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RESUMO

A cultura do café esta entre as principais commodities do Brasil. As doencas de plantas sdo
uns dos principais fatores que afetam diretamente a produtividade do cafeeiro, acarretando
perdas significativas, com destaque a ferrugem do cafeeiro. O principal método de controle
dessa doenca € o tratamento quimico, porém, existe uma demanda por um café isento de
residuos de moléculas nocivas ao homem e ao ambiente. Uma opg¢éo a esses produtos é o uso
dos indutores de resisténcia, uma medida de manejo de doengas que envolve a ativacdo de
mecanismos de defesa latentes da planta. Com o presente trabalho, objetivou-se avaliar o
efeito de fosfito de potassio (K-Phi) em cultivares de cafeeiro com gendtipos contrastantes
guanto a ferrugem. Visando elucidar o mecanismo pelo qual K-Phi ativa as defesas das
plantas de cafeeiro, estudamos a expressdo de genes e atividade de enzimas envolvidas desde
a sinalizacdo célula a célula até a biossintese e quantificacdo de metabodlitos secundarios,
comparado ao indutor padréo acibenzolar-S-metil (ASM). Observou-se que a aplicagéo foliar
de K-Phi aumentou a transcri¢do de genes (PAL, EDS1, NPR1, GLU e POX) relacionados a
via de respostas de defesa do hormdnio vegetal acido salicilico e a biossintese de metabdlitos
secundarios, além disso, aumentou a atividade de enzimas (SOD, APX e PPO) de defesa
relacionadas a exploséo oxidativa e a formacéo dos metabdlitos. Os resultados obtidos a partir
da expressdo génica e da quantificacdo dos metabolitos apds tratamento com K-Phi foram
semelhantes ao observados ap0Os aplicacdo do indutor padrdo ASM em vdrias situacdes
avaliadas (cultivares e tempos de coleta). Provavelmente, o0 mecanismo de acdo do K-Phi na
inducgéo de resisténcia do cafeeiro envolve a mesma via induzida pelo ASM. Portanto, o K-
Phi pode ser considerado um potente indutor de resisténcia do cafeeiro a ferrugem, pois o
tratamento prévio das plantas com esse indutor foi capaz de induzir o aumento de respostas de

defesa em cultivares de cafeeiro resistentes e suscetiveis, mesmo na auséncia do patégeno.

Palavras-chave: Acido salicilico. Espécies reativas de oxigénio. Resisténcia sistémica
adquirida. Indutor de resisténcia. Ferrugem.



ABSTRACT

The coffee culture is among the main commodities in Brazil. Plant diseases are one of the
main factors that directly affect the productivity of the coffee tree, causing important losses,
among which the coffee tree rust stands out. The main method of controlling this disease is
chemical treatment, however, there is a demand for coffee free from residues of molecules
that are harmful to man and the environment. One option for these products is the use of
resistance inducers, a disease management measure that involves activating the plant's latent
defense mechanisms. The present work aimed to evaluate the effect of potassium phosphite
(K-Phi) on coffee cultivars with contrasting genotypes for rust. In order to elucidate the
mechanism by which K-Phi activates defense responses in coffee plants, we studied the gene
expression and enzymatic activity of components involved in the defense pathway of salicylic
acid (SA), compared to the standard inducer acibenzolar-S-methyl (ASM). The quantification
of metabolites was also performed. It was observed that a foliar application of K-Phi
increased the transcription of genes related to the defense response pathway of the SA and the
biosynthesis of secondary metabolites (PAL, EDS1, NPR1, GLU and POX), in addition, it
increased the activity of defense enzymes related to oxidative explosion and the formation of
secondary metabolites (SOD, APX and PPO). All these variables, quantified after treatment
with K-Phi, presented results similar to the standard ASM inducer in several situations
evaluated (cultivars and collection times). So, possibly, the mechanism of action of K-Phi in
inducing resistance in coffee plants involves the same pathway induced by ASM. The results
obtained demonstrate that K-Phi can be considered a potent coffee plant resistance inducer, as
the previous treatment of plants with this inducer was able to induce an increase in defense
responses in resistant and rust-susceptible coffee cultivars, even in the absence of the
pathogen.

Keywords: Salicylic acid. Reactive oxygen species. Systemic acquired resistance. Resistance

inducer. Rust.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o principal produtor mundial de café. A cultura esta entre as principais
commodities do pais, com uma producdo de mais de 48,8 milhdes sacas (60 kg) beneficiadas
para a safra de 2021. Entre os principais estados produtores de café no Brasil, Minas Gerais €
o lider na producédo, sendo responsavel por mais de 45% da producdo nacional em 2021
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2021). Um dos fatores que
afetam diretamente a produtividade do cafeeiro sdo as doencas de plantas, com destaque para
0s patdgenos especialmente o agente etiologico da ferrugem alaranjada, Hemileia vastatrix
(TALHINHAS et al., 2017).

O patogeno, em condicbes favoraveis e dependendo do genétipo hospedeiro, pode
causar quedas de até 50% na produtividade da cultura (ZAMBOLIM, 2016), fator que
aumenta ainda mais a relevancia da escolha correta dos métodos de controle. O tratamento
quimico é o principal método de controle e, de acordo com produtores, aproximadamente 8%
do custo total da producéo por saca € destinado ao controle da ferrugem (IAC, 2017). Porém,
existe uma demanda por um café livre de residuos quimicos nocivos ao homem e ao
ambiente, associada com a crescente exigéncia da producéo certificada (RESENDE et al.,
2021). Neste cenario, 0 uso de cultivares resistentes € uma alternativa eficaz e duravel, que
diminui custos e contaminagdo ambiental (TALHINHAS et al., 2017). No entanto, 85% dos
cafezais plantados no pais correspondem a cultivares suscetiveis a ferrugem (IAC, 2017).

Outra ferramenta que pode ser empregada no manejo de doencas de plantas é o uso de
indutores de resisténcia, uma forma alternativa para o controle de doencas causadas por
fitopatdgenos. Seu principio é ativar a resisténcia latente da planta, aumentando sua
capacidade de defesa diante da invasdo de um microrganismo patogénico, mecanismo
conhecido como efeito priming (CONRATH, 2011; OLIVEIRA; VARANDA,; FELIX, 2016).
Este efeito pode ser ativado apés a aplicacdo de compostos quimicos (MARTINEZ-MEDINA
et al., 2016), extratos vegetais (RESENDE et al., 2007), ou at¢é mesmo de patdgenos
(CONRATH et al., 2015).

Dentre os compostos quimicos que podem elicitar as respostas de defesa das plantas
estdo os fosfitos, um dos elicitores mais estudados no cafeeiro (MONTEIRO et al., 2016;
NOJOSA et al., 2009; COSTA et al., 2014; SILVA et al., 2019). O modo de ac¢ao dos fosfitos
e seus possiveis alvos na planta ainda nao foram completamente elucidados, mas sabe-se que,

assim como o indutor padrdo acibenzolar-S-metil (ASM, analogo do &cido salicilico), esse
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composto induz o acumulo de &cido salicilico (AS) e a expressdo de genes de defesa
(MACHINANDIARENA et al., 2012; MASSOUD et al., 2012).

Massoud e colaboradores (2012) demonstraram que o efeito da aplicacdo de fosfito em
baixas doses em plantas de Arabdopsis é dependente de AS, induzindo o acumulo de AS e o
aumento dos transcritos de genes dependentes de AS, tais como o NPR1 (non-expressor of
prl) e PR1 (pathogenesis — related 1). Além disso, o indutor de resisténcia mobilizou dois
componentes essenciais da resisténcia basal, a proteina EDS1 (enhanced disease
susceptibilityl) e a PAD4 (phytoalexin deficientl), que interagem diretamente entre si e
ativam a amplificacdo das defesas locais por meio do acumulo de AS (FALK et al., 1999;
FEYS et al., 2001; JIRAGE et al., 1999). O fosfito regula de forma negativa o gene MPK4
(mitogen-activated protein Kkinase), responsavel por regular negativamente as defesas
dependentes de AS, e, desse modo, auxilia na iniciacao das respostas de defesa da via do AS
(MASSOUD et al., 2012).

O gene NPR1 atua como regulador principal das vias de sinalizacdo dependentes do
AS, pois, além de regular a expressdo do gene alvo, ele regula sua propria expressao. Dentro
do nucleo celular, o AS liga-se aos monémeros de NPR1 e promove sua interacdo com 0s
fatores de transcricdo, como a quinase CDK8 (cyclin-dependent kinase8), promovendo a
transcricdo dos genes NPR1 e PR1 (CHEN et al., 2019). Outras PRs (pathogenesis related)
apresentam alto pico de expressdo durante a SAR, como PR2 (B-1,3-glucanase) e a PR5
(proteina tipo osmotina), as quais possuem atividade antimicrobiana, atuando na parede
celular e na membrana plasmaética de patégenos, respectivamente (DURRANT; DONG, 2004;
VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

Os fosfitos também podem induzir a formacdo de metabdlitos secundarios pela
mobilizacdo de componentes da via dos fenilpropanoides. Monteiro e colaboradores (2016)
demonstraram que a aplicacdo foliar de fosfito de manganés induziu o aumento da expressdo
dos genes PAL (fenilalanina amdnia liase) e POX (peroxidase), e 0 aumento da atividade da
enzima PPO (polifenol oxidase).

O estudo da expressdao génica € imprescindivel quando se deseja conhecer as rotas
metabdlicas e de sinalizacdo (GANESH et al., 2006), uma vez que o reconhecimento de genes
e também de enzimas compreendidos nas repostas de defesa podem auxiliar na elucidagéo do
mecanismo de acdo dos fosfitos no cafeeiro. Dessa forma, este estudo foi realizado com o
intuito de avaliar o efeito do fosfito de potassio na ativagdo das respostas de defesa
dependentes da via do AS em genotipos contrastantes de C. arabica quanto a resisténcia a

ferrugem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do café

A cultura do cafeeiro pertence ao género Coffea e € formado por mais de 100 espécies
(DAVIS et al., 2006). No entanto, as espécies Coffea arabica L. (café arabica) e Coffea
canephora Pierre sdo as mais cultivadas, com destaque para o café arabica por apresentar
melhor qualidade de bebida. A cultura do café esta entre as principais commodities do pais,
com uma producdo de mais de 48,8 mil sacas (60 kg) beneficiadas para a safra de 2021. A
demanda mundial pelo produto esta crescendo, bem como os precgos calculados mensalmente
pela Organizacdo Internacional do Café (OIC). O Brasil é o principal produtor de café arabica
do mundo, seguido pela Colémbia, Etidpia e Honduras (UNITED STATES DEPARTMENT
OF AGRICULTURE - USDA, 2021). A espécie C. arabica foi responsavel por
aproximadamente 68% da safra brasileira de 2021. Entre os principais estados produtores de
café no Brasil, Minas Gerais ¢ o maior produtor e foi responsavel por mais de 45% da
producdo nacional em 2021, sendo que as regides sul e centro-oeste do estado contribuiram
com aproximadamente 52% dessa producdo (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2021).

Em 2021, a producdo nacional apresentou uma reducdo de 25,7% em relacdo a safra
passada. O decréscimo do volume total da producdo se deve, principalmente, ao ciclo da
bienalidade da espécie, que consiste na alternancia de um ano de maior rendimento, seguido
por outro com rendimento inferior, sendo que a espécie C. arabica é mais influenciada por
esse ciclo do que o C. canephora (CONAB, 2021). A bienalidade negativa de 2021
combinada com a condigdo climéatica desfavordvel afetou diretamente a produgdo final,
registrando baixos indices de precipitacdo, distribuicdo irregular das chuvas em vérias regides
produtoras e a incidéncia de geadas ocorridas nos meses de junho e julho. Esses fatores
influenciaram principalmente as fases mais significativas para o desenvolvimento do gréo,
enchimento e maturacdo. Além disso, a area destinada a producdo é geralmente menor que
nos anos de bienalidade positiva em razdo do manejo das plantas que entrardo em producao
no proximo ano e a aplicagdo de tratos culturais mais intensos com o proposito de recuperar o
potencial vegetativo das plantas para a proxima safra. Por isso, a producdo e as exportacdes
mundiais de café apresentaram reducdo de 11 milhdes e 4,8 milhdes de sacas,
respectivamente, comparadas a temporada anterior (CONAB, 2021).
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Além da bienalidade negativa e das condigdes climaticas desfavoraveis, existem
muitos outros fatores que afetam diretamente a produtividade do cafeeiro, acarretando perdas
significativas, como exemplo, a ocorréncia de doencas. Entre os patdgenos que causam as
principais doencas no cafeeiro, se destaca a Hemileia vastatrix, agente etioldgico da ferrugem
alaranjada (TALHINHAS et al., 2017). Entretanto, diferentemente da natureza fisioldgica da
planta e das condicGes climaticas, existem varias solucBes estratégicas para os problemas
fitossanitarios. Essas solugdes visam o controle de doencas, buscando um manejo apropriado

da cultura, a diminuicdo de perdas na producéo e o avanco da cafeicultura no pais.

2.2 Ferrugem do cafeeiro

Em 1861, na Africa Oriental, ocorreu o primeiro relato da ferrugem do cafeeiro
(TALHINHAS et al., 2017). J& no Brasil, o primeiro relato foi em 1970, na Bahia, onde a
doenca se estabeleceu e se disseminou rapidamente (CHAVES et al., 1970 citado por
ZAMBOLIM, p. 01). A forma de introducdo do patdégeno no pais ainda é desconhecida, mas
existem duas hipdteses. A primeira é que esporos foram disseminados a longa distancia,
sendo transportados da Africa a partir das correntes de vento maritimas; ja a segunda hip6tese
é que os esporos foram introduzidos acidentalmente a partir de material infectado ou por meio
de algum agente de disseminacdo, como por exemplo, o homem, insetos e animais
(BOWDEN; GREGORY; JOHNSON, 1971). Além da disseminacdo a longa distancia por
material de propagacéo infectado ou por vetores, existem outras formas de disseminagdo do
patdgeno, tais como por respingos de agua de irrigacdo e gotas de chuva (AGRIOS, 2005;
MCCOOK, 2008).

O agente etioldgico da ferrugem do cafeeiro, o fungo biotréfico H. vastatrix, faz parte
do filo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem Pucciniales e familia
Mikronegeriaceae (AIME, 2006). A ferrugem apresenta trés tipos de esporos: 0S
uredindsporos representam a fase assexuada do microrganismo e apresentam forma reniforme,
equinulados dorsalmente e lisos ventralmente. Os teliGsporos representam a fase sexuada e
sdo esporos de parede lisa e fina que germinam formando os basididsporos, que ainda
apresentam um papel desconhecido no ciclo de vida da ferrugem do cafeeiro (AGRIOS,
2005).

O indculo primario principal das epidemias de ferrugem do cafeeiro sd@o 0s esporos
denominados uredinGsporos. Essas estruturas reprodutivas germinam sobre a face abaxial das

folhas e formam uma estrutura essencial para o sucesso da infeccdo denominada apressorio,
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que se adere a superficie do hospedeiro, facilitando a sua penetracéo e a emissdo do haustério.
Para os processos de germinacdo do uredinGsporo e sua penetracdo ocorrerem, S80 necessarias
temperaturas entre 22 e 23°C, auséncia de luz e ao menos 48 horas de molhamento foliar.
Apds a penetracdo, o patdgeno coloniza a camara substomal e forma uma estrutura dilatada
especializada na absor¢do de nutrientes a partir do citoplasma, o haustério. Os sintomas
iniciais da doenca se manifestam como pequenas manchas cloréticas na face abaxial das
folhas, aumentando em dimensao e quantidade com a evolucédo da doenca. Essas manchas se
transformam em urédias de cor alaranjadas, onde se formam os uredindsporos.
Consequentemente, a area fotossintética foliar € reduzida acarretando desfolha e queda da
producdo (MASSOLA JUNIOR; KRUGNER, 2011; POZZA et al., 2010; SILVA et al.,
2002).

O patdgeno pode causar até 50% de queda na produtividade do cafeeiro, dependendo
do gendtipo hospedeiro e das condicBes favoraveis para o desenvolvimento da doenca
(ZAMBOLIM, 2016). Diante desse fato, a escolha correta dos métodos de controle é
relevante e o uso de cultivares resistentes é uma alternativa eficaz e duravel (TALHINHAS et
al., 2017). Antes da chegada da ferrugem no Brasil ja existia um programa de pesquisas
desenvolvido pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e pelo Centro de Investigagédo
das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Portugal, empenhado em evitar a introdugéo da H.
vastatrix no Brasil (BETTENCOURT; CARVALHO, 1968).

Muitas pesquisas em busca de cultivares resistentes a ferrugem do cafeeiro foram e
estdo sendo desenvolvidas pelo IAC e por outros 6rgaos publicos, incluindo o Instituto
Agronémico do Parand (IAPAR) e a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG). As pesquisas desenvolveram muitas cultivares resistentes a H. vastatrix, sendo
gue a maioria € derivada das populacdes do Hibrido de Timor. Esse hibrido é proveniente de
um cruzamento natural entre uma cultivar de C. arabica, suscetivel a ferrugem, e uma de C.
canephora, com resisténcia a doenca. Esse cruzamento tem valor histérico, pois a espécie
arabica apresenta o dobro de cromossomos que a espécie robusta (TALHINHAS et al., 2017).

Entre as cultivares resistentes pode-se citar a IAPAR-59, resultante do cruzamento das
fontes de resisténcia Villa Sarchi CIFC 971/10 e Hibrido de Timor CIFC 832/2, realizado no
CIFC. No Brasil, a geracdo F2 desse cruzamento foi recebida pelo IAC e apds algumas
geracOes foi repassada ao Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), dando origem a essa
cultivar que apresenta resisténcia completa a ferrugem (resisténcia a todas as ragas). Outro
exemplo é a MGS ARANAS obtida a partir dos materiais Icatu Vermelho IAC 3851-2 e
Catimor UFV 1602-215 em campo experimental da EPAMIG, materiais portadores de
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resisténcia genética especifica (vertical) e ndo-especifica (horizontal) a ferrugem do café,
respectivamente (BOTELHO et al., 2010).

Mesmo sendo a forma mais eficaz de controle do patdgeno, as cultivares resistentes
ndo sdo muito utilizadas nas areas cafeeiras do pais. Os materiais mais plantados séo as
cultivares dos grupos Mundo Novo e Catuai, os quais totalizam 85% dos cafezais no pais
devido as boas caracteristicas agronémicas (IAC, 2017). A cultivar Mundo Novo é
proveniente de um cruzamento natural entre as cultivares Sumatra e Bourbon Vermelho, em
Urupés — Séo Paulo, em 1943 (CARVALHO et al., 1952). Apds varias selecdes de progénies,
as linhagens geradas se apresentaram produtivas, vigorosas e adaptadas em varias regiées do
pais e foram liberadas pelo IAC a partir de 1977 para o plantio (CONSORCIO PESQUISA
CAFE, 2014). Visando a introducdo na cultivar Mundo Novo do gene Ct (Caturra) que
confere porte baixo as plantas, surgiu, em 1949, as cultivares do grupo Catuai. Com isso, a
partir de 1964, sementes dessas plantas foram entregues a produtores a fim de testarem a
produtividade sob vérias condicGes climéticas das regibes cafeeiras do pais. Os resultados
foram positivos, pois esses cafeeiros apresentaram alta produtividade e alto vigor vegetativo
(CARVALHO; MONACO, 1972). Por esse motivo, existe uma resisténcia cultural dos
produtores em inserir novas cultivares nas areas de plantio.

Diante disso, 0 método de controle mais utilizado é o quimico. O controle preventivo é
feito com os fungicidas cupricos, enquanto o controle curativo é realizado com os fungicidas
sistémicos (triazdis e estrobirulinas). A alternancia de aplicacbes entre os grupos de
fungicidas cupricos e sistémicos é indicada para diminuir a possibilidade de selecdo de
populagdes de ferrugem resistentes aos fungicidas (ZAMBOLIM, 2016). De acordo com 0s
produtores, o gasto com fungicidas é elevado, com cerca de 8% do custo total da producédo
por saca sendo destinado ao controle da ferrugem no Brasil (IAC, 2017). J& na Tanzania, 0
gasto com fungicidas nessa cultura pode chegar a valores mais altos, até 50% do custo da
producdo (KILAMBO et al., 2013).

Além do dispéndio com fungicidas, existe uma conscientizacdo da sociedade em
relacdo a seguranca alimentar pela demanda de um café livre de residuos de agrotoxicos,
exigindo que a produgdo seja certificada, atendendo critérios de qualidade e cumprindo
normas internacionais como a rastreabilidade da producdo (MACIEL-ZAMBOLIM et al.,
2009). De acordo com o processo de revisdo da Norma de Agricultura Sustentavel da
Rainforest Alliance 2020, o padrdo de agricultura sustentavel tem como objetivo principal
promover sistemas agricolas mais sustentaveis, propondo a implementacdo do manejo

integrado e uma reducdo ainda maior do uso de produtos quimicos. No Brasil, a questdo dos
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agroquimicos para a cultura do café é um desafio, pois a norma global suspende o uso de
fungicidas necessarios e permitidos pela legislagdo brasileira para o controle da ferrugem,
como os triazdis: epoxiconazol, ciproconazol e triadimenol (BRASIL, 2003). Porém, ainda
ndo foi sugerida uma data final para a suspensdo do uso dessas substancias (RAINFOREST
ALLIANCE, 2021).

Diante do possivel veto no uso de algumas moléculas com uso aprovado para o
controle de patdgenos na cultura do cafeeiro, torna-se necessario o uso de outras ferramentas
no manejo de doencas de plantas que sejam eficazes e sustentaveis, uma vez que 0 aumento
da produtividade ainda é dependente do controle quimico de doencas. Dessa forma, a
intensificacdo das pesquisas em busca dessas novas alternativas é indispensavel, e o uso de
indutores de resisténcia pode ser uma alternativa viavel para o controle de doencas causadas

por fitopatdgenos.

2.3 Mecanismo de defesa das plantas

As plantas sdo resistentes a maioria das doengas ocasionadas por patdgenos
biotréficos, hemibiotréficos e necrotréficos, por meio de estruturas pré-formadas, como ceras
ou cuticulas, ou pos-formadas, que se formam ap6s os mecanismos de percep¢do e transducéo
de sinais que atuam contra o desenvolvimento desses microrganismos. Atualmente, a
percepcdo dos fitopatdgenos pelas plantas esta dividida em duas linhas. A primeira delas
consiste no reconhecimento de padrdes moleculares associados a microbios/patdégenos
(MAMPs/PAMPs). Esses padrdes sdo compostos moleculares conservados constituintes dos
microorganismos, a exemplo da quitina presente na parede celular fungica. O reconhecimento
dessas moléculas € realizado pelos receptores de reconhecimento de padrées (PRRS), que
iniciam a sinalizacdo para ativar a resisténcia basal, também conhecida como imunidade
desencadeada por PAMPs (Pattern-Triggered immunity; PTI). Os patdgenos especializados
podem codificar proteinas efetoras (fator de aviruléncia) que poderdo suprimir a primeira
linha de defesa. A segunda linha de defesa se baseia no reconhecimento destes efetores por
proteinas de resisténcia, ativando a imunidade desencadeada por efetores (effector-triggered
immunity; ETI), caracterizada por ser uma resisténcia especifica e mais robusta (BOYD et al.,
2013; JONES; DANGL, 2006; STASKAWICZ, 2001).

O reconhecimento dos patdgenos, seja por receptores da PTI ou pelos efetores da ETI,
levam a vias de sinalizagdo que envolvem primeiramente influxo de calcio citosolico,

producdo de espécies reativas de oxigénio e ativacdo de proteinas quinases, MAPKSs
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(mitogen-activated protein kinases) e CDPKs (calcium-dependent protein Kkinases).
Hormonios como o &cido salicilico (AS), acido jasménico (JA) e o etileno (ET) participam da
amplificacdo dos primeiros sinais, ativando vias de sinalizacdo que induzem a transcri¢do de
genes de defesa (KUSHALAPPA; YOGENDRA; KARRE, 2016).

Os mecanismos de defesa das plantas podem ser expressos de duas maneiras: (1)
defesa constitutiva, compreendida em barreiras fisicas e quimicas como ceras, cuticula,
parede celular espessa, tricomas, fibras vasculares, fendis, alcaldides, lactonas insaturadas e
enzimas hidroliticas; e (2) defesa induzida, que leva a formacdo de papilas, halos,
lignificacdo, camada de cortica, tiloses, gomas, espécies reativas de oxigénio (EROSs),
fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PR proteinas) (PASCHOLATI; LEITE,
1995).

A interacdo planta-patégeno sO sera bem-sucedida, resultando em doenca, se o
patdgeno conseguir driblar os mecanismos de reconhecimento e/ou suprimir 0s mecanismos
de defesa da planta (STASKAWICZ, 2001). Quando o patégeno da inicio ao processo
infeccioso, a resisténcia induzida atua nessa regido de infec¢cdo com o intuito de impedir e/ou
atrasar sua entrada ou posterior atividade patogénica, por meio dos proprios mecanismos de
defesa da planta (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Uma das primeiras respostas de defesa manifestada pela planta é a explosdo oxidativa
através da formacdo de espécies ativas de oxigénio (EAOs), representadas pelo anion radical
superdxido, peroxido de hidrogénio, dioxigénio singleto e pelo radical hidroxila. Essas
moléculas sdo formadas pelo metabolismo celular, no entanto, quando produzidas em
excesso, seu acimulo torna-se toxico as células (THAKUR; SOHAL, 2013).

As EAOs sdo produzidas principalmente no apoplasto, mas, dependendo da espécie da
planta, a producdo pode ser mediada por nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidase da membrana plasmatica, por peroxidases da parede celular ou por ambas
(O'BRIEN et al., 2012). Essas moléculas podem ser sintetizadas a partir de diferentes vias
celulares, incluindo as vias do mecanismo celular basico, processo de fotossintese, respiracao
e fotorrespiracéo, onde as EAOs s&o produzidas como subprodutos (MITTLER, 2002).

As NADPH oxidases, também conhecidas como RBOHs (homdélogos de oxidase de
explosdo respiratdria), pertencem a uma familia de proteinas altamente conservadas na planta
modelo Arabidopsis thaliana e s@o responsaveis por produzir o anion superoxido de forma
apoplastica através da transferéncia de um elétron do NADPH do interior da célula para uma
molécula de oxigénio no exterior da célula. Apds formado, o anion superédxido é rapidamente

transformado de forma espontanea ou pela acdo da enzima superdxido dismutase (SOD) em
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peroxido de hidrogénio (MORI; SCHROEDER, 2004; SAGI; FLUHR, 2006; TORRES,
DANGL, 2005). As EAOs produzidas por RBOHs sdo responsaveis por mediar varios
processos relevantes nas plantas, como a lignificacdo, respostas a ferimentos e aos estresses
abiotico e biodtico, morte celular programada, fechamento estomatico, sinalizacdo local e
sistémica, entre outros (SUZUKI et al., 2011).

Entre as RBOHs, a RBOHD ¢é mediadora de uma répida sinalizacdo sistémica e é
dependente do gene homodlogo RbohD. O superoxido gerado por essa enzima e/ou Seus
derivados reativos apresentam um papel importante na comunicacgéo célula a célula por longas
distancias. A transmissao rapida do sinal entre as células depende do acimulo das EAOs nos
espacos extracelulares, podendo ser bloqueado pela supressdo das EAOs em locais distantes
de onde se iniciou sua producdo (MILLER et al., 2009).

Na forma de moléculas sinalizadoras, as EAOs ndo podem ser geradas até levar a
toxidez celular, pelo contrario, os niveis ndo nocivos devem ser mantidos de forma a
equilibrar a producdo e a eliminacdo dessas moléculas (MITTLER et al., 2004). Esse
equilibrio pode ser desestabilizado por varios estresses bidticos e abidticos, causando o
aumento e, consequentemente, 0 acimulo nos niveis de EAOs dentro das células, acarretando
danos consideraveis aos componentes celulares. O excesso prejudicial dessas moléculas é
detectado e regulado de forma a retornar ao equilibrio por um complexo sistema de
eliminacdo de EAOs. Esse sistema é constituido por mecanismos de defesa antioxidante
enzimaticos e nao enzimaticos, que trabalham em conjunto para detoxificar a célula. Os
antioxidantes enzimaticos sdo representados principalmente pelas enzimas por superdéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa peroxidase
(APEL; HIRT, 2004; HUANG et al., 2019).

As SODs estdo presentes em todos os organismos aerébios e sdo localizadas no
citosol, nas mitocéndrias, cloroplastos e peroxissomos. Essas enzimas pertencem a familia das
metaloenzimas e sdo divididas em trés grupos de isoenzimas de acordo com o ion metalico
ligante, Mn-SOD, Fe-SOD e Cu/Zn-SOD. Sob estresse, elas atuam na linha de frente do
sistema de detoxificacdo celular contra EAOs e, como ja& mencionado anteriormente, é
responsavel por converter os ions superéxido em peroxido de hidrogénio, sendo em seguida
reduzido a agua através da acdo da enzima APX, que utiliza o acido ascérbico como agente
redutor. Além de participar do sistema antioxidante na reducdo dos niveis de EAOs, a APX
tem grande importancia no mecanismo fotossintético, atuando na defesa contra o estresse
fotoxidativo. As enzimas da familia APX estdo presentes no citosol, mitocéndrias,

peroxissomos e cloroplastos. Como sdo bem distribuidas dentro das células, tais enzimas
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apresentam uma maior afinidade pelo peréxido de hidrogénio, sendo consideradas mais
eficientes na eliminacdo dessa espécie reativa de oxigénio nos momentos de estresse
(ALSCHER et al., 2002; DAS; ROYCHOUDHURY, 2014; MITTLER, 2002; SHARMA;
DUBEY, 2004).

O peroxido de hidrogénio é a molécula com maior vida dentre as EAOs e apresenta
alta permeabilidade pelas membranas. Dessa forma, atua como mensageiro secundario,
desencadeando a ativacdo de genes de defesa e morte celular, gerando sinal para as células
adjacentes e suprimindo o desenvolvimento da lesdo. Em seguida, essa resisténcia local da
inicio a uma série de eventos e alteracdes no metabolismo do hospedeiro, levando sinais para
outras partes da planta em locais distantes do ponto de infeccdo. Essa resposta geral de
resisténcia, denominada resposta sistémica adquirida (SAR), é mediada pelo &cido salicilico
(AS), e pode ser induzida por agentes eliciadores abioticos (RESENDE; SALGADO;
CHAVES, 2003; VERHAGEN; VAN LOON; PIETERSE, 2006). O perdxido de hidrogénio,
além de interagir na sinalizagdo para induzir a expressdo dos genes de defesa, participa na
formacdo de lignina como substrato para as peroxidases, fortalecendo a parede celular da
planta (ALVAREZ et al., 1998). Essa EAO também atua na biossintese de AS, aumentando a
atividade da enzima é&cido benzdico-2-hidroxilase que catalisa a etapa final da via da
fenilalanina (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

2.4 Respostas de defesa dependentes da via do acido salicilico

O AS ¢ um écido organico formado por um anel aroméatico com dois radicais, uma
hidroxila e uma carboxila. Esse acido € um hormonio vegetal que regula desde o crescimento
e desenvolvimento das plantas, incluindo a germinacdo, crescimento vegetativo, floragéo,
producdo de frutos e senescéncia, até a ativacdo de defesas contra estresses bidticos e
abioticos (KHAN et al., 2015; RIVAS-SAN VICENTE; PLASENCIA, 2011; SHAH, 2003).
E um composto proveniente do metabolismo secundario das plantas e, junto com
aproximadamente outros 10.000 compostos, forma o grupo dos fendlicos. Esse grupo abrange
desde as moléculas mais simples, sollveis em agua, até mesmo os grandes polimeros
insoldveis, como a lignina (TAIZ; ZEIGER, 2013). O AS é considerado um hormonio critico
de sinalizagdo de defesa, pois plantas mutantes que ndo expressam o gene que codifica a
enzima salicilato hidrolase, responsavel por metabolizar o AS, apresentam supressdo da SAR
(GAO et al., 2015).
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A biossintese do AS em plantas foi proposta pela via do acido chiquimico de duas
formas: a partir do isocorismato e a partir da fenilalanina (FIGURA 1). Pela primeira via, 0
corismato é convertido em isocorismato e, posteriormente, em AS pela acdo das enzimas
isocorismato sintase (ICS) e isocorismato piruvato liase. Pela outra via, 0 primeiro passo € a
acdo da enzima fenilalanina aménia liase (PAL) em converter fenilalanina a acido trans-
cindmico, que é posteriormente convertido em &cido benzbéico. Em seguida, a enzima
benzoico-2-hidroxilase atua na conversdo do acido benzdico em AS (CHEN et al., 2009). As
duas vias para a biossintese do AS estdo presentes nas plantas, porém, nem todas as enzimas
que atuam nessas vias foram identificadas nas espécies. Dessa forma, evita-se generalizar
sobre a biossintese de AS, pois a importancia dessas vias varia entre as diferentes espécies de
plantas (LEFEVERE; BAUTERS; GHEYSEN, 2020).

Figura 1 — Rotas propostas para a biossintese de acido salicilico em plantas.
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As respostas de defesa dependentes do AS geralmente estdo associadas a patdgenos
biotréficos e hemibiotroficos, enquanto as respostas de defesa contra os patdgenos
necrotroficos sdo reguladas por acido jasmonico (AJ) (GLAZEBROOK, 2005). O AS esta
diretamente envolvido na sinalizacdo das defesas locais e na (SAR), que é caracterizada pela
ativagcdo simultanea de um conjunto de genes. EDS1 (enhanced disease susceptibilityl) e
PAD4 (phytoalexin deficientl) sdo proteinas essenciais a sinalizacao de resisténcia a doencas
de plantas, que interagem diretamente entre si e ativam a amplificacdo das defesas locais
através de um maior acimulo de AS (FALK et al., 1999; FEYS et al., 2001; JIRAGE et al.,
1999). A proteina EDS1 atua na regulacdo positiva da SAR, visto que induz a expressdo do
gene PR1 (pathogenesis-related 1) (dependente de AS), mas € irrelevante para a expressdo do
gene PDF1.2 (plant defensin 1.2) (dependente de AJ) (FALK et al., 1999). A PAD4 apresenta
0 mesmo papel na regulacdo do AS, aprimorando as respostas de defesa dependentes dessa
via (JIRAGE et al., 1999).

As proteinas EDS1 e PAD4 interagem e atuam no antagonismo entre as rotas do AS e
Al/etileno (ET), regulando positivamente o acumulo de AS e reprimindo respostas de defesa
dependentes de AJ/ET a jusante da enzima MPK4 (mitogen-activated protein kinase 4),
responsavel por regular negativamente essas duas fungdes. Quando ha repressdo da atividade
da proteina MPK4, a interagio EDS1-PAD4 é eficaz em induzir a SAR através da
amplificacdo no acumulo de AS e reprimir a defesa via AJET a partir de uma funcdo nao
dependente do acumulo de AS (BRODERSEN et al.,, 2006). Petersen et al. (2000)
demonstraram em plantas mutantes do gene mpk4 a atividade fundamental de MPK4 para
reprimir a SAR. O mutante exibiu SAR, niveis elevados de AS, aumento da resisténcia a
patdgenos virulentos e expressdo de genes PR. Além disso, a indugdo de genes dependentes
de AJ foi bloqueada em mutantes mpk4 que expressavam a salicilato hidrolase nahG,
sugerindo que esse gene é necessario para expressar defesas de resposta ao AJ.

O estabelecimento gradual da SAR na planta é promovido inicialmente pela presenca
de espécies reativas de oxigénio, fazendo com que o ambiente celular sofra um desequilibrio
acarretado pelo aumento do potencial redox devido ao acimulo de antioxidantes que atuam na
limpeza da célula contra as EAOs (UQUILLAS et al., 2004). Sob essas condi¢des, a proteina
NPR1 (non-expressor of PR1) que se apresentava no citosol como oligdmeros formados
através de ligacOes de dissulfeto intermoleculares, é reduzida a seu estado monomerico
através da reducdo das ligacdes de dissulfeto. Os monémeros dessa proteina se acumulam no
nucleo para controlar a expressdo de genes relacionados a SAR. Quando ha o bloqueio dessas

condicgdes redutoras, ocorre situacdo contraria, na qual a proteina NPR1 permanece em seu
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estado oligomérico no citosol (MOU; FAN; DONG, 2003). Essa proteina apresenta expressao
constitutiva e diante ao desafio patogénico ou aplicagdo exdgena de AS, a NPR1 ¢ ativada
(CAQ; LI; DONG, 1998).

O gene NPR1 atua como regulador principal das vias de sinalizacdo dependentes do
AS, além de regular a expressdo do gene alvo, ele regula sua prépria expressdo. Dentro do
nacleo celular, o AS se liga aos mondmeros da proteina NPR1 promovendo a interagdo com o
fator de transcricdo WRKY18 (WRKY DNA-binding protein 18) e do CDKS8 (cyclin-
dependent kinase8) com seus mediadores associados (MED12 e MED13), formando um
complexo que recruta a RNA polimerase Il a regido promotora para iniciar a transcricdo do
gene NPR1. De maneira semelhante, o CDK8 associado ao NPR1 interage com os fatores de
transcricdo TGAS e TGAT (TGA, proteina de ligacdo de elemento cis-TGACG) se ligando ao
promotor do gene PR1 (pathogenesis-related 1) para recrutar a RNA polimerase Il e
promover a expressdéo do gene PR1. O gene CDKS8, assim como o NPR1, regula
positivamente a expressdo dos genes NPR1 e PR1, além de ser essencial para induzir as
respostas dependentes de AS (FIGURA 2) (CHEN et al., 2019).

Figura 2 — Mecanismo pelo qual o gene NPR1 regula sua prdpria expresséo e a do gene alvo.
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E importante ressaltar que a regulacgdo do NPR1 no nlcleo é mediada pelo
proteassoma. ApOs ativar a transcricdo do gene alvo, o NPR1 é rapidamente degradado,
possibilitando o recrutamento de um novo monémero de NPR1 e de outros cofatores para

iniciar novamente a transcri¢cdo de NPR1 e PR1. Os coativadores também sdo degradados pelo
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proteassoma, bloqueando a formacdo dos complexos que iniciam a transcricdo do gene alvo.
Sendo assim, a renovagdo constante do NPR1 no nucleo evita a ativagdo precoce da
SAR/genes de defesa quando ndo ha desafio patogénico e, diante da infeccdo, promove a
expressdo efetiva de genes alvo e estabelecimento da SAR. Essa rotatividade de NPR1 é
necessaria para a expressao completa dos genes alvo e estabelecimento da SAR, uma vez que
a taxa de transcricdo dos genes alvos é diretamente proporcional a degradagdo/renovacdo de
NPR1 no nucleo (SPOEL et al., 2009).

A atividade do promotor do gene NPR1 de C. arabica (CaNPRL1) é dependente de AS
(BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2013). Estes autores mostraram que a atividade de 3-
glucuronidase (GUS) em plantas de Nicotiana benthamiana transgénicas para o promotor do
gene pCaNPR1 apresentaram um aumento significativo no nivel da atividade de GUS ap0s
aplicacdo de AS, mostrando que esse fitohorménio estimula fortemente a atividade
transcricional do promotor CaNPR1. Além disso, 24 horas apds a inoculagdo de H. vastatrix
sobre 0 genotipo suscetivel de café (cultivar Mundo Novo), ndo observaram mudanca
significativa nos niveis de transcritos de CaNPR1. Os autores sugeriram que o desafio pelo
patdgeno nao regula a expressao de CaNPR1 a nivel transcricional. No entanto, Couttolenc-
Brenis et al. (2020) ao estudarem cultivares contrastantes de C. arabica quanto a resisténcia a
ferrugem apds a infeccdo pelo patdgeno, observaram expressdao aumentada em 20 vezes na
cultivar resistente Oro Azteca em relacdo a cultivar suscetivel Garnica. Esses resultados
sugerem que a resisténcia a ferrugem pode ser mediada pela ativacdo do gene NPR1.

Os genes PR codificam proteinas classificadas em 17 familias, de PR1 a PR17 (VAN
LOON et al., 2006), que em condi¢des normais de desenvolvimento da planta apresentam
expressdo em nivel basal. Mas, ap6s o estresse ha um aumento significativo no nivel de sua
expressdao (NOGUEIRA et al., 2012). A PR1, também conhecida como proteina marcadora da
SAR, age com efeito inibitdrio contra patdgenos ao se ligar e sequestrar esterdis da membrana
plasmaética do patégeno (GAMIR et al., 2017).

Couttolenc-Brenis et al. (2020) observaram o aumento de expressdo do gene de defesa
PR1 de C. arabica (CaPR1) na cultivar resistente Oro Azteca em relacéo a cultivar suscetivel
apos a infeccdo de H. vastatrix. Ramiro et al. (2009) também observaram, na cultivar
resistente Tupi de C. arabica, o aumento significativo da expressdo do gene CaPR1 na
infeccdo do patogeno, precisamente durante o estagio de formacdo do haustorio secundario,
enquanto a expressdo desse gene na cultivar suscetivel Catuai, nesse mesmo estagio da
infeccdo do patdgeno, apresentou baixos niveis de expressdo. Os autores sugeriram que a via

de resisténcia mediada por AS também ocorre para o patossistema C. arabica - H. vastatrix.
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A PR2 se refere a enzima B-1,3-glucanase que apresenta atividade antimicrobiana,
atuando na degradacdo das [-1,3-glucanas, componentes da parede celular fungica
(DURRANT; DONG, 2004). A PR5 é denominada na literatura como osmotin-like protein
devido a alta similaridade com a osmotina descrita no tabaco (SINGH et al., 1987). A
atividade antimicrobiana dessa proteina € criar poros transmembranicos na membrana
plasmética do patdgeno, o que impede a manutencdo do pH, resultando em prejuizo para o
desenvolvimento do microrganismo (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

A PR9, também denominada peroxidase (POX), além de fazer parte do sistema
antioxidante celular, € uma enzima essencial na via dos fenilpropandides, pois atua no ultimo
passo dessa via para a biossintese de lignina, acoplando radicais monolignois (&lcool p-
coumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico) em unidades H- (p-hidroxilfenil), G-
(quaiacil) e S- (seringil) de lignina, exercendo papel no fortalecimento da parede celular da
planta e consequentemente aumentando a resisténcia a multiplos patdgenos (CARPITA;
RALPH; MCCANN, 2015). As POXs formam um conjunto de isoenzimas que se diferem por
sua capacidade de catalisar a oxidacdo de diferentes substratos, como substancias aromaticas e
diversos compostos fendlicos (PANDEY et al., 2017). Os compostos fendlicos, também
conhecidos como polifendis, sdo gerados a partir do metabolismo secundario das plantas e
possuem acdo antimicrobiana, inibindo a germinacdo de esporos, crescimento micelial e a
producgéo de enzimas microbianas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Além da POX, a enzima polifenol oxidase (PPO) também usa alguns compostos
fenolicos como substratos. Essas enzimas encontram-se fisicamente separadas de seus
substratos fendlicos e, quando o tecido vegetal é danificado, ocorre 0 aumento da atividade da
PPO ao catalisar a hidroxilacdo de monofenois para o-dihidroxi-fenois. Em seguida, realiza a
oxidacdo de o-dihidroxi-fenois para o-quinonas ou polimeros, resultando na oxidacdo dos
fenois presentes nas células (CONSTABEL; BARBEHENN, 2008). As quinonas possuem
acdo antimicrobiana e sdo mais toxicas que os compostos fendlicos que Ihes deram origem. Ja
0s polimeros, atuam como taninos, formando complexos com proteinas que agem como

barreiras fisicas contra patdégenos (PORCELL et al., 2007).
2.5 Indutores de resisténcia
Em uma sociedade cada vez mais preocupada com o meio ambiente e a seguranca

alimentar, ocorre um aumento pela demanda de produtos/alimentos livres de residuos de

agroquimicos. Além disso, cada vez mais tem se exigido produtos certificados que seguem



25

um padréo de agricultura sustentavel que propde a implementacdo do manejo integrado e uma
reducdo ainda maior do uso de produtos quimicos toxicos. Dessa forma, € indispensavel a
intensificacdo das pesquisas em busca dessas novas solucdes. Uma opcao é o uso de indutores
de resisténcia, sendo uma forma alternativa para o controle de doencas causadas por
fitopatdgenos. Estes indutores sdo conhecidos também como agentes eliciadores abioticos,
pois ativam e elevam o nivel de resisténcia latente pré-existente nas plantas. A principal
funcdo dos indutores € atuar como moléculas sinalizadoras de resposta de defesa, nédo
apresentando ou apresentando baixa toxidez direta aos patdégenos (OLIVEIRA; VARANDA,;
FELIX, 2016).

Apos a aplicacdo destas moléculas nas plantas ocorre um acumulo de proteinas que
tem papel importante na amplificacdo do sinal celular apds a chegada do patégeno. Quando
ocorre o desafio patogénico mais proteinas de sinalizacdo sdo ativadas, levando a uma forte
amplificacdo do sinal e, consequentemente, a uma resposta de defesa mais répida e potente,
efeito conhecido como priming (CONRATH, 2011). O mecanismo molecular do priming de
defesa foi elucidado por Beckers et al. (2009), argumentando que a pré-ativacdo dos
componentes de sinalizagdo, como as quinases MPK3 e MPK®6, antes do estresse € uma etapa
critica na preparacdo das plantas para a inducdo completa das respostas de defesa durante a
inducdo de resisténcia. Esse processo foi demonstrado com o acumulo de mRNA e proteinas
MAPKSs inativas (MPK3 e MPKG6) em plantas de Arabidopsis previamente tratadas com
produto andlogo ao &cido salicilico. ApGs o estresse bidtico ou abiotico, essas proteinas
apresentaram maior atividade nas plantas tratadas em relacdo as plantas ndo tratadas, levando
a inducdo aprimorada de respostas de defesa.

O acibenzolar-S-metil (ASM) e o acido 2,6-dicloroisonicotinico, analogos funcionais
do &cido salicilico, foram os primeiros representantes da categoria de produtos que interferem
nos processos bioquimicos e fisiologicos das plantas com potencial para ativar respostas de
defesa sistémica contra os agentes patogénicos, sendo que, o ASM, do grupo quimico
benzotiadiazol, foi o primeiro a ser registrado e comercializado (KNIGHT et al., 1997). As
plantas tratadas com esse indutor podem ser protegidas contra infeccbes por fungos
biotrdficos e necrotroficos, bactérias e virus (FERNANDES et al., 2013; GUIMARAES et al.,
2016; MANDAL et al., 2008; MEDEIROS et al., 2009). No cafeeiro, a aplicacdo do produto
proporciona protecdo local e sistémica contra ferrugem, e seu efeito persiste na planta até 10
semanas. A acdo do produto no hospedeiro ocorre pds-penetracdo do fungo, pois o tratamento
preventivo com o indutor ndo afeta as estruturas fungicas pré-penetragdo (GUZZO et al.,
2001).
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O efeito protetor do ASM foi comprovado pela sua aplicagdo em folhas de cafeeiro
para inducdo de SAR, levando a ativagcdo de genes que codificam proteinas com atividade
antimicrobiana, incluindo as PR proteinas. Além disso, este composto é capaz de induzir a
expressdo de genes relacionados a explosdo oxidativa, morte celular, reconhecimento e
transducdo de sinal (GUZZO et al., 2009). O efeito do tratamento com ASM também foi
comprovado pela indugdo da expressdo de genes de defesa relacionados ao aumento das
barreiras fisicas e quimicas, como glutationa-S-transferase, peroxidase, superéxido dismutase,
quitinase e lipoxigenase (NARDI et al., 2007).

De Nardi et al. (2006) aplicaram um produto andlogo ao AS em plantas de C. arabica
e, ao compararem o material tratado com partes da planta que ndo foram tratadas, observaram
um aumento sistémico na sintese de PRs (dentre essas, PR2 e PR5), na explosdo oxidativa e
nos processos de fortalecimento da parede (dentre os compostos, a peroxidase). Em trabalho
semelhante, Guzzo et al. (2009), ao estudarem genes de café associados a SAR ap0s aplicacéo
de ASM e do patogeno (H. vastatrix) em plantas da cultivar Mundo Novo (suscetivel) e em
planta de hibrido de Timor (resistente), identificaram genes envolvidos na explosdo oxidativa,
proteinas antimicrobianas, sintese e transporte dessas proteinas, percepcao e transducdo de
sinais, metabolismo de lipidios, entre outros. A inducdo de conjuntos distintos de genes foi
observada nas duas interacfes, no entanto, durante a analise semi-quantitativa e quantitativa
de expressao de alguns desses genes, duas [-1,3-glucanases apresentaram aumento
significativo da expressdo, uma induzida durante a SAR e a outra na reacao incompativel.

As respostas de defesa das plantas também podem ser elicitadas por outros compostos,
como os fertilizantes foliares. A nutricdo mineral pode contribuir na redugédo da severidade e
intensidade de doengas. Além disso, muitos micronutrientes sdo cofatores de enzimas
envolvidas na rota dos fenilpropandides (GRAHAM; WEBB, 1991). Os fosfitos sdo uns dos
fertilizantes foliares ricos em micronutrientes mais estudados como indutores de resisténcia
em plantas e seu efeito ja foi comprovado no controle de doencas causadas por diferentes
patogenos: Fusarium oxysporum (DAVIS; GRANT, 2001), Phoma costarricensis (NOJOSA
et al.,, 2009), Cercospora coffeicola (COSTA et al, 2011, COSTA et al., 2014),
Colletotrichum lindemuthianum (COSTA et al., 2018) e H. vastatrix (COSTA et al., 2014;
MONTEIRO et al., 2016).

Os fosfitos apresentam atividade fungicida na planta (COHEN; COFFEY, 1986),
porém, sdo mais conhecidos por proteger as plantas contra oomicetos (GRANT et al., 1992;
GUEST et al., 1995; GUEST; GRANT, 1991). Esses fertilizantes tém um complexo modo de
acao, apresentando acdo direta contra os patogenos através da inibicdo do crescimento
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micelial ou das rupturas de hifas, e acdo indireta induzindo respostas de defesa no hospedeiro,
tais como o aumento de proteinas PR, fitoalexinas, hidrolases, pectina, lignina, espécies
reativas de oxigénio (levando a reacdo de hipersensibilidade) e compostos fenolicos (DALIO
et al., 2012). A eficécia dos fosfitos ja foi comprovada atuando na inducdo de resposta de
defesa do cafeeiro contra H. vastatrix, com o aumento da transcricdo dos genes POX
(peroxidase), GLU (B-1,3-glucanase), PAL (fenilalanina-amonia liase) e CAT (catalase)
(MONTEIRO et al., 2016).

O modo de acdo dos fosfitos ainda ndo foi completamente caracterizado, mas sabe-se
que, assim como 0 ASM, esses compostos podem induzir o acimulo de &cido salicilico e a
expressdo de genes de resposta de defesa dependentes dessa via (MACHINANDIARENA et
al., 2012; MASSOUD et al., 2012). O fosfito mais utilizado é o de potassio (FK), um sal
inorganico proveniente da neutralizacdo do &cido fosforoso pelo hidroxido de potéssio
(REUVENI, 1997). O trabalho de Massoud e colaboradores (2012) prop&e que a aplicagéo de
FK regule negativamente a proteina MPK4. A expressdo, acumulacdo e fosforilacdo dessa
proteina quinase foram reduzidas, iniciando as respostas de defesa dependentes de AS apos a
infeccdo de Hyaloperonospora arabidopsis em plantas de Arabidopsis previamente tratadas
com FK, o qual também mobilizou dois componentes essenciais da resisténcia a doencas, as
proteinas EDS1 e PAD4.

MASSOUD et al. (2012) demonstraram que a resposta de defesa induzida pela
aplicacdo de FK é dependente da via de AS a partir da ativacdo da expressdo do gene NPRL.
O efeito de baixas doses de FK diante da infeccdo por Hyaloperonospora arabidopsis foi nulo
em plantas deficientes em AS (mutante sid2-1, nahG) quando comparado com plantas
selvagens pré-tratadas que apresentaram 35% de reducdo na esporulacdo do patdgeno,
sugerindo que a sinalizacdo de AS é essencial ao controle do patdégeno. Além disso, o mutante
sid2-1 apresentou um aumento de 100% no numero de esporos em relacdo as plantas
selvagens, mostrando que a supressao da producgédo de AS afetou a resisténcia basal da planta
ao patogeno.

Além disso, plantas mutantes deficientes no gene NPR1 (nprl-1) apresentaram
reducdo de apenas 4% do numero de esporos quando tratadas com FK, indicando que as
respostas de defesa induzidas por FK sdo dependentes da expressdo de NPR1. Ao contrario,
plantas mutantes para jasmonate resistantl (jarl-1), ethylene-insensitive2-1 (ein2-1), e

abscissic acid-deficientl-5 (abal-5), genes dependentes das vias de defesa de AJ, ET e acido

abscisico, respectivamente, ndo apresentaram fenotipo de resisténcia comprometido quando
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tratadas com FK, indicando que a inducdo de resisténcia por FK é independente dessas vias
(MASSOUD et al., 2012).

Eshraghi et al. (2011) observaram que a aplicacdo de FK em plantas transgénicas de
Arabdopsis da linha PR1::GUS aumentou a expressdo do gene PR1 em folhas infectadas por
Phythophthora cinnamoni, além de induzir a expressao desse gene nas folhas ndo inoculadas,
indicando que o tratamento com FK pode atuar através da ativacdo da SAR.

Ao avaliar os efeitos de FK nas respostas de defesa das plantas de batata diante ao
desafio de Phytophtora infestans, Machinandiarena et al. (2011) observaram que o produto
induziu resisténcia, pois impediu o desenvolvimento do patégeno, além de reduzir os
sintomas nas folhas infectadas que foram previamente tratadas. Os autores sugeriram que
essas respostas de defesa podem ter sido, em parte, proporcionadas pelo aprimoramento da
expressao de dois fatores de transcricdo (NPR1 e WRKY1) e 0 gene marcador de defesa PR1,
relacionados a via do AS. Em contraste, um gene relacionado a via do AJ também foi
avaliado, mas sua regulacdo foi negativa em resposta ao tratamento com FK. O produto
apresentou um efeito priming nas plantas tratadas, induzindo uma resposta mais precoce e
intensa a infeccdo do patdgeno, sendo que essa resposta € mediada pelo AS e independente de
Al.

O efeito priming de FK foi observado por Pires (2011) apés o tratamento de plantas de
C. arabica cv. Mundo Novo suscetivel a ferrugem, em que a expressdo dos genes de resposta
de defesa PR2 e PR5 foi ativada 24 horas ap0s a aplicacdo do produto. Também verificaram
que, ap6s a inoculacdo das plantas com H. vastatrix, a expressdo desses genes foi
potencializada no periodo de 24 horas ap6s o desafio com o patogeno.

Monteiro et al. (2016) estudaram o efeito do fosfito de manganés no controle da
ferrugem em mudas de cafeeiro da cultivar Mundo Novo. As aplicacdes foliares do produto
propiciaram o controle de 63% da severidade da doenca, enquanto a aplicacdo com ASM
apresentou 50% de controle, mostrando que o fosfito é tdo eficiente quanto o indutor de
resisténcia padrdo no controle dessa doenca. Os autores sugerem que o resultado obtido apds a
aplicacdo do fosfito pode ter sido proporcionado pelo aumento da inducdo de respostas de
defesa dos genes PR2, POX, PAL e CAT ap0s 24 horas da aplicacdo do produto em plantas
ndo inoculadas. Além disso, as plantas inoculadas previamente tratadas apresentaram aumento
da atividade de enzimas de defesa como o ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e
polifenol oxidase em relacdo as plantas inoculadas néo tratadas.

Diante do exposto, nota-se que o0s estudos de resisténcia induzida por fosfitos

demonstram que as respostas de defesa das plantas sd@o dependentes da via do AS e que 0s
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genotipos resistentes & ferrugem expressam genes dependentes dessa via. Além disso, ja foi
comprovada a eficacia do produto no manejo da ferrugem do cafeeiro, podendo ser utilizado
como uma alternativa aos fungicidas. No entanto, estudos que elucidem o modo de acdo dos
fosfitos na inducdo do aumento da expressdao de genes envolvidos na via do AS em cafeeiro

ainda sdo necessarios.
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Resumo

Os fosfitos tém sido usados como indutores de resisténcia ativando a defesa da planta e aumentando sua
capacidade de resposta diante da invaséo do patégeno. No entanto, 0 modo de a¢do dos fosfitos nas respostas de
defesa ainda néo foi completamente elucidado. Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito do fosfito de potassio
(KPhi) em cultivares de cafeeiro com genotipos contrastantes quanto a ferrugem, visando esclarecer o
mecanismo pelo qual KPhi ativa as defesas constitutivas das plantas. Para isso estudamos a expressao dos genes
PAL, ICS2, MPK4, EDS1, PAD4, NPR1, CDKS8, PR1, GLU, OLP e POX, e as atividades enziméticas de SOD,
APX e PPO, que estdo envolvidos na via de defesa do &cido salicilico (AS). O tratamento com KPhi, na
auséncia do patogeno, induziu o aumento de respostas de defesa constitutivas em cultivares resistentes e
suscetiveis a ferrugem. Os resultados sugerem que KPhi atue em duas vias paralelas de sinais de defesa, AS e
reactive oxygen species (ROS), que sdo essenciais para a inducdo da resisténcia sisttémica adquirida quando
ativadas simultaneamente, e, possivelmente ative a via dos fenilpropanoides. A ativagdo de todos esses membros

associados a rotas de defesa demonstra que KPhi é um potencial indutor de resisténcia em plantas de cafeeiro.

Palavras-chave: Acido salicilico. Espécies reativas de oxigénio. Resisténcia sistémica adquirida. Indutor de

resisténcia. Ferrugem.
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O Brasil é o principal produtor de café ardbica (Coffea arabica) do mundo, uma das commodities mais
comercializadas e consumidas mundialmente. Com uma produgdo estimada de mais de 35,7 mil sacas (60 kg)
beneficiadas para a safra de 2022, o pais foi responsavel por 39% da producdo mundial na safra anterior [1, 2].
Um dos fatores que limitam a produtividade cafeeira sdo as doencas de plantas. Entre os patégenos que mais
afetam esta cultura se destaca o fungo Hemileia vastatrix Berkeley & Broome, agente etioldgico da ferrugem
alaranjada [3]. A doenca pode causar até 50% de queda na produtividade do cafeeiro e a principal medida de
controle dessa doenga tem sido a utilizacdo do controle quimico com os fungicidas triazois e estrobirulinas [4].

Apesar do controle quimico ser importante para 0 manejo de doencas no café, especialmente a
ferrugem, a demanda por café livre de residuos quimicos esta crescendo no mundo, em conjunto com a
exigéncia da producgdo certificada [5]. No Brasil, a questdo dos agroquimicos para a cultura do café é um
desafio, pois a norma global de agricultura sustentavel (Rainforest Alliance 2020) suspende o uso de fungicidas
permitidos pela legislacdo brasileira para o controle da ferrugem, como os triazéis: epoxiconazol, ciproconazol e
triadimenol [6, 7]. No entanto, ainda néo foi sugerida uma data final para a suspenséo do uso dessas substancias
para que os produtores possam encontrar alternativas viaveis para aplicagdo no campo [6].

Diante do possivel veto no uso dessas moléculas, torna-se necessario a busca por novas ferramentas no
manejo de doencas, que sejam eficazes e sustentaveis, uma vez que, 0 aumento da produtividade do cafeeiro
ainda é dependente do controle quimico dessa doenca. Uma alternativa provavelmente viavel para suprir essa
demanda é o uso de indutores de resisténcia, que sdo compostos que ativam a defesa da planta e aumentam sua
capacidade de resposta diante da invasdo de um microrganismo patogénico [8]. Esse efeito pode ser ativado
apos a aplicacdo de fertilizantes, com destaque para os fosfitos, que sdo os mais estudados dentro do manejo das
principais doencas do cafeeiro [9-11].

O modo de acdo dos fosfitos e seus possiveis alvos na planta ainda ndo foram completamente
elucidados, mas sabe-se que esse composto induz o acimulo de salicylic acid (SA) e a expressdo de genes de
defesa dependentes dessa via, assim como o indutor padrdo acibenzolar-S-metil (ASM, anélogo do &cido
salicilico) [12, 13]. O SA esta diretamente envolvido na sinaliza¢do das defesas locais e na resisténcia sistémica
adquirida (SAR), que é caracterizada pela ativacdo simultdnea de um conjunto de genes [14]. Massoud et al.
[13], demonstraram que a aplicacdo de fosfito regula negativamente a expressdo do gene MPK4 (mitogen-
activated protein kinase) e este, por sua vez, reprime as respostas de defesa dependentes de AS, pois, mobiliza

dois componentes essenciais na resisténcia basal, EDS1 (enhanced disease susceptibilityl) e PAD4 (phytoalexin
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deficientl). Quando ha repressdo da atividade da proteina MPK4, a interacdo entre as proteinas EDS1 e PAD4 é
eficaz em induzir a SAR através do aumento do acimulo de SA [15].

O estabelecimento gradual da SAR na planta é promovido inicialmente pela presenga de oxigen
reactive species (ROS) como o peréxido de hidrogénio (H20), responsaveis pela explosdo oxidativa [16]. A
producdo de ROS pode ser mediada por oxidases presentes na membrana plasméatica (NADPH — nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato ou RBOHs — homdlogos de oxidase de explosdo respiratéria) e/ou por peroxidases
da parede celular [17, 18]. Quando produzidas em excesso, ROS tornam-se toxicas as células [19]. Por isso, 0
excesso dessas moléculas é detectado e regulado por um sistema de detoxificagdo celular constituido por
mecanismos de defesa antioxidante enzimaticos e ndo enziméticos [20]. Os antioxidantes enzimaticos sdo
representados principalmente por superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e glutationa peroxidase
[21].

O perdxido de hidrogénio apresenta alta permeabilidade pelas membranas e atua como mensageiro
secundario desencadeando a ativacdo de genes defesa e a sinalizacdo para as células adjacentes. Essa molécula
também participa na formagdo de lignina, servindo como substrato para as peroxidases, além de atuar na
biossintese de SA na rota dos fenilpropandides, aumentando a atividade da enzima &cido benzbico-2-hidroxilase
que catalisa a etapa final da biossintese desse hormdnio [22, 23]. O SA também pode ser sintetizado a partir da
via do corismato, o qual é convertido em isocorismato, e posteriormente, em SA pela acdo das enzimas
isocorismato sintase e isocorismato piruvato liase [24].

Sob as condicfes de estresse celular gerada pela explosdo oxidativa, monémeros da proteina NPR1
(non-expressor of prl) se acumulam no nicleo [25]. O gene NPR1 atua como regulador principal das vias de
sinalizacdo dependentes do SA e, além de regular a expressdao do gene alvo, ele regula autorregula sua
expressdo. Dentro do nucleo celular, o SA liga-se aos mondmeros de NPR1 e promove sua interagdo com 0s
fatores de transcrigdo, como a quinase CDKS8 (cyclin-dependent kinase8), formando um complexo que é
transportado a regido promotora para iniciar a transcricdo do gene NPR1. De maneira semelhante, a CDK8
associado ao monémero de NPR1 interage com outros fatores de transcrigdo e promove a expressdo do gene de
defesa PR1 (pathogenesis — related 1) [26]. Outros genes PRs apresentam alto pico de expressao durante a SAR,
como PR2 (B-1,3-glucanase) e o PR5 (proteina tipo osmotina), os quais possuem atividade antimicrobiana
atuando na parede celular e membrana plasmatica de patégenos, respectivamente [14, 27].

Diante desse contexto, sdo necessarios estudos que esclarecam o mecanismo através do qual KPhi

modula o recrutamento de defesas em plantas. Sabe-se que KPhi é capaz de promover o controle de doengas em
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cafeeiro, mas, esses resultados ndo elucidam completamente 0 modo de agdo desse principio ativo. O intuito
desse trabalho foi avaliar o efeito de fosfito de potassio comparado ao ASM (controle positivo) na ativagdo das
respostas de defesa dependentes da via do SA em geno6tipos contrastantes de C. arabica quanto a resisténcia a
ferrugem. Neste estudo, analisamos a expressao de genes envolvidos na explosdo oxidativa, sintese de SA, e na
regulacdo e responsividade da via desse horménio. Além disso, avaliamos a atividade de enzimas envolvidas no
estresse oxidativo e na producdo de compostos da via dos fenilpropandides e quantificamos os teores de

compostos fenolicos sollveis totais e lignina soltvel.

Material e métodos

Material vegetal

Cultivares de cafeeiro com niveis de resisténcia contrastantes a ferrugem foram utilizadas neste

trabalho (Tabela 1).

Tabela 1 Cultivares de C. arabica, respectivas origens e niveis de resisténcia a ferrugem, e nimero de registro
constante no Registro Nacional de Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Sigla Cultivares Cruzamentos de origem NIV?I Sje . RNC
Resisténcia

AR MGS Aranas Icatu Vermelho IAC 3851-2 x Catimor UFV 1602-215 Resistente 33348

P LAPAR-59 23/3|I2I}312 Sarchi CIFC 971/10 x Hibrido de Timor CIFC Resistente 02324
Catuai Vermelho Caturra Amarelo IAC 476-11 x Mundo Novo IAC 374- .

CcVv IAC 144 19 Suscetivel 02934
Mundo Novo .

MN IAC 376-4 Sumatra x Bourbon Vermelho Suscetivel 02908

Tratamento com indutor de resisténcia

O produto fosfito de potassio (Reforce®, Agrichem do Brasil S.A.) foi utilizado como indutor de
resisténcia na dose de 5,0 mL L, aplicado com pulverizador manual. O produto acibenzolar-S-metil (Bion®,
Syngenta Crop Protection Ltda), na dose de 0,2 g L, foi utilizado como indutor de resisténcia padréo,
considerado controle positivo. No tratamento utilizado como testemunha (controle negativo) foi realizada

pulverizacdo somente com agua destilada.
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O experimento foi conduzido em camara de crescimento (fitotron), sob temperatura de 25 °C + 2 e
umidade relativa de 90%. Foi utilizado o delineamento de blocos casualizados (DBC) com trés blocos e parcela
experimental composta de trés plantas. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3 x 3 x 4, sendo 0s
fatores: dois indutores de resisténcia (fosfito de potéssio e acibenzolar-S-metil) e controle (sprayed with pure
water only); tempos de avaliagdo (06, 24 e 48 horas ap0s tratamento com indutores) e cultivares (MGS Aranas,
lapar-59, Catuai Vermelho IAC 144 e Mundo Novo IAC 376-4). O tratamento testemunha foi amostrado em
todos os tempos avaliados e utilizado para fins de padronizacdo. O experimento foi repetido duas vezes
independentemente a fim de assegurar a repetibilidade dos dados obtidos. Foram utilizadas plantas com quatro
pares de folhas totalmente expandidas, sendo que os tratamentos foram aplicados em toda a planta. Todas as
folhas coletadas foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em ultra freezer a -80 °C até a maceracao

do tecido.

Sele¢do dos genes de referéncia e alvo

Foram selecionados seis potenciais genes de referéncia para normalizacdo dos dados de RT-qPCR do
presente estudo: protein 14-3-3 (14-3-3), ribosomal protein 24S (24S), adenine phosphoribosyltransferase 1
(APT1), elongation factor la (EFla), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e protein
phosphatase 2A (PP2A) (Tabela 2). A escolha desses genes foi baseada em estudos de validacdo em C. arabica
[28, 29]

Como o fosfito de potéassio atua na via de defesa do fitohorménio SA e induz a SAR [13], foram
selecionados doze genes alvo envolvidos na via de defesa desencadeada por SA, relacionados a: explosao
oxidativa - respiratory burst oxidase homolog protein D (RBOHD); biossintese de AS - fenilalanina amoénia-
liase (PAL) e isochorismate synthase 2 (ICS2); regulacéo - mitogen-activated protein kinase (MPK4), enhanced
disease susceptibilityl (EDS1) e phytoalexin deficientl (PAD4); recepcdo - non-expressor of PR1(NPR1) e
cyclin-dependent kinase8 (CDKS8); e responsividade - pathogenesis — related 1 (PR1), B-1,3-glucanase (GLU,
pertencente a familia PR2), osmotin-like protein (OLP, pertencente a familia PR5) e peroxidase (POX,

pertencente a familia PR9) (Tabela 2).

Desenho e sintese dos primers
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Os primers utilizados para amplificar os genes RBOHD, MPK4, EDS1, PAD4, NPR1, CDK8, PR1, GLU e
PR5 foram desenhados com o auxilio do programa Primer 3 Plus [32]. Para a analise da qualidade estrutural dos

primers desenhados foi utilizado o Integrated DNA  Technologies OligoAnalyzer™  Tool

(https://lwww.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer).

Tabela 2 Seis candidatos a genes de referéncia (14-3-3, 24S, APT1, EFla, GAPDH e PP2A) e doze genes alvo
para analise por RT- gPCR em folhas de cultivares de C. arabica

A Tm E
Gene AcCesso Sequéncia de primer (5° - 3’ o
a primer (3~ 3") () (O (%)
1433 SGN.U3564041 F: TGTGCTCTTTAGCTTCCAAACG . 50.4 994
hd ) R: CTTCACGAGACATATTGTCTTACTCAAA 57.6 '
o4 CRO86263.17 F: ACGGCATCAAAGGAGACAAT 114 59.5 994
' R: ATGCAGAACATCGATCACGA 60.2 -
APT1 CT696502.12 F: TAACTCAACCAGCACGACCA 13 60.3 970
: R: TCTGCGGCGTCAGTAGTAGA 59.7 '
F: CTCTCTCGCCTCCTGTCTTC 59.2
2
EFla GWA466696.1° b CAGAGTCGACGTGACCAATG 105 gp3 6
F: TTGAAGGGCGGTGCAAA 57.6
_ 1
GAPDH SGN-U347734 R: AACATGGGTGCATCCTTGCT 59 62.8 98.7
F: CGAATAAACCTTTGGAACTTGG 50.8
2
PP2A GR994021.1 R: GGTAGGGTGAAGCTCTGCTG 17 60.0 995
F: CCAACAACGGACCACAGT 57.8
3
RBOHD  XM_027269685.1° L. 7 X\ A ATCCACAG 108 £5.2 92,5
F: CATCAGGGCTTCGACAAAAT 51.6
2
PAL GT697082.1 R: CGGGTGTTATCCATCGAGAC 141 58.3 %3
F: TGCCATAGTACGAGAAAACA 79.0
4
ICS2 Scaffold21359° . - CCAGAAAATCGACCATAAA 124 499 970
F: AGGAGTGCTTATTCATGGAGGC 60.2
3
MPK4 — XM_027228798.1°  p. 3GCGAATGGGAGGGACATAT 92 59.3 94.9
F: TGAGAAAATGCAAGCAGGAT 58.5
3
EDSI AM_027270029.1° b 5cTGACAACCTTCTCCTTCA 103 58.0 932
PADA evm.model.Scaffol F: CAAGTGGTGGAGGGACAGA 90 58.5 911
d_2065.205 CDS® R: GCCCAGAAGCACGAATCTT 58.1 '
F: GGCATTCAGCGAGGATAAAC 50.7
3
NPRL — XM_027209533.1° . 1 AGCTTCATGTCGGACTTT 101 58.4 102.8
F: AAACACCAATCAGAGCAGCA 59.4
3
CDK8 XM _027222762.1° . o1 ACGTCCCCTCGCCTATCT 136 60.5 924
F: CATTCTCCTAGCAATCTTCTGG 58.1
3
PR1 AM_027256901.1" b ATTGGCGTAGTTTTGTGCATAG 148 59.2 916
F: TGGGTGTTGAAGGGCTTG 60.7
3
GLU AM_027212980.1° o, C ATTGTCTTTCAGCATTTGCAC 90 60.7 913
OLP evm.model.Scaffol F: AACAATCACCCTCCTCACAA 81 58.0 927
d 629.467 CDS®* R: GCAGCCCAAACCGTGTAG 60.3 '
F: TTGCCTTCTCTGCTTTTGCA 66.5
POX GR987384.17 R: GCTTGACTTGCTCCCTGATGA 11 65.8 90.7

A amplicon, pb pares de bases, Tm temperatura de melting, E eficiéncia, F forward primer, R reverse primer
1 NUmero de acesso de acordo com SOL Genomics Network / [28]
2Numero de acesso de acordo com GenBAnk / [29]

3 NUmero de acesso de acordo com NCBI

4 NUmero de acesso de acordo com o banco de dados RNA-seq de café [30] / [31]

5 NUmero de acesso de acordo com Phytozome
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Para andlise da expressdo do gene de referéncia 14-3-3 e GAPDH foram utilizados os primers
desenvolvidos por Barsalobres-Cavallari et al. [28], para os genes de referéncia 24S, APT1, EFla e PP2A, e
genes alvos PAL e POX foram utilizados os primers desenvolvidos por Reichel et al. [29] e o gene alvo ICS2 foi
utilizado o par de primers desenvolvido por Diniz et al. [31]. Posteriormente, todos os primers foram testados
para amplificacdo especifica em gPCR usando o pool de cDNA das amostras e DNA gendmico de C. arabica

cv. Catuai Vermelho IAC 144.

Andlises de RT-gPCR

A extragdo do RNA foi realizada utilizando-se o Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen por
Thermo Fisher Scientific). Em seguida, as amostras de RNA total foram tratadas com TURBO DNA-free™ Kit
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) para a eliminacdo de eventual DNA presente. Esses procedimentos
foram realizados de acordo com as especificacfes do fabricante. As amostras foram quantificadas em
espectrofotémetro NanoDrop™ One/One® Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
e a integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 1,0%. Todas as amostras utilizadas apresentaram uma
relagdo de leitura de 1,8-2,0 de absorbancia em 260/280 nm e 260/230 nm para RNA de alta qualidade.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with
RNAse Inhibitor (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific), a partir dos RNAs totais (1000 ng pL™Y)
tratados com TURBO DNA-free™ Kit DNAse, seguindo as especificacdes do fabricante. A reacdo de
amplificacéo foi realizada em equipamento QuantStudio® 3 Real-Time PCR Instrument (Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific) com o seguinte ciclo de amplificacdo: 2 minutos a 50 °C e 2 minutos a 95 °C,
seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C, finalizando com 15 segundos a 95 °C, 1
minuto a 60 °C e 1 segundo a 95 °C. Os dados gerados foram analisados no programa QuantStudio™ Design &
Analysis Software v1.3.1 (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific).

Para cada reacdo foram utilizados 1,0 pL de cDNA (40 ng/uL), 0,2 uL de cada primer (0,4 uM) e 2,5
pL de GoTag® gPCR Master Mix (Promega Corporation). A reacdo foi completada com 1,1 pL de &gua
UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse, Free (Invitrogen by Life Tecnologies) para um volume final de
5,0 puL/amostra. Exceto para o gene NPR1, que foi utilizado 0,4 pL de cada primer (0,8 uM) e 0,7 pL de agua.
Como inter-ensaio de todas as placas foi utilizada a reagdo com 1,0 pL do pool de cDNA das amostras (100

ng/uL), 0,2 uL de cada primer (0,4 uM) e 2,5 uL de GoTag® gPCR Master Mix (Promega Corporation). A
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reacdo foi completada com 1,1 pL de adgua UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse, Free (Invitrogen by
Life Tecnologies), para um volume final de 5,0 pL/amostra. A auséncia de contaminag8o foi verificada com

reagdes contendo os reagentes e agua (no template control — NTC).

Andlise da estabilidade e nUmero 6timo dos genes de referéncia

Os valores de ciclo de quantificacdo (Cq) dos genes de referéncia foram corrigidos de acordo com a
eficiéncia de cada par de primers, com o auxilio do software GenEx Enterprise (MultiDAnalyzes, Géteberg,
Suécia). Posteriormente, para avaliar a estabilidade dos genes de referéncia, os dados foram submetidos a
ferramenta RefFinder [33], onde foram testados seis conjuntos de amostras: (i) amostras tratadas com
acibenzolar-S-metil, (ii) amostras tratadas com fosfito de potassio, (iii) amostras sem tratamento, (iv) amostras
de gendtipo resistente com e sem tratamento, (v) amostras de genotipo suscetiveis com e sem tratamento, e (Vi)
todas as amostras.

A partir da classificagio obtida com o auxilio do RefFinder, calculou-se o nimero 6timo de genes de
referéncia necessarios para normalizar cada conjunto de dados. Primeiramente, para cada gene em cada conjunto
de dados foi identificado o Cq de maior valor, em seguida, esse foi submetido a férmula 2 (Valor da amostra de maior Cq -
Valor de Cq amostran) Para cada amostra foram calculados os fatores de normalizagdo (NFs) e, posteriormente, uma
matriz gerada a partir da razdo dos dados de dois NF sequenciais de cada amostra que foram transformados em
logz. O desvio padrdo dos dados da matriz para cada par de NF (Vn /n+1) foi calculado e utilizado um cut-off <

0,15, sendo estipulado o namero 6timo de genes de referéncia para cada conjunto de dados experimental [34].

Quantificacdo da expresséo relativa

Os dados de expressdo foram quantificados relativamente pela féormula de Pfaffl [35], com a
normalizacdo sendo feita com a expressdo dos genes de referéncia selecionados a partir dos célculos de
estabilidade e nimero 6timo de genes do conjunto de dados de todas as amostras. Foi utilizada como amostra
calibradora a que apresentou o maior valor Cq. As amostras foram processadas em duplicata técnica e triplicata

bioldgica.

Determinacéo da atividade enzimatica
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Os extratos enzimaticos foram obtidos com a adi¢cdo de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/p) ao
microtubo, e homogeneizado em voértex com tampéo fosfato de potassio 100 mM pH 7,0. Para as enzimas APX
e SOD adicionou-se 600 pL do tampéo para cada 100 mg de tecido vegetal; para a enzima PPO, a cada 100 mg
de tecido vegetal adicionou-se 500 pL do tampdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm
por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo para as analises das atividades
enzimaticas [36].

A atividade da APX (EC 1.11.1.11) foi quantificada de acordo com o método proposto por Nakano &
Asada [37]. Para isso, foram adicionados 1 pL do extrato enzimético, ajustado para 200 pL de solugéo tampéo
fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 contendo acido ascérbico 0,5 mM e peroxido de hidrogénio 0,1 mM. O
contedo foi incubado durante 3 minutos a 30 °C. Em seguida, a atividade desta enzima foi determinada pelo
consumo de peréxido de hidrogénio (H202), a 290 nm, no periodo de 3 minutos a 30 °C. O coeficiente de
extingdo molar de 1,4 mM-* cm™* foi empregado para calcular a atividade da APX (umol/min/mg proteina).

A atividade da PPO (EC 1.10.3.1) foi estabelecida conforme metodologia descrita por Kar & Mishra [38].
Foram adicionados 15 pL do extrato enzimatico, ajustado para 200 pL de solugdo de tampéo fosfato de potéssio
70 mM pH 7,0 e catecol 20 mM. Apds incubacéo a 30 °C, por 10 minutos, a absorbancia foi medida a 410 nm.
O coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM? cm? foi utilizado para calcular a atividade da PPO
(umol/min/mg proteina).

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi pré-determinada pela competéncia da enzima em coibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) [39], em um meio de incubagdo composto por tampéo fosfato de
potassio 100 mM pH 7,0, metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT 1 mM, riboflavina 1 mM e 30 uL do extrato
enzimatico na diluicdo 1:50 (amostra:tampdo). A mistura foi incubada por 15 minutos, em uma camara com
lampada fluorescente de 30 W e, em seguida, a absorbancia foi determinada a 560 nm. Uma unidade da SOD
equivale & quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢des do ensaio. A
atividade da SOD foi apresentada em U SOD/min/mg proteina.

A proteina total de cada extrato enzimatico foi determinada segundo a metodologia de Bradford [40],
utilizando-se uma curva padrdo de albumina sérica bovina. Todos o0s experimentos foram conduzidos usando
trés repetices técnicas. A quantificacdo foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas PowerWave XS

(Biotek).
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Determinagédo dos teores de compostos fendlicos sollveis totais e lignina soltvel

O material vegetal macerado foi liofilizado e uma aliquota de 30 mg homogeneizada com metanol a
80%. O sobrenadante (extrato metanoélico) foi utilizado para determinar os compostos fendlicos solUveis totais,
engquanto o residuo solido foi usado para determinacéo de lignina. Para determinacdo dos fenois sollveis totais,
0 extrato metandlico foi misturado com o reagente de Folin-Ciocalteau 0,25 N. A solucio foram adicionados
Na,CO3 (Carbonato de sodio) 1 M e agua destilada. O volume da reacdo foi de 200 pL e os valores de
absorbéncia desta reacdo foram estabelecidos a 725 nm, em espectrofotémetro e calculados com base na curva
do catecol. Os compostos fenolicos foram definidos em equivalente miligrama de catecol por grama de tecido
seco [41].

Para quantificacdo de lignina solvel, ao residuo sélido foi adicionado metanol a 80%, homogeneizado,
centrifugado e a reacdo levada a estufa para secagem a 45 °C durante 15 horas. Em seguida, o residuo foi
hidratado com solucdo de &cido tioglicolico e 2 M &cido cloridrico (1:10), a solugdo foi colocada em banho
maria a 100 °C durante 4 horas. A rea¢do foi centrifugada e o precipitado dissolvido em agua destilada e
novamente centrifugado. A seguir, o precipitado foi ressuspenso em NaOH (Hidréxido de sodio) 0,5 M e
novamente, centrifugado. O sobrenadante resultante foi misturado com acido cloridrico P.A. e mantido em
camara fria (4°C) durante 4 horas. A seguir, a mistura foi centrifugada e o precipitado ressuspenso em NaOH 0,5
M. A absorbancia desta solucéo foi determinada por espectrofotometria, a 280nm e os valores calculados com
base na curva da lignina e expressos em miligrama de lignina sollvel por grama de tecido seco [42]. Todos 0s
experimentos foram conduzidos usando trés repeticdes técnicas. A quantificacdo foi realizada em

espectrofotdmetro de microplacas PowerWave XS (Biotek).

Anélises estatisticas

Para a analise estatistica e plotagem dos graficos, utilizou-se os valores resultantes da equacédo
(tratamento com o indutor/tratamento controle), correspondente a cada periodo avaliado. Sendo assim, cada
variavel resposta é representada pelo acimulo de transcritos/atividade enzimatica/metabdlitos secundarios em
relagdo ao controle negativo (testemunha). Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia para

experimento fatorial triplo em blocos casualizados, balanceados e de efeitos fixos. Variaveis significativas pelo
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teste F foram submetidas ao teste de Tukey, 5% de significancia, para diferenciar os indutores, o tempo e as

cultivares. Para as andlises foi utilizado o software R [43] e o pacote ExpDes.pt [44].

Resultados

Estabilidade da expresséo dos genes de referéncia

A estabilidade da expressdo dos seis candidatos a genes de referéncia (14-3-3, 24S, APT1, EFia,
GAPDH e PP2A) foi analisada em seis diferentes conjuntos de amostras com base na ferramenta RefFinder que
inclui os algoritmos Delta-Ct, BestKeeper, NormFinder e geNorm (Fig. Suplementar 1) [33]. Os valores médios
de Cq de todas as amostras analisadas variaram de 16,95 a 26,02, expressos pelos genes GAPDH e APT1,
respectivamente, indicando grande variacdo nos niveis de expressdo nos candidatos a genes de referéncia
analisados para esse estudo. Entre os conjuntos de amostras avaliados foi observada varia¢do na estabilidade de
expressdo e classificacdo dos genes de referéncia. De acordo com os valores calculados pelos algoritmos
geNorm e BestKeeper, usando os dados dos valores médios de Cq do conjunto de todas as amostras, todos 0s
genes candidatos exibiram estabilidade transcricional aceitaveis, pois apresentaram valores M (geNorm) abaixo
de um valor de corte de 1,5 [34] e desvio padrdo (BestKeeper) abaixo de 1 [45]. Entretanto, para estes
algoritmos, as estabilidades dos genes PP2A (M = 0,58 e SD = 0,22, respectivamente) e GAPDH (SV = 0,58 e
SD = 0,38, respectivamente) foram maiores quando comparados aos demais genes avaliados. Por outro lado,
PP2A e 14-3-3 foram considerados o0s genes mais estaveis pelo NormFinder (SV = 0,31 e 0,54,
respectivamente) e Delta-Ct (Cq = 0,68 e 0,78, respectivamente). Todos 0s quatro algoritmos ranquearam EF/a
como o gene menos estavel (geNorm = 0,80, BestKeeper = 0,60, NormFinder = 0,68 e Delta-Ct = 0,87) (Fig.
Suplementar 1).

A classificacdo geral estabelecida por RefFinder revelou que os genes mais estaveis foram PP2A
seguido por GAPDH, e o gene de referéncia menos estavel foi EFla (Fig. Suplementar 2). Para todos os
conjuntos de amostras foi calculado o nimero 6timo de genes de referéncia para normalizar a expressdao. O
numero otimo foi calculado de acordo com o primeiro valor de V abaixo do valor de corte de 0,15 [34], que
indicou 0 ndmero minimo recomendado e adequado de genes de referéncia para normalizar cada conjunto de

amostras (Fig. Suplementar 3). No conjunto de todas as amostras, o valor de variacdo pareada para V2/3 (0,13)
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esta abaixo do cut-off, indicando que a combinagdo recomendada dos dois genes de referéncia mais estaveis

para esse conjunto de amostras, PP2A e GAPDH, é suficiente para a normalizagéo da expressdo génica.
Expressédo relativa dos genes alvo

A inducdo da via do fitohormbnio SA ap6s a aplicacdo de fosfito de potassio foi investigada pela
analise da expressdo génica de doze genes (RBOHD, PAL, ICS2, MPK4, EDS1, PAD4, NPR1, CDK8, PR1,
GLU, OLP e POX). Os resultados demostram que o fosfito de potassio (KPhi), assim como o indutor padrao
acibenzolar-S-metil (ASM), induziram a expressdo dos genes analisados nas cultivares MGS Arands (AR),
lapar-59 (IP), Catuai Vermelho IAC 144 (CV), e Mundo Novo IAC 367-4 (MN) nos trés periodos de tempos
avaliados (6, 24 e 48 horas) (Fig.1). No entanto, os niveis de expressdo desses genes ndo foram associados com
a resisténcia ou suscetibilidade das cultivares a ferrugem. De modo geral verificou-se que, em maior parte, 0s
niveis de expressdo dos genes induzidos pelo tratamento ASM (controle positivo) foram superiores em
comparacdo ao tratamento KPhi. Entretanto, observamos que a aplicagdo de KPhi foi capaz de induzir a

expressdo dos genes alvos, especialmente para PAL e POX nas cultivares resistentes.
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Fig. 1 Expressdo relativa dos genes alvo (RBOHD, PAL, ICS2, MPK4, EDS1, PAD4, NPR1, CDKS8, PR1, GLU,
OLP e POX) apds a aplicacdo de KPhi (fosfito de potassio) e ASM (acibenzolar-S-metil) nas diferentes
cultivares de C. arabica avaliadas nos tempos de 6, 24 e 48 horas. Cultivares: Arands (AR), lapar-59 (IP),
Catuai Vermelho IAC 144 (CV) e Mundo Novo IAC 367-4 (MN). O nivel de expressdo do gene é indicado de
acordo com a escala de cores
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Genes envolvidos na producgdo de ROS e enzimas antioxidantes

O gene RBOHD, envolvido na producdo de espécies reativas de oxigénio, apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (indutores), exceto na cultivar IP (Fig. 2). Nas demais cultivares, o gene
apresentou uma inducdo significativamente maior apds a aplicacdo de ASM (controle positivo), principalmente

nos primeiros periodos avaliados. Entretanto, o KPhi ndo induziu a expressdo desse gene se comparado ao

controle.
RBOHD
BMAR -KPhi OIP-KPhi ®CV-KPhi OMN - KPhi
BAR - ASM HIP-ASM ECV-ASM BMN - ASM
4 -

Relative expression

6a 24b 48b
Hours after treatment

Fig. 2 Expressao relativa do gene RBOHD, relacionado a producgdo de espécies reativas de oxigénio, em folhas
de diferentes cultivares de C. arabica ap6s aplicacdo de KPhi (fosfito de potassio) e ASM (acibenzolar-S-metil)
avaliados no tempo de 6, 24 e 48 horas. Cultivares: Arands (AR), lapar (IP), Catuai Vermelho IAC 144 (CV) e
Mundo Novo IAC 367-4 (MN). Barras de erro indicam desvios padrdo; n = 3. Letras mailsculas diferentes
sobre as barras indicam diferencas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os indutores de resisténcia
dentro de cada cultivar. Letras minGsculas diferentes sobre as barras indicam diferencas significativas (teste de
Tukey; p<0,05) entre as cultivares dentro de cada de indutor. Letras minusculas junto aos valores de tempo
indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os tempos de avaliagdo. A linha tracejada
corresponde ao tratamento controle

As enzimas SOD e APX, responsaveis pela detoxificagdo celular atuando na eliminagdo das espécies
reativas de oxigénio produzidas sob estresse, apresentaram comportamentos distintos em relagéo a sua atividade

apo6s o tratamento com os indutores de resisténcia (Fig. 3).
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Fig. 2 Atividade enzimética de SOD e APX em folhas de diferentes cultivares de C. arabica ap6s aplicacdo de
KPhi (fosfito de potassio) e ASM (acibenzolar-S-metil) avaliados no tempo de 6, 24 e 48 horas. Cultivares:
Arands (AR), lapar (IP), Catuai Vermelho IAC 144 (CV) e Mundo Novo IAC 367-4 (MN). Barras de erro
indicam desvios padrdo; n = 3. Letras mailsculas diferentes sobre as barras indicam diferencas significativas
(teste de Tukey; p<0,05) entre os indutores de resisténcia dentro de cada cultivar. Letras minUsculas diferentes
sobre as barras indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre as cultivares dentro de cada de
indutor. Letras mintisculas junto aos valores de tempo indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05)
entre os tempos de avaliacdo. A linha tracejada corresponde ao tratamento controle

A atividade da SOD ndo se diferenciou significativamente entre os tratamentos (indutores) no periodo

de 6 horas apds aplicacdo de ASM e KPhi. Adicionalmente foi possivel observar, neste tempo, que ambos 0s
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indutores apresentaram expressao maior que o controle para todas as cultivares, exceto para MN ap6s
tratamento com ASM. Mostrando que o KPhi apresenta uma capacidade equivalente de induzir a atividade da
SOD se comparado ao ASM para AR, CV e IP. Neste mesmo periodo de avaliagdo, também, foi possivel
observar, apds o tratamento com ambos indutores, que a cultivar AR foi significativamente superior as demais.
Ja nos periodos de 24 e 48h, a cultivar IP apresentou uma atividade enzimatica significativamente maior que as
outras cultivares. Além disso, as 48h, para as cultivares IP e MN, a aplicacdo de KPhi gerou maior atividade
enzimatica que o controle e significativamente maior quando comparado a aplicacdo de ASM (Fig. 3).

Para a enzima APX, as 6h, foi possivel detectar que as cultivares AR e CV apresentaram atividade
estatisticamente maior apds a aplicacdo do indutor KPhi. No entanto, para este mesmo tempo, a atividade
enzimatica foi significativamente maior no tratamento ASM nas cultivares MN e IP. As 48h, a cultivar IP
apresentou um aumento significativo na atividade da APX em resposta ao indutor KPhi. No geral, a atividade

dessa enzima foi maior no periodo de 6 horas (Fig.3).

Expresséo de genes envolvidos na biossintese, regulacéo, recepcao e responsividade da via do SA

As cultivares apresentaram diferenca significativa para a expressdo dos genes ICS2 e PAL, envolvidos
na biossintese de SA (Fig. 4). A cultivar resistente IP, as 24h, apresentou 0s maiores niveis significativos de
expressdo de ICS2 em relagdo as demais cultivares, apoés o tratamento com ASM, que também foi
significativamente maior do que o tratamento com KPhi. Para esse mesmo gene, as 48h, diferenca significativa
entre os indutores de resisténcia foi verificada apenas nas cultivares IP e MN, que apresentaram maior expressao
apos a aplicacdo de ASM. Para o gene PAL, com relacdo a aplicagdo dos indutores ndo se observou diferenca
significativa entre eles. No entanto, a cultivar AR produziu um aumento significativo dos niveis de transcritos
ao longo dos tempos avaliados, com maior expressdo desse gene as 48 horas, em ambos 0s tratamentos
(indutores). Entretanto, foi possivel observar que a expressao desse gene foi maior que o controle para ambos os
indutores, todos os tempos e cultivares avaliadas, além de demostrar que KPhi apresenta mesma capacidade de
induzira expressao desse gene se comparado ao ASM (Fig. 4).

Em relacdo a expressdo relativa dos genes MPK4, EDS1 e PAD4, envolvidos na regulagdo do SA,
observa-se diferenca significativa apds tratamento com os indutores. No geral, ap6s a aplicagdo de ASM ocorreu
uma maior inducdo significativa desses genes, principalmente, no periodo de 6 horas que foi estatisticamente

superior aos demais periodos avaliados (Fig. 5). Para o gene MPK4, ocorreu maior expressao nas cultivares AR
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e CV apo0s tratamento com ASM. Para os genes EDS1 e PAD4, além dessas duas cultivares, a cultivar MN

também teve um aumento significativo da expressdo de ambos os genes apds aplicagdo de ASM.

1CSs2

mAR -KPhi OIP-KPhi ®CV-KPhi OMN - KPhi
BEAR - ASM BEIP-ASM ECV-ASM BMN - ASM

4 -

kS

8

=)

5

b

=

=

b

o

6b 24ab 48a
Hours after treatment
PAL
BMAR -KPhi OIP-KPhi mCV-KPhi OMN - KPhi
BAR - ASM HIP-ASM BCV-ASM EMN - ASM

kS

8

=)

5

b
=
=

b
o

6b 24b 48a
Hours after treatment

Fig. 4 Expressdo relativa dos genes ICS2 e PAL, envolvidos na biossintese do 4cido salicilico, em folhas de
diferentes cultivares de C. arabica apds aplicacdo de KPhi (fosfito de potassio) e ASM (acibenzolar-S-metil)
avaliados no tempo de 6, 24 e 48 horas. Cultivares: Arands (AR), lapar (IP), Catuai Vermelho IAC 144 (CV) e
Mundo Novo IAC 367-4 (MN). Barras de erro indicam desvios padrdo; n = 3. Letras maiusculas diferentes
sobre as barras indicam diferencas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre 0s indutores de resisténcia
dentro de cada cultivar. Letras minusculas diferentes sobre as barras indicam diferencas significativas (teste de
Tukey; p<0,05) entre as cultivares dentro de cada de indutor. Letras minusculas junto aos valores de tempo
indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os tempos de avaliagdo. A linha tracejada
corresponde ao tratamento controle
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Fig. 5 Expressdo relativa dos genes MPK4, EDS1 e PAD4, envolvidos na regulacdo do &cido salicilico, em
folhas de diferentes cultivares de C. arabica ap6s aplicacdo de KPhi (fosfito de potassio) e ASM (acibenzolar-S-
metil) avaliados no tempo de 6, 24 e 48 horas. Cultivares: Arands (AR), lapar (IP), Catuai Vermelho IAC 144
(CV) e Mundo Novo IAC 367-4 (MN). Barras de erro indicam desvios padrdo; n = 3. Letras mailsculas
diferentes sobre as barras indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os indutores de
resisténcia dentro de cada cultivar. Letras minGsculas diferentes sobre as barras indicam diferengas
significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre as cultivares dentro de cada de indutor. Letras minusculas junto aos
valores de tempo indicam diferencgas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os tempos de avaliagdo. A
linha tracejada corresponde ao tratamento controle

Quanto aos genes NPR1 e CDKS, relacionados a recep¢do do SA para regulacéo da expressdo de genes
alvos responsaveis pela resposta de defesa, observou-se diferenca significativa entre os indutores. No geral,
também, ocorreu um aumento significativo da expressao desses genes as 6 horas (Fig. 6). Na cultivar AR, apds
o0 tratamento com ASM, houve maior inducdo de expressdo de ambos os genes. Na cultivar CV, apés aplicacéo
de ASM, ocorreu maior inducdo de expressdo somente do gene NPR1.

Os genes PR1, PR2 e PR5, responsaveis pela resposta de defesa relacionadas a via do SA, apresentaram
diferentes perfis de expressdo génica apos a aplicacdo dos tratamentos (Fig. 7). O gene PR1 apresentou maior
expressdo apos o tratamento com o indutor ASM em todas as cultivares em pelo menos um tempo avaliado. Para
0 gene PR2, a cultivar IP apresentou expressao significativamente maior quando comparado ao tratamento com
ASM, as 48 horas apés aplicacdo de KPhi. Para a cultivar AR, os resultados da expressdo relativa desse gene

foram semelhantes entre os indutores. As cultivares resistentes (AR e IP) apresentaram aumento da expresséo
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estatisticamente maior que as cultivares suscetiveis (CV e MN) apés tratamento com KPhi, as 6h. O gene PR5
apresentou diferenca significativa entre os indutores de resisténcia. ASM foi o tratamento que apresentou maior
expressdo, principalmente as 6 horas, exceto quando se observou os resultados da cultivar IP em que ndo houve

diferenca significativa entre os indutores ao longo dos tempos avaliados (Fig. 7).
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Fig. 6 Expressdo relativa dos genes NPR1 e CDKS8, relacionados a recepcéo de acido salicilico para regular a
expressdo de genes alvo, em folhas de diferentes cultivares de C. arabica ap0s aplicacdo de KPhi (fosfito de
potéssio) e ASM (acibenzolar-S-metil) avaliados no tempo de 6, 24 e 48 horas. Cultivares: Arands (AR), lapar
(IP), Catuai Vermelho IAC 144 (CV) e Mundo Novo IAC 367-4 (MN). Barras de erro indicam desvios padréo;
n = 3. Letras mailsculas diferentes sobre as barras indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05)
entre os indutores de resisténcia dentro de cada cultivar. Letras minGsculas diferentes sobre as barras indicam
diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre as cultivares dentro de cada de indutor. Letras
mindsculas junto aos valores de tempo indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre 0s
tempos de avaliagdo. A linha tracejada corresponde ao tratamento controle
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Fig. 7 Expressdo relativa dos genes PR1, PR2 e PR5, relacionados a resposta de defesa relacionada a via do
acido salicilico, em folhas de diferentes cultivares de C. arabica ap6s aplicagdo de KPhi (fosfito de potéssio) e
ASM (acibenzolar-S-metil) avaliados no tempo de 6, 24 e 48 horas. Cultivares: Arands (AR), lapar (IP), Catuai
Vermelho IAC 144 (CV) e Mundo Novo IAC 367-4 (MN). Barras de erro indicam desvios padréo; n = 3. Letras
mailsculas diferentes sobre as barras indicam diferencas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os
indutores de resisténcia dentro de cada cultivar. Letras minusculas diferentes sobre as barras indicam diferencas
significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre as cultivares dentro de cada de indutor. Letras minusculas junto aos
valores de tempo indicam diferencgas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os tempos de avaliagdo. A
linha tracejada corresponde ao tratamento controle

Componentes envolvidos na formacao de compostos fenolicos

O gene POX, envolvido na biossintese de lignina, ndo apresentou diferenga significativa na expressdo
entre indutores de resisténcia, exceto para a cultivar CV no periodo de 48 horas, onde a aplicacdo do ASM
induziu maior expressdo se comparado a KPhi (Fig. 6). Entretanto foi possivel observar que o indutor KPhi,
assim como 0 ASM, induziu alta expressdo desse gene nas cultivares AR e IP, cerca de 11 e 6 vezes mais que o
controle, respectivamente. No geral, as cultivares AR, IP e CV apresentaram um aumento da expressdo relativa
de POX ao longo do tempo avaliado, com um pico de expressdo as 48 horas, entretanto AR produziu niveis

significativamente maiores em comparacao as outras cultivares.
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Fig. 8 Expressao relativa do gene POX, variavel envolvida na biossintese de lignina, em folhas de diferentes
cultivares de C. arabica apo6s aplicacdo de KPhi (fosfito de potassio) e ASM (acibenzolar-S-metil) avaliados no
tempo de 6, 24 e 48 horas. Cultivares: Aranas (AR), lapar (IP), Catuai Vermelho IAC 144 (CV) e Mundo Novo
IAC 367-4 (MN). Barras de erro indicam desvios padrdo; n = 3. Letras mailsculas diferentes sobre as barras
indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os indutores de resisténcia dentro de cada
cultivar. Letras minusculas diferentes sobre as barras indicam diferencas significativas (teste de Tukey; p<0,05)
entre as cultivares dentro de cada de indutor. Letras minusculas junto aos valores de tempo indicam diferengas
significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os tempos de avaliacdo. A linha tracejada corresponde ao
tratamento controle

Em relacdo a atividade da enzima PPO, relacionada a formagdo de compostos fendlicos, os resultados
mostram diferenga significativa tanto entre os indutores testados quanto entre as cultivares (Fig. 9). Na cultivar
IP a atividade da enzima aumentou ao longo do tempo até as 24 horas, onde apresentou 0 pico da agdo
enzimatica, sendo significativamente maior no tratamento com KPhi. Ja nas cultivares AR e MN, a atividade
enzimética foi significativamente maior ap6s a aplicacdo de ASM. A cultivar CV foi a que apresentou menor

atividade dessa enzima apds os tratamentos com os indutores em todos os tempos avaliados, entretanto em 6

horas o tratamento KPhi induziu uma atividade significativamente maior em relagdo ao ASM.

Teores de compostos fendlicos solUveis totais e lignina soltvel

Os niveis de compostos fendlicos totais ndo diferiram significativamente entre as variaveis analisadas.

O teor de lignina apresentou diferenca significativa entre as cultivares, sem ocorrer a discriminacdo entre

cultivares resistentes e suscetiveis (Fig. Suplementar 8).



61

PPO

mAR -KPhi OIP-KPhi ®CV-KPhi OMN - KPhi
BAR - ASM EIP-ASM EBCV-ASM BMN - ASM

[¥8)

[\

PPO activity
(umol-!' min-! mg protein)

—

6b 24a 48¢
Hours after treatment

Fig. 9 Atividade enzimatica de PPO em folhas de diferentes cultivares de C. arabica ap6s aplicacdo de KPhi
(fosfito de potassio) e ASM (acibenzolar-S-metil) avaliados no tempo de 6, 24 e 48 horas. Cultivares: Arands
(AR), lapar (IP), Catuai Vermelho IAC 144 (CV) e Mundo Novo IAC 367-4 (MN). Barras de erro indicam
desvios padrdo; n = 3. Letras mailsculas diferentes sobre as barras indicam diferengas significativas (teste de
Tukey; p<0,05) entre os indutores de resisténcia dentro de cada cultivar. Letras minusculas diferentes sobre as
barras indicam diferencas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre as cultivares dentro de cada de indutor.
Letras mindsculas junto aos valores de tempo indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os
tempos de avaliagdo. A linha tracejada corresponde ao tratamento controle

Discussao

Para obtermos resultados precisos e confiaveis utilizamos genes de referéncia para normalizar os dados
de expressdo génica das amostras do presente estudo. Esses genes devem apresentar estabilidade nos niveis de
expressdo em todas as amostras avaliadas e devem ser validados para cada condicdo experimental, uma vez que
os niveis de expressdo podem variar de acordo com cada contexto analisado [34, 46]. Além disso, é fundamental
calcular o nimero e a combinacdo adequada desses genes para evitar e/ou reduzir grandes variagdes na
expressdo dos genes alvo [34]. Sendo assim, foram testados seis genes de referéncia candidatos (14-3-3, 24S,
APT1, EFla, GAPDH e PP2A) em cultivares de C. arabica com resisténcia contrastante a ferrugem (resistentes:
AR e IP; e suscetiveis: CV e MN), pulverizadas com indutores de resisténcia (ASM e KPhi) e avaliadas em trés

periodos diferentes (6, 24 e 48 horas apds a aplicagdo dos produtos) em camara de crescimento. Nesse contexto
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experimental, os genes de referéncia mais estaveis no conjunto de todas as amostras foram PP2A e GAPDH, e a
combinacao desses genes foi suficiente para normalizar a analise dos dados de RT-gPCR.

Nesse estudo, a aplicacdo foliar de KPhi aumentou a transcri¢cdo de genes relacionados a respostas de
defesa (PAL, NPR1, GLU e POX) além de aumentar a atividade de enzimas de defesa (SOD, APX e PPO)
apresentando expressao relativa / atividade enzimatica semelhante ou maior que a observada ap6s a aplicacdo do
indutor padrdo ASM em vdrias situacdes avaliadas (cultivares e tempos de coleta). Estudos sobre a inducdo de
resisténcia tém demonstrado que fosfitos sdo tdo eficientes quanto o indutor de resisténcia ASM, uma vez que,
ativam os mecanismos naturais de defesa do cafeeiro, aumentando a resisténcia a doencas e, consequentemente,
promovendo o controle de doengas como ferrugem, mancha de phoma e mancha manteigosa [10, 47, 48].

Sabe-se que 0 ASM atua no cafeeiro induzindo uma resposta geral de resisténcia mediada pelo SA [49-
51], mas, o modo de acdo de KPhi ainda néo foi completamente caracterizado. Sabe-se que assim como ASM,
esse composto induz o acimulo de SA e a SAR [12, 13, 52]. Vale ressaltar que apenas 0 nutriente que
acompanha o ion fosfito, nesse caso, o potassio, é assimilado pela planta [53]. Esse nutriente quando fornecido
em baixas concentra¢des promove a producdo de ROS, aumenta a producdo de antioxidantes e afeta o balango
de fitohormdnios [16].

A SAR pode ser desencadeada a partir da geracdo de ROS [54]. A produgdo dessas moléculas pode ser
mediada por NADPH (RBOHSs) oxidases da membrana plasmatica, por peroxidases da parede celular ou por
ambas [17]. Entre as RBOHs, a RBOHD atua como mediadora de uma répida sinalizagdo sistémica [18]. O
indutor KPhi ndo induziu a expressdo de RBOHD, sugerindo que a possivel producdo de ROS ndo foram
geradas a partir de NADPH oxidases. Resultados semelhantes foram constatados por Massoud et al. [13], com a
aplicacdo de KPhi como indutor de resisténcia no patossistema Hyaloperonospora arabidopsidis x Arabidopsis.
Esse resultado pode ser justificado pelo fato de que o efeito do suprimento de potassio é inversamente
proporcional a atividade de NADPH oxidase e a producdo da molécula superdxido dependente dessa enzima
[55].

Os resultados sugerem a producdo de ROS em resposta a KPhi, uma vez que esse indutor induziu o
aumento da atividade das enzimas superdéxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX). Essas enzimas
constituem o mecanismo de defesa antioxidante enzimatico celular, protegendo os componentes celulares de
danos nocivos causados pelo acimulo de ROS [56]. A enzima SOD atua na linha de frente do sistema de
detoxificacdo celular, sendo responsavel por converter os ions superéxido em perdxido de hidrogénio, e em

seguida reduzido a 4gua através da acdo da enzima APX, que utiliza ascorbato como substrato [57]. De acordo
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com Monteiro et al. [10], a aplicagdo de fosfito de manganés induziu o aumento na atividade das enzimas PAL,
APX, SOD e PPO no patossistema café — H. vastatrix apés a infeccdo do patogeno, além de aumentar a
expressdo de genes que codificam outras enzimas do complexo antioxidante, a peroxidase e a catalase.

Entre as ROS, o peroxido de hidrogénio apresenta alta permeabilidade pelas membranas. Dessa forma,
atua como mensageiro secundario, desencadeando a ativacdo de genes de defesa local e sistémico. Essa
molécula também atua na biossintese de SA, aumentando a atividade da enzima &cido benzdico-2-hidroxilase
(BA2H) que catalisa a etapa final da via da fenilalanina [54]. Neste estudo, observamos que KPhi induziu altos
niveis de expressdo de fenilalanina amonia liase (PAL) nas cultivares resistentes em relagdo as suscetiveis. A
enzima PAL atua convertendo fenilalanina em &cido trans-cindmico, que é posteriormente convertido em
BAZ2H; além disso, a PAL é uma enzima chave da via dos fenilpropandides, responsavel pela biossintese de
varios metabolitos secundérios relacionados a defesa, como a lignina [22, 24].

No entanto, durante a resisténcia sistémica, a principal fonte de SA ap6s infeccdo do patogeno é
originada pela via do corismato, onde esse composto é convertido em isocorismato, e posteriormente, em SA
pela agdo das enzimas isocorismato sintase e isocorismato piruvato liase. Por outro lado, a sintese de SA via
fenilalanina ocorre de forma mais répida e esta relacionada a resisténcia local [24, 58]. No entanto, o gene 1CS2,
ndo apresentou aumento expressivo nos niveis de transcritos na presenca de KPhi, indicando que possivelmente
0 SA sintetizado ndo se originou da via do isocorismato, provavelmente devido aos baixos niveis de expressao
dos genes EDS1 e PAD4 apos tratamento com KPhi.

Os genes EDS1 e PAD4 codificam proteinas essenciais a sinalizacdo de resisténcia a doencas de
plantas, que interagem diretamente entre si e ativam a amplificacdo das defesas locais atraveés de um maior
acimulo de SA [59]. Essas proteinas promovem a expressao do gene que codifica a enzima isocorismato sintase
envolvida na sintese de SA. O AS, por sua vez, promove a expressdo de EDS1 e PAD4 e dessa maneira,
potencializa 0 acimulo desse horménio e, consequentemente, a sinalizagdo da defesa [60]. Em resposta ao
tratamento com ASM, ocorreu 0 aumento da expressdo de EDS1, PAD4 e ICS2, indicando que a sintese de SA
tenha ocorrido através da via do isocorismato.

A interacdo das proteinas EDS1-PAD4 também estd envolvida no antagonismo entre as rotas do SA e
acido jasmonico (AJ) /etileno (ET), reprimindo a fungdo da MPK4 de ativar a rota AJ/ET [61,62]. Nosso estudo
mostrou que a expressdo de MPK4 em folhas de cafeeiro, tratadas com KPhi, diminui ao longo do tempo
avaliado. Esses resultados estdo de acordo com Massoud et al. [13] que demonstraram que KPhi regula

negativamente o gene MPK4 e, consequentemente, reduz o acimulo e fosforilacdo da proteina MPK4.
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A expressdo do gene NPR1 é dependente de SA. O SA se liga aos mondmeros da proteina NPR1
promovendo a interacdo com fatores de transcrigdo (dentre eles, CDKS8) levando a transcricdo de NPR1. De
maneira semelhante, o0 CDK8 ainda associado ao NPR1 promove a expressdo do gene PR1 [26]. O NPR1
apresenta expressdo constitutiva e s é ativado na presenca do patdégeno ou aplicacdo exdgena de SA [63]. Sabe-
se, por exemplo, que para C. arabica a atividade do promotor do gene NPR1 é dependente de SA [28].

Neste estudo o aumento da expressdo de NPR1 e CDK8 em relagdo a testemunha ocorreu somente as 6
horas ap6s a aplicagdo de KPhi e ASM. Esse comportamento pode ter ocorrido devido a duas situagdes
particulares que envolvem a expressdo de NPR1: a diminuigdo do potencial redox celular e a regulacdo de NPR1
pelo proteassoma [25]. Quando as enzimas antioxidantes se acumulam na célula para promover a limpeza de
ROS, ocorre 0 aumento do potencial redox [57]. Sob essas condicdes, a proteina NPR1 que se apresentava como
oligbmeros no citosol é reduzida a seu estado monomérico e se acumula no nlcleo para controlar a expressao de
genes relacionados a SAR. Quando ha diminui¢do das condicdes redutoras, ocorre situagdo contréria em que
proteina NPR1 permanece em seu estado oligomérico no citosol [25]. Apoés ativar a transcri¢do do gene alvo, o
NPR1 é rapidamente degradado pelo proteassoma evitando a ativagdo precoce da SAR/genes de defesa quando
ndo h& desafio patogénico, devido a renovacéo constante do NPRZ1 no ntcleo [64].

Essa hipotese é reforcada principalmente pelos resultados observados para o gene PR1. No tratamento
com ASM observou-se 0 aumento nos niveis de transcritos deste gene em todos os periodos avaliados, com
exce¢do da cultivar MN as 48 horas. Ao contrario, nas plantas tratadas com KPhi, a expressdo deste gene foi
reduzida ou ndo se diferenciou do tratamento controle. A proteina codificada pelo gene PR1, também conhecida
como proteina marcadora da SAR, possui efeito inibitério contra patégenos fingicos, por meio de sequestro de
ester6is da membrana plasmatica destes organismos [65]. Sua expressdo é dependente do acimulo de SA e,
baixos niveis de expressdo observados sugerem que o tratamento com KPhi ndo levou ao acimulo de SA a
niveis suficientes para induzir a expressao de PR1. Nas plantas tratadas com ASM o0 aumento da expressdo de
genes relacionados a SAR, principalmente PR1, pode ser explicado pelo fato de que o produto é um analogo
desse horménio. Sendo assim, o tratamento com ASM ndo requer, necessariamente, que ocorra a sintese de SA
para induzir a expressdo de genes como EDS1, PAD4 e ICS2 para garantir o acimulo de SA e
consequentemente, a expressdo de genes dependentes da via desse horménio.

Além da PR1, outras proteinas relacionadas a patogénese (PRs) apresentam alto pico de expressao
durante a SAR [14]. O gene PR2, também conhecido como GLU, codifica a enzima f-1,3-glucanase, apresentou

um pico de expressdo no periodo de 48 horas em resposta a KPhi e ASM, no qual é perceptivel a diferenca entre
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as cultivares susceptiveis e resistentes, principalmente ap6s o tratamento com KPhi. A p-1,3-glucanase
apresenta atividade antimicrobiana porque atua degradando as B-1,3-glucanas, componentes de estruturas de
infeccdo e colonizacdo de H. vastatrix [14, 66]. A expressdo desse gene pode ter sido maior nas cultivares
resistentes, pois, na interacdo incompativel entre H. vastatrix e C. arabica ocorre aumento dos transcritos desse
gene em apenas 24 horas, sugerindo que as cultivares resistentes podem apresentar niveis de expressao
constitutivos maiores do que em cultivares suscetiveis [67]. O gene PR5, também conhecido como OLP, é
denominado na literatura como osmotin-like proteins e sua atividade antimicrobiana baseia-se na formacéo de
poros na membrana plasmatica do patégeno, impedindo a manutencdo do pH [68]. Os baixos niveis de
expressdo deste gene em resposta a KPhi podem estar relacionados ao acimulo insuficiente de SA para
desencadear a expressdo de genes PRs.

O perdxido de hidrogénio, além de interagir na sinalizacdo de respostas de defesa, participa na
formacdo de lignina como substrato para as peroxidases, fortalecendo a parede celular da planta,
consequentemente aumentando a resisténcia a multiplos patdgenos [23]. As peroxidases (POX) ou PR9, sdo
codificadas pelo gene POX. Nossos resultados, mostram que KPhi foi tdo eficiente quanto ASM ao induzir a
expressdo desse gene, principalmente nas cultivares resistentes que apresentaram um aumento expressivo do
namero de transcritos ao longo do tempo avaliado. Além de atuar na biossintese de lignina, sendo essencial na
Gltima etapa da via dos fenilpropanodides, a POX faz parte do complexo enzimatico de antioxidantes e atua
catalisando a oxidacdo de diferentes substratos, como o0s compostos fendlicos. Esses possuem acdo
antimicrobiana, inibindo germinacéo de esporos, crescimento micelial e a produgdo enzimética [22, 69, 70].

Os baixos teores de compostos fendlicos totais e teor de lignina, em resposta a aplicacdo de indutores,
podem estar relacionados ao tempo de coleta utilizado no presente estudo, possivelmente insuficiente para o
aumento significativo desses compostos [71]. Mas, devido ao aumento da expressdo génica de PAL e também
da atividade da PPO é provavel que a formacdo de compostos fendlicos ocorra posteriormente ao tempo
avaliado. Além da POX, a enzima PPO também utiliza compostos fendlicos como substratos para reacdo de
oxidacdo. A aplicacdo de KPhi, de maneira geral, resultou em aumento na atividade enziméatica na maioria das
cultivares. As PPOs sdo um grupo de enzimas que catalisam a hidroxilacdo de monofendis para o-difendis e, em
seguida, a oxidacdo de o-difendis para o-quinonas na presenca de oxigénio. As quinonas possuem agao
antimicrobiana e sdo mais toxicas que os compostos fenolicos que Ihes deram origem [72].

Nosso trabalho mostrou que a aplicagdo foliar de KPhi atua pré-ativando varios componentes do

mecanismo de defesa, desde moléculas sinalizadoras até enzimas especificas para producdo de metabdlitos
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secundarios. Dessa forma, KPhi pode ser considerado um potente indutor de resisténcia do cafeeiro, pois, é
responsavel por estimular a expressdo das defesas naturais da planta que possivelmente ocorreriam na interagao
patdgeno-hospedeiro, e, em caso de ocorréncia da referida interagdo, provavelmente resultaria em respostas
mais rapidas e em maior intensidade. Essa caracteristica dos indutores de resisténcia é conhecida como efeito
priming, pois, a aplicacdo desses na planta leva ao acimulo de proteinas inativas. E, diante ao desafio
patogénico mais proteinas de sinalizacdo sdo ativadas, levando a uma forte amplificacdo do sinal, e
consequentemente a uma resposta de defesa mais rapida e potente [73].

O tratamento com KPhi, na auséncia do patogeno, induziu a ativacdo de varios componentes
relacionados a respostas de defesa em mudas de cafeeiro com diferentes niveis de resisténcia a ferrugem. Apesar
de algumas variaveis (SOD, PAL, NPR1, GLU e POX) terem sido mais responsivas a KPhi nas cultivares
resistentes, esse tratamento também foi capaz de induzir a resposta desses componentes de defesa, mesmo que
em baixos niveis, nas cultivares suscetiveis. 1sso pode ocorrer porque os indutores de resisténcia ativam a
resisténcia latente da planta [8], e as plantas resistentes a ferrugem expressam varias dessas respostas de defesa,
impedindo que a interagdo planta-patdgeno seja compativel [29, 50, 74, 75].

O mecanismo de a¢do de KPhi na indugdo de resisténcia do cafeeiro, possivelmente, envolva a mesma
via daquela induzida pelo ASM, que pode ser observado pela indugéo de genes responsivos ao SA. Assim como
a resposta de defesa de gendtipos resistentes a ferrugem, que também expressam genes dependentes dessa via
[74, 76]. Esse mecanismo também pode envolver a produgdo de ROS, devido ao aumento da atividade de
enzimas antioxidantes responsaveis pela eliminacdo dessas moléculas. Dessa forma, 0 mecanismo de agéo de
KPhi provavelmente atue nessas duas vias paralelas de sinais de defesa, SA e ROS, que sdo essenciais para a
inducdo da SAR quando ativadas simultaneamente [77]. Além disso, KPhi induziu o aumento da expresséo de
genes (PAL e POX) e atividade de uma enzima (PPO) envolvidos na biossintese de compostos fenolicos e
lignina. Esses compostos sdo tipicos de defesa do cafeeiro, uma vez que a regulacdo desses fazem parte da

estratégia constitutiva de defesa de cultivares de cafeeiro com diferentes niveis de resisténcia a ferrugem [29].

Conclusdes

KPhi pode mobilizar a inducao de diversas moléculas associadas com as respostas de defesa em plantas

de cafeeiro. O tratamento com KPhi, via foliar, induziu a ativacdo de componentes relacionados as respostas

naturais de defesa em cultivares de cafeeiro resistentes e suscetiveis a ferrugem, mesmo na auséncia do
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patogeno. Possivelmente, o mecanismo de ac¢do de KPhi ative simultaneamente duas vias de sinais de defesa
(SA e ROS) essenciais para o estabelecimento da SAR e também, regule positivamente a biossintese de
metabolitos secundarios, compostos tipicos da defesa do cafeeiro. Todos esses mecanismos de defesa em
conjunto podem conferir as plantas uma resposta de defesa mais rapida e, consequentemente uma maior

protecdo a um eventual desafio patogénico.

Contribuicbes dos autores: ldealiza¢do do trabalho: PFP, MLVR, NCF, MLS, TR e DMSB. Preparo material
vegetal: PFP, MLS, NCF e DMSB. Extrac6es RT-qPCR: PFP, NCF e MLS. Analises RT-gPCR: PFP, NCF e
TR. Anélises genes de referéncia: PFP e TR. Analises enzimaticas e metabdlitos secundarios: PFP, TR e DMSB.
Andlises estatisticas: PFP, EBF e DMSB. Gréficos: PFP, EBF e TR. Andlise e interpretacdo dos dados: PFP, TR
e NCF. Escrita do artigo: PFP. Reviséo critica do artigo: MLVR, NCF, TR, DMSB e MLS. Todos os autores
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Supplementary Information

Supplementary Fig. 1 General variation in quantification cycle (Cq) values for each reference gene in different
sets of C. arabica cDNA samples (all the samples, samples treated with potassium phosphite, and acibenzolar-
S-methyl, control samples, resistant, and susceptible genotype samples). Bars indicate maximum and minimum
Cq values, and the symbol indicates the mean. Higher Cq values indicate a lower level of expression of the
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Supplementary Fig. 2 General ranking of candidate reference genes according to the geometric mean weight
(GM) calculated using RefFinder in the set containing all experimental samples. The more stable genes have the
lowest GM values, while the least stable genes have the highest values. The stability of the gene is inversely
proportional to the value of GM
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Supplementary Fig. 3 Pairwise variation (V) of the reference genes in the set of a all the samples and in the
sets of b samples treated with potassium phosphite, and acibenzolar-S-methyl, untreated samples, resistant, and
susceptible cultivars samples with and control (without treatment). V values indicate the optimal number of
reference genes to be used for normalizing RT-gPCR data
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Supplementary Table 1 Ranking of candidate reference genes according to the stability values was determined
using the Delta-CT, BestKeeper, Normfinder, Genorm and RefFinder algorithms in different sets: samples
treated with potassium phosphite, and acibenzolar-S-methyl, untreated samples, resistant, and susceptible
genotype samples with and control (without treatment), all the samples. Lower values obtained from each
algorithm indicate greater stability of gene expression.

Sample Rank Delta-CT BestKeeper Normfinder Genorm RefFinder
group Gene Cqg® Gene SD?> Gene SV®  Gene SV3  Gene GM*
1 PP2A 0.68 PP2A 022 PP2A 031 PP2A 058 PP2A 1.00
- 2 14-3-3 0.78 GAPDH 0.38 14-3-3 054 GAPDH 0.58 GAPDH 2.38
=Rt 3 ATP1 0.79 14-3-3 042 ATP1 055 14-3-3 061 14-3-3 245
<=E % 4 GAPDH 0.80 ATP1 048 GAPDH 059 ATP1 0.68 ATP1 3.46
5 248 086 EFla 055 24S 0.66 24S 0.76 248 5.23
6 EFla 0.87 24S 060 EFlo 068 FEFla 080 EFla 5.73
1 PP2A 0.77 PP2A 031 PP2A 029 ATP1 0.62 PP2A 141
EQ 2 24S 0.84 24S 0.44 24S 048 14-3-3 0.62 24S 251
% g_ 3 ATP1 0.86 14-3-3 056 ATP1 0.56 GAPDH 0.69 ATP1 2.59
g § 4 14-3-3 090 GAPDH 0.58 14-3-3 0.68 PP2A 0.70 14-3-3 2.63
a o 5 GAPDH 092 ATP1 0.61 GAPDH 0.69 24S 0.77 GAPDH 4.16
6 EFla 119 FEFla 0.72 EFla 109 FEFla 091 EFla 6.00
. 1 PP2A 0.60 EFlo 015 PP2A 034 14-3-3 051 PP2A 1.57
3 = 2 14-3-3 062 PP2A 0.17 GAPDH 0.37 GAPDH 0.51 GAPDH 2.06
g % 3 GAPDH 0.62 GAPDH 0.31 14-3-3 037 PP2A 054 14-3-3 234
S E 4 EFla 0.64 ATP1 038 EFla 043 EFla 057 EFla 2.83
'j(j n 5 ATP1 0.74 14-3-3 042 ATP1 0.61 ATP1 0.61 ATP1 4.73
6 24S 0.77 248 0.61 24S 0.66 248 0.66 248 6.00
1 24S 051 PP2A 0.28 24S 0.29 24S 0.43 24S 141
— 2 GAPDH 051 14-3-3 0.28 GAPDH 0.29 GAPDH 0.43 GAPDH 1.86
% 3 PP2A 0.53 GAPDH 0.44 PP2A  0.33 EFla 0.44 PP2A 2.45
8 4 EFla 0.55 24S 056 EFle 036 PP2A 047 14-3-3 3.98
5 14-3-3 065 ATP1 056 14-3-3 054 14-3-3 052 FEFla 412
6 ATP1 0.67 EFla 058 ATP1 058 ATP1 057 ATP1 5.73
1 PP2A 059 PP2A 021 PP2A 0.32 24S 0.54 PP2A 1.32
= 2 ATP1 0.65 14-3-3 037 ATP1 044 EFla 054 243 291
g 3 243 0.66 GAPDH 040 GAPDH 046 PP2A 059 ATP1 2.99
3 4 GAPDH 0.66 EFla 0.48 24S 047 ATP1 061 EFla 3.16
o 5 EFla 0.70 ATP1 052 EFla 055 GAPDH 0.63 GAPDH 3.66
6 14-3-3  0.72 24S 059 14-3-3 058 14-3-3 0.66 14-3-3 456
1 PP2A 0.74 PP2A 022 PP2A 029 PP2A 0.62 PP2A 1.00
% 2 14-3-3 082 14-3-3 046 14-3-3 050 GAPDH 0.62 14-3-3 221
B 3 ATP1 0.87 GAPDH 048 ATP1 058 14-3-3 0.64 GAPDH 2.63
§ 4 GAPDH 092 ATP1 056 GAPDH 0.71 ATP1 0.72 ATP1 3.46
» 5 EFla 1.00 24S 059 EFla 080 FEFla 083 EFla 5.23

6 248 1.02  EFlo  0.62 24S 0.83 248 0.89 248 5.73

1Cq = quantification cycle; 25D = standard deviation; 35V = stability value; *GM = geometric mean of the
weights
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Fig. Suplementar 4 Niveis de compostos fendlicos totais e lignina em folhas de diferentes cultivares de C.
arabica apo6s aplicacdo de KPhi (fosfito de potassio) e ASM (acibenzolar-S-metil) avaliados no tempo de 6, 24 €
48 horas. Cultivares: Arands (AR), lapar (IP), Catuai Vermelho IAC 144 (CV) e Mundo Novo IAC 367-4 (MN).
Barras de erro indicam desvios padrdo; n = 3. Letras mailsculas diferentes sobre as barras indicam diferencas
significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os indutores de resisténcia dentro de cada cultivar. Letras
mintsculas diferentes sobre as barras indicam diferengas significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre as
cultivares dentro de cada de indutor. Letras minUsculas junto aos valores de tempo indicam diferencas

significativas (teste de Tukey; p<0,05) entre os tempos de avaliagdo. A linha tracejada corresponde ao
tratamento controle

Total Phenolic Compounds

mAR -KPhi OIP -KPhi ®CV -KPhi OMN - KPhi
BAR - ASM BEIP - ASM &CV - ASM BMN - ASM

pe.mg ! dry matter
[§=]

Aa Ad Aa Aa Aa AaAa Aa Aa Aa Aa A Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa A2 pq Aa Al Aa

6a 24a 48a
Hours after treatment

Lignin
WAR-KPhi OIP-KPhi ®CV-KPhi OMN - KPhi
BAR - ASM EIP - ASM ECV-ASM BMN - ASM

pe.mg ! dry matter
[§=]

6a 24a 48a
Hours after treatment



