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FONSECA, Aline Souza. Caracterizacao bioquimica de acessos de Coffea canephora Pierre
ex A. Froehner na interacdo com o fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br. 2022. 63 fl.
(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) - Universidade Federal de Rondonia. Porto
Velho, RO, 2022.
RESUMO

Em situacBes de estresse abidtico ou biodtico as plantas tendem a se defender
bioquimicamente. Essas respostas variam em funcdo do tipo de estresse, da intensidade
momentanea, do tempo decorrente e da prépria genética da planta. Objetivou-se neste trabalho
estudar a interacdo de clones de Coffea canephora x Hemileia vastatrix, identificar as respostas
do hospedeiro na interacdo de incompatibilidade e de compatibilidade com o patdgeno. Para
tanto, mudas com 120 dias de idades dos clones da variedade BRS Ouro Preto C199 (resistente),
C160 (medianamente resistente) e C125 (suscetivel) foram inoculadas com o patégeno (1,5 x
10* uredosp/mL) e as plantas foram levadas a cAmara de inoculagdo a 25°C por até 168 horas.
Nos intervalos de 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas, folhas das mudas foram
coletadas e procedeu-se a producdo de extratos totais. Estes foram utilizados para determinacéo
dos teores de proteinas totais, bem como para avaliacdo das atividades de peroxidase,
fenilalanina amonia liase e catalase. Plantas controle (4), sem inoculacdo, de cada clone, foram
mantidas nas mesmas condi¢des em salas separadas. O delineamento adotado foi o fatorial com
quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
por teste de Tukey a 1% de significancia. Ap6s a quantificacdo das proteinas totais, é possivel
observar que, nos Clones 199 e 160 a primeira resposta de aumento de teor de proteinas ocorreu
apos seis horas, sendo 0 pico méaximo de producdo ocorrido 72 hai. E este dispersando-se
levemente somente apds 120 hai. No clone susceptivel, 0 aumento s6 ocorreu apos 48 hai, sendo
este 20% inferior a variedade resistente e ndo houve um segundo pico de resposta de producéo.
A avaliacdo da atividade de peroxidase mostrou aumento no clone resistente 24 hai. Para as
atividades de fenilalanina amoénia liase e catalase, aumento foi detectado nas plantas inoculadas
12 hai em todos os clones. Entretanto, os valores de PAL foi menor no clone suscetivel quando
comparado com os resistentes. A atividade de CAT foi maior no clone 125, quando comparado
com os clones resistentes. Os dados obtidos sugerem que as enzimas CAT e PAL podem estar
envolvidas no mecanismo de controle de compostos envolvidos na defesa do cafeeiro,
contribuindo no processo de restricdo/reducdo da infeccdo por H. vastatrix. Deve-se agora
identificar outros compostos envolvidos na resposta e como estas reagem as condicdes de
estresse.

Palavras-chave: Atividade enzimatica; Café; Clones; Melhoramento genético.
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FONSECA, Aline Souza. Biochemical characterization of Coffea canephora Pierre ex A.
Froehner accessions in interaction with the fungus Hemileia vastatrix Berk. & Br. 2022. 63
f. Thesis (PhD in biodiversity and biotechnology) - Federal University of Rondo6nia, Porto
Velho, 2022
ABSTRACT

In situations of abiotic or biotic stress, plants tend to defend themselves biochemically.
These responses vary depending on the type of stress, the momentary intensity, the elapsed time
and the plant's own genetics. The objective of this work was to study the interaction of clones
of Coffea canephora x Hemileia vastatrix, to identify the host responses in the interaction of
incompatibility and compatibility with the pathogen. For that, seedlings with 120 days of age
of the clones of the variety BRS Ouro Preto C199 (resistant), C160 (medium resistant) and
C125 (susceptible) were inoculated with the pathogen (1.5 x 10* uredosp/mL) and the plants
were taken to the inoculation chamber at 25°C for up to 168 hours. At intervals of 0, 6, 12, 24,
48, 72, 96, 120, 144 and 168 hours, leaves of the seedlings were collected and crude extracts
were produced. These were used to determine the levels of total proteins, as well as to evaluate
the activities of peroxidase, phenylalanine ammonia lyase and catalase. Control plants (4),
without inoculation, of each clone, were kept under the same conditions in separate rooms. The
design adopted was the factorial with four replications. Data were submitted to analysis of
variance and means were compared by Tukey's test at 1% of significance. After the
quantification of total proteins, it is possible to observe that, in Clones 199 and 160, the first
increase in protein content occurred after six hours, with the maximum production peak
occurring after 72 hai. And this dispersing slightly only after 120 hai. In the susceptible clone,
the increase only occurred after 48 hours, which was 20% lower than the resistant variety and
there was no second peak of response or production. The evaluation of peroxidase activity
showed an increase in the 24 hai resistant clone. For phenylalanine ammonia lyase and catalase
activities, an increase was detected in plants inoculated at 12 hai in all clones. However, PAL
values were lower in the susceptible clone when compared to the resistant ones. CAT activity
was higher in clone 125 when compared to resistant clones. The data obtained suggest that CAT
and PAL enzymes may be involved in the control mechanism of compounds involved in coffee
defense, contributing to the process of restriction/reduction of infection by H. vastatrix. Further
studies must now identify which compounds are involved in the response and how they react
to stress conditions.

Keywords: Enzymatic activity; Coffee; Clones; Genetical enhancement.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café e o segundo maior
consumidor. Dentre os produtos agricolas brasileiros, o café se destaca como um dos mais
importantes, estando entre 0s cinco principais setores exportadores do agronegocio. Em
primeiro lugar temos o complexo soja, representando 24,1% de participagdo nas exportacoes
totais, seguido das carnes com 18,2%, produtos florestais com 14,3%, cereais, farinhas e
preparaces com 10,6% e café com 8,2% (MAPA, 2022).

A producdo nacional para a safra 2022 esta estimada em 55,7 milhdes de sacas de 60kg,
das quais aproximadamente 38,7 milhdes sdo de café da espécie ardbica e 17 milhbes de sacas
de conilon (CONAB, 2022).

Nesse contexto, o Estado de Rondénia se destaca como o0 5° maior produtor de café do
pais e 0 maior produtor da Regido Norte, com estimativa de producédo para 2022 de 2,49 milhdes
de sacas (CONAB, 2022). Em Rondénia os municipios com maior producdo de café sdo:
Cacoal, Sdo Miguel do Guaporé, Alta Floresta D"Oeste, Nova Brasilandia D Oeste,
Machadinho D" Oeste, Alto Alegre dos Parecis e Buritis (CONAB, 2020).

O cafeeiro é uma cultura amplamente cultivada no pais, apresenta alta produtividade, o
que representa renda para os produtores em sua maioria agricultores familiares, além de receita
para o pais. E uma planta perene de habitat terrestre, que pode medir de 2 a 5 metros na fase
adulta. Mesmo sendo amplamente cultivado em diversas &reas no pais, diversas doencas
ocorrem nessas regides produtoras. Muitas dessas doencas tém potencial destrutivo suficiente
para inviabilizar, ao menos economicamente, o cultivo do cafeeiro (VIEIRA JUNIOR e
FERNANDES, 2015).

A ferrugem-alaranjada causada por Hemileia vastatrix Berk. & Broome é um fungo
biotréfico obrigatorio que ataca especificamente o cafeeiro sendo a principal doenca pelo nivel
de dano causado, acarretando o desfolhamento precoce em varias espécies do género Coffea,
das quais C. arabica € a mais suscetivel (TALHINHAS et al., 2017; SILVA et al., 2018).

O fungo causador da ferrugem ataca todas as variedades de café, porém, dentro do
género Coffea canephora, algumas das cultivares apresentam resisténcia, enquanto a maioria
das cultivares comerciais dentro da espécie Coffea arabica € suscetivel. Os danos causados pela
ferrugem séo indiretos, pela inducdo de desfolha. A queda precoce das folhas resulta em uma
menor intensidade da florada, e também seca dos ramos plagiotrépicos, comprometendo, em
alguns casos em mais de 45%, a producéo do cafeeiro (ZAMBOLIN, 2015).

Os primeiros sintomas da doenca sdo pequenas manchas clordticas translicidas, com

diametro de 0,1 a 0,3 cm que se apresentam na face abaxial da folha. Sobre a mancha forma-se


http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2077-99172021000100091&lang=pt#B37
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uma massa pulverulenta de cor alaranjada. No estadio mais avancado, algumas partes do tecido
foliar sdo destruidas e necrosadas. Em Rondénia os sintomas surgem geralmente de setembro
anovembro e tem seu pico entre marco a julho (VIEIRA JUNIOR et al., 2008; SANTOS, 2012).

A ocorréncia da doenca ¢é favorecida por fatores ligados aos hospedeiros (cafeeiro), ao
patogeno (fungo) e relacionados com o ambiente, bem como o estado nutricional da planta, o
nivel de resisténcia genética, espagcamento e sistema de cultivo adotado entre outros fatores
(VIEIRA JUNIOR et al., 2008).

Dentre as principais medidas no controle da ferrugem a mais eficiente é a resisténcia
geneética, embora o uso de fungicidas seja uma das medidas de controle imediato preferidas, o
uso continuo desse tipo de produto aumenta os custos de producgdo, causa danos ao meio
ambiente e pode causar a resisténcia dos fitopatdgenos (PAULO et al., 2013). Com isso 0 uso
de cultivares resistentes € considerado a estratégia de controle de doencas mais eficaz e duravel.

A resisténcia da planta é o resultado da interacdo entre planta e o patdgeno que podera
ser especifica (genética, gene a gene) e ou complexa (ativagdo de reacBes bioquimicas em
cascatas, acumulo de proteinas de defesa e mudancas citologicas e morfoldgicas na planta). A
resposta ao ataque se da por mecanismos efetivos de resisténcia, que sdo acionados no momento
do reconhecimento da agressao, e que, conforme o grau de resisténcia da planta pode variar em
tempo para se manifestar (YANG et al., 2017).

Com isso, o propdsito neste estudo foi verificar o acimulo e o aumento da atividade de
enzimas relacionadas a resisténcia em plantas de cafeeiro, exibindo caracteristicas de resisténcia
sisttmica, bem como entender 0s mecanismos bioguimicos envolvidos no processo de

resisténcia ao fungo.

1.1 OBJETIVO GERAL
Gerar dados a partir do estudo da interacdo Coffea canephora x Hemileia vastatrix, em relagcdes

de compatibilidade e incompatibilidade.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a participacdo de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo no sistema H. vastatrix x
café conilon;

Avaliar os niveis de atividade de Proteinas Relacionadas a Patogénese (PR-Proteinas) no
sistema H. vastatrix x café conilon;

Correlacionar niveis de resposta biologica de resisténcia com respostas bioquimicas de
atividades enzimaticas;
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Identificar respostas do hospedeiro que condicionem as bases bioldgicas dos mecanismos de

defesa do cafeeiro ao ataque do patégeno.



14

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ACAFEICULTURA

O género Coffea sp. originou-se na Africa, sendo que a espécie Coffea arabica teve sua
origem na Etiopia e a espécie Coffea canephora de uma ampla regido, que se estende da Guiné
a0 Congo, da costa oeste & regido Central do continente (FERRAO et al., 2016). O cafeeiro é
uma planta perene de clima tropical. Pertence a familia das Rubiaceas e ao género Coffea que
retne diversas espécies. Coffea arabica e Coffea canephora (robusta/conilon) séo as espécies
de maior interesse econémico, constituindo respectivamente, 70% e 30% da produgdo mundial
(SANTOS, 2006; CONAB, 2016).

O Brasil é o maior produtor e exportador das espécies Coffea arabica L. e Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner ocupa a segunda posi¢do como consumidor mundial de cafe,
sendo os maiores Estados produtores, Minas Gerais, S&o Paulo, Espirito Santo e Parana
(CONAB, 2017). O café conilon (Coffea canephora) Pierre ex Froehner é a principal espécie
cultivada na Amazdnia Ocidental e apresenta papel fundamental na economia dessa regido
(VENEZIANO e FAZUOLI, 2000; MARCOLAN et al., 2009). Essa espécie se caracteriza por
apresentar plantas de duas variedades boténicas distintas, denominadas Conilon e Robusta
(ROCHA et al., 2013).

Apesar de menos valorizado no mercado que o café ardbica, o café conilon tem grande
aceitacdo no mercado norte-americano e europeu. Isso se deve principalmente ao fato de ser
utilizado na fabricacéo de cafe solGvel, por possuir um teor de cafeina duas vezes maior que o
café arébica (RIBEIRO et al., 2014).

Em relacdo ao estado de Ronddnia, o café é a segunda cultura de maior rendimento
econémico do Estado, sendo considerado o quinto maior produtor de café do Brasil e o segundo
maior produtor da variedade Robusta. Esta cadeia conta com participacdo de aproximadamente
23 mil produtores, a maioria de base familiar, que se situam na regido central do Estado, nos
municipios de Cacoal, Ministro Andreazza, S8 Miguel do Guaporé, Nova Brasilandia
D Oeste, Alta Floresta D Oeste, Alto Alegre dos Parecis e na regido centro-norte em
Machadinho D Oeste e Buritis (CONAB, 2020).

As condi¢cbes ambientais e climéaticas sdo favoraveis ao sucesso da cafeicultura no
Brasil, porém essa cultura enfrenta diversos problemas fitossanitarios que podem comprometer

o0 estabelecimento e rentabilidade das lavouras.
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2.2 DOENCAS DO CAFEEIRO

O cafeeiro é uma cultura amplamente cultivada no pais que gera grande produtividade
e rentabilidade, porém junto a essa abrangéncia de cultivo, esta a ocorréncia de diversas doencas
de alto potencial destrutivo, chegando a inviabilizar, ao menos economicamente, a exploracdo
comercial deste setor (VIEIRA JUNIOR e FERNANDES, 2015).

O cafeeiro durante todo o seu ciclo vegetativo e produtivo é afetado por doengas tendo
nos fungos os principais agentes fitopatogénicos. Em Rond6nia, as doengas que causam
maiores danos sdo: ferrugem-do-cafeeiro, mancha-manteigosa, antracnose, Kkoleroga,
roseliniose, rizoctoniose, fusariose e cercosporiose, dentro do grupo dos fungos, algumas dessas
doencas sdo apresentadas na figura 1. A ocorréncia dessas doencas esta fortemente
correlacionada com o clima e ao estadio fenologico que se encontram as plantas (MARCOLAN
et al., 2009).

Fases fenologicas)
Doencas Florescimento Formagéo dos frutos Maturagéo e colheita [
o
AN
Jul Ago  Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr  Mai  Jun §5
Periodo Chuvoso 8
Ferrugem %
Cercosporiose g
Seca-dos-ponteiras 2
Koleroga g
Fusariose 2
Mancha-manteigosa
Mancha-decorynespora
Roseliniose™
Nematoides

Figura 1. Periodo de favorabilidade das principais doengas do cafeeiro na Amazénia, em fungdo da fase

fenoldgica da cultura.

As pesquisas no Brasil, referentes a reducdo das perdas causadas pelas doencas do
cafeeiro, quase sempre foram direcionadas ao controle quimico, estudando-se doses e épocas
de aplicacdo de diversos fungicidas protetores e sistémicos. Poucos estudos foram
desenvolvidos para verificar a indugdo de resisténcia dos cafeeiros as doengas, envolvendo
compostos do metabolismo das plantas, alteracdo da nutricdo, entre outras formas alternativas
de controle (CARVALHO et al., 2012).
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2.3 FERRUGEM DO CAFEEIRO

Dentre as doengas que ocorrem no cafeeiro, a ferrugem causada pelo fungo Hemileia
vastatrix Berk. & Br. é uma das mais importantes para a cultura do café afetando a producéo
do café em todas as regibes do mundo, pois dependendo da agressividade do patégeno, das
condi¢gdes meteorologicas locais, carga pendente (producdo), estado nutricional e resisténcia
das plantas, além da densidade de plantio e resisténcia ou susceptibilidade dos clones e
cultivares utilizadas podem causar prejuizos de 35 a 50%. No Brasil, a doenca foi constatada
pela primeira vez na Bahia em 1970, espalhando-se rapidamente para a América Central em
1976 e em pouco menos de uma década, ja havia sido relatada em toda a América Latina
(CARVALHO et al., 1989; ZAMBOLIM, 2016; VENTURA et al., 2017).

Hemileia vastatrix é um fungo parasita obrigatorio pertencente a Classe
Basidiomicotina, subclasse Hemibasidio mycetidae, pertencente a ordem Uredinales e familia
Pucciniaceae, que se desenvolve na superficie inferior da area foliar apos a germinacdo dos
urediniosporos na presenca de agua e temperatura entre 20°C e 24°C, emitindo tubos
germinativos que quando atingem a célula-guarda do estdbmato forma uma estrutura
denominada apressorio, da qual saem as hifas primérias e destas, as hifas de penetraco.

Ap0s a ramificacdo das hifas pelos espacos intercelulares, forma-se na face de contato
entre o micelio do fungo e a celula do hospedeiro, o haustério, estrutura responsavel pela
absorcdo de nutrientes pelo patgeno, dentro das células do hospedeiro, a acdo da ferrugem
provoca queda precoce das folhas e a secagem dos ramos, que, em consequéncia disso, ndo
produzirdo frutos no ano seguinte (Figura 2) (ZAMBOLIM, 2002; ZAMBOLIM et al., 2009).
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Face inferior da folha Colonizacao das células

Germinacao

§ de uredosporos Haustorios

Pdstulas na face
inferior da folha

Reinfeccao

Teliosporos

Quedade \

folhas
Germinacao
de teliosporos

O Basidiosporo
s @)

L) Fonte: Agrolink

—

Cafeeiro desfolhado

Figura 2 - Ciclo biologico da ferrugem do cafeeiro Hemileia vastatrix destacando os diferentes processos de
infeccdo e colonizacdo dos tecidos

O sintoma caracteristico da doenca é o aparecimento de manchas clordticas transldcidas
com 0,1 a 0,3 cm de diametro na face abaxial foliar que em poucos dias evoluem atingindo 1 a
2 cm de diametro (figura 3). Na face inferior desenvolvem-se massas de aspecto pulverulento
de coloracdo amarelo alaranjada formada por ureddsporos do patégeno. Os danos causados pela
ferrugem sdo, principalmente, indiretos, pela inducdo de desfolha por ocasido da colheita. A
queda precoce das folhas reduz a area fotossintética da planta, interferindo no desenvolvimento
dos botdes florais, menor vingamento dos chumbinhos e seca dos ramos plagiotrdpicos e
consequentemente perdas significativas na producdo de cafeeiros (MATIELLO et al., 2002;
PARTELLI e MORAES, 2018).



18

eloine eudold :ajuo04
eJoine eudoud :ajuo4

Figura 3. Sintoma da ferrugem (Hemileia vastatrix) em folhas de cafeeiro no campo.

Em relacéo as ragas de H. vastatrix, mais de 50 ja foram identificadas no mundo e 16
dessas racas ja foram identificadas no Brasil (VARZEA e MARQUES, 200; TALHINHAS et
al, 2017), (ZAMBOLIM, 2016), (CAIXETA, 2018) sendo que a raca Il presente em 32 paises
é a de maior frequéncia representando 58% de todos os isolados testados para viruléncia
(ZAMBOLIM et al., 2005). Com isso, a ocorréncia de racas virulentas, e a alta diversidade
genética das populagdes do patdgeno representam um grande desafio aos melhoristas na busca
por cultivares resistentes.

Um dos grandes desafios para produtores e pesquisadores é 0 manejo sustentavel da
ferrugem do cafeeiro, o qual é realizado com uso de variedades resistentes sendo esta a principal
medida de controle, pois é econémico, eficiente e ndo causa danos ao meio ambiente. No
entanto, o0 método mais utilizado ainda é com a aplicacdo de fungicidas protetores e sistémicos,
determinados com base no monitoramento para tomada de decisdo (BELAN et al., 2015) ou
aplicados conforme datas preestabelecidas (ZAMBOLIM, 2016).

Todavia, 0 uso de fungicidas para o controle da ferrugem gera um grande custo de
producdo, além disso, a aplicacdo de fungicidas também pode aumentar a probabilidade de
intoxicacdo em quem aplica, a contaminacdo do meio ambiente pela deriva e a lixiviacdo dos
excessos de produtos pulverizados no solo, interferéncia nos organismos vivos aquéticos
(CAPUCHO, 2011; VIEIRA et al., 2016)

2.4 MECANISMOS DE DEFESA DAS PLANTAS
As plantas passam constantemente por diversas situacdes de estresses, devido a grande
exposicdo a fatores do meio ambiente, como radiacdo, temperatura e umidade e a agentes
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bioldgicos, como as bactérias, virus, fungos, nematoides, insetos e herbivoros, com isso, 0s
vegetais precisam de alguma forma reagir a esses tipos de estresses (SOARES e MACHADO,
2007; FERNANDES et al. 2009, REIS, et al., 2011).

No campo, as plantas geralmente se expem a uma ou mais de uma dessas condi¢des ao
mesmo tempo. Dependendo da espécie ou variedade, as plantas tém a capacidade de adquirir
resisténcia ao estresse dentro do seu ciclo de vida (aclimatagdo). Tais processos incluem
endurecimento causado pelo frio, ajuste de crescimento a diferentes intensidades de luz e
resisténcia a certos patdgenos. As plantas expostas a um tipo de condicdo de estresse também
podem adquirir certa resisténcia a outras condi¢fes de estresse (tolerancia cruzada).
Inversamente especifico ao estresse mecanismos também podem comprometer as respostas a
outros estresses. (MHAMDI et al., 2010).

Dessa forma, as plantas desenvolvem estratégias de defesa como a imunidade inata
sendo esta fundamental para a sua sobrevivéncia, na qual protegem as células individuais de
infeccOes causadas por patdégenos (CUI TSUDA e PARKER, 2015), além de utilizarem dois
tipos de resposta de defesa para reconhecer e responder as agressoes dos patdgenos, sendo uma
primaria com origem extracelular, e outro, com origem intracelular, com reconhecimento muito
especifico do agente patogénico (FAULKNER, 2016).

A resisténcia natural das plantas ao ataque de patogenos é caracterizada pela capacidade
que elas desenvolveram de impedir, restringir ou retardar a penetracdo destes organismos em
seus tecidos, diminuindo os efeitos danosos potenciais (FERNANDES, 2005). Dentre as
defesas utilizadas pelas plantas estdo a resposta hipersensitiva (HR), resisténcia sistémica
adquirida (SAR), inducdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas) e compostos
sinalizadores, como por exemplo, acido salicilico e per6xido de hidrogénio. (FERNANDES,
2009).

Outra estratégia utilizada € a producdo espécies reativas de oxigénio com objetivo de
conter os mecanismos de remocdo, dessa forma levando ao estresse oxidativo que pode ser
altamente citotoxico e reagir com varias biomoléculas, tais como lipidios, acidos nucleicos e
proteinas com objetivo de retomarem seu metabolismo normal, impedindo dessa forma a
invasdo de agentes fitopatogénicos (RODRIGUES-BRANDAO et al. 2016).

Dessa forma, as plantas ao longo dos anos como estratégia de defesa desenvolveram
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos, capazes de eliminar os efeitos citotdxicos das ROS.
E atuando conjuntamente na eliminagdo das ROS estdo as enzimas superdxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) (Deuner et al., 2008; Barbosa et al.,
2014). Com isso, saber como as plantas se protegem é essencial para obter variedades agricolas

mais resistentes, o que pode aumentar a producdo e a qualidade das culturas.
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2.4.1 Catalase (EC 1.11.1.6)

A catalase encontra-se presente em diversas células de animais, plantas, fungos e
bactérias. Sua atividade enzimatica serve de protecdo as plantas, resultando na ativacdo da
resisténcia sisttmica adquirida, sendo enzimas indispensaveis para desintoxicacdo das células
das plantas em condi¢es de estresse (bidticos e/ou abioticos), responsavel pela decomposicéo
do peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio devido a sua capacidade de oxidacdo de
proteinas e lipidios de membranas (NICHOLLS ,2010; MONTEIRO e LIMA, 2017)

A enzima proporciona aumento na tolerancia ao estresse, passando a ajudar na regulacao
das respostas e na aclimatacdo aos estresses ambientais. A CAT classifica-se em trés tipos:
monofuncional, peroxidasse e pseudocatalase, sendo mais comumente a monofuncional,
encontrada em mamiferos, plantas e fungos (KAR e MISHRA, 1976; NICHOLLS et al. 2010).

Além disso essa enzima se apresenta de varias isoformas nas plantas, as quais estdo
presentes nos peroxissomas e glioxissomas. Sdo as principais enzimas de detoxificacdo do H20>
e podem dismutar diretamente o H.O> ou oxidar substratos, tais como metanol, etanol,
formaldeido e é&cido formico, funcionando como canal de limpeza do H.O» celular
(BREUSEGEM et al., 2001).

2.4.2 As peroxidases (EC 1.11.1.7)

As peroxidases (EC 1.11.1.7) s&o do grupo das oxidoredutases, elas catalisam e oxidam
substratos organicos por meio da eliminagéo do perdxido de hidrogénio, dando origem a lignina
que ira fortalecer a parede celular contra a acdo de enzimas liticas produzidas pelos patdgenos,
levando ao aumento da resisténcia mecanica contra diversos patdégenos (PASSARDI et al.,
2004).

Além disso, essas enzimas tém um papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento de vegetais, da detoxificacdo celular e de mecanismos de defesa como
lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos e oxidacdo de compostos fendlicos (BAYSAL et al.,
2003; FREITAS, 2008).

O aumento nas atividades da POX e PAL em tecidos vegetais tem sido um importante
fator na inducdo de resisténcia contra patogenos (SONG et al., 2011). Com isso, O
desenvolvimento de tecnologias e/ou metodologias para um manejo sustentavel depende da
expansdo de pesquisas que viabilizem os metodos alternativos de controle. Portanto, séo
necessarios estudos mais aprofundados sobre 0 modo de acdo dos mecanismos de defesa das
plantas envolvidos no processo de reducdo do agente fitopatoldgico Hemileia vastatrix no

cafeeiro.
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2.4.3 Fenilalanina amonia liase (EC 4.3.1.5)

A enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL) (EC 4.3.1.5) é uma enzima do metabolismo
secundario mais intensivamente estudada em plantas para todas as vias de sintese de compostos
fenolicos, os quais estdo envolvidos com resisténcia a pragas e patdogenos (ARDILA et al.,
2013). Esta enzima € a responsavel pela primeira de uma série de reagdes metabdlicas, que gera
inimeros produtos naturais baseados em fenilpropanos, incluindo a lignina, certos pigmentos e
protetores contra luz ultravioleta. Sua sintese ocorre em células préximas ao local da infeccéo
através de distintos estimulos ambientais, tais como mediadores de luz e crescimento,
reguladores de crescimento durante a infec¢do na planta, contaminacao via metais pesados e
danos (RAHMAN e PUNJA, 2005)

A producdo de tal enzima é regulada durante o crescimento vegetal, mas é também
induzida em células vizinhas ao local de infec¢do por varios estimulos ambientais, como
infeccdo, ferimentos, contaminacdo por metais pesados, luz e reguladores de crescimento. Uma
invasdo de patdgenos é capaz de desencadear a transcricdo do RNA mensageiro codificando a
PAL, ocorrendo o aumento da quantidade desta enzima na planta e estimulando a sintese de
compostos fendlicos (TAIZ e ZEIGER, 2004). (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

A PAL é uma enzima chave da via metabdlica a qual regula a rota de biossintese dos
fenilpropandides e seus derivados, catalisando a transformacdo, por desaminacdo, do
aminoacido L-fenilalanina, em &cido trans-cinamico, além de fazer parte da classe de enzimas
envolvidas na formacédo de lignina, cujo seu aumento se da quando ha estimulos por agente
biético ou abidtico (CHENG et al., 2001; ZHAO et al.,2005). Mediante suas diversas
funcionalidades, a PAL € encontrada em ampla dimensdo de espécies, atua desde o sitio da
infeccdo na resisténcia local, como na resisténcia sistémica adquirida nos locais afastados do
sitio infeccioso, por meio do acido salicilico como sinalizador da resposta de ativacdo (RYALS
et al., 1996).
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3 MATERIAIS E METODOS

Ensaios para a deteccdo do estado de inducéo de resisténcia em plantas de cafeeiro

O proposito deste ensaio foi verificar o acimulo e 0 aumento da atividade de enzimas
relacionadas a resisténcia em plantas de cafeeiro, exibindo caracteristicas de resisténcia
sisttmica bem como entender os mecanismos bioquimicos envolvidos no processo de

resisténcia.

3.1 INOCULACAO

As culturas do fitopatdgeno Hemileia vastatrix foram preparadas 14 dias antes da
inoculacéo das plantas.

Foram usadas as plantas da variedade BRS Ouro Preto (Clones 199, 160 e 125 sendo o
primeiro resistente a ferrugem, o segundo com resisténcia mediana e o terceiro susceptivel).
Uma suspenséo de propagulos dos patogenos (1,5 x 10* esporos/mL) provenientes de folhas de
cafeeiro suscetiveis foi pulverizada sobre as plantas de cafeeiro, de acordo com Dhingra e
Sinclair (1995).

Nesse sentido tiveram 3 clones, sendo 10 plantas de cada clone com 4 repeti¢Ges cada.
As coletas de folhas se deram &s 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas, sendo um total

de 30 tratamentos e um fitopatogeno.

3.2 PREPARO DO EXTRATO VEGETAL

A deteccdo enzimatica se deu via extrato foliar utilizando a metodologia adaptada de
Azevedo et al. (1998). Para isso, folhas das plantas dos clones da BRS Ouro Preto utilizadas no
ensaio foram coletadas, lavadas em agua destilada, pesadas e trituradas em nitrogénio liquido,
utilizando almofariz e pistilo. O p6 obtido foi macerado por 5 minutos na presenca da solugao
de tampéo acetato de sodio 50 mM, pH 5,2, adicionado de polivinilpirrolidona a 1% (p/v), na
proporcao de 1:5 (p/v), sob banho de gelo e posteriormente centrifugado a 20.000 g, 25 minutos,
4°C.

Os sobrenadantes foram utilizados para as determinagdes das atividades de dosagem de
proteina total, e determinacéo das atividades enzimaticas (peroxidase, fenilalanina aménia-liase
e catalase). As amostras foram acondicionadas em frascos tipo penicilina e mantidas em ultra

freezer em temperatura de — 24°C.
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3.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO TOTAL DE PROTEINAS
O teste de Bradford (1976) foi empregado para a quantificacdo do conteudo total de
proteinas nas amostras. Para tanto foram adicionadas aliquotas de 100 uL dos extratos totais e
2,5 mL do reagente de Bradford e, ap6s 10 minutos, a leitura das absorbancias foram feitas a
595 nm em espectrofotdmetro. O teor de proteinas soltveis foi calculado utilizando-se uma

curva padrédo construida a partir das concentragdes conhecidas de BSA.

3.4 ENSAIO PARA DETECCAO DE ATIVIDADE DE PEROXIDASE (POX) (EC
1.11.1.7).

A atividade peroxidésica foi determinada seguindo a metodologia descrita por Urbanek
e colaboradores (1991). Para quantificacdo da peroxidase foram utilizados tubos de ensaios
devidamente identificados, nos tubos foram colocados o0s seguintes reagentes, nas seguintes
proporcdes: Para o branco do reagente foi utilizado 2000 pL de tampéo acetato de s6dio 50 mM
pH 5,2; 1000 pL de Perdxido de hidrogénio 0,06 M e 1000 pL guaiacol 0,02 M.

Para o branco do reagente foram utilizados 3.900 pL de tampéo acetado de sédio 50
mM pH 5,2 e 100 pL do extrato bruto das folhas.

As amostras a serem quantificadas foram preparadas da seguinte forma: 1900 uL de
tampé&o acetado de sddio 50 mM pH 5,2; 1000 de peroxido de hidrogénio 0,06 M, 1000 uL de
guaiacol 0,02 M e 100 pL de extrato bruto.

As amostras reacionais foram preparadas sem a adigéo do extrato bruto, todos os tubos
foram colocados em banho-maria a 30° por 10 minutos e apos esse periodo foram retirados e
postos a leitura em absorbancia feita em espectrofotémetro em um comprimento de onda de
480 nm, sendo a leitura iniciada pelo branco do reagente utilizado como branco para zerar o
espectrofotémetro.

Foi também realizada a leitura em tempo zero, na qual o extrato bruto foi colocado na
mistura reacional e logo em seguida se deu a leitura, sem ir ao banho-maria. Todas as amostras

foram quantificadas em triplicatas, sendo cada bateria repetida.

3.5 ENSAIO PARA DETECCAO DE ATIVIDADE DE FENILALANINA AMONIA-

LIASE (PAL) (EC 4.3.1.5)

A atividade de Fenilalanina Amoénia Liase (PAL) foi determinada segundo o método
descrito por Tanaka et al. (1974) e Mori et al. (2001), adaptado para as condi¢des experimentais.
A mistura reacional consistiu de 200 uL do extrato total, 200 uL de fenilalanina 40mM, 20 uL
de B-mercaptoetanol 50 mM e 480 uL do tampdo Tris-HCL 100mM, PH 8,8. A mistura
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reacional foi incubada a 30°C por 1 hora. A reacao foi parada pela adicdo de 100 uL de HCL

6N e a absorbéancia foi medida a 290 nm.

3.6 ENSAIO PARA DETECCAO DE ATIVIDADE DE CATALASE (CAT) (EC
1.11.1.6)

A atividade de catalase (CAT) presente nos extratos totais de folhas de cafeeiros foi
determinada através da adi¢cdo de 50 pL do extrato total a 950 uL de tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0, contendo 12,5 mM de H20,, a 30°C (Havir e McHale, 1987). A adicdo do
peroxido de hidrogénio ao tampéo fosfato de potassio foi feita imediatamente antes de seu uso.
A atividade enzimética foi determinada através da medida do decréscimo da leitura de
absorbancia a 240 nm, no intervalo de tempo de 30 segundos, utilizando-se o coeficiente de
extincdo molar de 36 M*cm™ (ANDERSON et al., 1995).

3.7 DELINEAMENTO ESTATISTICO
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em fatorial tipo 2
x 10 x 3 (tratamentos x tempo x cultivares), com 10 repeticdes, sendo cada uma composta por
uma planta. A comparacéo entre as médias foi feita através do desvio padrdo da média ao longo
do tempo. Cada média foi resultado de determinagdes em triplicata para cada um dos
pardmetros estudados. Anélises estatisticas foram conduzidas usando o programa one-way
ANOVA e Student's t-test do software SPSS para Windows (KINNEAR; GRAY, 2000).



25

4 RESULTADOS
Para avaliar a atividade das enzimas, peroxidase, fenilalanina amonia-liase e catalase
dos clones 1 (125), 2 (160) e 3 (199), foi utilizado a analise de variancia — ANOVA (Tabelas 1,
2e3).
Tabela 1. Estimativas do teste F da analise de variancia dos efeitos de tempo e ino6culo em

trés diferentes clones de Coffea canephora com diferentes graus de resisténcia a ferrugem
Hemileia vastatrix. & Br. (Clone 1-suscetivel).

Clone 1
Fv GL Prot Perox 0’ Perox 10’ Fenil catal 0’ catal 10’
Tempo (T) | 9 | 21.04** 0,61 0.28"™ 9.24** |7.78** 5.93**
In6culo (1) 1 0.04" 6.51* 2.66"™ 3.05™ [2.08™ 2.10™
TxlI 9 | 2.39** 1.51™ 2.30* 3.96** |1.67™ 2.17*
Residuo 60 - - - - - -
Total 79 - - - - - -
Média - 1,18 0.13 0.13 2.32 2.06 2.10
CV(%) - 6,33 25.30 33.10 1.03 7.81 7.90

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, **: significativo a 1% de probabilidade, *: significativo a 5% de
probabilidade, ns: ndo significativo, prot: teor de proteinas, perox 0”: atividade de peroxidase no tempo zero, perox
10": atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de fenilalanina, catal 0": atividade da
catalase no tempo zero, catal 10”; atividade da catalase no tempo de 10 minutos. CV: coeficiente de variagéo.

Como observa-se na tabela 1, na maioria das avaliagGes para o clone 1 (clone suscetivel)
o coeficiente de variacéo foi baixo e considerado de preciséo. Segundo Pimentel (2000) valores
de coeficientes de variacdo de até 10% podem ser considerados baixos e de alta precisao,

valores entre 10 e 20% s&o de boa precisao.

Tabela 2. Estimativas do teste F da analise de variancia dos efeitos de tempo e in6culo em trés
diferentes clones de Coffea canephora com diferentes graus de resisténcia a ferrugem Hemileia
vastatrix Berk. & Br. (Clone 2- medianamente resistente)

Clone 2
PV GL Prot Perox 0’ Perox 10’ Fenil catal 0’ | catal 10’
Tempo
(T) 9 6.69** 1.86™ 1.53™ 21.80** | 9.28** 9.91**
In6culo
0] 1 0.65™ 1.06™ 2.83" 2.31" 0.48™ 0.24™
TxI 9 6.87** 1.58"™ 1.31™ 0.57™ 1.14" 1.37™
Residuo 60 - - - - - -
Total 79 - - - - - -
Média - 1.16 0.12 0.12 2.31 2.02 2.05
CV(%) - 5.10 40.72 71.94 2.15 6.66 6.45

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, **: significativo a 1% de probabilidade, *: significativo a 5% de
probabilidade, ns: ndo significativo, prot: teor de proteinas, perox 0": atividade de peroxidase no tempo zero, perox
10": atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de fenilalanina, catal 0": atividade da
catalase no tempo zero, catal 10”; atividade da catalase no tempo de 10 minutos. CV: coeficiente de variagao.
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Na maior parte das avaliacbes para o clone 2 (clone medianamente resistente) o
coeficiente de variagéo foi baixo, exceto na enzima peroxidase que apresentou um coeficiente
de variagdo mais elevado, de acordo com esses valores podemos observar que o coeficiente de
variacdo baixo € considerado de alta precisdo, visto que a classificacdo do Coeficiente de
Variacéo é inversamente proporcional a classificacdo da precisao do experimento, dessa forma,

quanto maior o Coeficiente de Variagdo menor a precisao experimental.

Tabela 3. Estimativas do teste F da analise de variancia dos efeitos de tempo e indculo em trés
diferentes clones de Coffea canephora com diferentes graus de resisténcia a ferrugem Hemileia
vastatrix Berk. & Br. (Clone 3- resistente).

Clone 3
PV GL Prot Perox 0’ Perox 10’ Fenil | catal 0’ | catal 10’
Tempo
(M) 9 4.76% 1.46" 1.07™ 7.30%* | 3.43* 3.75*
Inéculo
0] 1 0.34" 7.54* 2.36™ 0.08™ | 2.31™ 2.20™
TxI 9 6.68** 1.33" 2.44* 1.81™ | 5.14** 4,70*%*
Residuo 60 - - - - - -
Total 79 - - - - - -
Média - 1.17 0.11 0.10 2.32 2.08 2.10
CV(%) - 10.18 30.06 42.70 1.89 7.43 7.48

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, **: significativo a 1% de probabilidade, *: significativo a 5% de
probabilidade, ns: ndo significativo, prot: teor de proteinas, perox 0": atividade de peroxidase no tempo zero,
perox10”: atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de fenilalanina, catal 0": atividade da
catalase no tempo zero, catal 10”: atividade da catalase no tempo de 10 minutos. CV: coeficiente de variag&o.

Para o clone 3 (clone resistente), os resultados mostram que a maioria das avaliagfes 0
coeficiente de variacdo das proteinas totais e das enzimas avaliadas como a fenilalanina amonia
liase e catalase nos tempos 0 e 10 minutos foi baixo, visto que os mesmos ficaram na média e
abaixo de 10% de variacéo.

Para a realizacdo dos testes de média foi utilizado o teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade (Tabelas 4, 5 e 6).
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Tabela 4. Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade comparando
os efeitos de tempo (T) e de inoculacéo (1) no clone 1 suscetivel a ferrugem Hemileia vastatrix
Berk. & Br.

Prot Perox 0 Perox 10
Nao inoculado Inoculado Nao inoculado Inoculado Nao inoculado Inoculado
0,97 Ac 0,98 Ad 0,12 Aa 0,13 Aa 0,13 Aa 0,13 Aa
0,95 Ac 0,93 Ad 0,12 Aa 0,10 Aa 0,13 Aa 0,12 Aa
1,04 Ac 0,90 Bd 0,12 Ba 0,18 Aa 0,11 Aa 0,13 Aa
1,06 Ac 1,07 Ac 0,11 Aa 0,14 Aa 0,09 Ba 0,18 Aa
1,27 Ab 1,15 Bc 0,13 Aa 0,15 Aa 0,14 Aa 0,13 Aa
1,24 Ab 1,28 Ab 0,13 Aa 0,16 Aa 0,13 Aa 0,17 Aa
1,35 Aa 1,38 Ab 0,14 Aa 0,15 Aa 0,13 Aa 0,13 Aa
1,21 Ab 1,17 Ac 0,14 Aa 0,13 Aa 0,18 Aa 0,13 Aa
1,34 Aa 1,36 Ab 0,12 Aa 0,14 Aa 0,13 Aa 0,16 Aa
1,41 Ba 1,55 Aa 0,10 Ba 0,18 Aa 0,06 Ba 0,18 Aa
Fenil catal 0 catal 10
N&o inoculado Inoculado N&o inoculado Inoculado Né&o inoculado Inoculado
2,33 Ab 2,34 Ab 2,26 Aa 2,18 Ab 2,30 Aa 2,21 Ab
2,33 Ab 2,34 Ab 2,31 Aa 2,24 Ab 2,33 Aa 2,27 Ab
2,31 Ab 2,33 Ab 2,10 Ab 2,16 Ab 2,14 Ab 2,19 Ab
2,24 Bd 2,29 Ac 2,07 Ab 2,11 Ab 2,09 Ab 2,13 Ab
2,23 Ad 2,22 Ad 1,99 Ab 2,12 Ab 2,01 Ab 2,16 Ab
2,29 Ac 2,30 Ac 2,08 Ab 2,13 Ab 2,10 Ab 2,15 Ab
2,39 Aa 2,39 Aa 1,90 Ac 1,84 Ac 1,91 Ac 1,86 Ac
2,38 Aa 2,37 Aa 1,85 Ac 1,81 Ac 1,86 Ac 1,83 Ac
2,30 Bc 240 Aa 1,59 Bd 1,87 Ac 1,61 Bd 1,96 Ac
2,36 Aa 2,38 Aa 2,21 Ba 2,57 Aa 2,25 Ba 2,65 Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na HORIZONTAL néo diferem entre si. Médias seguidas pelas
mesmas letras minusculas na VERTICAL ndo diferem entre si. prot: teor de proteinas, perox 0: atividade de
peroxidase no tempo zero, perox 10": atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de
fenilalanina, catal 0 : atividade da catalase no tempo zero, catal 10: atividade da catalase no tempo de 10 minutos.

Dentre as proteinas totais e as enzimas analisadas do clone 1 (um) inoculado, observa-
se que houve um aumento entre os tempos zero e 10 quando as enzima peroxidase, fenilalanina

e catalase foram avaliadas.
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Tabela 5. Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade comparando
os efeitos de tempo (T) e de inoculagdo (I) no clone 2 medianamente resistente a ferrugem
Hemileia vastatrix Berk. & Br.

Prot Perox 0 Perox 10
Nao inoculado Inoculado Nao inoculado Inoculado Naéo inoculado Inoculado
092 Ad 9,95 Ad 0,09 Bb 0,16 Aa 0,09 Ba 0,28 Aa
1,02 Ad 0,95 Ad 0,19 Aa 0,16 Aa 0,15 Aa 0,17 Aa
1,16 Ac 1,17 Ab 0,10 Ab 0,11 Ab 0,10 Aa 0,10 Ab
0,98 Ad 1,05 Ac 0,10 Ab 0,12 Ab 0,15 Aa 0,22 Aa
1,33 Ab 1,35 Aa 0,17 Aa 0,15 Aa 0,10 Aa 0,12 Ab
1,27 Ab 1,29 Aa 0,09 Ab 0,11 Ab 0,09 Aa 0,09 Ab
1,27 Ab 1,30 Aa 0,09 Ab 0,10 Ab 0,09 Aa 0,16 Aa
1,25 Ab 1,12 Bb 0,11 Ab 0,08 Ab 0,14 Aa 0,07 Ab
1,13 Ac 1,14 Ab 0,09 Ab 0,09 Ab 0,06 Aa 0,11 Ab
143 Aa 1,14 Bb 0,09 Bb 0,20 Aa 0,06 Aa 0,06 Ab
Fenil catal 0 catal 10
Nao inoculado Inoculado Nao inoculado Inoculado Na&o inoculado Inoculado
2,34 Aa 2,33 Aa 2,26 Aa 2,11 Aa 2,28 Aa 2,13 Ab
2,34 Aa 2,35 Aa 2,20 Aa 2,27 Aa 2,26 Aa 2,35 Aa
2,35 Aa 2,41 Aa 2,08 Aa 2,04 Aa 2,12 Aa 2,05 Ab
2,21 Ab 2,23 Ab 2,05 Ab 2,13 Aa 2,21 Aa 2,16 Ab
2,21 Ab 2,23 Ab 1,91 Ab 2,06 Aa 1,94 Ab 2,09 Ab
2,30 Aa 2,28 Ab 1,88 Aa 2,04 Aa 1,90 Ab 2,06 Ab
2,35 Aa 2,38 Aa 1,85 Aa 1,87 Ab 1,87 Ab 1,88 Ac
2,38 Aa 2,38 Aa 1,78 Aa 1,84 Ab 1,80 Ab 1,85 Ac
2,25 Ab 2,28 Ab 1,89 Ab 1,78 Ab 1,91 Ab 1,80 Ac
2,35 Aa 2,33 Aa 2,19 Aa 2,18 Aa 2,21 Aa 2,28 Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL néo diferem entre si. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas na VERTICAL ndo diferem entre si. prot: teor de proteinas, perox 0”: atividade de
peroxidase no tempo zero, perox 10": atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de
fenilalanina, catal 0"; atividade da catalase no tempo zero, catal 10”; atividade da catalase no tempo de 10 minutos.
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Tabela 6. Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade comparando
os efeitos de tempo (T) e de inoculagdo (1) no clone 3 resistente a ferrugem Hemileia vastatrix
Berk. & Br.

Prot Perox 0 Perox 10
Né&o inoculado Inoculado N&o inoculado Inoculado N&o inoculado Inoculado
0,90 Ad 1,04 Ac 0,10 Ba 0,17 Aa 0,08 Ba 0,21 Aa
0,86 Ad 0,85 Ad 0,11 Ba 0,17 Aa 0,11 Aa 0,11 Ab
1,11 Ac 1,15 Ac 0,11 Aa 0,10 Ab 0,07 Aa 0,08 Ab
1,07 Ac 0,47 Be 0,11 Ba 0,16 Aa 0,12 Aa 0,11 Ab
1,24 Ab 1,25 Ab 0,12 Aa 0,14 Aa 0,11 Ba 0,18 Aa
1,31 Bb 1,53 Aa 0,09 Aa 0,11 Ab 0,08 Aa 0,10 Ab
1,32 Ab 1,29 Ab 0,10 Aa 0,09 Ab 0,11 Aa 0,08 Ab
1,30 Ab 1,27 Ab 0,10 Aa 0,11 Ab 0,12 Aa 0,09 Ab
1,34 Ab 1,26 Ab 0,11 Aa 0,11 Ab 0,06 Ba 0,13 Ab
1,50 Aa 1,43 Aa 0,09 Aa 0,12 Ab 0,06 Aa 0,08 Ab
Fenil catal 0’ catal 10’
N&o inoculado Inoculado N&o inoculado Inoculado N&o inoculado Inoculado
2,32 Ab 2,33 Ab 2,14 Ac 2,14 Aa 2,17 Ab 2,17 Aa
2,33 Ab 2,34 Ab 2,20 Ac 2,21 Aa 2,22 Ab 2,27 Aa
2,32 Bb 2,40 Aa 2,09 Ac 2,06 Aa 2,12 Ab 2,09 Aa
2,20 Ad 2,23 Ac 2,03 Ac 2,11 Aa 2,05 Ab 2,13 Aa
2,28 Ac 2,24 Ac 2,14 Ac 2,00 Ab 2,17 Ab 2,03 Ab
2,42 Aa 2,40 Aa 1,83 Ad 1,94 Ab 1,84 Ac 1,95 Ab
2,36 Ab 2,35 Ab 1,86 Ad 1,74 Ab 1,87 Ac 1,74 Ac
2,38 Aa 2,37 Aa 1,82 Ad 1,81 Ab 1,85 Ac 1,83 Ac
2,31 Ab 2,25 Bc 2,38 Ab 1,97 Bb 2,40 Ab 1,99 Bb
2,35 Ab 2,31 Ab 2,93 Aa 2,25 Ba 2,94 Aa 2,28 Ba

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na HORIZONTAL néo diferem entre si. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas na VERTICAL ndo diferem entre si. prot: teor de proteinas, perox 0°: atividade de
peroxidase no tempo zero, perox 10°: atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de
fenilalanina, catal 0": atividade da catalase no tempo zero, catal 10”; atividade da catalase no tempo de 10 minutos.

Nas tabelas 5 e 6, pode-se observar que tanto no clone medianamente resistente, quanto
no clone resistente as plantas apresentaram resposta de defesa contra o patégeno inoculado,
tendo em vista que a enzima peroxidase e catalase apresentaram um aumento consideravel se
compararmos os tempos 0 e 10 minutos entre as plantas ndo inoculadas e inoculadas, sendo a
detoxificacdo das células, cicatrizacdo de ferimentos e defesa contra patdgenos, tipos de uma

resposta de defesa que essas enzimas apresentam.
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Tabela 7. Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade comparando
os efeitos de tempo (T) e de clones ndo inoculados (C) com diferentes graus de resisténcia a
ferrugem Hemileia vastatrix Berk. & Br.

Prot Perox 0’ Perox 10’
Clone 1 Clone 2 Clone 3 Clone 1 Clone 2 Clone 3 Clone 1 Clone 2 Clone 3
097 Ac 092 Ad 090 Ad 4, A 999 gy 510 Ba 013 A2 009 Ba 008 Ba
095 Ac 102 Ad 08 Bd 12 Aa 019 aa 011 Ba 013 Aa 015 Aa 011 Aa
1,04 Ac 1,16 Ac 1,11 Ac 0,10
012 Ba Ab 011 Aa 011 Aa 010 Aa 0,07 Aa
1,06 Ac 098 Ad 107 Ac 917 aa 010 Ap 011 Ba 009 Ba 015 Aa 012 Aa
128 Ab 133 Ab 124 Ab 413 ay 017 A3 012 A2 014 Aa 010 Aa 011 Ba
125 Ab 127 Ab 131 Ab 13 py 009 Ay 009 Aa 013 Aa 009 Aa 008 Aa
135 Aa 127 Ab 132 Ab 14 pg 009 Ay 010 Aa 013 Aa 009 Aa 011 Aa
121 Ab 125 Ab 130 Ab 514 Aq 011 Ay 010 A2 018 A2 014 Aa 012 Aa
134 Aa 113 Bc 134 Ab 515 a3 009 Ay 011 Aa 013 Aa 006 Aa 0,06 Ba
141 Aa 144 Aa 150 Aa 0,09
010 Ba Bb 009 Aa 006 Ba 006 Aa 006 Aa
Fenil catal 0’ catal 10’
Clone * Clgne Clgne Clone * Clgne Clgne Ckine Clgne Clone 3
233 Ab 234 Aa 232 Ab 226 Aa 226 Aa 214 Ac 230 Aa 228 Aa 2,17 Ab
233 Ab 234 Aa 233 Ab 231 Aa 220 Aa 220 Ac 233 Aa 226 Aa 2,22 Ab
231 Ab 235 Aa 232 Bb 210 Ab 208 Aa 209 Ac 214 Ab 212 Aa 2,12 Ab
224 Bd 221 Ab 220 Ad 207 Ab 205 Ab 203 Ac 2,09 Ab 221 Aa 2,05 Ab
223 Ad 221 Ab 228 Ac 199 Ab 191 Ab 214 Ac 201 Ab 194 Ab 2,17 Ab
229 Ac 230 Aa 242 Aa 208 Ab 1,88 Aa 183 Ad 210 Ab 190 Ab 1,84 Ac
239Aa 235 Aa 236Ab 190Ac 1854a 186 Ad 191 Ac 1,87 Ab 187 Ac
238 Aa 238 Aa 238 Aa 185 Ac 178 Aa 182 Ad 186 Ac 180 Ab 185 Ac
230 Bc 225 Ab 231 Ab 159 Bd 1,89 Ab 238 Ab 161 Bd 191 Ab 240 Ab
2,36 Aa 2,35 Aa 235 Ab 221 Ba 2,19 Aa 293 Aa 2,25 Ba 2,21 Aa 2,94 Aa

Meédias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na HORIZONTAL ndo diferem entre si. Médias seguidas pelas
mesmas letras minGsculas na VERTICAL ndo diferem entre si. prot: teor de proteinas, perox 0°: atividade de
peroxidase no tempo zero, perox 10: atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de
fenilalanina, catal 0": atividade da catalase no tempo zero, catal 10”; atividade da catalase no tempo de 10 minutos.
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Tabela 8. Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade comparando
os efeitos de tempo (T) e de clones inoculados (C) com diferentes graus de resisténcia a
ferrugem Hemileia vastatrix Berk. & Br.

Fenil catal 0’ catal 10’
Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone
1 2 3 1 2 3 1 Clone2 Clone 3

234 Ab 233 Aa 233 Ab 218 Ab 211 Aa 214 Aa 221 Ab 213 Ab 217 Aa
234 Ab 235 Aa 234 Ab 224 Ab 227 Aa 221 Aa 227 Ab 235 Aa 227 Aa
233 Ab 241 Aa 240 Aa 216 Ab 2,04 Aa 206 Aa 219 Ab 205 Ab 2,09 Aa
229 Ac 223 Ab 223 Ac 211 Ab 213 Aa 211 Aa 213 Ab 216 Ab 213 Aa
222 Ad 223 Ab 224 Ac 212 Ab 206 Aa 200 Ab 216 Ab 2,09 Ab 2,03 Ab
230 Ac 228 Ab 240 Aa 213 Ab 204 Aa 194 Ab 215 Ab 206 Ab 195 Ab
2,39 Aa 238 Aa 235 Ab 184 Ac 187 Ab 1,74 Ab 186 Ac 188 Ac 1,74 Ac
237 Aa 238 Aa 237 Aa 181 Ac 184 Ab 181 Ab 183 Ac 185 Ac 1,83 Ac
240 Aa 228 Ab 225 Bc 1,87 Ac 178 Ab 197 Bb 19 Ac 180 Ac 1,99 Bb
238 Aa 233 Aa 231 Ab 257 Aa 218 Aa 225 Ba 265 Aa 228 Aa 2,2t Ba

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL néo diferem entre si. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas na VERTICAL ndo diferem entre si. prot: teor de proteinas, perox 0": atividade de
peroxidase no tempo zero, perox 10": atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de
fenilalanina, catal 0": atividade da catalase no tempo zero, catal 10”; atividade da catalase no tempo de 10 minutos.

As tabelas 7 e 8 visam comparar os efeitos do tempo em clones inoculados e nao
inoculados em relagdo as enzimas analisadas. Dentre elas as enzima que apresentaram um
melhor tempo foi a peroxidase tendo reconhecido o patégeno com 24h apds a inoculagdo no
clone 125, 160 e 199. Ja para a enzima fenilalanina a alteracdo na atividade se deu as 6 horas

no clone resistente, e na enzima catalase o primeiro pico se deu as zero horas.

Tabela 9. Estimativas do teste F da analise de variancia dos efeitos de tempo e in6culo em trés
diferentes clones de Coffea canephora com diferentes graus de resisténcia a ferrugem Hemileia
vastatrix (Clone 1-suscetivel, Clone 2- medianamente resistente, Clone 3- resistente)

= GL Clones néo inoculados (NI)
Prot Perox 0’ Perox 10’ Fenil | catal 0’ | catal 10’
Tempo (T) 9 21.58** 1.80™ 3.78** 9.12** | 3.01* 3.00*
Clones (C) 2 0.17™ 2.26™ 5.05* 0.95™ | 1.35™ 1.01™
TxC 18 3.01** 1.11"™ 0.87™ 4.67** | 7.18** 7.11*%*
Residuo 90 - - - - - -
Total 119 - - - - - -
Média - 1,18 0,11 0,1 2,31 2,06 2,08
CV(%) - 6,27 34,25 43,2 1,21 6,92 6,97

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, **: significativo a 1% de probabilidade, *: significativo a 5% de
probabilidade, ns: ndo significativo, prot: teor de proteinas, perox 0’: atividade de peroxidase no tempo zero, perox
10’: atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de fenilalanina, catal 0": atividade da
catalase no tempo zero, catal 10°: atividade da catalase no tempo de 10 minutos. CV: coeficiente de variagao.
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Tabela 10. Estimativas do teste F da analise de variancia dos efeitos de tempo e in6culo em trés
diferentes clones de Coffea canephora com diferentes graus de resisténcia a ferrugem Hemileia
vastatrix (Clone 1-suscetivel, Clone 2- medianamente resistente, Clone 3- resistente)

Clones inoculados (1)

Fv GL Prot Perox 0’ Perox 10’ Fenil | catal 0’ | catal 10’
Tempo (T) 9 4.10** 1.48™ 1,7™ 4.98** | 14.30** | 15.55**
Inéculo (1) 2 0.10™ 1,53 1.13™ 0.45ns | 3.08™ 3.45"

TxI 18 10.35** 1.93* 1.47™ 2.46** | 1.00™ 1.06"™
Residuo 90 - - - - - -
Total 119 - - - - - -
Meédia - 1,16 0,12 0,13 2,32 2,05 2,08
CV(%) - 8,68 30,51 55,3 2,16 7,72 7,63

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, **: significativo a 1% de probabilidade, *: significativo a 5% de
probabilidade, ns: ndo significativo, prot: teor de proteinas, perox 0’: atividade de peroxidase no tempo zero, perox
10’: atividade de peroxidase no tempo de dez minutos, fenil: atividade de fenilalanina, catal 0": atividade da
catalase no tempo zero, catal 10’: atividade da catalase no tempo de 10 minutos. CV: coeficiente de variagao.

As tabelas 9 e 10 apresentam os diferentes graus de resisténcia dos clones avaliados
quando comparados entre plantas inoculadas e ndo inoculadas e como elas reagiram ao longo
dos tempos. Entre elas a enzima fenilalanina apresentou melhor resultado em relagdo ao tempo,

apresentando uma resposta mais rapida no clone resistente.

4.1 ATIVIDADE DE PROTEINAS

Apos a quantificacdo dos teores de proteinas totais, observou-se que, nos Clones 125 e
160, houve um aumento nos teores de proteinas nos tempos finais do experimento (Figuras 4 e
5). Esse aumento ocorreu tanto nas plantas inoculadas quanto nas plantas controle. O clone 125
mostrou um aumento nas plantas inoculadas nos tempos 96 hai e 168 hai. No clone 199 os
teores de proteinas se mantiveram estaveis ao longo do experimento (Figura 6). Entretanto,
diferente dos demais clones, este mostrou um aumento nos teores de proteinas no tempo 72 hai.
Isso pode estar relacionado a uma sintese de novo em resposta ao ataque do patégeno, podendo

ser uma caracteristica do clone resistente.
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Figura 4. Teores de proteinas no clone 125, na presenca e auséncia de esporos de H. vastatrix, nos
diferentes tempos experimentais (0 — 168 horas apds a inoculagao).
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Figura 5. Teores de proteinas no clone 160, na presenga e auséncia de esporos de Hemileia vastatrix, nos
diferentes tempos experimentais (0 — 168 horas apds a inoculagao).
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Figura 6. Teores de proteinas no clone 199, na presenca e auséncia de esporos de H. vastatrix, nos
diferentes tempos experimentais (0 — 168 horas apés a inoculagdo).

4.2 ATIVIDADE PEROXIDASICA (POX)

Na atividade de peroxidase pode-se observar que a resposta desta enzima se deu apds
24 horas nos clones 125 (Figura 7), 160 (Figura 8) e no clone 199 (Figura 9). Pode-se observar
que os niveis de atividade POX ja mais elevados nos clones 160 e 199, o que pode ser devido

as caracteristicas de moderada resisténcia do 160 e de resisténcia do clone 199.

Atividade Peroxidasica - Cultivar 125
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Figura 7. Resposta do aumento da atividade peroxidasica no clone 125 no periodo de 0 a 168h apés a
inoculacdo com esporos de H. vastatrix.
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Figura 8. Resposta do aumento da atividade peroxidasica no clone 160 no periodo de 0 a 168h apds a
inoculagdo com esporos de H. vastatrix.
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Figura 9. Resposta do aumento da atividade peroxidasica no clone 199 no periodo de 0 a 168h apds a
inoculacdo com esporos de H. vastatrix.

Os niveis de atividade POX foram maiores nas cultivares medianamente resistente e na
resistente. Essas atividades também foram induzidas no tempo 24 hai em ambas as cultivares,
com aumento de 7 e 5 vezes, respectivamente, quando comparamos as plantas ndo inoculadas
e inoculadas.

Os resultados obtidos no presente estudo, embora indique o aumento da atividade POX
24 hal, sinalizam que esta enzima pode néo estar participando de forma direta no mecanismo
de defesa do cafeeiro contra o ataque de H. vastatrix. Essa participacdo poderia ocorrer de forma
indireta, na participacdo nos processos de lignificacdo dos materiais resistentes. Para avaliar

esse papel novos estudos necessitam ser conduzidos.

4.3 ATIVIDADE DE FENILALANINA (PAL)
Na atividade de PAL no clone 125 houve oscilacdo entre os tempos avaliados e seus

respectivos controles. O pico maximo dessa atividade se deu as 48 horas ap6s a inoculagao
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(Figura 10). Ja nos clones 160 (Figura 11) e 199 (Figura 12) o pico desta atividade se deu no
tempo 12 horas demonstrando uma réapida resposta bioquimica desses clones.
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Figura 10. Resposta da atividade Fenilalanina Amonia Liase no clone 125 no periodo de 0 a 168 horas
apods a inoculagdo com esporos de H. vastatrix.
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Figura 11. Resposta da atividade Fenilalanina Ambdnia Liase no clone 160 no periodo de 0 a 168 horas

apoés a inoculagdo com esporos de H. vastatrix.
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Figura 12. Resposta da atividade Fenilalanina Amonia Liase no clone 199 no periodo de 0 a 168 horas

apos a inoculacdo com esporos de H. vastatrix.

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que, apés a inoculagdo com o
fungo, um aumento na atividade PAL foi observado em todos os clones avaliados ap6s 12 horas
de inoculagéo. O aumento de atividade foi de 4,6, 3,7 e 3,1 vezes para 0s clones 125, 160 e 199,
respectivamente. Embora tenha apresentado maiores niveis de aumento da atividade PAL, o
clone 125, que é suscetivel, apresenta niveis de atividade inferiores aos outros dois clones,
indicando que, mesmo apresentando uma resposta, esta ndo atinge 0s mesmos patamares da

resposta dos clones resistentes.

4.4 ATIVIDADE DE CATALASE (CAT)

Ap0s a quantificacdo da atividade de catalase pode-se observar que os clones analisados
apresentaram um pico de atividade CAT 12 hai em todos os clones avaliados (Figuras 13, 14 e
15). Os niveis de atividade CAT foram maiores no clone 125, seguido pelo clone 160 e pelo
clone 199.
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Figura 13. Resposta da atividade de catalase no clone 125 no periodo de 0 a 144 horas apés a inoculagdo
com esporos de H. vastatrix.
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Figura 14. Resposta da atividade de catalase no clone 160 no periodo de 0 a 144 horas ap6s a inoculagdo com
esporos de H. vastatrix



39

Atividade de Catalase - Cultivar 199
35,000
30,000
25,000
20,000

15,000

10,000

=l 1 l
0,000 [ | = . [ |

1990199019961996 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199
Co In Co 1In 12Co12In24C024In48Co48In72C072In96Co961In 120 120 144 144
Co In Co |In

Atividade CAT (umol H202/mgP)

Tratamentos

Figura 15. Resposta da atividade de catalase no clone 199 no periodo de 0 a 144 horas apés a inoculagéo
com esporos de H. vastatrix.

No presente estudo foi observado um aumento da atividade CAT, com niveis de
atividade 3,7, 1,6 e 1,04 vezes para os clones 125, 160 e 199, respectivamente. O maior aumento
no clone suscetivel traz para o centro da discussao 0s possiveis mecanismos pelos quais essas
enzimas poderiam participar do mecanismo de defesa do cafeeiro ao ataque do fungo H.
vastatrix.

Para tentar contribuir nessa elucidacdo o presente estudo verificou um aumento da
atividade PAL. Esse aumento poderia levar a um aumento na producéo de cido salicilico, com
reducdo da atividade de catalase e consecutivo aumento de perdxido de hidrogénio. Esse
aumento poderia levar a um aumento da morte celular, visando impedir a penetracdo do
patdgeno.

Essa estratégia parece ser interessante para os clones 160 e 199, medianamente e
resistente, visto que o patégeno é um organismo biotrofico, necessitando de tecido vivo para
sua dispersdo. Por outro lado, para o clone suscetivel, 0 aumento da atividade de catalase leva
a uma reducdo do acimulo de perdxido de hidrogénio, reduzindo a morte celular e favorecendo,

assim, a dispersédo do patdgeno.
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3 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho em relagdo a quantificacdo de proteinas totais
corroboram com os de Galeano (2019) que quantificando proteinas de milho ap6s a inoculacéo
com novas estirpes de bactérias da espécie A. brasilense, observou que a inoculagédo
proporcionou um aumento na concentracdo proteica em comparagdo ao controle sem
inoculacao.

Apos a infeccdo por alguns agentes quimicos ou ambientais algumas enzimas chave sdo
ativadas e a partir de suas alteracdes é possivel acompanhar o estado de inducdo de resisténcia
em plantas expostas a patdgenos (MACAGNAN et al., 2008).

Nas plantas a adaptacdo e a resisténcia podem ser explicadas por alteragfes no
metabolismo da célula vegetal, entre elas a sintese de proteinas de defesa, expressas por genes
especificos que sdo ativados assim que a planta entra em contato com o agressor,
desencadeando uma ou mais reacOes de defesa, porém quando isso ndo acontece a doenca pode
ocorrer (RYAN, 2000; PINTO, 2011).

Com relacdo a peroxidase podemos dizer que estas estdo relacionadas com 0s processos
de crescimento e diferencia¢do celular e mudangas morfogenéticas em resposta aos estresses
fisico, quimico e biologico, podendo ser provocadas por ferimentos, infeccdes por fungos,
salinidade, déficit hidrico, déficit nutricional, dentre outros. O aumento da atividade desta
enzima em plantas submetidas a estas condi¢des pode ser fator determinante da capacidade de
adaptacdo dessas plantas, podendo essa atividade ser identificada como um marcador
bioquimico de estresse (P1ZA et al., 2003).

Plantas de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), na presenca do fungo Thanatephorus
cucumeris, em tratamentos agua/fungo e é&cido salicilico/fungo mostrou um aumento
significativo da atividade POX, 5,5 e 19 vezes quando comparado com o tempo inicial (T0),
respectivamente, com picos de atividade em 24 e 72 hai (FERNANDES et al., 2020).

Plantas de tomate tratadas com polissacarideos extraidos de microalgas mostraram um
efeito significativo na inducdo da atividade de peroxidase. Esse aumento chegou a alcancar
niveis superiores a 40% quando comparadas plantas controle e plantas tratadas com os
polissacarideos de microalgas (RACHIDI et al., 2021).

O papel de compostos fendlicos e das enzimas peroxidase e polifenoloxidase na resposta
contra Leucoptera coffeella foi avaliado em cafeeiro, C. arabica e C. racemosa. Nesse estudo,
0 umento da atividade peroxidasica foi observado apenas em C. racemosa (RAMIRO et al.,
2006).

Silva et al. 2002 realizaram estudos citolégicos conduzidos com plantas suscetiveis e

resistentes de C. arabica inoculadas com o fungo H. vastatrix 0s quais evidenciaram um
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aumento da atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL), que esta relacionada com a
sintese de compostos fendlicos no metabolismo secundério.

A PAL é uma enzima chave para todas as vias de sintese de compostos fenolicos, 0s
quais estdo envolvidos com resisténcia a pragas e patogenos (RAHMAN e PUNJA, 2005).

A fenilalanina aménia liase (PAL) é uma enzima que esta em um ponto de ramificacao
entre o metabolismo primario e secundéario, de modo que a reacdo catalisada por ela é uma etapa
reguladora importante na formacdo de muitos compostos fenolicos, sendo uma das principais
enzimas que atuam na formacao dos precursores da lignina, atuando na resposta de defesa das
plantas reforcando as paredes celulares contra invasdo dos patdgenos, catalisando a formacéo
de &cido cinamico pela remocao de uma molécula de aménia da fenilalanina (RAES et al.,2003)
(GARCIA e CARRIL, 2009).

Estudos com calos de nabo na presenca do fungo Plasmodiophora brassicae mostraram
um aumento na atividade PAL em 4 a 6 vezes quando comparadas amostras inoculadas e ndo
inoculadas (TAKAHASHI et al., 2002). A aplicacdo de polissacarideos extraidos de
microalgas, induziram um aumento na atividade PAL em plantas de tomateiro, sugerindo a
participacdo dessa enzima no mecanismo de defesa de plantas (RACHIDI et al., 2021).

Efeito bioestimulante de polissacarideos extraidos da microalga verde Chlorella
sorokiniana foi verificado em plantas de tomateiro. Aumento nas atividades de beta-1,3-
glucanases, lipoxigenase, peroxidase do ascorbato, catalase, peroxidase e fenilalanina amonia
liase foram observados. Para a atividade PAL, esse aumento chegou a mais de 180%, quando
comparado com plantas ndo tratadas (FARID et al., 2019).

Nas plantas a adaptacéo e a resisténcia traduzem-se por alteracdes no metabolismo da
célula vegetal, entre elas a sintese de proteinas de defesa, expressas por genes especificos
(PINTO, 2011). A velocidade com que a planta reconhece a presenca do agressor determina o
tempo de resposta a invasao, desencadeando uma ou mais reacdes de defesa (RYAN, 2000). As
combinacgOes de caracteristicas estruturais e reacdes bioquimicas que as plantas usam para se
defender sdo diferentes em diversos sistemas patogeno-hospedeiro, pois dependem de alguns
fatores, como a idade do vegetal, o tipo de érgdo e tecido atacado, a condi¢do nutricional e o
clima (TEIXEIRA, 2011).

Estudos de Alarcon & Malone (1995) avaliando a injaria em tomate demonstraram que
a idade da planta influencia a inducéo de inibidores de proteinase em resposta a lesdo. Esses
dados evidenciam que a expressao de proteinas em plantas feridas ndo € um processo somente
dependente da lesdo, mas também do estado fisioldgico do vegetal.

Segundo Macheix et al. (1986), hd uma diferente resposta entre cultivares e estadios de

desenvolvimento das plantas no acimulo de compostos fenolicos e a resposta aos ferimentos.
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A ativacdo do metabolismo de fendis apos uma infeccdo, segundo esses autores, pode levar
mais ou menos tempo, dependendo da formagdo de moléculas mais simples e de sua integracdo
com estruturas quimicas mais complexas, podendo este fenbmeno ser interpretado como parte
da inducéo de resisténcia de uma planta.

Alguns autores descreveram um aumento na atividade de algumas proteinas de cafeeiro
em resposta ao ataque de H. vastatrix, tais como quitinases e 3-1,3-glucanases (SILVA et al.,
2002), lipoxigenase, peroxidase e fenilalanina amonia-liase (ROJAS et al., 2003),
polifenoloxidase (MELO et al., 2006). Com isso ha a necessidade agora de identificar qual ou
quais enzimas estdo envolvidas na resposta e como estas reagem a condicOes de estresse da
planta em relagdo ao patdgeno.

Nesse estudo, para o clone 125, suscetivel, verificou-se um aumento da atividade PAL.
Entretanto os niveis de atividade dessa enzima sdo baixos, o que poderia ndo ser suficiente para
induzir um aumento na producao do acido salicilico, deixando, assim, a enzima catalase atuar
sobre o perdxido de hidrogénio, reduzindo seus niveis, e diminuindo a morte celular nos tecidos
afetados. O fungo H. vastatrix € um patdgeno biotréfico, que precisa do tecido vivo para se
instalar, o que aconteceria no clone 125.

Os clones 160 e 199, resistentes, apresentam niveis de atividade PAL elevados. Isso
levaria a um aumento na producéo de acido salicilico, reducédo de atividade catalasica, aumento
de perdxido de hidrogénio e maior ocorréncia de morte celular nos tecidos afetados, levando a
um blogueio na penetracdo do fungo H. vastatrix.

Com isso, a realizacdo de estudos posteriores permitira elucidar o mecanismo de defesa

do cafeeiro e o papel desses compostos na interagdo com o fungo H. vastatrix.
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4 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem o envolvimento das enzimas fenilalanina
amonia liase e catalase no mecanismo de defesa do cafeeiro contra o ataque do fungo H.
vastatrix. Possivelmente, a atuacdo dessas enzimas estaria controlando os niveis de compostos
envolvidos no processo de morte celular, que restringiria/reduziria e até mesmo favoreceria o
processo de infeccdo do fungo. O estudo também indica a possivel participagdo da enzima
peroxidase, que poderia atuar no controle dos niveis de perdxido de hidrogénio ou no processo
de lignificacdo celular.

Fica assim aberta uma linha de investigacdo que visard identificar, em estudos
posteriores, 0s niveis desses compostos envolvidos nos diferentes processos metabolicos do

cafeeiro, visando, com isso, identificar os compostos envolvidos nessa interacao.
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Resumo

Em situagdes de estresse abidtico ou bidtico as plantas tendem a ativar respostas de defesa, sejam estruturais ou
bioquimicas. Objetivou-se neste trabalho estudar a interacdo de clones de Coffea canephora x Hemileia vastatrix,
identificar as respostas do hospedeiro na intera¢do de incompatibilidade e de compatibilidade com o patégeno. Para
tanto, mudas com 120 dias de idade dos clones da variedade BRS “Ouro Preto” C199. C160 e C125, foram inoculadas
com o patégeno (1,5 x 10* uredésporos/mL) e as plantas foram levadas a camara de inoculacio a 25 “C e umidade
relativa de 90% por até 168 horas. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas por teste
de Tukey a 1% de significancia. Apos a quantificacido das proteinas totais, é possivel observar que nos Clones C199 e
C160 a primeira resposta de aumento de teor de proteinas ocorreu apos seis horas, sendo o pico maximo de produgao
ocorrido apds 72 horas. E este dispersando-se levemente somente apos 120 horas. No clone susceptivel, a resposta so
ocorreu apos 48 horas, sendo este 20% inferior a variedade resistente e ndo houve um segundo pico de resposta, de
producdo. Para as atividades de peroxidase e fenilalanina-amonia-liase, o padrao de resposta semelhante foi observado
para os clones em estudo, onde uma inducdo da atividade e a intensidade desta foram maiores nestes clones
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resistentes. Este resultado sugere que ha resposta bioquimica envolvida na resisténcia a ferrugem e esta deve ser
especialmente investigada as 72 horas apds a inoculagao.
Palavras-chave: Atividade enzimatica; Café; Clones: Melhoramento genético.

Abstract

In situations of abiotic or biotic stress, plants tend to activate defense responses, whether structural or biochemical.
The objective of this work was to study the interaction of clones of Coffea canephora x Hemileia vastatrix. to identify
the host responses in the interaction of incompatibility and compatibility with the pathogen. For that, seedlings with
120 days of age of the clones of the variety BRS 'Ouro Preto' C199, C160 and C125, were inoculated with the
pathogen (1.5 x 10* urediniospores/mL) and the plants were taken to the inoculation chamber at 25 °C and 90%
relative humidity for up to 168 hours. The data were submitted to analysis of variance and the means were compared
by Tukey test at 1% of significance. After the quantification of total proteins, it is possible to observe that in Clones
C199 and C160 the first increase in protein content occurred after six hours, with the maximum production peak
occurring after 72 hours. And this dispersing slightly only after 120 hours. In the susceptible clone, the response only
occurred after 48 hours, which was 20% lower than the resistant variety and there was no second peak of response. of
production. For the activities of peroxidase and phenylalanine-ammonia-lyase, a similar response pattern was
observed for the clones under study. where an induction of activity and its intensity were higher in these resistant
clones. This result suggests that there is a biochemical response involved in rust resistance and this should be
especially investigated at 72 hours after inoculation.

Keywords: Enzyme activity: Coffee: Clones; Genetical enhancement.

Resumen

En situaciones de estrés abiotico o biotico, las plantas tienden a activar respuestas de defensa, ya sean estructurales o
bioquimicas. El objetivo de este trabajo fue estudiar la interaccion de clones de Coffea canephora x Hemileia
vastatrix, para identificar las respuestas del huésped en la interaccion de incompatibilidad y compatibilidad con el
patégeno. Para ello, se inocularon plantulas con 120 dias de edad de los clones de la variedad BRS 'Ouro Preto' C199.
C160 y C125, con el patdgeno (1.5 x 10* urediniosporas/mL) y se llevaron las plantas a la cAmara de inoculacién a 25
°C y 90% de humedad relativa hasta por 168 horas. Los datos se sometieron a analisis de varianza y las medias se
compararon mediante la prueba de Tukey al 1% de significacion. Luego de la cuantificacion de las proteinas totales,
es posible observar que en los Clones C199 y C160 el primer incremento en el contenido de proteina se presento a las
seis horas, ocurriendo el pico maximo de produccion a las 72 horas. Y esta dispersandose ligeramente solo después de
120 horas. En el clon susceptible, la respuesta solo se present6 a las 48 horas, que fue un 20% menor que la variedad
resistente y no hubo un segundo pico de respuesta, de produccion. Para las actividades de peroxidasa y fenilalanina-
amoniaco-liasa se observo un patréon de respuesta similar para los clones en estudio, donde la induccion de actividad y
su intensidad fue mayor en estos clones resistentes. Este resultado sugiere que existe una respuesta bioquimica
involucrada en la resistencia a la roya y esto deberia investigarse especialmente a las 72 horas después de la
inoculacion.

Palabras clave: Actividad enzimatica: Café; Clones; Mejoramiento genético.

1. Introducao

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial de café e o segundo maior consumidor. Dentre os produtos
agricolas brasileiros, o café se destaca como um dos mais importantes, estando entre os cinco principais setores exportadores
do agronegdcio. Entre esses produtos, a soja fica em primeiro lugar representando 24.1% de participacdo nas exportacdes
totais, seguido das carnes com 18,2%, produtos florestais com 14.3%. cereais, farinhas e preparacoes com 10,6% e café com
8,2% (MAPA, 2022).

A producdo nacional de café para a safra 2022 estd estimada em 55.7 milhdes de sacas de 60kg, das quais
aproximadamente 38,7 milhdes sdo de café da espécie arabica e 17 milhdes de sacas de conilon (CONAB, 2022).

Nesse contexto o Estado de Rondonia se destaca como o 5° maior produtor de café do pais e o maior produtor da
Regido Norte, com estimativa de producdo para 2022 de 2,49 milhdes de sacas de 60kg (CONAB, 2022). Em Rondonia os
municipios com maior producdo de café sdo: Cacoal, Sdo Miguel do Guaporé. Alta Floresta do Oeste, Nova Brasilandia do
Oeste, Machadinho D'Oeste, Alto Alegre dos Parecis, e Buritis (CONAB, 2020).

Porém, alguns fatores podem diminuir drasticamente a produtividade cafeeira, como fatores bidticos e abiodticos os

quais podemos destacar longos periodos de seca e doencas fingicas como a ferrugem do cafeeiro (Menezes-Silva et al., 2017)
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A ferrugem-alaranjada causada por Hemileia vastatrix Berk. & Broome ¢ um fungo biotrofico obrigatério que ataca
especificamente o cafeeiro, sendo a principal doenca pelo nivel de dano causado, acarretando o desfolhamento precoce em
varias espécies do género Coffea. das quais C. arabica é a mais suscetivel, comprometendo, em alguns casos em mais de 45%,
a producao do cafeeiro em regides onde as condi¢des climaticas sdo favoraveis (Zambolim, 2016; Talhinhas et al., 2017: Silva
et al.. 2018; Alfonsi, et al. 2019).

Para minimizar os prejuizos causados pela ferrugem. € necessario adotar estratégias de controle. Dentre as principais
medidas no controle da ferrugem a mais eficiente ¢ a resisténcia genética, que pode ser expressa em forma qualitativa
(absoluta) ou quantitativa (relativa), o que significa a possibilidade de haverem tanto plantas imunes quanto plantas que
apresente niveis variaveis de resisténcia. Além disso, dentre as cultivares que apresentam resisténcia quantitativa, ha aquelas
que sdo altamente e moderadamente suscetiveis e aquelas que tém boa resisténcia (Campos et al., 2011).

Com isso. 0 propdsito neste ensaio foi verificar o acimulo e o aumento da atividade de enzimas relacionadas a
resisténcia em plantas de cafeeiro, exibindo as caracteristicas e os possiveis mecanismos de defesa do cafeeiro contra o

patégeno, entendendo a interacdo planta-patdgeno e o desenvolvimento de estratégias de controle dessa doenca.

2. Metodologia

O ensaio de avaliacdo das respostas de defesa foi conduzido na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Porto
Velho, Rondonia. com mudas de cafeeiro resistentes e susceptiveis a H. vastatrix provenientes do campo experimental da
Embrapa/RO.

2.1 Inoculacao

Folhas naturalmente infectadas com H. vastatrix foram coletadas no campo experimental da Embrapa — RO. Em
seguida, os urediniosporos foram retirados das folhas com auxilio de um pincel de ponta macia, acondicionados em tubos tipo
penicilina e guardados em geladeira até a utilizacdo.

Para a inoculacio foi preparada uma suspensio de propagulos dos patégenos (1.5 x 10* esporos/ml) medida em
camara de Neubauer. Antes da inoculacdo foi realizado o teste de viabilidade do indculo. determinando a porcentagem de
urediniosporos germinados.

Apds o periodo de 48 horas as mudas de cafeeiro foram aspergidas com a suspencdo na superficie abaxial das folhas,
de acordo com Dhingra & Sinclair (1995). Foram usadas as plantas da variedade BRS Ouro Preto (Clones 199, 160 e 125
sendo estes, resistente a ferrugem, resisténcia mediana e susceptivel, respectivamente). As plantas inoculadas foram mantidas
no escuro com umidade relativa de 90% até o momento da coleta. As plantas controles, ndo inoculadas, foram pulverizadas
com agua destilada e expostas as mesmas condicdes das plantas inoculadas.

Nesse sentido tiveram 3 clones, sendo 10 plantas de cada clone. Os tempos de coleta das amostras para verificacdo das

respostas de defesa foram 0. 6, 12. 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas, sendo um total de 30 tratamentos e um fitopatégeno.

2.2 Preparo do Extrato Vegetal

A deteccdo enzimdtica se deu via extrato foliar. Para isso, folhas das plantas dos clones da BRS Ouro Preto utilizadas
no ensaio foram coletadas e trituradas em nitrogénio liquido, utilizando almofariz e pistilo. O pé obtido foi macerado por 5
minutos na presenca de tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5.2, adicionado de polivinilpirrolidona 1% (p/v). na propor¢ao de
1:5 (p/v). sob banho de gelo e posteriormente centrifugado a 20.000 x g, 10 minutos, 4 °C. Apds centrifugada, a solucao

sobrenadante, considerada como extrato enzimatico, foi transferida para novos tubos e armazenada em freezer a -18 °C.
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Os sobrenadantes foram utilizados para a dosagem de proteinas totais e determina¢des das atividades de peroxidase e

fenilalanina amonia-liase.

2.3 Determinacao do contetido total de proteinas.

O teste de Bradford (1976) foi empregado para a quantificacdo do conteudo total de proteinas nas amostras. Para tanto
foram adicionadas aliquotas de 100 uL dos extratos totais e 2,5 mL do reagente de Bradford e, ap6s 10 minutos, a leitura das
absorbancias foi feita a 595 nm em espectrofotometro. O teor de proteinas soluveis foi calculado utilizando-se uma curva

padrao construida a partir das concentracdes conhecidas de BSA.

2.4 Ensaio para deteccao de atividade de Peroxidase (POX).

Para quantificacdo da peroxidase foi utilizado o método descrito por Urbanek et al. (1991). Foram utilizados tubos de
ensaios devidamente identificados. nos quais foram adicionados os seguintes reagentes: Para o branco do reagente foi utilizado
2000 pL de tampao acetato de sodio 50 mM pH 5.2; 1000 uL de Peroxido de hidrogénio 0,06 M e 1000 uL guaiacol 0,02 M:
Para o branco do reagente foi utilizado 3.900 uL de tampao acetado de sodio 50 mM pH 5.2 e 100 uL do extrato bruto das
folhas. As amostras a serem quantificadas foram preparadas da seguinte forma: 1900 uL de tampao acetado de sodio 50 mM
pH 5.2: 1000 uL de perdxido de hidrogénio 0,06 M, 1000 uL de guaiacol 0,02 M e 100 uL de extrato bruto.

As amostras reacionais foram preparadas sem a adicao do extrato bruto, todos os tubos foram colocados em banho-
maria a 30 °C por 10 minutos e apos esse periodo foram retirados e postos a leitura em absorbancia, feita em
espectrofotometro, em um comprimento de onda de 480 nm. sendo a leitura iniciada pelo branco do reagente utilizado como
branco para zerar o espectrofotometro.

Foi também realizada a leitura em tempo zero, na qual o extrato bruto foi colocado na mistura reacional e logo em
seguida se deu a leitura, sem ir ao banho-maria. Todas as amostras foram quantificadas em triplicatas, sendo cada bateria

repetida.

2.5 Ensaio para deteccio de atividade de Fenilalanina Amonia-liase (PAL).

A atividade de Fenilalanina Amonia Liase (PAL) foi determinada seguindo o método adaptado por Mori et al. (2001),
adaptado para as condi¢des experimentais. A mistura reacional consistiu de 200 uL do extrato total, 200 uL de fenilalanina 40
mM., 20 uL de B-mercaptoetanol 50 mM e 480 uL do tampao Tris-HCL 100 mM, pH 8.8. A mistura reacional foi incubada a
30 °C por 1 hora. A reacédo foi parada pela adicao de 100 uL de HCL 6N e a absorbancia foi medida a 290 nm.

2.6 Delineamento Estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em fatorial tipo 2 x 10 x 3 (tratamentos X tempo
x cultivares), com 10 repeticdes, sendo cada uma composta por uma planta. A comparacao entre as médias foi feita através do
desvio padrao da média ao longo do tempo. Cada média foi resultado de determinacdes em triplicata para cada um dos
parametros estudados. Analises estatisticas foram conduzidas usando o programa one-way ANOVA e Student's t-test do

software SPSS para Windows (Kinnear & Gray, 2000).

3. Resultados e Discussiao

Apds a quantificacdo dos teores de proteinas totais, foi observado um aumento na concentracao de proteina total nas
folhas com o decorrer do tempo para os diferentes tratamentos. Nos Clones C125 e C160 o aumento maior se deu nos tempos

finais do experimento (Figuras 1 e 2). O clone 125 mostrou um aumento nas plantas inoculadas no tempo 168 hai. No clone
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C199 os teores de proteinas se mantiveram estdveis ao longo do experimento (Figura 3). Entretanto, diferente dos demais
clones, este mostrou um aumento nos teores de proteinas no tempo 72 hai. Isso pode estar relacionado a uma sintese de nove

em resposta ao ataque do patogeno. podendo ser uma caracteristica do clone resistente.

Figura 1. Teores de proteinas no clone 125, na presenca e auséncia de esporos de Hemileia vastatrix, nos diferentes tempos

experimentais (0 — 168 horas apos a inoculacdo).
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Figura 2. Teores de proteinas no clone 160, na presenca e auséncia de esporos de Hemileia vastatrix, nos diferentes tempos
experimentais (0 — 168 horas apos a inoculacdo).
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Figura 3. Teores de proteinas no clone 199, na presenca e auséncia de esporos de Hemileia vastatrix, nos diferentes tempos

experimentais (0 — 168 horas apos a inoculacio).
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Fonte: Autores (2022).

Galeano (2019) quantificando proteinas de milho apds a inoculagdo com novas estirpes de bactérias da espécie A.
brasilense, observou que a inoculacdo proporcionou um aumento na concentracao proteica em comparacdo ao controle sem
inoculagao.

Nas plantas a adaptagao e a resisténcia podem ser explicadas por alteracdes no metabolismo da célula vegetal, entre
elas a sintese de proteinas de defesa, expressas por genes especificos que sdo ativados assim que a planta entra em contato com
o agressor, desencadeando uma ou mais reacdes de defesa, porém quando isso ndo acontece a doenca pode ocorrer (Ryan,
2000: Pinto, 2011).

Apés a infecgdo por alguns agentes quimicos ou ambientais algumas enzimas chave sdo ativadas e a partir de suas

alteracdes é possivel acompanhar o estado de inducao de resisténcia em plantas expostas a patégenos (Macagnan et al., 2008).

3.1 Atividade peroxidasica (POX)

Na atividade de peroxidase pode-se observar que a resposta desta enzima se deu apds 24 horas nos clones 125 (Figura
4), 160 (Figura 5) e no clone 199 (Figura 6). Pode-se observar que os niveis de atividade POX ja mais elevados nos clones 160
e 199, o que pode ser devido as caracteristicas de moderada resisténcia do 160 e de resisténcia do clone 199.

As peroxidases estdo relacionadas com os processos de crescimento e diferenciacdo celular e mudancas
morfogenéticas em resposta aos estresses fisico, quimico e bioldgico. O aumento da atividade desta enzima em plantas
submetidas a estas condi¢des pode ser fator determinante da capacidade de adaptacdo dessas plantas, podendo essa atividade

ser identificada como um marcador bioquimico de estresse (Piza et al.. 2003).
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Figura 4. Resposta do aumento da atividade peroxidésica no clone 125 no periodo de 0 a 168h apds a inoculagdo com esporos

de Hemileia vastatrix.
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Fonte: Autores (2022).

Figura 5. Resposta do aumento da atividade peroxidasica no clone 160 no periodo de 0 a 168h apos a inoculacdo com esporos

de Hemileia vastatrix.
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Figura 6. Resposta do aumento da atividade peroxidasica no clone 199 no periodo de 0 a 168h apds a inoculagdo com esporos

de Hemileia vastatrix.
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3.2 Atividade de Fenilalanina (PAL)

Na atividade de PAL no clone 125 houve oscilacdo entre os tempos avaliados e seus respectivos controles. O pico
maximo dessa proteina se deu as 48 horas apos a inoculacao (Figura 7). Ja nos clones 160 (Figura 8) e 199 (Figura 9) o pico
desta atividade se deu no tempo 12 horas demostrando uma rapida resposta bioquimica desses clones.

A PAL ¢ uma enzima chave para todas as vias de sintese de compostos fenolicos, os quais estdo envolvidos com

resisténcia a pragas e patdgenos (Rahman & Punja. 2005).

Figura 7. Resposta da atividade Fenilalanina Amonia Liase no clone 125 no periodo de 0 a 168 horas ap6s a inocula¢dao com

esporos de Hemileia vastatrix.

Atividade de Fenilalanina Aménia Liase - Cultivar 125

2,000

0,000

1250Co 1250 1256Co 12560 1251200 125120 12524C0 1252410 12548C0 1254810 12572C0 125720 12596 Co 12596 In 125120C0 125 12010 125 144 Co 125 184 In 125 168 Co 125 168 In
Tratamentos

Atividade PAL (nmoles/seg/mgP)
o e = o £ o o]
8 8 8 B &8 B B

4
&

Fonte: Autores (2022).



Research, Society and Development, v. 11, n. 7, 56211730171, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i7.30171

59

Figura 8. Resposta da atividade Fenilalanina Amonia Liase no clone 160 no periodo de 0 a 168 horas apos a inoculagdo com

esporos de Hemileia vastatrix.
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Fonte: Autores (2022).
Figura 9. Resposta da atividade Fenilalanina Amonia Liase no clone 199 no periodo de 0 a 168 horas apos a inoculagdo com
esporos de Hemileia vastatrix.
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Estes resultados sugerem uma possivel resposta bioquimica envolvida na resisténcia a ferrugem dentre os clones
testados e esta deve ser especialmente investigada as 72 horas apos a inoculacdo. Segundo Macheix et al. (1986), ha uma
diferente resposta entre cultivares e estadios de desenvolvimento das plantas no acimulo de compostos fenolicos e a resposta
aos ferimentos. A ativacdo do metabolismo de fenois apos uma infeccao, segundo esses autores, pode levar mais ou menos
tempo, dependendo da formacdo de moléculas mais simples e de sua integracao com estruturas quimicas mais complexas,

podendo este fendmeno ser interpretado como parte da inducao de resisténcia de uma planta.
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Alguns autores descreveram um aumento na atividade de algumas proteinas de cafeeiro em resposta ao ataque de H.
vastatrix, tais como quitinases e B-1,3-glucanases (Silva et al., 2002). polifenoloxidase (Melo et al.. 2006). Outros trabalhos
também demostraram estudos com enzimas do estresse oxidativo ao ataque do nematoide das galhas no cafeeiro (Karanastasi
et al., 2018), em plantas de tomateiro (Pérez-Alvarez et al., 2021) e na ativacio de enzimas de defesa em videiras cv. Margot
(Horst et al., 2021).

Os resultados até aqui obtidos sugerem um possivel envolvimento das enzimas avaliadas na resposta do cafeeiro ao
ataque de H. vastatrix. Com isso ha a necessidade agora de identificar qual ou quais enzimas estdo envolvidas na resposta de
defesa e como estas reagem a condi¢des de estresse da planta em relacdo ao patdgeno, visto que o uso de clones resistentes ¢

importante para o manejo eficiente da ferrugem e contribui de forma consideravel para uma boa producao.

4. Conclusoes
As atividades de peroxidase sugerem até o momento participacdo desta enzima nos mecanismos de defesa do café

frente ao fungo Hemileia vastatrix.

A atividade peroxidasica responde de forma diferenciada quando comparada aos tempos de exposicdo ao patdégeno
nos diferentes tratamentos.

A atividade de fenilalanina apresentou resposta a partir das 12 horas nos clones 160 e 199 apds a inoculacdo do
patdgeno.

Com isso, torna-se, portanto, importante a realizacdo de novos experimentos que possam confirmar os resultados

obtidos, incluindo novos clones com caracteristicas de resisténcia e suscetibilidade ao patégeno.
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