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RESUMO

Uma das doengas mais importantes do cafeeiro é a ferrugem, causada pelo fungo Hemileia
vastatrix. A utilizacdo de cultivares resistentes ao patogeno € uma forma do produtor evitar os
prejuizos causados pela doenca sem a utilizacdo de fungicidas. Contudo, ainda h& muitas
duvidas quanto aos mecanismos pelos quais as plantas sdo resistentes. A partir disto o
presente trabalho teve como objetivo analisar a relagdo entre o metabolismo constitutivo de
compostos fendlicos e alcaloides e a resisténcia a ferrugem em cultivares de café resistentes e
suscetiveis. As cultivares utilizadas no experimento foram: Arands RV, IAPAR 59, Clone
224, Clone 312, Conilon 213 (resistentes a ferrugem) e Mundo Novo 376/4 (suscetivel a
ferrugem). As plantas do experimento estavam em seu primeiro ano produtivo e a coleta do
material vegetal foi realizada entre outubro e novembro, apds as primeiras chuvas. Neste
periodo ainda ndo havia presenca do patégeno no campo. O objetivo da coleta neste periodo
foi coletar folhas maduras, estaveis e uniformes entre as diferentes cultivares para se avaliar a
diferenca de expressdo génica constitutiva, bem como quantificar alguns compostos fenolicos,
nas seis cultivares de café com diferentes niveis de resisténcia a ferrugem. Para isto foram
realizadas analises de expressdo génica relativa dos genes PAL, CAD e POX referentes as
enzimas fenilalanina amdnia liase, cinamil &lcool desidrogenase e peroxidase
respectivamente, presentes na rota dos fenilpropandides. Também foram realizadas
quantificacbes de lignina, fenois sollveis totais, solidos solUveis totais, acido clorogénico,
cafeina e trigonelina nas folhas de café. Em todas as andlises realizadas, de maneira geral ndo
houve diferencas entre as cultivares resistentes e a suscetivel, talvez porque as plantas de café
resistentes a ferrugem ndo produzem, de maneira constitutiva, maior quantidade de compostos
relacionados a defesa vegetal do que as suscetiveis como forma de economia de energia e
melhor uso dos recursos que possui para o seu desenvolvimento naquele momento. A partir
dos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que ndo ha relacdo entre a expressdo
relativa constitutiva dos genes PAL, CAD e POX, concentracéo constitutiva de lignina, fenois
solGveis totais, solidos soluveis totais, acido clorogénico, cafeina e trigonelina nas folhas, e a
resisténcia a ferrugem do cafeeiro nas cultivares testadas neste experimento.

Palavras-chave: Coffea spp. Hemileia vastatrix. Mecanismos de defesa vegetal pré-

formados. Fenais.



ABSTRACT

One of the most important diseases of coffee is rust, caused by the fungus Hemileia vastatrix.
The use of pathogen resistant cultivars is a way for the producer to avoid the damage caused
by the disease without the use of fungicides. However, there are still many questions about
the mechanisms by which plants are resistant. From this, the present work aimed to analyze
the relationship between the constitutive metabolism of phenolic compounds and alkaloids
and resistance to rust in resistant and susceptible coffee cultivars. The cultivars used in the
experiment were: Aranas RV, IAPAR 59, Clone 224, Clone 312, Conilon 213 (resistant to
rust) and Mundo Novo 376/4 (susceptible to rust). The plants of the experiment were in their
first productive year and the collection of the vegetal material was carried out between
October and November, after the first rains. At this time there was still no pathogen present in
the field. The objective of the collection in this period was to collect mature, stable and
uniform leaves between the different cultivars to evaluate the difference in constitutive gene
expression, as well as to quantify some phenolic compounds in the six coffee cultivars with
different resistance levels to rust. For this, relative gene expression analyzes of the PAL, CAD
and POX genes for the phenylalanine ammonia lyase, cinnamyl alcohol dehydrogenase and
peroxidase enzymes, respectively, present in the phenylpropanoid route were performed.
Quantifications of lignin, total soluble phenols, total soluble solids, chlorogenic acid, caffeine
and trigonellin in coffee leaves were also performed. In all analyzes, there were generally no
differences between resistant and susceptible cultivars, perhaps because rust-resistant coffee
plants did not constitutively produce more compounds related to plant defense than
susceptible ones as a form energy saving and better use of the resources it has for its
development at that time. From the results obtained in the present work, it was concluded that
there is no relation between the constitutive relative expression of the PAL, CAD and POX
genes, constitutive concentration of lignin, total soluble solids, total soluble solids,
chlorogenic acid, caffeine and trigonellin in leaves, and resistance to coffee rust in the
cultivars tested in this experiment.

Keywords: Coffea spp. Hemileia vastatrix. Preformed plant defense mechanisms. Phenols.
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1 INTRODUCAO

O café € um dos produtos agricolas mais importantes para o Brasil, que € o maior
produtor e exportador mundial dessa commodity e sua bebida é a segunda mais consumida no
pais além de ser um dos mais valiosos produtos priméarios produzidos no mundo. O cafeeiro
(Coffea spp.) pertence a familia Rubiacea a qual possui cerca de ‘100 espécies, porém
somente duas tém importancia econémica: Coffea arabica L. e Coffea canephora. A producéo
da safra de 2018 esta estimada entre 54,44 e 58,51 milhdes de sacas de café beneficiado
(CONAB, 2018; MINIUSSI et al., 2015).

Um dos principais problemas enfrentado pelos cafeicultores, que acarreta reducdo de
rendimento e aumento dos custos de producdo, é a doenca conhecida como ferrugem. Causada
pelo fungo Hemileia vastatrix Berk & Br, € a principal doenca do café e ocorre em quase
todos os paises produtores. A formacéo de pustulas nas folhas reduz a area fotossintética e
leva a queda precoce das folhas e a seca dos ramos, podendo causar até 50% de perda de
produtividade, se nenhuma medida de controle for tomada (SILVA et al., 2006). A grande
maioria das cultivares de café produzidos no Brasil sdo suscetiveis a ferrugem e sdo tratadas
com fungicidas para evitar ou combater a doenca, porém existem algumas cultivares
desenvolvidas por cruzamento as quais apresentam resisténcia natural contra a doenca
(ZAMBOLIM, 2016).

Dentre as cultivares de café resistentes a ferrugem, destaca-se a IAPAR-59, que
segundo anélise efetuada no CIFC (Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro),
apresenta resisténcia completa a ferrugem do cafeeiro, sendo resistente a todas as 45 racas de
H. vastatrix. Esta resisténcia se mantém completa e duradoura desde 1975. A utilizacdo de
cultivares resistentes como a IAPAR-59 diminui pelo menos os custos com fungicidas, além
de diminuir a contaminac&o ao ambiente (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2017).

Quando uma planta possui resisténcia a um certo patdgeno, significa que ela possui a
capacidade de atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente colonizagdo do patégeno em seus
tecidos. As plantas possuem mecanismos de defesa estruturais e bioquimicos, ambos pré e/ou
pos-formados em relagdo a tentativa de penetracdo do patdgeno no hospedeiro. Os
mecanismos estruturais sdo as barreiras fisicas as quais impedem a penetracdo e/ou
colonizacdo do patogeno, como por exemplo, a formacéo de papilas, halos e tubos ligniferos
(PASCHOLATI; LEITE, 1995). J& os mecanismos bioquimicos sdo caracterizados por
substancias que inibem o desenvolvimento do patdégeno ou criam condi¢Bes adversas para a

sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro. Substancias correspondentes aos mecanismos



bioquimicos pré-formados estdo presentes nas plantas em altas concentracdes nos tecidos
sadios antes do contato com o patdgeno ou podem se converter em substancias altamente
toxicas para 0 mesmo com o inicio da infeccdo. Dentre estas substancias que constituem os
mecanismos bioquimicos pré-formados destacam-se os compostos fendlicos (GOODMAN et
al., 1986; SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios largamente distribuidos na
natureza e abrangem uma classe de compostos que incluem grande diversidade de estruturas
simples e complexas. Tais compostos participam de mecanismos de defesa das plantas,
protegendo-as principalmente contra o0 ataque de microrganismos. Sdo descritos como
composto fenolicos, os acidos fendlicos e derivados, além de ligninas e taninos. Duas rotas
metabolicas basicas estdo envolvidas na sintese de compostos fendlicos: a rota do &cido
chiguimico e a do acido mevalénico (SANTQOS, 2013).

Os mecanismos de defesa vegetal podem ser divididos em pré e pds-formados. Os
mecanismos pré-formados sdo constituidos por estruturas e substancias ja existentes na planta
que dificultam a penetracdo do patdégeno ou atuam logo apos a invasdo do mesmo. Ja o0s pés-
formados sdo induzidos ou ativados ap6s 0 contato com o patdgeno. Sdo conhecidos como
mecanismos de defesa estruturais pré-formados a cuticula, parede celular, estbmatos e
tricomas. Compdem os bioquimicos pos-formados os compostos fendlicos e glicosideos
antifungicos. Os inimeros compostos fendlicos que atuam na defesa pré-formada podem ser
simples, como os &cidos fendlicos (&cido clorogénico, acido protocatecoico e catecol), ou
complexos, como os taninos condensados e os glicosidios. Cafeina, acido clorogénico e
hidroxihidroguinonas por exemplo atuam na defesa pré-formada e de amplo espectro em
cafeeiro, onde sdo encontrados em grandes concentragdes (RESENDE et al., 2014, p. 187).

Em funcdo da importancia da cultura do café no Brasil, dos prejuizos causados pela
ferrugem no cafeeiro e pela vantagem da utilizacdo de cultivares resistentes a esta doenca,
mostra-se de grande importancia o estudo dos mecanismos de defesa pelos quais tais
cultivares se apresentam resistentes, o que trar4& um maior conhecimento sobre o assunto e
desta forma podera contribuir para o combate a ferrugem.

Este trabalho teve como ponto de partida a dissertacdo de Silva (2015), em que a
autora afirma que, a partir de analises da composic¢do quimica dos extratos aquosos de folhas
de mudas de café sem a inoculacdo de patogenos, das cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo
376/4 foi possivel concluir que a cultivar IAPAR-59 apresentou maior teor de compostos

fendlicos e sélidos sollveis que a cultivar Mundo Novo 376/4. Desta constatagdo surgiu a
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hipGtese de que os compostos fendlicos estdo relacionados a resisténcia a ferrugem em café,
pois a cultivar IAPAR-59 é imune a esta doenca e a Mundo Novo 376/4 é suscetivel.

Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo analisar a relacdo entre o
metabolismo de compostos constitutivos e a resisténcia a ferrugem em seis cultivares de café.
Para isto, foi realizada andlise de expresséo relativa dos genes PAL, CAD e POX por RT-
gPCR, quantificacdo de lignina, fendis sollveis totais, solidos sollveis totais e quantificagdo
de &cido clorogénico, cafeina e trigonelina por HPLC com objetivo de verificar se ha
diferenca no metabolismo constitutivo destes compostos entre cultivares resistentes e

suscetiveis a ferrugem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cafeeiro

O cafeeiro pertence ao género Coffea e a familia Rubiacea. Possui cerca de 100
espécies, porém somente duas tém importancia econdmica: Coffea arabica L. e Coffea
canephora. O café é um dos produtos agricolas mais importantes para o Brasil, pois sua
bebida é a segunda mais consumida no pais além de ser um dos produtos agricolas mais
exportados do mundo. Cerca de 60% da producdo global de café é representado por C.
arabica e o restante € em grande parte representado por C. canephora. O Brasil € o maior
produtor e exportador mundial de café e o segundo maior consumidor do produto. A safra de
2018 esté estimada entre 54,44 e 58,51 milhGes de sacas de café beneficiado, sendo de 29,09 a
30,63 milhdes de sacas apenas em Minas Gerais, estado maior produtor de café do Brasil. A
area total utilizada com o cultivo deve ser de 2,2 milhdes de hectares (286,5 mil hectares em
formacéo e 1,92 milhdo de hectares em producdo) (CONAB, 2018; MINIUSSI et al., 2015).

2.2 Hemileia vastatrix

A ferrugem alaranjada do cafeeiro é uma doenca causada pelo fungo Hemileia
vastatrix Berk. & Br., pertencente ao filo Basidiomycota, a classe Teliomycetes, a ordem
Uredinales e familia Pucciniaceae. A morfologia deste fungo é caracterizada por apresentar
uma face lisa (cdncava) e outra equinulada (convexa) coberta de espinulas. H. vastatrix € um
parasita biotrofico, sendo assim, depende das células vivas do seu hospedeiro para se
desenvolver e se reproduzir e é exclusivo do género Coffea. O primeiro relato desta doenca
data de 1861, nos cafeeiros silvestres da regido do lago Victoria-Nyanza, no Quénia, Africa.
Oito anos mais tarde ela foi descrita por Berkeley e Broome no Ceil&o, atual Sri Lanka. O
primeiro relato de ataque do fungo aos cafeeiros no Brasil foi feito em 1970, no estado da
Bahia. A partir de entdo a doenca disseminou-se para 0s demais estados brasileiros produtores
de café e para outros paises da Ameérica Latina também produtores desta commodity
(RODRIGUES, 1990; SCHIEBER; ZENTMYER, 1984).

O fungo causador da ferrugem se desenvolve na superficie abaxial foliar, apds a
germinacdo dos uredinidsporos, na presenca de agua e na temperatura 6tima entre 20°C e 24°
C. Em seguida, o patdégeno emite de um a trés tubos germinativos. Quando o tubo germinativo

atinge a célula-guarda do estdmato, forma-se uma estrutura denominada apressorio, da qual
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saem as hifas primérias e destas, as secundarias ou também denominadas de hifas de
penetracdo. Posteriormente as hifas ramificam-se pelos espacos intercelulares, e entdo, na face
de contato entre o micélio do fungo e a célula do hospedeiro forma-se o haustorio, estrutura
pela qual o patdgeno absorve nutrientes de dentro das células do hospedeiro (RAMIRO et al.,
2009).

Os sintomas da ferrugem sdo caracterizados pela ocorréncia de manchas cloréticas
translicidas na face abaxial do limbo foliar, medindo de 1 a 3 mm de didmetro. Essas
manchas aumentam de tamanho rapidamente, atingindo de 1 a 2 cm de diametro e
desenvolvem-se massas pulverulentas de coloracdo alaranjada, formadas por urediniosporos
de H. vastatrix. Em seguida, no centro das lesdes, forma-se uma area necrotica, na qual a
esporulacdo € reduzida e chega a ser interrompida. Ja na face adaxial, observam-se manchas
cloréticas amareladas que correspondem aos limites da pustula na face inferior.
Eventualmente, o patégeno pode atacar a extremidade do ramo em desenvolvimento e 0s
frutos verdes. A perda de produtividade acarretada pela ferrugem do cafeeiro ocorre em
funcdo da desfolha prematura, a qual reduz a area fotossintética da planta, o que resulta em
morte dos ramos e compromete o florescimento, a producéo e a qualidade fisica dos gréos de
café (CHALFOUN; ZAMBOLIM, 1985; GODOY et al., 1997; MATIELLO et al., 2002).

O controle da ferrugem do cafeeiro é realizado por meio da aplicacdo de fungicidas
protetores e sistémicos, principalmente durante a estacdo chuvosa, dependendo da severidade
da doenca. Habitualmente, sdo realizadas pulverizacdes foliares e aplicacdes via solo de
fungicidas sistémicos, ao quais podem ser associados ou ndo a inseticidas. Contudo, embora
eficiente, o controle quimico da ferrugem alaranjada do cafeeiro eleva o custo de producéo,
aumenta os riscos de contaminagdo do ambiente e dos trabalhadores e é de dificil aplicacdo
em lavouras com areas em declive. Outro fator importante é que a utilizacdo descontrolada de
fungicidas sem suporte técnico contribui para o surgimento de novas racas fisioldgicas
resistentes do patdgeno, o que acarreta na diminuicdo da eficicia das aplicacBes e assim na
sustentabilidade da atividade (AGRIOS, 2005).

2.3 Resisténcia de plantas a doencas

A resisténcia pode ser definida como sendo a capacidade da planta de diminuir o
estabelecimento de certas populagGes de patdgenos, por meio do seu sistema de defesa direto
e ativo. A resisténcia pode se manifestar de diferentes formas quanto a estabilidade e a

especificidade, sendo regida geneticamente também de modo diferenciado. De acordo com



13

suas caracteristicas, pode ser classificada como resisténcia vertical ou horizontal. A
resisténcia vertical pode ser exercida pela expressdo de um ou mais genes (monogénica ou
oligogénica). Apresenta resisténcia a ragas especificas do patdgeno e normalmente possui
pouca estabilidade, pois é condicionada por poucos genes, e desta forma o patdgeno pode
conseguir suplantd-la mais facilmente por meio de processos de mutacdo e recombinagéo
genética. J& a resisténcia horizontal é condicionada por vérios genes (poligénica), raca-ndo-
especifica, geralmente duravel, por ser condicionada por varios genes, € ndo ha interacdo
diferencial entre as racas do patogeno e as variedades do hospedeiro. A resisténcia horizontal
reduz a taxa média de progresso da doenca, ao contrario da resisténcia vertical que atua
preferencialmente no indculo inicial do patdgeno. Portanto, em plantas com resisténcia
vertical o0 patdgeno ndo consegue realizar a infeccdo (MATIELLO et al., 1997).

Existem substancias correspondentes aos mecanismos bioquimicos pré-formados, as
quais estdo presentes nas plantas em altas concentragdes nos tecidos sadios antes do contato
com 0 patégeno, ou podem se converter em substancias altamente toxicas com o inicio da
infeccdo. Dentre estas substancias que constituem os mecanismos bioquimicos pré-formados
destacam-se os compostos fendlicos (GOODMAN et al., 1986; SCHWAN-ESTRADA et al.,
2008).

2.3.1 Compostos fendlicos

Compostos fenolicos sdo produtos do metabolismo secundario das plantas, os quais
conttm um grupo fenol caracterizado por um grupo hidroxila funcional em um anel
aromatico. Estes compostos constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com
aproximadamente 10.000 compostos. Alguns sdo sollveis apenas em solventes organicos,
outros sao acidos carboxilicos e glicosideos solliveis em agua e ha, ainda, aqueles que sédo
grandes polimeros insollveis, como a lignina e os taninos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Compostos fendlicos possuem acdo antifingica, antibacteriana e antiviral. O efeito
inibitério de compostos fenolicos na germinacdo de esporos, crescimento micelial e
producdo/atividade de enzimas microbianas varia entre os diferentes grupos de fendis. Deste
modo, 0s compostos fenolicos podem estar envolvidos nos mecanismos bioquimicos e
estruturais de resisténcia em plantas. Existem diversas substancias fendlicas associadas a
resisténcia a doengas como, por exemplo, &cido clorogénico, acido protocatecdico e catecol,
floridizina e arbutina (glicosideos fendlicos) (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992;
VIDHYSEKARAN, 1998).
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Duas rotas metabolicas basicas estdo envolvidas na sintese dos compostos fendlicos: a
rota do &cido chiquimico e a rota do acido malénico. A rota do &cido chiquimico participa na
biossintese da maioria dos compostos fendlicos vegetais, a qual converte precursores de
carboidratos derivados da glicolise e da rota da pentose-fosfato em trés aminoacidos
aromaticos. Um dos intermediarios dessa rota é o acido chiquimico, o qual d& o nome a essa
sequéncia de reacfes. J& a rota do acido mal6nico, embora seja uma fonte importante de
produtos secundarios fendlicos em fungos e bactérias, € menos expressiva nas plantas
superiores (TAIZ; ZEIGER, 2013).

2.3.2 Enzimas associadas aos mecanismos de defesa da planta

Os mecanismos de defesa das plantas contra fitopatdgenos envolvem alteracfes
metabolicas as quais estdo correlacionadas com mudancas na atividade de enzimas chaves nos
metabolismos primério e secundario. Duas dessas enzimas chaves apresentam grande
importancia, a fenilalanina amonia-liase (PAL) e a peroxidase (POX). As classes mais
abundantes de compostos fendlicos em plantas sdo derivadas da fenilalanina, pela eliminacao
de uma molécula de amobnia, formando o &acido cinamico. Essa reacdo é catalisada pela
fenilalanina aménia liase, a qual estd situada em um ponto de ramificagdo entre o
metabolismo priméario e secundario, de modo que a reacdo que ela catalisa € uma etapa
reguladora importante na formacdo de muitos compostos fenolicos, tais como &cido 4-
coumarico, acido cafeico, acido fertlico e &cido sinapico, 0s quais estdo presentes na
formacao de ésteres, coumarinas, flavonoides e ligninas. A atividade da PAL é aumentada por
fatores ambientais, tais como baixos niveis de nutrientes, luz (pelo seu efeito nos fitocromos)
e infeccdo por fungos. O controle da taxa de producdo desta enzima parece estar no inicio da
transcricdo. A infeccdo por fungos, por exemplo, desencadeia a transcricdo do RNA
mensageiro que codifica a PAL, o que aumenta a quantidade dessa enzima na planta, e por
sua vez, estimula a sintese de compostos fendlicos (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014;
TAIZ; ZEIGER, 2013).

A peroxidase € uma classe de enzimas presente em tecidos de animais, plantas e
microorganismos, que cataliza a oxidoredugdo entre H,O; e varios redutores. E relativamente
estavel em altas temperaturas, participa de uma ampla variedade de processos fisioldgicos nas
plantas, tais como a lignificagédo, suberizagdo, formacgéo e reticulacdo de componentes da
parede celular, catabolismo de auxinas, senescéncia, protecdo contra ataque de patdgenos,
insetos e estressores abioticos. (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014).
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A lignina é um heteropolimero fenolico que fornece as células vegetais rigidez
estrutural, hidrofobicidade, e uma barreira contra insetos e espécies patogénicas
(BARAKAT et al., 2009). As ligninas de angiospermas sdo constituidas por trés subunidades
principais (referidas como monolignois) denominadas hidroxifenilo, guaiacil e siringil
monoligndis (RONG et al., 2016). Os monolignais, precursores da lignina, sdo sintetizados no
citoplasma por uma rota metabdlica que comega com a enzima fenilalanina amoénia liase e
termina com a cinamil alcool desidrogenase. Apds isso eles sdo transportados para a parede
celular onde séo utilizados pela peroxidase para sintetizar a lignina (YOON; CHOI, 2015). A
cinamil alcool desidrogenase (CAD) é uma enzima especializada envolvida na reducdo de
cinamaldeidos em alcoois cinamilicos, o Gltimo passo da biossintese de monolignol antes da

polimerizacdo oxidativa na parede celular (SIBOUT et al., 2005).

2.4 Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos naturais encontrados principalmente em plantas,
especialmente em certas plantas com flores. S& compostos por carbono, hidrogénio,
nitrogénio e, geralmente, oxigénio (HUSSAIN et al., 2018). Plantas que produzem esses
compostos tornam suas folhas pouco atraentes para a alimentacdo de insetos e animais
superiores. Um dos alcaloides de ocorréncia natural é a cafeina (3,7-di-hidro-1,3,7-trimetil-
1 H -purina-2,6-diona), a qual é encontrada em vérios produtos vegetais e bebidas, mas
principalmente em graos de café (AMARE; AKLOG, 2017). A cafeina pode exercer funcéao
de defesa contra estresses biodticos nas plantas, como mostra os trabalhos de Medeiros et al.
(1990) e Gongcalves et al. (1995) em café e Aneja e Gianfagna (2001) em cacau.

A trigonelina é outro composto alcaloide e recebeu este nome por ter sido
primeiramente isolado de sementes de Trigonella foenum-graecum. Este composto é
encontrado em uma ampla variedade de espécies de plantas, desde samambaias até plantas
com flores e compGe cerca de 1% da matéria seca de graos de café (Coffea arabica). Pouco se
sabe sobe as funcgdes fisioldgicas na planta desempenhadas pela trigonelina, mas ela parece
exercer fungdes regulatérias do metabolismo vegetal (LI et al., 2017). A trigonelina pode
ainda ter uma possivel fungdo no sistema imune do cafeeiro, como mostra o trabalho de
Machado et al. (2012).



16

2.5 Melhoramento genético do cafeeiro e caracteristicas de cultivares utilizadas

A utilizagdo de cultivares de café resistentes é a medida de controle contra a ferrugem
mais eficiente. A maioria das cultivares de café resistentes sdo produzidas por metodos de
melhoramento convencional (ZAMBOLIM, 2016).

A cultivar MGS Aranas originou-se do cruzamento entre as cultivares Icatu Vermelho
IAC 3851-2 e Catimor UFV 1602-215, ambas portadoras de resisténcia genética ao agente
causador da ferrugem do cafeeiro, iniciado em 1985 no Campo Experimental da EPAMIG,
em S&o Sebastido do Paraiso. A MGS Aranas € resistente a ferrugem, tem alta produtividade e
se destaca por seus graos graudos e bebida de qualidade. Apresenta produtividade média de
56,48 sacas por hectare e excelente qualidade da bebida. Possui porte baixo (altura média de
2,7 metros) e a copa em formato conico. Os frutos maduros apresentam coloracdo vermelha e
as sementes sdo graudas. As folhas novas sdo de coloracdo bronze e, quando adultas, verde-
escuro brilhante. Testes preliminares de avaliacdo sensorial apontaram elevada qualidade de
bebida (88 pontos na escala, que vai de zero a cem pontos pelos critérios da Brazil Specialty
Coffee Association - BSCA) (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2017).

O Clone 224 é oriundo de Catucai Amarelo 2SL e o Clone 312 é oriundo de um
cruzamento entre as cultivares Siriema e Catucai Amarelo 2SL. O desenvolvimento das
cultivares do grupo Catucai foi iniciado com o aproveitamento de um cruzamento natural
entre 'lcatu’ e 'Catuai’, ocorrido nos experimentos do extinto Instituto Brasileiro do Café
(IBC), em Séao José do Vale do Rio Preto, RJ. Em geral, as cultivares do grupo Catucai
apresentam resisténcia moderada a ferrugem do cafeeiro, o que significa que as plantas podem
ser infectadas, mas os danos causados, geralmente, sdo pequenos, ndo havendo grande queda
de folhas (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2017).

De modo geral, as cultivares do grupo Catucai apresentam boa capacidade de rebrota,
elevado vigor vegetativo e alta produtividade. Todas as cultivares apresentam bebida de boa
qualidade, semelhante a da cultivar Catuai. A Catucai Amarelo 2SL apresenta porte baixo a
médio, crescimento vegetativo vigoroso, frutos amarelos de maturacdo meédia e sementes de
tamanho medio. Em condi¢cBes de campo, tem-se observado que é menos infectada
por Phoma que outras cultivares do grupo e que as cultivares Catuai, Bourbon Amarelo e
Mundo Novo. (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2017)

A cultivar Siriema AS1 teve origem na hibridacao, realizada no Instituto Agronémico
de Campinas (IAC), entre Coffea racemosa e C. arabica (cultivar Blue Mountain), e

retrocruzadas com Mundo Novo da qual foram recebidas as sementes na Fazenda
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Experimental Caratinga, MG, na década de 1970. Em ensaios foram selecionadas duas
plantas, pela resisténcia ao bicho-mineiro e por maiores produtividades. Essas plantas foram
cruzadas com outras do Catimor UFV 417, para associar resisténcia a ferrugem, porte baixo e
produtividade e em seguida foram realizadas mais alguns testes e selecdes por alguns anos até
chegar a cultivar existente atualmente. Ela apresenta folhas com verde mais escuro, com
limbo foliar mais espesso, maior tolerancia a seca, maturacao precoce e com frutos amarelos.
O didmetro de copa € bem estreito, util para plantios em sistemas com menores espacamentos,
e a arquitetura de copa é aberta. A cultivar ainda apresenta resisténcia moderada a ferrugem,
alta resisténcia ao bicho-mineiro, alto vigor e produtividade e boa qualidade de bebida
(CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2017).

A IAPAR 59 originou-se do cruzamento entre a cultivar Villa Sarchi CIFC 971/10 e o
Hibrido de Timor CIFC 832/2, realizado no Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro
(CIFC), em Portugal, onde recebeu a denominagdo de H 361. A geracdo F2 (H 361-4) foi
recebida pelo IAC (Instituto Agronémico de Campinas) que a denominou LC 1669. Em 1975,
0 Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) recebeu do IAC a geracdo F (LC 1669 Epl127 3
cv.506), que passou a ser denominada de PR 75163. A progénie PR 75163-22, na geracao F,
destacou-se nos ensaios realizados pelo IAPAR nos municipios de Londrina, Loanda e
Carlopolis, no Parana, dando origem a cultivar IAPAR 59. Segundo andlise efetuada no
CIFC, essa cultivar apresenta resisténcia completa a ferrugem, sendo resistente a todas as 45
racas de Hemileia vastatrix. Esta resisténcia se mantém completa e duradoura desde 1975.
Apresenta porte baixo, copa conica de tamanho médio, folhas jovens (brotos) de cor bronze
(predominante) e verde, resisténcia ao nematoide Meloidogyne exigua, alta produtividade e
boa qualidade de bebida (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2017).

As cultivares do grupo Mundo Novo correspondem a uma recombinacdo resultante de
um cruzamento natural entre as cultivares Sumatra e Bourbon Vermelho, encontrada no
municipio paulista de Mineiros do Tieté. Sementes de um desses cafeeiros foram plantadas no
municipio de Mundo Novo, hoje Urupés (SP), onde foram selecionadas as plantas matrizes
gue deram origem a cultivar Mundo Novo. Realizaram-se, nessa localidade, entre os anos de
1943 a 1952, selecOes de varias plantas matrizes e, posteriormente, selegdes entre e dentro das
progénies, procurando-se eliminar varios dos defeitos observados na populacdo. Progénies
selecionadas, entdo denominadas Mundo Novo, foram multiplicadas para serem distribuidas
aos agricultores a partir de 1952. Novas selecGes foram liberadas pelo IAC a partir de 1977.
Estas cultivares sdo suscetiveis a ferrugem e a nematoides, porém, caracterizam-se por

elevada produtividade de café beneficiado, aliada a 6timo aspecto vegetativo. As plantas
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adultas, com 12 a 14 anos, podem alcancar altura média de 3,4 m. Além do porte alto elas
apresentam copa grande e cilindrica, folhas jovens de cor verde ou bronze, frutos maduros
vermelhos e de formato oblongo, alto vigor e produtividade e boa qualidade de bebida
(CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2017).

Conillon é uma variedade da espécie Coffea canefora. E originaria do Gab&o (Africa)
e foi introduzida no Sudeste brasileiro, nas primeiras décadas do século XX. De modo geral
apresenta grande variabilidade genética em produtividade, maturacdo, porte, caracteristicas de
frutos, de grdos e com relacdo a tolerdncia a pragas e doencas. Possui sistema radicular
volumoso, intensa emissdo de ramos ortotrépicos, internddios longos, ramos mais compridos
e pouco ramificados, folhas pequenas, sublanceoladas e com bordos ondulados, fruto chato ou
piriforme (fruto pera), comumente contem protuberiancia apical chamada de “coroa”,
sementes pequenas com coloracdo que pode variar de amarelo-palha a marrom. Apresenta
maior producdo de gréos do tipo moca, quando comparada com outras variedades de C.
canefora (SOUZA et al., 2004).

De modo geral, cultivares de Coffea canefora apresentam certa resisténcia a ferrugem,
e por isso séo utilizadas como fonte de resisténcia a ferrugem em trabalhos de melhoramento
de café (MISHRA; SLATER, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

O Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Café (INCT do Café) implantou em
2015 na Universidade Federal de Lavras um painel de cultivares de cafeeiro para a avaliagcdo
da resisténcia a doencas, produtividade e qualidade da bebida. Este painel € dividido em duas
areas, com um total de 34 cultivares, sendo 30 de café arabica e 4 de conilon. A area 1 contém
as cultivares de café arabica e area 2 contém as cultivares de café conilon. Ambas estdo
divididas em 3 blocos, e contém parcelas com 10 plantas de cada cultivar. Este painel recebe
tratos culturais pertinentes ao sistema de manejo convencional.

Neste trabalho foram utilizadas seis cultivares de cafeeiro, todas em seu primeiro ano
produtivo, sendo cinco de café ardbica e uma de café conilon. Dentre as cultivares de café
ardbica foram utilizadas: Arands RV (resisténcia vertical), desenvolvida pela Epamig
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais) e estabilizada pelo professor e
pesquisador Mario Lucio Vilela de Resende; Clone 224 (clone derivado de Catucai Amarelo
2SL) e Clone 312 (Siriema x Catucai Amarelo 2SL), ambos desenvolvidos pela Fundacéo
PROCAFE; IAPAR 59 desenvolvida pelo IAPAR (Instituto Agronémico do Parand) e Mundo
Novo IAC 379-19 desenvolvido pelo IAC (Instituto Agrondémico de Campinas). Quanto ao
café conilon, foi utilizada a cultivar Conilon 213, desenvolvido pelo INCAPER (Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural).

Para a realizacdo das analises, foram escolhidas cultivares de cafeeiro que possuem
diferentes niveis de resisténcia a ferrugem: Aranas RV (resistente), IAPAR 59 (imune), Clone
312 (resistente) e Conilon 213 (resistente), Clone 224 (resistente) e Mundo Novo IAC 379-19

(suscetivel).

3.2 Obtencao do material vegetal

Para as andlises por RT-gPCR e andlise de teores de fendis sollveis totais e lignina,
foram utilizadas cinco plantas de cada parcela do experimento, as quais foram as mais
uniformes e desenvolvidas. Foram coletados dois pares de folhas de cada planta, sendo este o
segundo par de folhas totalmente expandidas, do terco médio da planta. As folhas foram
guardadas em envelopes de aluminio devidamente identificados e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas em freezer a -80°C. Para a quantificacdo do

teor de sdlidos sollveis e analises por HPLC, foram coletadas folhas de cada planta
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selecionada por parcela em uma quantidade suficiente para se obter 5 gramas de folhas secas e
moidas em cada bloco (vale ressaltar que foi coletado uma quantidade de folhas suficiente
para repetir as analises caso fosse preciso). As folhas foram colocadas em sacos de papel e
secas em estufa a 45°C. A coleta do material vegetal foi realizada entre outubro e novembro,
apos as primeiras chuvas. Neste periodo (quente e chuvoso) o crescimento dos ramos e a
formacdo de folhas € mais intenso, sendo possivel padronizar a idade aproximada das folhas.
As folhas para analises de RT-gPCR, fendis soluveis totais e lignina foram coletadas pela
manha em um Unico sO dia, ja para as demais analises as coletas foram realizadas também
pela manh& porém durante trés dias consecutivos ap0s o inicio da coleta, sendo um bloco por
dia. O objetivo da coleta neste periodo foi coletar folhas sem a presenca de ferrugem,
maduras, estaveis e uniformes entre as diferentes cultivares para se avaliar a diferenca de
expressao génica constitutiva, bem como quantificar alguns compostos fenoélicos e alcaloides,

nas seis cultivares de café com diferentes niveis de resisténcia a ferrugem.

3.3 Avaliacdo de ferrugem em campo

A partir do inicio do aparecimento de sintomas de ferrugem na cultivar suscetivel
(MUNDO NOVO IAC 379-19) em marco de 2017, cinco avaliagcbes quinzenais, foram
realizadas no terco médio da planta para se monitorar a ocorréncia e severidade da doenca,
seguindo a escala diagramatica proposta por Cunha et al. (2001). Os indices médios de
incidéncia e severidade foram transformados em area abaixo da curva de progresso de
incidéncia (AACPI) e de severidade (AACPS) (SHANER; FINNEY, 1977).

3.4 Analise de expressao génica por RT-gPCR

Foi analisada a expressao de genes que codificam enzimas que participam da rota dos
compostos fendlicos com o objetivo de se verificar se ha relacdo entre a expressdo destes
genes em folhas de café com a resisténcia a ferrugem. Os genes analisados foram PAL, CAD e
POX, que codificam as enzimas fenilalanina amdnialiase, cinamil alcool desidrogenase e
peroxidase, respectivamente. A expressao quantificada foi relativa aos genes constitutivos 14-
3-3e RPL7Y.
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3.4.1 Extracdo de RNA e tratamento com DNase

Para se realizar a extracdo de RNA, as folhas foram maceradas em cadinho utilizando
nitrogénio liquido. Foi utilizado o Protocolo do Concert (Plant RNA Purification Reagent —
Invitrogen), com pequenas alteragdes. Ao final da extragdo as amostras foram estocadas em
freezer -80°C até a realizacdo das futuras andlises.

Apols a extracdo do RNA, as amostras foram analisadas quanto a quantidade e
qualidade utilizando-se um espectrofotometro Nanovue® (NanoVue GE Healthcare). Foram
utilizados 2 plL de cada amostra para realizar essa analise, observando-se a concentragdo do
RNA e as relagdes de pureza A260\280 e A260\230, priorizando, preferencialmente, valores
entre 1,8 a 2,0. Para avaliar a integridade do RNA extraido, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain e
visualizado em fotodocumentador UV-transilluminator (UVITEC FireReader XS D-77Ls-20.
M).

Em seguida as amostras foram tratadas com o Turbo DNA Free™ kit (Ambion) para
eliminacdo do DNA residual. Apds isso as amostras foram mais uma vez analisadas quanto a
quantidade e qualidade utilizando-se um espectrofotdmetro Nanovue® e submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain e
visualizado em fotodocumentador UV-transilluminator para avaliar a integridade do RNA

apos o tratamento.

3.4.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, foi utilizado o kit SuperScript® 11l First-Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante. As amostras foram

armazenadas a -20°C até o uso.

3.4.3 Primers

Os primers para RT-gPCR dos genes PAL, POX e CAD de cafeeiro foram desenhados
com o auxilio do software Integrated DNA Technologies - IDT. Além desses genes, foram
utilizados primers para amplificar genes que foram usados como controle constitutivo. Foram
utilizados como genes de referéncia: RPL7 e 14-3-3 por serem estaveis em folhas de café.

Para todos os primers foram realizados teste de eficiéncia dos mesmos (Tabela 1).
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Tabela 1-Sequéncia e eficiéncia de primers.

Primers Sequéncia Eficiéncia (%)

PAL  Forward: CATCAGGGCTTCGACAAAAT 100

Reverse: CGGGTGTTATCCATCGAGAC

CAD  Forward: AAAATGGGGAGCTTGGAAGT 100

Reverse: CATCTTCAGGGCCTGTGTTT

POX  Forward: TTGCCTTCTCTGCTTTTGCA 98

Reverse: GCTTGACTTGCTCCCTGATGA

14-3-3  Forward: CGCCTGATCGTGCTTGTTC 92

Reverse: GCACATCAGGAGTCCACAAAGTAA

RPL7  Forward: GACCTTGCCCATGAGATCCTGAC 93

Reverse: CCAGCATCGCCTCCTTCAACATAG

Fonte: Do Autor (2018).

3.4.4 RT-qPCR

Para a analise da RT-qPCR, foi utilizado o modelo ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems) e o sistema de deteccdo foi 0 SYBR Green. As condigdes da reagéo
foram 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e
1 minuto a 60°C e finalizando com 15 segundos a 95°C. Para cada reacéo, foi utilizado 1,0 pL
de cDNA, 0,2 uL de cada primer e 5,0 pL de Power SYBR® Green PCR Master Mix com
ROX (Invitrogen) para um volume final 10,0uL, por amostra. Para cada gene em estudo, o
experimento foi conduzido a partir de cDNAs obtidos de trés repeticdes bioldgicas, com trés
replicatas técnicas, sendo os resultados normalizados usando CTs (Ciclo Threshold) obtidos
pela expressdo do gene constitutivo. A quantificacdo da expressdo génica foi realizada pelo
método descrito por Pfaffl, 2001.

3.5 Analise de teores de fendis solUveis totais e lignina

Para a analise de teores de fenois soluveis totais e lignina, os tecidos vegetais foliares

coletados foram triturados em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo até a obtencéo de
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um po fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 24 horas. Uma aliquota de 30
mg do material liofilizado foi transferida para microtubo de 2 mL, homogeneizada com 1,5
mL de metanol 80% e mantida sob agitacdo por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da
luz, a temperatura ambiente. A suspensdo foi centrifugada a 12.000 g, por 5 minutos. O
sobrenadante (extrato metanolico) foi transferido para novo microtubo, com o qual realizou-se
a determinacdo de fendis solUveis totais, enquanto o precipitado foi utilizado para
determinacéo de lignina.

Para determinacdo da lignina, foi adicionado ao residuo sélido 1,5 mL de metanol
80%, homogeneizado e centrifugado a 12.000 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi seco a 65°C por 15 horas. Foi acrescentado 1,5 mL de solugédo de
acido tioglicolico: HCI 2M (1:10). Em seguida, os microtubos foram agitados suavemente
para hidratar o residuo e colocados em banho-maria a 100°C por 4 horas. Posteriormente, 0s
microtubos foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de &gua ultrapura e novamente centrifugado a
12.000 g por 10 minutos a 4°C. A seguir, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M e mantido em agitador rotativo por 15 horas a
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi transferido para novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 puL de HCI
concentrado. A suspensdo obtida foi mantida em camara fria a 4°C por 4 horas para permitir a
precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico.

Em seguida, a mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2,0 mL de NaOH 0,5 M. Uma
aliquota de 20 pL da suspensao foi transferida para microplacas de ELISA, onde completou-
se 0 volume para 200 uL de NaOH 0,5 M. A absorbancia desta solucao foi determinada em
espectrofotdbmetro de ELISA, a 280 nm e os valores calculados com base na curva de lignina e
expressos em g de lignina soltvel por miligrama de massa seca.

O método desenvolvido por Spanos e Wrolstad (1990), com algumas modificaces, foi
utilizado para a determinacdo de concentracdo de compostos fendlicos solUveis totais. Em
microplacas, aliquotas de 15 pL do extrato metanolico foram misturadas a 15 pL. de metanol
80% ¢ a 30 uL do reagente Folin-Ciocalteau 0,25 N. Apos 5 minutos, foi acrescido 30 uL de
Na>COs 1M, que ficou em repouso por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 110 uL de
agua destilada, que ficou por uma hora, a temperatura ambiente. Os valores de absorbancia

desta reagdo foram determinados a 725 nm, em espectrofotdmetro de ELISA e calculados
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com base em curva de &cido clorogénico. Os fendis soluveis totais foram expressos em

equivalente pg de acido clorogénico por miligrama de massa seca.

3.6 Determinacéo do perfil de &cido clorogénico, cafeina e trigonelina por HPLC
3.6.1 Reagentes e padrdes

Foram utilizados como compostos padrdes para analise o acido clorogénico, cafeina e
trigonelina, todos adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados para cromatografia
foram metanol (Merck) e acido acético (J.T. Baker), ambos de grau analitico para HPLC

(espectroscdpico) e &gua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q (DirectQ-3).

3.6.2 Preparacédo dos padrdes e amostras

O método utilizado para a quantificacdo foi o da padronizacdo externa. Para a
construcdo das curvas analiticas, foram realizadas dilui¢cdes, contendo uma mistura de todos
o0s padrdes, sendo que esta foi obtida por meio da diluicdo das solu¢bes-estoque previamente
preparadas em &gua. Nas solugdes-estoque, os padrGes encontravam-se na concentracdo de
1mg mL*? e a faixa de construcio da curva analitica foi de 0,001 a 0,8 mg mL™. Na
construcdo das curvas analiticas foram realizadas injecGes em triplicata.

Primeiramente as folhas secas em estufa foram moidas com o auxilio de um moinho
de facas. Em seguida o p6 foi peneirado para que ficasse com uma granulagdo homogénea e
recolhido em peneira de 400 mesh. Os extratos aquosos foram realizados com 0,5 g de
amostra moidas em 50 mL agua destilada em ebulicdo durante 3 minutos em banho-maria. Os
extratos foram filtrados em papel de filtro e em filtros de membranas de nylon de 0.45um e
encaminhados para as andlises cromatograficas, de acordo com Malta e Chagas, 2009. A
identidade dos analitos contidos nos extratos foi confirmada pelo tempo de retencdo e pelos
picos da amostra comparados aos dos padroes.

3.6.3 Equipamento e Condigdes HPLC

As analises foram realizadas no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Café
(INCT-Café) da Universidade Federal de Lavras — UFLA. As andlises cromatogréaficas foram
realizadas em um UFLC Shimadzu, equipado com bomba quaternaria de alta pressdo modelo
LC-20AT, degaseificador modelo DGU-20%, forno modelo CTO-20?, interface modelo
CBM-20?, injetor automatico modelo SIL-20%-HT e detector UV-Vis (SPD-20%). A coluna
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empregada foi a Shim-pack CLC-ODS (6,0 x 150 mm, 5 pm) conectada a uma pré-coluna
Eclipse XDB-C18 (4,6 x 12,5 mm, 5 pum).

A fase movel para a elui¢cdo dos compostos analisados contou com uma solugdo de
acido acético 1% em agua (Solvente A) e metanol (Solvente B), obedecendo a seguinte
proporcdo: agua/metanol/acido acético (84:15:1% v/v). As amostras e os padrdes foram
eluidos em modo isocratico. O comprimento de onda utilizado foi de 272 nm, fluxo de 1,0
mL/ min, temperatura do forno de 40°C e volume de injecdo de 20 pL. O tempo de corrida de

cada amostra foi de 50 minutos e as amostras foram injetadas em triplicata.

3.7 Solidos soltveis

Para realizar a quantificacdo de solidos sollveis, primeiramente as folhas secas em
estufa foram moidas com o auxilio de um moinho de facas. Em seguida o p6 foi peneirado
para que ficasse com uma granulagdo homogénea. Apos isso foi realizado a extracdo de
solidos soltveis de 5 gramas do p6 de folhas secas e moidas com o auxilio de 170 ml de agua
destilada fervente e filtragem a vacuo. Entdo a solugédo obtida teve seu volume mensurado em
uma proveta e o grau Brix mensurado com auxilio de um refratbmetro digital portéatil, marca
Hanna, modelo HI 96801. O teor de sélidos sollveis foi obtido a partir de uma curva padréo

baseada no °Brix.

3.8 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento experimental de blocos casualizados,
sendo trés blocos com cinco repeticbes bioldgicas por parcela. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e suas médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05) (SCOTT; KNOTT, 1974). As variaveis estudadas foram analisadas utilizando-se 0

programa de analises estatisticas Sisvar 5.6.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Incidéncia e severidade de ferrugem
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A partir da analise dos gréaficos de area abaixo da curva de progresso de incidéncia e

severidade de ferrugem, observou-se que a cultivar Mundo Novo IAC 379-19 obteve

resultado significativamente diferente das demais cultivares, sendo que apresentou incidéncia

e severidade de ferrugem muito maior do que as demais cultivares. O clone 224 apresentou

incidéncia de ferrugem mesmo que em um valor minimo. J& as demais cultivares nédo

apresentaram ferrugem nas folhas (FIGURAS 1 E 2).

Figura 1- Area abaixo da curva de progresso de incidéncia de ferrugem (AACPIF).
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Resultado obtido ap6s cinco avaliagbes com intervalo de quinze dias entre elas.
As letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os

resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).



27

Figura 2-Area abaixo da curva de progresso de severidade de ferrugem (AACPSF).
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Resultado obtido apos cinco avaliagbes com intervalo de quinze dias entre elas.
As letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Fonte: Do autor (2018).

Os dados apresentados nos dois graficos acima corroboram com as caracteristicas das
cultivares em relacdo a resisténcia e severidade a ferrugem descritas no Consdrcio e Pesquisa
Café (2017). Apesar dos pesquisadores ndo relatarem informagdes das cultivares Clone 224 e
Clone 312, eles apresentam dados das cultivares que as deram origem. O Clone 224 é oriundo
de Catucai Amarelo 2SL e o Clone 312 é oriundo de um cruzamento entre as cultivares
Siriema e Catucai Amarelo 2SL, as quais possuem resisténcia moderada a ferrugem. Contudo,
Clone 312 se mostrou imune a ferrugem durante o periodo do experimento e Clone 224

mostrou-se ser altamente resistente.

4.2 Expressao génica

A partir do resultado do gréafico referente a expressdo do gene PAL observou-se que as
cultivares Clone 312 e Mundo Novo IAC 379-19 obtiveram expressao relativa do gene PAL
nas folhas significativamente menor (pelo teste de Scott-Knott (P<0,05)) do que as demais

cultivares avaliadas neste experimento (FIGURA 3).
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Figura 3- Expressdo génica relativa do gene PAL em folhas de cafe.
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As letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).

A fenilalanina amonia liase (PAL) é uma importante enzima para 0 mecanismo de
defesa das plantas, pois é a primeira enzima da rota dos fenilpropandides e responsavel pelo
inicio do metabolismo de varios compostos do metabolismo secundario relacionados com a
defesa vegetal. Plantas que superexpressam genes PAL possuem resisténcia a patdgenos
aumentada quando comparadas com as selvagens (ZHANG et al., 2017).

No trabalho de Shadle, et al. (2003), os autores comprovaram que plantas de tabaco
geneticamente modificadas para superexpressar o gene da Fenilalanina Amonia Liase, eram
mais resistentes que as plantas selvagens quando submetidas a infeccdo por Cercospora
nicotianae. Resultados semelhantes do papel da enzima PAL foram relatados por Brueske e
Charles (1980), em tomate, e por Henderson e Friend (1979) em batata, trabalho no qual
também observaram que o aumento da atividade de PAL ocorreu um dia antes do aumento da
producdo de lignina. Estes trabalhos sugerem que plantas resistentes apresentam maior
expressao de genes PAL quando comparadas com plantas suscetiveis apds serem infectadas
por patégenos.

Ja o trabalho de Gayoso et al. (2010) foi realizado com plantas de tomate resistentes e
suscetiveis ao fungo Verticillium dahliae. Eles quantificaram a expressdo relativa de 4 genes
PAL nas raizes das plantas nos tempos 0, 4, 8 e 48 horas ap0s a inoculagdo do fungo. Algumas
horas apds a inoculagdo do patogeno, os 4 genes PAL apresentaram niveis de expressao

significativamente diferentes entre as plantas resistentes e suscetiveis, como relatado nos
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trabalhos anteriormente citados. Porém, os 4 genes PAL ndo apresentaram niveis de expressao
significativamente diferentes no tempo 0, entre as plantas resistentes e suscetiveis.

A maioria das cultivares resistentes a ferrugem estudadas neste trabalho apresentou
expressao relativa constitutiva do gene PAL significativamente maior do que a cultivar
suscetivel (diferente dos resultados de Gayoso et al. (2010)), o que indica que possivelmente
cultivares de café resistentes a ferrugem expressam este gene de maneira constitutiva em
maior quantidade do que as suscetiveis. Contudo, a cultivar resistente Clone 312 nao obteve
expressao deste gene significativamente diferente da cultivar suscetivel, e com isso nédo
podemos afirmar que todas as cultivares de café resistentes a ferrugem expressam o gene PAL
de maneira constitutiva em maior quantidade do que as suscetiveis.

No gréfico referente a expressdo do gene CAD observa-se que ndo houve diferenca
significativa (pelo teste de Scott-Knott (P<0,05)) entre a expressdo relativa do gene CAD nas

folhas das cultivares avaliadas neste experimento (FIGURA 4).

Figura 4-Expressao génica relativa do gene CAD em folhas de café.
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As letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).

A enzima cinamil alcool desidrogenase é importante na producao de lignina, polimero
que dificulta a entrada de patdgenos na célula vegetal. E a Gltima enzima da rota metabdlica
responsavel pela producdo dos monolignois (p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S)) os
quais sdo utilizados na sintese da lignina. Apds o ataque de um patdégeno a uma planta, esta

passa a expressar 0 gene CAD em maior quantidade (GOVENDER et al., 2017).
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Em um trabalho realizado por Li et al. (2009), os pesquisadores produziram plantas de
arroz transgénicas com gene CAD nocauteados. O resultado foi que as plantas modificadas
apresentaram colmo flexivel, semi-nanismo, florescimento tardio e menor rendimentos de
grédos. O que comprova a importancia da cinamil alcool desidrogenase na sintese de lignina.

Em um trabalho Grand et al. (1987), os pesquisadores identificaram um aumento
rdpido da expressdo do gene CAD em células de feijdo em suspensdo tratadas com um
eliciador do patogeno Colletotrichum lindemuthianum, o que sugere que a CAD esta ligada ao
mecanismo de defesa da planta. Mauch-Mani e Slusarenko, 1996, observaram um aumento da
atividade enzimética de CAD em plantas de trigo resistentes e suscetiveis ao fungo da
ferrugem do caule Puccinia graminis f. sp. tritici raca 32 ap6s a inoculacdo do pat6geno,
porém esse aumento foi mais rapido nas plantas resistentes. Contudo, antes da inoculacdo nao
houve diferenca da atividade de cinamil alcool desidrogenase entre as plantas resistentes e
suscetiveis, resultado este que corrobora com o do presente trabalho (FIGURA 4). Resultados
semelhantes foram encontrados por Tronchet et al. (2010), em Arabidopsis thaliana e por
Smit e Dubery (1997), em algodao.

A partir dos resultados da Figura 4 podemos afirmar que possivelmente ndo existe
diferencga constitutiva de expressdo do gene CAD entre cultivares resistentes e suscetiveis a
ferrugem.

J& com gréfico referente a expressdo do gene POX nota-se que as cultivares resistentes
a ferrugem, Aranads RV e IAPAR 59, obtiveram as maiores expressdes relativas do gene POX
nas folhas, seguidas por Mundo Novo IAC 379-19 em segundo lugar e as demais cultivares
obtiveram os menores niveis de expressdo ndo diferenciando significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott (P<0,05) (FIGURA 5).
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Figura 5-Expresséo génica relatica do gene POX em folhas de café.
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As letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).

Peroxidases sdo muito importantes no combate a patogenos pelas plantas e tem um
papel fundamental na sintese da lignina, pois estas enzimas sintetizam a lignina na parede
celular pela polimerizagcdo dos monolignois produzidos no citoplasma (ALEJANDRO et al.,
2012). Plantas que superexpressam genes POX possuem resisténcia a patdgenos aumentada
guando comparadas com as selvagens (QUE et al., 2017).

Hé& varios trabalhos que comprovam o papel das peroxidases na defesa vegetal. No
trabalho de Cardoso (2009), a autora concluiu que ha uma maior expressdo do gene POX em
cafeeiro suscetivel a ferrugem quando inoculado com Hemileia vastatrix. Retig (1974),
relatou que um aumento na atividade da enzima peroxidase ocorreu em raizes de tomate
resistente a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 24 horas apdés a inoculagdo do fungo,
enquanto que na cultivar suscetivel um aumento similar foi encontrado 48 h apods a
inoculacéo.

Bindschedler et al. (2006) observaram que plantas de Arabidopsis thaliana suscetiveis
a Fusarium oxysporum tinham uma menor expressao de genes relacionados a sintese de
peroxidase do tipo Ill e exibiram uma explosdo oxidativa prejudicada quando comparadas
com plantas resistentes. Gayoso et al. (2010) quantificaram a atividade de peroxidase em
raizes de plantas de tomate resistentes e suscetiveis ao fungo Verticillium dahliae nos tempos
0, 8, 16, 24, 96 e 192 horas apds a inoculacdo do fungo. No tempo 0 ndo houve diferenca de
atividade da POX entre as plantas, porém ap6s algumas horas as plantas resistentes

apresentaram atividade enzimatica da peroxidase maior do que as plantas suscetiveis. Vale
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ressaltar que também foi mensurada a atividade de POX das plantas resistentes e suscetiveis
sem a inoculagdo do fungo, e os resultados demonstram que ndo houve diferenca entre as
plantas resistentes e suscetiveis. Estes resultados diferem dos encontrados no presente
trabalho, pois as cultivares resistentes Clone 224, Clone 312, Conilon 213 obtiveram
expressdo relativa do gene POX significativamente menor do que a suscetivel Mundo Novo
IAC 379-19. Porém as cultivares resistentes Arands RV e IAPAR 59 apresentaram expressao
relativa do gene POX significativamente maior do que a cultivar suscetivel Mundo Novo IAC
379-19.

O resultado geral das andlises de expressao génica relativa revela que ndo ha um
padrdo de expressdo constitutiva de genes relacionados a defesa vegetal quando comparadas
cultivares de café resistentes e suscetiveis, pois algumas cultivares resistentes apresentaram
maior expressdo de determinados genes e outras apresentaram menor expressdo do que a

cultivar suscetivel.

4.3 Lignina e fendis solUveis totais

A partir do grafico referente a concentracdo de lignina na folha observa-se que a
cultivar Conilon 213 foi a que apresentou a maior concentragdo de lignina (FIGURA 6). De
maneira ndo esperada, a cultivar suscetivel a ferrugem (Mundo Novo IAC 379-19) obteve
concentracdo de lignina significativamente maior do que as cultivares Arands RV, IAPAR 59
e Clone 312, as quais mostraram-se resistentes ao patdgeno em questdo. Clone 224 ndo obteve

resultado significativamente diferente da cultivar Mundo Novo IAC 379-19.
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Figura 6-Concentracéo de lignina (ug/mg MS) em folhas de cafe.
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As letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).

De acordo com o grafico referente a concentracdo de fendis sollveis totais nas folhas,
as cultivares Clone 312 e Mundo Novo IAC 379-19 apresentaram a maior concentracdo de
fendis sollveis totais nas folhas, seguidas por Aranas RV e IAPAR 59. Clone 224 e Conilon

213 apresentaram a menor concentracdo de fenois soluveis totais nas folhas (FIGURA 7).

Figura 7-Concentracdo de fenois sollveis totais (ng/mg MS) em folhas de café.

10,1
10,0
9,9

9,8

a
a
b b
9,7
9,6
9,5 C C
9,
9,
9,
9,1

Arands RV IAPAR 59 Clone 224 Clone 312 Mundo Novo Conilon 213

=

w

[&s]

As letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).
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A resisténcia a ferrugem pode estar ligada a concentracdo de lignina nas folhas, uma
vez que a lignina dificulta a penetracdo de fungos nas plantas, por constituir uma barreira
fisica, e dificulta inclusive a infiltracdo de enzimas e toxinas fungicas nas paredes celulares
das plantas (LIU et al., 2018).

Em um estudo realizado por Cahill e Mccomb (1992), foi mostrado que o teor de
lignina e fendis sollveis totais aumentavam em raizes de eucalipto resistente (Eucalyptus
calophylla) a Phytophthora cinnamomi ap6s a inoculacdo do patégeno, porém em plantas de
eucalipto suscetiveis (Eucalyptus marginata) as concentracbes destas substancias
permaneceram quase inalteradas alguns dias apds a inoculagdo. Antes da inoculacdo, as
plantas resistentes ja possuiam concentragdes de lignina e fenois sollveis maiores do que as
plantas suscetiveis.

Outro dado interessante apresentado no trabalho anteriormente citado € que, as
andlises foram realizadas em 5 segmentos de raizes, com 1 centimetro cada, cortados
sequencialmente a partir da ponta da raiz, e verificou-se que o teor de lignina crescia da ponta
para a outra extremidade da raiz, ja o teor de fendis solUveis crescia da outra extremidade para
a ponta. Este resultado corrobora com os dados obtidos no presente trabalho, pois
correlacionando os gréaficos de concentracdo de lignina e fendis sollveis totais, podemos
observar que os resultados s&o inversamente proporcionais. As cultivares que obtiveram as
maiores concentracdes de lignina foram também as que apresentaram as menores
concentracdes de fendis sollveis totais e vice-versa. Isto pode ter ocorrido porque compostos
fenolicos sdo substrato para a sintese de lignina pela acdo da peroxidase (KUHN et al., 2010).

Kang e Buchenauer (2000), realizaram um estudo no qual quantificaram lignina em
espigas de trigo resistentes e suscetiveis ao fungo Fusarium culmorum. Da mesma forma que
os resultados de Cahill e Mccomb (1992), ap6s a inoculacdo do patdgeno houve um maior
aumento da concentracdo de lignina na cultivar de trigo resistente do que na suscetivel.
Contudo, ndo houve diferengas nos teores de lignina nas espigas de trigo entre cultivares
suscetiveis e resistentes em relacdo ao tecido saudavel ndo inoculado, resultado este que
difere do encontrado por Cahill e Mccomb (1992).

A divergéncia entre os resultados de Cahill e Mccomb (1992) e Kang e Buchenauer
(2000) corrobora com a divergéncia dos resultados de concentracdes de lignina e fendis
sollveis totais deste trabalho, pois ndo ha um padrdo entre a concentracdo constitutiva de
lignina e fendis sollveis totais entre as cultivares resistentes e a suscetivel testadas neste
trabalho.
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A partir dos resultados das Figuras 6 e 7, observamos que ndo ha uma relagdo entre a
concentracdo constitutiva de lignina e fendis sollveis totais e a resisténcia a ferrugem nas
cultivares de cafeeiro testadas. Lignina e fendis sollveis totais sdo importantes na defesa
vegetal, porém os resultados apresentados sugerem que cultivares de café resistentes a
ferrugem ndo produzem esses compostos em maior quantidade do que as cultivares
suscetiveis de forma constitutiva como forma de se preparar antecipadamente para o ataque

do patogeno.

4.4 Sélidos soltveis

N&o houve diferenca significativa entre as cultivares para concentracdo de sélidos
soltveis nas folhas (FIGURA 8). Este resultado difere do encontrado por Silva (2015), em
gue a autora encontrou uma concentracdo de solidos sollveis significativamente maior nas
folhas da cultivar IAPAR 59 do que em Mundo Novo 376/4. Contudo, vale ressaltar que as
plantas utilizadas neste experimento estavam no seu primeiro ano produtivo; em contrapartida

as plantas utilizadas no experimento de Silva (2015) eram mudas de café.

Figura 8-Concentracdo de sélidos soltveis (%) em folhas de café.
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As letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).

Com resultado da andlise do teor de sélidos soluveis, notamos que ndo hd uma relagéo
entre a concentragdo constitutiva de solidos soluveis nas folhas e a resisténcia a ferrugem nas

cultivares de cafeeiro testadas.
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4.5 Analise cromatografica
N&o houve diferenga significativa entre as cultivares para concentragdo de &cido
clorogénico nas folhas (FIGURA 9). Acido clorogénico é um composto fendlico com atuacéo

na resisténcia de plantas a patdgenos relatada em varios estudos, como nos trabalhos a seguir.

Figura 9-Concentracéo de acido clorogénico (%) em folhas de café.
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As letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).

Um estudo realizado por Salgado (2009) indica que a concentracdo de alguns acidos
clorogénicos em folhas de cafeeiro aumentou ap6s serem inoculadas em laboratério por
Hemileia vastatrix. Akazawa e Wada (1961) identificaram um aumento na concentracdo de
acido clorogénico em batata doce ap6s a infec¢do por Ceratocystis fimbriata, porém neste
trabalho também foi identificado um aumento deste composto ap6s a realizagdo de cortes nas
batatas, 0 que demonstra que o &cido clorogénico também esta envolvido na resposta contra
ferimentos mecanicos. Ngadze et al. (2012) mostraram resultados parecidos, quando
identificaram que cultivares de batata resistentes a podriddo macia apresentavam maior teor
de &cido clorogénico do que cultivares suscetiveis, algumas horas apos a infecgdo com o
patogeno.

Atanasova-Penichon, et al. (2012), revelaram que antes da inocula¢do do patégeno
Fusarium graminearum, uma cultivar de milho resistente apresentava teor de &cido
clorogénico maior do que uma cultivar suscetivel, resultado este que difere do apresentado no

presente trabalho, onde mostra que ndo houve diferenca significativa de concentracdo de
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acido clorogénico entre as cultivares de café resistentes e a suscetivel a ferrugem. Os
resultados revelam que a funcéo de defesa do acido clorogénico ndo é constitutivamente ativa
de maneira diferente em cultivares de café resistentes e suscetiveis a ferrugem.

A cultivar Conilon 213 apresentou concentracdo de cafeina nas folhas
significativamente maior do que as demais cultivares, as quais ndo obtiveram diferenca
significativa entre si (FIGURA 10).

Figura 10-Concentracdo de cafeina (%) em folhas de café.
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As letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).

Os resultados da Figura 10 corroboram com a literatura, pois geralmente cultivares de
Coffea canephora possuem maior quantidade de cafeina do que cultivares de Coffea arabica
(PERROIS et al., 2015).

Medeiros et al. (1990) identificaram em um experimento que o teor
de cafeina das folhas de café infectadas por Hemileia vastatrix foi maior no quinto dia apds a
inoculacdo em plantas resistentes do que em plantas suscetiveis. Os pesquisadores
demonstraram que a cafeina tem um efeito tdéxico no alongamento do tubo germinativo
dos fungos H. vastatrix e sugeriram que ela pode contribuir com o mecanismo de resisténcia
do café a ferrugem.

Gongcalves et al. (1995) observaram um aumento na concentracdo de cafeina em
plantas de cafeeiro inoculadas com M. incognita. Guerreiro e Mazzafera (2000) realizaram
um estudo com cultivares de café com diferentes niveis de resisténcia ao bicho mineiro. Neste

estudo os autores relataram que houve um aumento de cafeina em folhas apds o ataque do
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inseto, porém o experimento ndo estabeleceu uma correlacdo significativa entre a reducdo do
dano das folhas e o teor de cafeina do tecido. Aneja e Gianfagna (2001) relataram uma
possivel atuacdo da cafeina contra infeccdo pelo fungo Crinipellis perniciosa em cacau.

Apesar de a cafeina estar envolvida na defesa vegetal (DORSEY; JONES, 2017) os
resultados deste trabalho sugerem que cultivares de café resistentes a ferrugem n&o produzem
constitutivamente este composto em maior quantidade do que cultivares suscetiveis.

A cultivar Conilon 213 apresentou concentracdo de trigonelina nas folhas
significativamente maior do que as demais cultivares, as quais ndo obtiveram diferenca
significativa entre si (FIGURA 11).

Figura 11-Concentracdo de trigonelina (%) em folhas de café.
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As letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre os
resultados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: Do autor (2018).

Machado et al. (2012) realizaram um estudo no qual identificaram que uma cultivar de
café resistente a nematoide (IAPAR 59) possuia maior concentracdo de trigonelina nas raizes
antes e 24 horas ap0s a inoculacdo de Meloidogyne exigua do que a cultivar suscetivel (Catuai
Vermelho). Contudo, a partir dos resultados da Figura 11 observa-se que apenas a cultivar
Conilon 213 (resistente) apresentou concentragdo de trigonelina nas folhas significativamente
maior do que a cultivar suscetivel. O resultado da Figura 11 revela que, diferente do trabalho
de Machado et al. (2012) realizado com raizes de café, cultivares de café resistentes a
ferrugem ndo produzem constitutivamente maior quantidade de trigonelina nas folhas do que

cultivares suscetiveis.
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Com os resultados das analises cromatogréficas, conclui-se que ndo ha uma relagdo
entre a concentracdo constitutiva do composto fenolico acido clorogénico e dos alcaloides
cafeina e trigonelina nas folhas, e a resisténcia a ferrugem nas cultivares de cafeeiro testadas.

A partir deste resultado e dos resultados de outros experimentos citados neste trabalho
podemos afirmar que, possivelmente, as plantas de café resistentes a ferrugem nédo produzem
de maneira constitutiva maior quantidade de compostos relacionados a defesa vegetal do que
as suscetiveis como forma de economia de energia e melhor uso dos recursos que possui para

0 seu desenvolvimento naquele momento.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que ndo ha relacao
entre a expresséo relativa constitutiva dos genes PAL, CAD e POX, concentragao constitutiva
de lignina, fendis sollveis totais, sdlidos sollveis totais, &cido clorogénico, cafeina e
trigonelina nas folhas, e a resisténcia a ferrugem do cafeeiro nas cultivares testadas neste
experimento.

Como perspectivas futuras, seria interessante realizar este experimento com
inoculacdo do fungo Hemilei vastatrix para se comparar os resultados apés a inoculagdo do

patdgeno com os resultados constitutivos deste trabalho.
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