola, 48 h e 7 dias

apoés a inoculagéo, respectivamente.
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RESULTADOS DA ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DO GENE CODIFICADOR

DA PROTEINA LRR EM CAFEEIRO ‘MUNDO NOVO’ POR PCR EM TEMPO REAL

Amplification Curves

— A2 ASM OH LRR —— A3 ASM OH LRR — A4 ASM OH LRR —— A5 ASM 48H LRR AB: ASM 48H LRR
—— A7: ASM 48H LRR AB ASM72HLRR  —— AQ: ASM 72HLRR A10: ASM72HLRR —— A11: ASM 7D LRR
A12. ASM7DLRR ——B1: ASM7DLRR —— B2: MESS OH LRR B3: MESS OH LRR ~— B4: MESS OH LRR
—— B5: MESS 48H LRR B6: MESS 48H LRR —— B7: MESS 48HLRR B8: MESS 72HLRR —— B9 MESS 72HLRR
B10: MESS 72H LRR —— B11: MESS 7D LRR B12: MESS7TDLRR —— C1:MESS7DLRR —— C2 H20LRR
—— C3: H20 LRR —— C4: H20 LRR —— C5: INOC 48H LRR CB:INOC 48HLRR —— C7: INOC 48H LRR
C8 INOC 72HLRR  —— C8: INOC 72H LRR C10: INOC 72HLRR  —— C11: INOC 7D LRR C12: INOC 7D LRR
—— D1: INOC 7D LRR —— D2 no template — D3: no template —— D4: no template
57.312
52.312
_ 47.312
gt
"3 5
% 32312
§ 27.312
§ 22.312
s 17.312
£ 12312
7.312
2.312]
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles
Results
Cp
Bar Target Name Target Cp Reference Cp
Chart Pairing = Sample Name Targets References Mean Mean
= H20LRR LRR UBIQ 23.33 21.67
M A2/E2 ASM OH LRR LRR UBIQ 29.78 23.71
M A5/E5 ASM 48H LRR LRR UBIQ 24 .84 21.85
M A8/ES8 ASM72H LRR LRR UBIQ 24 .31 21.59
8 A11/E11 ASM7DLRR LRR UBIQ 26.46 24.88
8 B2/F2 MESSOHLRR |LRR UBIQ 25.72 22.51
M B5/F5 MESS 48H LRR |LRR UBIQ 26.41 22.46
& B8/F8 MESS72HLRR |LRR UBIQ 24 .83 20.59
M B11/F11 MESS7DLRR | LRR UBIQ 28.53 26.58
& C5/G5 INOC48HLRR |LRR UBIQ 22.39 21.06
M C8/G8 INOC72HLRR |LRR UBIQ 27.02 22.71
M C11/G11 INOC7DLRR LRR UBIQ 27.00 22.91
Ratio
Target Name Ratios Corr/Multi
Pairing ~ Sample Name Targets References  Tgt/Ref. Error Norm Error Factor Status
H20 LRR LRR UBIQ 0.3180 1.57E-2 1.000 1M1
A2/[E2 | ASMOHLRR LRR UBIQ 1.49E-2 |2.35E-3 4.68E-2 7.14E-3 1M
A5/EE  |ASM48HLRR  LRR UBIQ 0.1259 8.02E-3 0.3959 3.67E-2 1M
AB/E8 |ASM72HLRR | LRR UBIQ 0.1518 | 3.76E-2 04773 | 0.1250 17
A11/E11 ASM 7D LRR LRR UBIQ 0.3357 | 0.1340 1.056 | 0.3666 17
B2/F2 MESSOHLRR | LRR UBIQ 0.1077 1.94E-2 0.3385 4.57E-2 7
B5/F5 MESS 48H LRR | LRR UBIQ 6.48E-2 5.25E-3 0.203%8 | 1.30E-2 1M
B8/F8 MESS 72H LRR | LRR uBlQ 5.28E-2 6.90E-3 0.1660 | 1.85E-2 17
B11/F11 MESS7DLRR | LRR UBIQ 0.2580 8.55E-2 0.8114 | 0.2228 17
C5/G5 | INOC48HLRR | LRR UBIQ 0.3973 1.249 1M1
C8/G8 | INOC72HLRR | LRR UBIQ 5.01E-2 9.09E-3 0.1575 | 2.26E-2 1M
C11/G11 INOC 7D LRR LRR UBIQ 5.89E-2 2.66E-2 0.1851 | 7.07E-2 m



Anexo 2

92

RESULTADOS DA ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DO GENE CODIFICADOR

DE ACC OXIDASE EM CAFEEIRO ‘MUNDO NOVO’ POR PCR EM TEMPO REAL

Amplification Curves

—— A2 ASMOH ACC

— AT: ASM 48H ACC
A12: ASM 7D ACC

— BS: MESS 48H ACC

—— A3 ASMOH ACC
AB: ASM 72H ACC

—— B1: ASM7D ACC
BE: MESS 48H ACC

— A4 ASMOH ACC
— A9 ASM 72H ACC
~—— B2 MESS OH ACC
— B7: MESS 48H ACC

—— A5 ASM 48H ACC
A10: ASM 72H ACC

~—— B3: MESS OH ACC
B8: MESS 72H ACC

AB: ASM 48H ACC
— A11: ASM 7D ACC
~—— B4: MESS OH ACC
— B9: MESS 72H ACC

B10: MESS 72H ACC —— B11: MESS 7D ACC B12 MESS 7D ACC —— C1: MESS 7D ACC  —— C2: H20 ACC
—— C3; H20 ACC —— C4: H20 ACC —— C5: INOC 48H CE: INOC 48H — C7: INOC 48H
C8: INOC 72H — C9: INOC 72H C10: INOC 72H —— C11: INOC 7D ACC C12: INOC 7D ACC
—— D1: INOC 7D ACC —— D2 no template —— D3: no template —— D4: no template
36.698-
33198
- 29,698
=
& 26.198]
“w
g 22698
$ 19198
& 1563
g 12.198
S
2 6698
'S
5.198
1.698
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles
Results
Cp
Bar Target Name Target Cp Reference Cp
Chart Pairing = Sample Name Targets References Mean Mean
& H20 ACC ACC UBIQ 20.90 21.35
B |A2/E2 ASM OH ACC ACC UBIQ 26.69 23.54
B |A5/E5 ASM48HACC ACC UBIQ 24.92 21.95
B |A8/ES8 ASMT72HACC ACC UBIQ 20.33 21.61
B |A11/E11 1ASM 7D ACC ACC UBIQ 26.25 24.39
B |B2/F2 MESS OH ACC | ACC UBIQ 20.05 22.29
B | B5/F5 MESS 48H ACC | ACC UBIQ 22.22 22.57
& |B8/F8 MESS 72H ACC | ACC UBIQ 23.30 20.40
B B11/F11 MESS7DACC ACC UBIQ 26.17 26.34
B |C5/G5 INOC 48H ACC UBIQ 21.14 20.90
M C8/G8 INOC 72H ACC UBIQ 2259 22.52
B |C11/G11 INOC 7D ACC ACC UBIQ 23.36 22.87
Ratio
Target Name Ratios Corr/Multi
Pairing = Sample Name Targets References | Tgt/Ref. Error Norm Error Factor Status
H20 ACC ACC UBIQ 1.366 | 0.3809 1.000 m
A2/[E2  ASMOHACC ACC UBIQ 0.1132 4.12E-2 8.29E-2 3.79E-2 1M
A5/E5  ASM48HACC  ACC UBIQ 0.1273 9.32E-2 M
A8/EB ASMT72HACC ACC UBIQ 2429 03178 | 1.778 | 0.4768 m
A11/E11 ASMT7D ACC ACC UBIQ 0.2758 3.44E-2 0.2019 3.76E-2 M
B2/F2 MESS OHACC | ACC UBIQ 4754 07221 | 3.480 @ 0.8326 M
B5/F5 MESS 48H ACC | ACC UBIQ 1274 | 0.2123  0.9323  0.2184 1M
B8/F8 MESS 72H ACC | ACC UBIQ 0.1338 1.72E-2 9.79E-2 2.15E-2 M
B11/F11 MESS 7D ACC ACC UBIQ 1.130 | 0.6212  0.8269 @ 0.2572 1M
C5/G5 INOC 48H ACC UBIQ 0.8453 7.13E-2 0.6187 | 0.1521 1M
C8/G8 INOC 72H ACC UBIQ 0.9529 6.13E-2| 0.6875 0.1585 M
C11/G11 INOC 7D ACC ACC UBIlQ 0.7124 | 0.1105 | 0.5214 0.1138 1M
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RESULTADOS DA ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DO GENE CODIFICADOR

DE B-1,3- GLUCANASE EM CAFEEIRO ‘MUNDO NOVO’ POR PCR EM TEMPO REAL

Amplification Curves

—— A2 ASM OH GLUC
AB: ASM 48H GLUC

— B2 MESS 0H GLUC
BE: MESS 48H GLUC

— C2: H20 GLUC
CE: INOC 48H GLUC
C10: INOC 72H GLUC
— D2: no template

——— A3 ASM OH GLUC
— AT7: ASM 48H GLUC
A10: ASM72H GLUC  —— A11: ASM 7D GLUC
—— B3: MESS 0H GLUC
— B7: MESS 48H GLUC
- B10: MESS 72H GLUC —— B11: MESS 7D GLUC
— C3: H20 GLUC
—— C7: INOC 48H GLUC
— C11: INOC 7D GLUC

D3: no template

—— A4 ASM OH GLUC
AS: ASM 72H GLUC
A12: ASM 7D GLUC

—— B4 MESS OH GLUC
B8: MESS 72H GLUC
B12: MESS 7D GLUC

— C4: H20 GLUC
C8: INOC 72H GLUC
C12: INOC 7D GLUC

—— D4: no template

——— AS: ASM 48H GLUC
— AS: ASM 72H GLUC
—— B1: ASM 7D GLUC
—— BS5: MESS 48H GLUC
— B9: MESS 72H GLUC
—— C1: MESS 7D GLUC
—— C&: INOC 48H GLUC
—— C9: INOC 72H GLUC
— D1: INOC 7D GLUC

48,9814
44 481
33.981
35.481
30,981
26.4811
21.9814
17.4814
12,9814
8.481
3.981
0,519
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 25 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles
Results
Cp
Bar Target Name Target Cp Reference Cp
Chart Pairing Sample Name Targets References Mean Error Mean Error
[z H20 GLUC GLUC uBIQ 25.24 0.26 24.50 042
B A2/E2 ASM OH GLUC GLUC uBlQ 29.97 0.20 27.13 0.31
E |A5/E5 ASM 48H GLUC GLUC UBIQ 25.27 0.39 25.59 0.30
E |A8/E8 ASM 72H GLUC GLUC uBlQ 23.71 0.07 25.11 0.35
B |A11/E11 ASM7D GLUC GLUC uBlQ 30.04 0.23 27.46 0.41
M B2/F2 MESS OH GLUC | GLUC uBlQ 26.10 0.17 25.45 0.18
M B5/F5 MESS 48H GLUC | GLUC UBIQ 26.59 0.12 25.46 0.08
M B&/F8 MESS 72H GLUC | GLUC UBIQ 26.64 0.08 23.91 0.77
M B11/F11 MESS7DGLUC | GLUC uBlQ 32.93 042 28.98
M |C5/G5 INOC 48H GLUC | GLUC uBIQ 25.62 0.13 23.59 0.21
B |C8/G8 INOC 72H GLUC | GLUC UBIQ 26.89 0.10 2545 0.24
HF |C11/G11 INOC 7D GLUC GLUC uBlQ 26.44 0.20 26.43 0.58
Ratio
Target Name Ratios Corr/Multi
Pairing  Sample Name Targets References  Tgt/Ref. Error Norm Error Factor
H20 GLUC GLUC UBIQ 0.5985  0.2630 1.000 11
A2/E2  ASMOH GLUC GLUC UBIQ 0.1390 3.79E-2 0.2322 6.43E-2 11
AB/E5S  ASM48H GLUC | GLUC UBIQ 1.246 2.082 11
A8/E8  ASMT72HGLUC | GLUC UBIQ 2.635 | 0.4996 | 4.402 1.327 111
A11/E11 ASM 7D GLUC GLUC UBIQ 0.1665 5.42E-2  0.2781 8.86E-2 11
B2/F2 MESS OH GLUC | GLUC UBIQ 0.6369 6.73E-2| 1.064  0.2880 11
B5/F5 MESS 48H GLUC | GLUC uBIQ 04573 4.03E-2| 0.7640  0.1719 111
B8/F8 MESS 72H GLUC | GLUC UBIQ 0.1514 1 9.11E-2| 0.2529  0.1302 11
B11/F11 MESS 7D GLUC | GLUC UBIQ 6.49E-2 0.1084 11
C5/G5  INOC 48H GLUC | GLUC UBIQ 0.2447 1 3.73E-2| 0.4088 0.1255 1M
C8/G8 INOC 72H GLUC | GLUC UBIQ 0.3690 B.51E-2| 0.6164 0.1593 1M
C11/G11 INOC 7D GLUC | GLUC UBIQ 0.9934 | 0.3588 | 1.660 @ 0.5736 1M

Status
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Anexo 4

RESULTADOS DA ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DO GENE CODIFICADOR
DE ASCORBATO PEROXIDASE EM CAFEEIRO ‘MUNDO NOVO’
POR PCR EM TEMPO REAL

Amplification Curves

Fluorescence (465-510)

— A2 ASM OH ASCPE ——— A3 ASM OH ASCPE — A4 ASM OH ASCPE —— A5 ASM 48H ASCPE
A6 ASM 48H ASCPE  —— AT7: ASM 48H ASCPE AS: ASM 72H ASCPE  —— A9: ASM 72H ASCPE
A10: ASM 72H ASCPE  —— A11: ASM 7D ASCPE A12: ASM 7D ASCPE  —— B1: ASM 7D ASCPE
—— B2 MESS OH ASCPE =~ —— B3: MESS OH ASCPE =~ —— B4 MESS OH ASCPE = —— B5: MESS 48H ASCPE
B6: MESS 48H ASCPE  —— B7: MESS 48H ASCPE B8: MESS 72H ASCPE  —— B9: MESS 72H ASCPE
- B10: MESS 72H ASCPE —— B11: MESS 7D ASCPE B12 MESS 7D ASCPE —— C1: MESS 7D ASCPE
—— C2: H20 ASCPE — C3: H20 ASCPE —— C4: H20 ASCPE — C5: INOC 48H ASCPE
CE: INOC 48H ASCPE = —— C7: INOC 48H ASCPE CB: INOC 72H ASCPE =~ —— C8: INOC 72H ASCPE
— C10: INOC 72H ASCPE —— C11: INOC 7D ASCPE C12: INOC 7D ASCPE ~ —— D1: INOC 7D ASCPE
—— D2: no template D3: no template ~— D4: no template
12,541
11.541
10.541
9.541-
8541
7.5411
6.541
5.541
4541
3541
2541
1.5414
0541
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles
Results
Cp
Bar Target Name Target Cp Reference Cp
Chart Pairing = Sample Name Targets References Mean Error Mean Error
= H20 ASCPE;H20 | ASCPE uBlQ 20.64 0.21 2247 0.17
uBlQ
B A2/E2 ASMOH ASCPE | ASCPE UBIQ 26.22 0.78 24.56 0.08
B AS/ES ASM 48H ASCPE | ASCPE UBIQ 21.74 0.08 2255 0.19
M A8/E8 ASM 72H ASCPE | ASCPE uBlQ 20.83 0.22 22.29 0.39
B A11/E11 | ASM7DASCPE | ASCPE uBlQ 26.27 0.87 24.72 0.19
B B2/F2 MESS 0H ASCPE | ASCPE uBlQ 21.46 0.77 23.60 0.26
B B5/F5 MESS 48H ASCPE | ASCPE uBlQ 20.88 0.34 22,71 0.27
& B8/F8 MESS 72H ASCPE | ASCPE uBlQ 19.83 0.20 20.62 0.09
BE B11/F11 | MESS 7D ASCPE | ASCPE U]:][e] 30.03 1.13 27.08 0.54
B C5/G5 INOC 48H ASCPE | ASCPE UBIQ 17.44 0.46 21.52 0.09
M C8/G8 INOC 72H ASCPE | ASCPE uBlQ 21.51 0.45 23.19 0.63
M C11/G11 |INOC 7D ASCPE | ASCPE uBlQ 29.82 1.21 28.72 0.08
Ratio
Target Name Ratios Corr/Multi
Pairing ~ Sample Name Targets References | Tgt/Ref. Emor =~ Norm Error Factor  Status
EE?GASCPE;HQO ASCPE uBlQ 3.561 | 0.6475 | 1.000 M
A2/E2 | ASMOHASCPE | ASCPE uBlQ 0.3173 8.91E-2 1M
A5/E5 | ASM48H ASCPE | ASCPE uBlQ 1.746 0.4903 1M
A8/E8  ASMT2HASCPE | ASCPE uBlQ 2.762 | 0.9592 | 0.7757 | 0.4282 1M
A11/E11 |/ASM7D ASCPE | ASCPE uUBIQ 0.3414 9.59E-2 il
B2/F2  MESSOHASCPE  ASCPE uBlQ 4434 1.245 1M
B5/F5 | MESS 48H ASCPE uBlQ 3.551 0.9972 m
ASCPE
B8/F8  MESST2H ASCPE uBlQ 1.732 1 01219 | 0.4863 8.92E-2 m
ASCPE
B11/F11 | MESS 7D ASCPE | ASCPE uBlQ 0.1298 3.64E-2 1M
C5/G5 | INOC 48H ASCPE | ASCPE uUBIQ 17.00 4.776 il
C8/G8 | INOC 72H ASCPE  ASCPE uBlQ 3.222 0.9049 17

C11/G11 | INOC 7D ASCPE | ASCPE UBIQ 0.4658 0.1308 m
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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